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RESUMO

Considera-se que a resisténcia a inseticidas estaria associada a custos na aptiddo dos individuos
resistentes, uma vez que recursos energéticos seriam realocados para a producdo e manutencao
dos mecanismos responsaveis pela resisténcia. Neste contexto, este estudo visa avaliar
temporalmente como alguns parametros bioldgicos relacionados a capacidade vetorial de A.
aegypti estdo associados a resisténcia aos inseticidas em populacfes provenientes de Campo
Grande/MS (CG), Duque de Caxias/RJ (DC), Parnamirim/RN (PN) e Santarem/PA (ST). A
variagdo temporal do perfil de resisténcia a temephos (organofosforado) e deltametrina
(piretroide) foi monitorada a cada trés meses, durante um ano, assim como algumas
caracteristicas biologicas deste mosquito. O tempo de desenvolvimento de larvas L1 até a fase
adulta foi medido através da observacdo de 120 individuos de cada populacdo e para cada més.
Além disso, observou-se 0 sexo, a tolerdncia ao jejum e comprimento de asa dos adultos
resultantes. Com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia e aspectos relacionados a fecundidade,
60 fémeas adultas foram mantidas individualmente em tubos de plastico cilindricos. Todos 0s
experimentos foram realizados em paralelo com a linhagem Rockefeller, como controle
ambiental. As populagbes das diferentes localidades e Rockefeller mostraram diferencas
significativas para alguns dos parametros estudados, o que provavelmente reflete a adaptacédo as
condicGes ambientais locais e ao laboratério, respectivamente. As fémeas apresentaram menor
tolerancia ao jejum que os machos. Ha evidéncias de que a resisténcia a ambos 0s inseticidas
esteja negativamente correlacionados com algumas das caracteristicas bioldgicas avaliadas para
todas as populacGes, sugerindo uma menor aptiddo dos individuos resistentes na auséncia dos
inseticidas. Mosquitos da CG apresentaram menor tolerancia ao jejum (~ 72h para fémeas e 111h
para 0s machos), tamanho de asa e sucesso de oviposi¢do (muitas fémeas ndo puseram ovos)
associados a maior resisténcia a deltametrina. Populacdo DC parece ser a mais afetada pela
resisténcia a inseticidas, ja que o desenvolvimento larval, tolerdncia ao jejum (~ 66h para fémeas
e 116h para os homens), tamanho da asa, sobrevivéncia (~ 15 dias) e fecundidade (apenas durante
a primeira semana de experimentos) de fémeas adultas foram associados a resisténcia ao
temephos. Considerando PN, a sobrevivéncia de fémeas adultas de Ae. aegypti variou de acordo
com a resisténcia ao temephos (~ 23 dias), enquanto isso, 0 sucesso de oviposi¢do (para a
primeira semana de monitoramento) e a fecundidade foram, aparentemente, associados a
resisténcia a deltametrina. Ha evidéncias de que o tempo de desenvolvimento e a fecundidade de
ST estejam associados a resisténcia ao temephos, bem como a tolerancia ao jejum (~79h para
fémeas e 116h para os machos) e comprimento de asas pareceram variar de acordo com a
resisténcia a deltametrina. Estas observacOes suportam a hipdtese de que a resisténcia a
inseticidas é positiva durante as intervengdes baseadas no controle quimico, por exemplo. No
entanto, na auséncia destes compostos, a resisténcia pode resultar em custos sobre a aptidao dos
individuos resistentes, o que reforca a hipdtese de que a resisténcia aos inseticidas possa alterar
capacidade vetorial de mosquitos.
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ABSTRACT

Insecticide resistance is considered to be associated with fitness costs due to the re-allocation of
metabolic resources to production and maintenance of mechanisms responsible for resistance. In
this context, this study aimed to assess how insecticide resistance is associated with some life
history traits related to vectorial capacity of A. aegypti in Brazilian populations from Campo
Grande/MS (CG), Duque de Caxias/RJ (DC), Parnamirim/RN (PN) and Santarém/PA (ST). The
profile and temporal variation in temephos (organophosphate) and deltamethrin (pyrethroid)
resistances were monitored every three months, during one year, as well as some mosquito traits.
The development time elapsed between L1 larvae and the adult stage was measured through the
observation of 120 individual larvae from each population and for every month. Additionally, it
was observed sex, starvation time and wing length for resulting adults. In order to evaluate
survival and fecundity aspects, 60 adult females were kept individually in cylindrical plastic
tubes. All experiments were performed in parallel with the Rockefeller strain, as a control of
insecticide susceptibility. The populations of different localities and Rockefeller showed
significant differences for some of the parameters studied, which probably reflects adaptation to
local environmental conditions and to the laboratory, respectively. Females showed shorter
starvation time than males. There is evidence that insecticide resistance for both insecticides is
negatively correlated with some of the biological traits evaluated for all populations evaluated,
suggesting lower fitness of resistant individuals in the absence of insecticide. Mosquitoes from
CG showed lower starvation time (~72h for females and 111h for males), wings size and
oviposition success (many females did not lay eggs) associated with increased deltamethrin
resistance. DC population seemed to be the most affected by insecticide resistance, since larval
development, starvation time (~66h for females and 116h for males), wing size; survival (~ 15
days) and fecundity (only during the first week of experiments) of adult females were somehow
associated with temephos resistance. With respect to PN, Ae. aegypti female survival varied
according to temephos resistance (~ 23 days); meanwhile, oviposition success (for the first week
of monitoring) and fecundity were apparently associated with deltamethrin resistance. There is
evidence that the development time and fecundity of ST were associated with temephos
resistance, as well as starvation time (~ 79h for females and 116h for males) and wings length
appeared to vary in accordance to deltamethrin resistance. These observations support the
hypothesis that insecticide resistance is positive during chemical control interventions, for
instance. However, in the absence of these compounds, resistance may result in fitness costs on
those resistant indiviaduals, reinforcing the hypothesis that insecticide resistance affect mosquito
vectorial capacity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Dengue

A dengue se configura atualmente como um dos maiores problemas mundiais de satde
publica, afetando anualmente 50-100 milhdes de pessoas em todo o mundo (Guzman e Kouri
2003). No momento, o virus dengue é o responsavel por mais casos de doenca e morte do que
qualquer outro virus transmitido por artrépodes (Guzman e Kouri 2002). O aumento da
incidéncia da doenca nas Ultimas décadas esta relacionado ao intenso crescimento populacional
humano e a urbanizacdo desordenada, especialmente nos paises em desenvolvimento, aliados a
ineficiéncia da gestdo de recursos e das praticas de controle de vetores (Gubler 1998; Lambrechts
et al. 2009). Assim, a precariedade dos sistemas de saneamento bésico, abastecimento de &gua e
coleta de lixo favorecem a proliferacdo de insetos transmissores desta e de outras enfermidades.

O dengue é um virus de RNA fita-simples positiva, pertencente a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus. Sdo quatro sorotipos antigenicamente distintos denominados DENV-1, 2, 3 e
4 (Gluber e Kuno 1997). Em humanos, os quatro sorotipos causam uma doenca febril cujos
sintomas aparecem cerca de 3 a 14 dias apds a picada de vetores infectados e se manifesta
clinicamente sob a forma classica ou sob a forma hemorrégica (Gluber e Kuno 1997; Rigau-Perez
et al. 1998). Atualmente, a dengue esta presente em mais de 100 paises (WHO e TDR 2009).
Acredita-se que o virus seja originario da Asia e tenha se disseminado pelo mundo durante o
periodo das grandes navegacdes (Gluber e Kuno 1997). Nas Américas, 0s primeiros registros
da ocorréncia de epidemias de dengue datam da segunda metade do século XVIII (Roush
1789 apud. Guzman e Kouri 2003). Ja no Brasil, apds um longo periodo ausente ou silencioso,
a primeira epidemia no passado recente ocorreu em 1986 (Silva Jr et al. 2002). Desde entdo, a
dengue apresenta um padrdo sazonal de maior incidéncia no verdo, periodo de maior

temperatura e pluviosidade.

1.2. Vetores do dengue

A transmissdo do virus dengue entre humanos esta associada as fémeas de mosquitos
do género Aedes (Diptera: Culicidae), as quais o adquirem apds a ingestdo de sangue
contendo particulas virais. No mosquito, o virus dengue se replica em diversos tecidos, mas
somente quando atinge as glandulas salivares da fémea, num periodo geralmente

1



compreendido entre 10-14 dias e conhecido como periodo de incubacédo extrinseco (PIE), que
esta se torna infectiva. A partir deste momento, o virus serd inoculado na corrente sanguinea
do hospedeiro vertebrado juntamente com a saliva do inseto em todas as picadas
subsequentes (Gluber e Kuno 1997).

Embora fémeas das espécies Ae. albopictus, Ae. polynesisensis e Ae. scutellaris
possam atuar como vetores em algumas regides (Gluber e Kuno 1997), o Ae. aegypti € 0
Unico vetor conhecido do dengue nas Américas e é altamente susceptivel a este virus
(Lourenco-de-Oliveira et al. 2004). Sua distribuicdo geografica atual compreende as zonas
tropicais e subtropicais do planeta, predominando em areas urbanas e periurbanas (Braks et
al. 2003). Esta espécie de origem africana foi provavelmente introduzida no Brasil durante o
periodo colonial trazida pelos navios negreiros, tendo importancia epidemioldgica
primeiramente como vetor da febre amarela (Consoli e Lourenco-de-Oliveira 1994; Lounibos
2002). No final da década de 1950, o Ae. aegypti foi considerado erradicado do territorio
brasileiro, apds intensas medidas de controle lideradas inicialmente por Oswaldo Cruz e,
posteriormente, pela Fundacdo Rockefeller. Porém, uma vez que a espécie ndo foi eliminada
de toda a América, o Brasil foi colonizado novamente apés a década de 1970 (Braga e Valle
2007a). Atualmente, o Ae. aegypti encontra-se presente nos 26 Estados brasileiros e no
Distrito Federal (SVS 2006).

Esta espécie esta adaptada ao ambiente sinantropico e apresenta intima associagdo
com os seres humanos. Fémeas de Ae. aegypti sdo encontradas principalmente no ambiente
urbano de zonas metropolitanas (Braks at al 2003), se alimentam raramente de fontes
acucaradas e possuem preferéncia pelo sangue humano (Edman et al. 1992). Observa-se que
as fémeas freqlientemente realizam mais de uma alimentagdo sanguinea por ciclo gonotroéfico,
além de diversas tentativas interrompidas no mesmo ou em diferentes hospedeiros (Halstead
2008). E um mosquito diurno, com maior atividade ao amanhecer e no final da tarde (Consoli
e Lourengo-de-Oliveira 1994). Além disso, utiliza como sitios de oviposicdo
predominantemente recipientes artificiais associados ao homem (Peryassu 1908) preenchidos
pela chuva ou utilizados como recipiente de armazenamento de agua para uso domeéstico.
Dentre os quais se destacam pneus, caixas dagua, tonéis, pratos de planta e ralos,
dependendo da oferta de depdsitos em cada localidade (Consoli e Lourengo-de-Oliveira 1994;
Maciel-de-Freitas et al. 2007a; David et al. 2009).



Até o momento, ndo ha vacinas, medicamentos profilaticos ou quimioterapicos
especificos disponiveis para o tratamento de pacientes com dengue. Deste modo, o Unico
meio disponivel para reducdo da transmisséo é o controle do mosquito vetor (Gluber 1998;
Rigau-Pérez 1998; Morrison et al. 2008), uma vez que a erradicacdo do Ae. aegypti e do virus
ndo é uma meta atingivel no contexto atual. ldealmente, as atividades de controle do Ae.
aegypti devem manter a populacdo do vetor abaixo de um nivel critico, a partir do qual a
transmissédo do dengue seria reduzida, evitando assim o surgimento de epidemias (Focks
2003; Morrison et al. 2008). Presentemente, o controle do Ae. aegypti é complexo e constitui um

grande desafio para a saude publica.
1.3. Principais medidas de controle de vetores

O controle de vetores pode ser exercido, principalmente, por meio do controle
mecanico, bioldgico e quimico (Rose 2001). Para o vetor Ae. aegypti, a eliminacdo de sitios
de oviposicdo ou impedimento do acesso das fémeas a estes recipientes sdo as atividades
mais eficazes de controle mecanico (Rozendaal 1997, I0C 2011). Para tal, recomendam-se,
por exemplo, melhorias nos sistemas de abastecimento de agua, uma vez que recipientes
utilizados para armazenamento de Aagua freqlientemente tém papel importante como
criadouros de Ae. aegypti em centros urbanos onde o fornecimento € irregular ou inexistente
(Barrera et al. 1993; Maciel-de-Freitas et. al. 2007a). A modificacdo destes recipientes
através do uso de tampas e telas, eliminado o acesso do mosquito as proximidades da lamina
d’a4gua, pode amenizar o problema, reduzindo a infestacdo e a populacdo de mosquitos
adultos (Maciel-de-Freitas e Lourengo-de-Oliveira 2011).

Em localidades onde o abastecimento de agua é regular, campanhas educativas podem
alertar a populacéo da importéncia de criadouros menores e comumente sujeitos ao regime de
chuvas, tais como ralos e vasilhames plasticos (David et al. 2009). Adicionalmente, o
emprego de telas, mosquiteiros e repelentes podem reduzir o contato entre humanos e
mosquitos, dificultando a emergéncia e epidemias. Porém, estes tipos de intervencdo exigem
planejamento por parte do governo e, principalmente, comprometimento massivo da
populacdo, o que geralmente sé ocorre durante grandes epidemias (Morrison et al. 2008).

Além disso, tais medidas devem ser duradouras para que sejam realmente eficazes.



O controle bioldgico, por sua vez, se baseia na utilizacdo de organismos predadores,
parasitas ou competidores. Dentre as vantagens deste tipo de intervengdo, destacam-se a ndo
contaminacdo ambiental e a especificidade contra a espécie alvo. Entretanto, devem ser
utilizadas apenas espécies nativas, 0 que nem sempre é facil, pois vetores sdo muitas vezes
espécies invasoras e, em algumas localidades, podem né&o ter inimigos naturais. A dificuldade
e 0 custo de criacdo em larga escala de alguns organismos também podem ser um problema
(Rozendaal 1997).

Peixes que se alimentam de larvas e o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) sdo os
organismos mais empregados, embora o potencial para utilizagdo no controle de outras
bactérias, fungos, protozoéarios, insetos e crustdceos venha sendo averiguado (Rozendal
1997). Diversas espécies de peixe sdo empregadas para o controle em criadouros naturais e
artificiais. No nordeste brasileiro a espécie Betta splendens é bastante utilizada em tanques
domésticos (Cavalcanti et al. 2007). Ja& o Bti vem sendo empregado no controle de Ae.
aegypti como alternativa aos larvicidas neurotdxicos, aos quais muitas populacdes ja
desenvolveram altos niveis de resisténcia (Braga e Valle 2007b). A bactéria produz cristais
toxicos que se solubilizam no ambiente alcalino do intestino médio dos insetos susceptiveis,
causando lise celular e, conseqlientemente, sua morte (Whalon e Wingerd 2003). Entretanto,
0 Bti possui baixa persisténcia no ambiente (Rozendal 1997).

Por fim, o emprego de fungos entomopatogénicos no controle de vetores vem sendo
investigado (Scholte et al. 2007). Diferentes espécies de fungo se mostraram patogénicas para
adultos de Ae. aegypti (Leles et al. 2010), contudo duas delas sdo mais estudadas:
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (Scholte et al. 2007; De Paula et al. 2008). De
acordo com a metodologia proposta, 0s mosquitos sdo passivamente infectados por conidios
dos fungos entomopatogénicos quando repousam em areas impregnadas com 6leo contendo
esporos. Estes aderem e penetram na cuticula do mosquito e crescem internamente,
produzindo toxinas que levam o inseto a morte (Scholte et al. 2004). Em anofelinos, a
infeccdo por esse fungo também levou a redugdo do desenvolvimento do Plasmodium
chabaudi, da habilidade das fémeas em se alimentar de sangue (Blanford et al. 2005) e da sua
fecundidade (Scholte et al. 2006).

Ja o controle quimico emprega xenobidticos, mais especificamente inseticidas, para

diminuir a densidade populacional do vetor. Os principais inseticidas utilizados no controle
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quimico podem ser divididos em quatro classes: organoclorados, piretroides,
organofosforados e carbamatos. Todos atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos
(Palchick 1996).

Os organoclorados sdo compostos quimicos que contém moléculas de carbono,
hidrogénio e cloro (Ware e Whitacre 2000). O mais famoso deles é sem duvida o DDT,
primeiro inseticida amplamente utilizado e pioneiro no controle das formas adultas de
mosquitos. Empregado inicialmente nos programas de controle de anofelinos transmissores
de malaria na década de 1940, o DDT reduziu rapidamente a incidéncia desta e outras
doencas transmitidas por insetos (Roberts 2010). Os piretrodes sdo compostos sintéticos
similares aqueles produzidos por plantas do género Chrysanthemum (Rozendal 1997).

Sabe-se que organoclorados e piretroides atuam sobre os canais de sédio das
membranas celulares das células nervosas (Ware e Whitacre 2000). Normalmente, apds um
estimulo, estas proteinas permitem a entrada de ions Na* na célula, o que resulta na onda de
despolarizacdo da membrana plasmatica e na transmissdo do impulso nervoso. Logo depois,
os canais adotam uma conformacao inativa e blogueiam a passagem do Na®, permitindo que a
membrana retorne ao potencial de repouso (Alberts et al. 2007). Os organoclorados e
piretroides mantém os canais de sodio abertos, o que leva a passagem continua de impulsos
nervosos, causando paralisia e subseqiiente morte do inseto (Hemingway et al. 2004).
Atualmente, o uso dos organoclorados encontra-se proibido em muitos paises devido a sua
alta persisténcia no ambiente e acumulo em tecidos animais (Roberts 2010). Os piretroides,
por sua vez, sdo vastamente empregados no controle de vetores devido a menor toxicidade
para grupos ndo-alvo, como aves e mamiferos (Rozendaal 1997).

Os organofosforados sdo inseticidas que contém fdsforo, altamente téxicos para 0s
vertebrados, porém com baixo acimulo nos tecidos animais e persisténcia no ambiente
(Rozzendal 1997). J& os carbamatos sdo compostos menos toxicos, derivados do acido
carbamico (Ware e Whitacre 2000). Todavia, ambos atuam inibindo a Acetilcolinesterase
(AchE) (Hemingway et al. 2004). Esta enzima atua no sistema nervoso hidrolisando a
acetilcolina, neurotransmissor responsavel por estimular a abertura de canais idnicos
especificos presentes na juncdo de neurdnios e células musculares que permitem o fluxo de
fons e a passagem de impulsos nervosos (Alberts et al. 2007). A inativacdo da AchE resulta

no acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, impedindo a interrupg¢ao da propagacéo do
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impulso nervoso. Consequentemente, 0 sistema nervoso permanece continuamente
estimulado, causando paralisia e morte no inseto.

A implementagdo dos inseticidas como principal arma contra insetos vetores de
doencas tropicais, juntamente com o desenvolvimento de medicamentos e vacinas, gerou a
expectativa de que muitas destas doencas logo seriam erradicadas do planeta (Lourenco-de-
Oliveira 2005). Porém, o aparecimento de populacbes de vetores resistentes aos inseticidas
devido ao seu uso continuo se tornou um importante obstaculo ao controle e erradicacao

desses insetos, influenciando a re-emergéncia de doencgas por eles transmitidas.

1.4. Mecanismos de resisténcia a inseticidas

Um fendmeno bastante conhecido é a ndo-letalidade de alguns individuos quando ha
contato com certa dose de inseticida. Conceitualmente, a resisténcia pode ser definida como a
capacidade de uma populagdo de insetos de tolerar uma dose de inseticida que normalmente
causaria sua morte (Braga e Valle 2007b).

Os principais mecanismos que conferem tolerdncia aos inseticidas podem ser
classificados em resisténcia metabolica e alteracdo do sitio alvo, que, freqlentemente juntos,
conferem resisténcia a maioria dos inseticidas disponiveis (Hemingway et al. 2004). Além destes,
alteracfes na cuticula do inseto podem reduzir a taxa de penetracdo do inseticida e alteracGes
comportamentais podem fazer com que o inseto evite o contato com o mesmo (Taylor 1986;
Braga e Valle 2007b). Vale ressaltar que 0 mesmo mecanismo pode conferir resisténcia a mais de
uma classe de inseticida, o que é denominado resisténcia cruzada.

A resisténcia metabdlica ocorre quando ha aumento nos niveis ou na atividade de enzimas
de detoxificacdo. Esterases, monooxigenases e glutationa-S-tranferases (GST) sdo os principais
grupos que atuam neste processo, tornando 0s compostos quimicos toxicos, como 0s inseticidas,
mais soluveis em agua, facilitando assim sua eliminagdo do organismo (Hemingway et al. 2004;
Braga e Valle 2007b).

Assim, a resisténcia pode resultar da mudanca funcional destas enzimas, como
documentado em moscas domésticas (Oppenoorth e van Asperen 1960) e na mosca varejeira
Lucilia cuprina (Newcomb et al. 1997). Estas duas espécies adquiriram a capacidade de
hidrolisar organofosforados por meio de uma mutacéo no gene que codifica um tipo de esterase.

Adicionalmente, o aumento da producdo destas proteinas via mudancas nos genes que regulam a
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transcricdo e/ou atraves de amplificacdo génica também pode conferir resisténcia metabolica
(ffrench-Constant et al. 2004). No mosquito Culex pipiens (Diptera: Culicidae) observa-se a
superproducéo de esterases, resultante de modificacdes nos genes reguladores e do aumento das
copias dos alelos que codificam estas proteinas (Raymond et al. 2001).

Em Ae. aegypti, até 0 momento, ndo foram detectadas mudancas funcionais nas enzimas
de detoxificacdo citadas anteriormente (Marcombe et al. 2009). Desta forma, a resisténcia a
inseticidas nesta espécie esta correlacionada com a atividade aumentada de pelo menos um tipo
de enzima envolvida no metabolismo de xenobidticos (Marcombe et al. 2009; Martins et al.
2009; Melo-Santos et al. 2010; Somwang et al. 2011). Por exemplo, foi detectado aumento na
atividade de esterases e GST em populagdes de Ae. aegypti do nordeste brasileiro resistentes a
organofosforados (Montella et al. 2007).

Mudangas nas proteinas sobre as quais atuam os inseticidas, como o canal de sodio e a
AchE, podem tornar os insetos resistentes. Este tipo de modificacdo, conhecida como alteracdo
do sitio-alvo, resulta na diminuicdo ou perda da afinidade entre o composto quimico e o sitio
sobre o qual este atua (Hemingway et al. 2004). O fenétipo que confere resisténcia ao DDT e a
piretrides é conhecido como knockdown resistance (kdr), uma vez que as contragdes
involuntarias seguidas de morte provocadas pela ligacdo destes compostos no canal de sodio
(chamadas de efeito knockdown) ndo ocorre nos individuos que possuem tal caracteristica
(Busvine 1951). O kdr resulta de modificacGes na estrutura do canal de sodio, fazendo com que ja
foi descrito para diferentes espécies de insetos, dentre elas Musca domestica (Diptera: Muscidae)
(Busvine 1951), Anopheles gambiae (Diptera: Culicidae) (Martinez-Torres et al. 1998) e o
préprio Ae. aegypti (Severson et al. 1997).

Alteragbes na seqiiéncia de aminodcidos da AchE podem conferir resisténcia a
organofosforados e carbamatos (Hemingway et al. 2004). De fato, muta¢fes que diminuem a
sensibilidade desta enzima a estes compostos ja foram detectadas em alguns insetos, dentre eles
Anopheles gambiae e Culex pipiens (ffrench-Constant et al. 2004), porém ainda ndo em Ae.
aegypti (Montella et al. 2007; Marcombe et al. 2009; Melo-Santos et al. 2010).

1.5. Desenvolvimento da resisténcia a inseticidas

A exposicdo aos inseticidas ndo estd relacionada ao surgimento da resisténcia, pois,

mesmo antes da sua utilizacdo no controle, individuos que portam alelos que os tornam
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resistentes ja estdo presentes na populacdo, mas em baixas freqiéncias (Crow 1957; Ridley
2006). Além disso, insetos herbivoros, por exemplo, freqiientemente possuem alta atividade das
enzimas de detoxificacdo, caracteristica necessaria para lidar com compostos secundarios
produzidos pelas plantas dos quais se alimentam. Neste cenario, mosquitos poderiam desenvolver
mecanismos semelhantes que os permitissem conviver com material vegetal depositado nos
criadouros (Taylor 1986; Roush e McKenzie 1987; Mallet 1989). Assim, diferentes espécies e
populagGes podem naturalmente variar seus niveis de tolerdncia aos inseticidas, mesmo antes de
submetidas ao controle quimico (Ferrari 1996.)

Devido a raridade inicial dos caracteres relacionados a resisténcia, uma diminuicao
significativa das populagfes-alvo ocorre apds as primeiras aplicagcdes dos inseticidas. Contudo,
com o uso indiscriminado desta ferramenta, individuos resistentes se tornam cada vez mais
frequentes como consequiéncia direta da selecdo exercida pelo o aumento da concentracdo destes
compostos tdxicos no ambiente (Crow 1957). Deste modo, o desenvolvimento da resisténcia a
inseticidas € sem duvida uma das mais notdrias evidéncias da ocorréncia da Selecao Natural.

A Selecdo Natural foi proposta em 1859 por Charles Darwin na publicacdo On the Origin
of Species como o processo em virtude do qual “uma variagdo por minima que Seja Se conserva e
se perpetua - se for atil (...) nas suas relacbes por demais complexas com 0S outros seres
organizados e com as condi¢des fisicas da vida”. (Darwin, 1859). Assim, a Sele¢do Natural atua
ndo somente na sobrevivéncia dos individuos, mas também no seu éxito em deixar descendentes,
para 0s quais sdo transmitidos os caracteres hereditarios favoraveis. Atualmente, sabe-se que a
Selecdo Natural implica em mudancas na composi¢do genética das populacGes, através do
aumento das freqliéncias dos alelos que afetam positivamente a sobrevivéncia e 0 sucesso
reprodutivo dos individuos.

Alelos relacionados a resisténcia aos inseticidas sdo altamente vantajosos em ambientes
nos quais ha o controle quimico, uma vez que a parcela resistente da populacdo sobrevive em
detrimento dos individuos susceptiveis. Conseqiientemente, a frequéncia destes genotipos tende a
aumentar rapidamente. A velocidade com que isso ocorre ndo depende exclusivamente do
volume e intensidade de aplicacdo dos inseticidas, porém também da variabilidade genética da
espécie ou populacdo em questdo sobre a qual a selecéo natural atua (Ferrari 1996; Hemingway et
al. 2004). Normalmente variacGes genéticas surgem em uma populacdo através de mutagdes

aleatorias no DNA, recombinacdo génica ou migracdo (Ridley 2006). Especula-se ainda que a
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rapida evolucdo da resisténcia tenha sido facilitada pelo fato de que os principais inseticidas
empregados atualmente afetam um Unico sitio-alvo, onde, teoricamente, uma Gnica mutagdo pode

ser suficiente para conferir altos niveis de resisténcia (Roush e McKenzie 1987; Mallet 1989).
1.6. Estratégias de manejo da resisténcia a inseticidas

Muito se discute acerca de estratégias para prevenir ou retardar o aparecimento de
populacBes de insetos resistentes aos inseticidas quimicos atualmente disponiveis. Dentre elas
esta 0 emprego simultdneo de duas ou mais classes de inseticidas no campo. Esta tatica baseia-se
na suposicao de que a freqiiéncia dos alelos de resisténcia em dois loci distintos € inicialmente
tdo baixa que seria muito dificil encontra-los em um mesmo individuo. No mesmo pressuposto
apolia-se a pratica de alternancia de inseticidas. Se a freqliéncia de individuos resistentes comeca
a aumentar devido a utilizacdo de um tipo de composto quimico, estes morrerdo com a troca para
um segundo composto (Ferrari 1996).

A dose de inseticida e a freqiiéncia de aplicacdo também estdo relacionadas a velocidade
com que a resisténcia se torna comum em populacdes de insetos. N&o ha sele¢cdo com o uso de
doses muito altas, insuficientes para discriminar resistentes e susceptiveis, para aquelas
populacBes cujos niveis de resisténcia ainda sdo baixos e/ou ainda ndo se encontram homozigotos
para mutacdes que conferem resisténcia do tipo sitio-alvo (Roush e McKenzie 1987). Por outro
lado, a aplicacdo de doses moderadas e esparsas de inseticidas ndo-residuais pode limitar a
intensidade da pressao seletiva, preservando assim o0s genes de susceptibilidade. Entretanto, esta
estratégia ndo é eficaz quando a resisténcia ja esta disseminada e/ou precisa-se eliminar uma
grande parte da populacdo de vetores (Georghiou 1994). Alternativamente, outra maneira de
adiar a evolucéo da resisténcia é o causar a morte dos insetos ap6s sua reproducao, porém antes
de se tornarem aptos a transmitir doencas (Read et al. 2009). No caso do Aedes aegypti e do
dengue as fémeas colocam ovos logo na primeira semana de vida e sé se tornam infectivas cerca
de 10 apo6s ingerir o sangue contendo particulas virais (Salazar et al. 2007). Desta maneira, a
desova de todas as fémeas, tanto as suscetiveis quanto as resistentes, seriam postas livres de
pressdo de selecdo, mas o vetor morreria antes que se completasse o PIE.

A manutencdo de areas ndo tratadas com inseticidas, denominadas refugios, as quais

possibilitam a migracdo de individuos susceptiveis para os locais tratados (Comins 1977; Rausher



2001) tambem € recomendada. O sucesso das estratégias anteriormente mencionadas sera

facilitado caso os gendtipos resistentes possuam alguma desvantagem na auséncia dos inseticidas.

1.7. Aptidé&o (fitness) relativa dos individuos resistentes na auséncia de inseticidas

A aptiddo, ou fitness, dos individuos determina o grau que estes contribuirdo com sua
prole para a proxima geracdo. Assim, também é chamado de sucesso reprodutivo e estd associado
as variacdes genéticas sobre as quais a selecdo natural atua (Ridley 2006). Considera-se o
desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas, seriam associadas a custos na aptiddo dos
individuos na auséncia destes no ambiente (Crow, 1957). Em outras palavras, ocorreria um
balango (trade-off) entre a resisténcia e caracteristicas biologicas relacionadas a aptiddo. De fato,
isso ja foi observado em diversas espécies de insetos (Carriere et al. 1994; Berticat et al. 2002;
Bourget et al. 2004; Ribeiro 2008).

Neste contexto, o custo da resisténcia pode ser definido como mudangas negativas na
fisiologia e/ou nas caracteristicas da histdria de vida dos organismos que reduzem sua aptidao na
auséncia da pressdo seletiva (Costau et al 2000). Tais efeitos seriam decorrentes, por exemplo, da
realocacdo de recursos energéticos para a producdo e/ou amplificacdo dos mecanismos
associados a detoxificacdo ou insensibilidade aos inseticidas. Este conceito ja era mencionado
por Darwin como “Lei da compensa¢do”, na qual “a fim de poder despender de um lado, a
natureza ¢ obrigada a economizar de outro” (Darwin, 1859).

Acredita-se que a resisténcia de mosquitos do género Culex aos inseticidas
organofosforados seja um dos exemplos deste processo. Sabe-se que neste género alelos de
resisténcia ordinariamente induzem a superproducdo de esterases (Fournier et al. 1987), a qual
pode ser até 50 vezes maior que a producdo normal (Raymond et al. 2001). J& em populacbes
resistentes da espécie Myzus persicae (Homoptera: Aphididae), as esterases correspondem a até
3% do total de proteinas (Devonshire e Moores 1982). Nestes casos, a superproducdo de enzimas
sugere que o0s custos da resisténcia observados (Foster et. al. 2000; Berticat et al. 2008) sejam
decorrentes da limitacdo de recursos energéticos/reprodutivos (Chevillon et al. 1999).

Uma vez que os inseticidas atualmente empregados no controle de vetores e pragas
agricolas ttm como alvo importantes enzimas do sistema nervoso, e resisténcia do tipo alteracao
do sitio-alvo implica em alteracbes na seqiiéncia de aminodcidos destas proteinas. Assim,

mutacdes nos canais de sédio e na AchE poderiam influenciar o desenvolvimento (Hoffmann et
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al. 1992) e a sensibilidade dos insetos aos estimulos ambientais associados a sua sobrevivéncia e
reproducdo. Na prética, tais alteracGes ja foram associadas a maior mortalidade de imaturos em
Anopheles gambiae (Djogbénou et al. 2010) e Culex quinquefasciatus (Berticat et al. 2008), a
diminuicbes na resposta a estimulos olfatérios em Myzus persicae (Foster et. al 1999) e
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) (Lilly et al. 1994) e um maior risco de
predacdo em Culex pipiens (Berticat et al. 2004).

Outra possibilidade é que o custo da resisténcia esteja associado a selecdo de novas
mutacfes, 0 que comumente perturba o desenvolvimento do organismo. Uma nova mutacdo,
ainda que vantajosa, pode levar a alteracbes em outras partes do fenotipo, 0 que muito
provavelmente sera prejudicial. Entretanto, se o resultado final for positivo, a sele¢do natural a
favorecera mesmo assim (Ridley 2006). Um dos exemplos deste caso € o da mosca Lucilia
cuprina (Diptera: Calliphoridae). O aparecimento de mutacGes que conferem resisténcia leva a
assimetria no desenvolvimento (McKenzie e O’Farrel 1993). Mesmo assim, a vantagem da
resisténcia se sobrepuja ao custo e a mutacdo € rapidamente selecionada na presenca dos
inseticidas.

Finalmente, uma explicacdo alternativa para os custos freqlientemente observados seriam
as grandes reducdes populacionais, chamadas de “gargalos”, sofridas apos a intensa aplicagdo dos
inseticidas e seguidas de intenso endocruzamento, perda de variabilidade genética e fixacdo de
alelos deletérios por deriva génica (Carriére et al. 1994).

Independentemente das causas bioldgicas responsaveis pela reducdo da aptiddo dos
individuos resistentes, estes estardo em desvantagem nos ambientes livres de inseticidas. Sendo
assim, a selecdo natural tende a reduzir a freqliéncia dos genotipos relacionados a resisténcia. Isto
é especialmente importante para o manejo da resisténcia aos inseticidas, uma vez que a
interrupcdo da utilizacdo de determinado composto poderia ser suficiente para fazer com que
populacdo voltasse a ser susceptivel em determinado intervalo de tempo (Crow 1957; Tabashnik
etal. 1994).

Contudo, a selecdo natural atua simultaneamente em diferentes loci, o que significa que
pode favorecer genoétipos que reduzam os possiveis efeitos colaterais deletérios das mutacGes
relacionadas a resisténcia aos inseticidas (Raymond et al. 2001; Ridley 2006). Com o passar das

geracgdes 0 custo pode ser completamente superado e, como conseqiiéncia, a resisténcia pode se
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tornar estavel (Tabashnik et al. 1994). Além disso, os alelos mais custosos podem ser substituidos

por outros com baixo ou nenhum custo (Guillemaud et al. 1998).

1.8. Capacidade vetorial e resisténcia a inseticidas

Dentre as caracteristicas biologicas possivelmente afetadas pelo custo da resisténcia aos
inseticidas estdo aquelas que se relacionam com a veiculagéo de agentes patogénicos por insetos
vetores. Tratando-se de mosquitos, a habilidade de uma populacdo em transmitir um determinado
patdgeno a uma populacdo de hospedeiros suscetiveis é designada capacidade vetorial (Klempner
et al. 2007).

O conceito de capacidade vetorial (CV) foi originalmente cunhado para anofelinos
transmissores da malaria por Garret-Jones, em 1964, e deste entdo vem sendo empregado para
outros sistemas vetor/patdgeno, como o Aedes aegypti/virus dengue (Anderson e Rico-Hesse
2006; Maciel-de-Freitas et al. 2007b; Rivero et al. 2010). Assim, foi a CV definida como sendo o
numero de infecgbes que uma populacdo de um determinado vetor por distribuir por dia em um
dado lugar e época, assumindo condi¢cbes de ndo-imunidade (Garret-Jones 1964).

Matematicamente foi definida como:
CV = m.b.c.a>.P"/ -logeP

Onde a é o nimero médio de picadas por dia; b é a probabilidade que um mosquito infectado tem
de transmitir o parasito ao picar um hospedeiro humano susceptivel; c é a probabilidade que um
mosquito tem de se infectar com o parasito enquanto pica um hospedeiro humano infectado; m é
0 numero médio de fémeas de mosquito por pessoa, n é a duracdo do periodo extrinseco de
incubacdo do parasito (decorrido entre a ingestdo do sangue contendo os parasitas e a chegada
destes nas glandulas salivares das fémeas); P é a taxa de sobrevivéncia diaria do mosquito.

A resisténcia aos inseticidas por si sO ja esta relacionada a capacidade vetorial a medida
gue aumenta 0 nimero de mosquitos que sobrevive ao controle quimico, ou seja, permite maiores
densidade populacional e sobrevivéncia do vetor (McCarrol et al. 2000; Rivero et al. 2010).
Contudo isso ndo significa necessariamente que a transmissdo de doengas seguird 0 mesmo
padrdo, pois o custo da resisténcia pode potencialmente se manifestar em diversas outras

caracteristicas bioldgicas direta ou indiretamente envolvidas na CV. Em suma, a resisténcia aos
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inseticidas pode afetar de forma positiva ou negativa a CV, dependendo se ha ou ndo custo na

aptiddo dos individuos resistentes e de como este se manifesta.
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2. JUSTIFICATIVA

Recentemente, diversos estudos vém buscando elucidar a relacdo entre a resisténcia aos
inseticidas e a transmissdo de doencgas. McCarrol et al. (2000) mostraram que mosquitos
resistentes da espécie Culex quinquefasciatus tém menores chances de transmitir filariose quando
comparados aos suscetiveis, 0 que especula-se estar associado a alta atividade de esterases, que
impediria o desenvolvimento das filarias. Ademais, a resisténcia tem sido relacionada a menor
fecundidade (Kumar et al. 2009) e sobrevivéncia (Chevillon 1997; Gazave et al. 2001; Agnew et
al. 2004) com relacdo a populagdes susceptiveis, o que as tornaria menos eficientes como vetores
na auséncia de inseticidas. Por outro lado, ha indicios de que resisténcia possa afetar a imunidade
dos vetores, tornando-0s mais permissivos a infeccdes (Berticat et al. 2002; Howard et al. 2010).

Deste modo, o desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas atualmente empregados no
controle de vetores envolve mudangas em diversas caracteristicas da biologia dos artropodes.
Neste sentido é de grande importancia determinar como tais alteragdes influenciam a infeccéo, o
desenvolvimento e a transmissao de agentes patogénicos veiculados por diversas espécies de
insetos (Rivero et al. 2010). Além disso, teoricamente, a possibilidade do envolvimento dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia a inseticidas com possivel custo na aptiddo dos
individuos pode determinar a rapidez com a qual estes evoluem em populagdes naturais, assim
como a velocidade do retorno a suscetibilidade apés a retirada dos compostos do ambiente (Crow
1957). Assim, entender a relacdo da resisténcia a inseticidas e outros caracteres também é
determinante para o controle dos vetores e para 0 manejo da propria.

Neste contexto, este estudo pretendeu avaliar temporalmente, na auséncia de inseticidas,
algumas caracteristicas da biologia de Ae. aegypti relacionadas a CV em populacdes naturais
originarias de quatro regides do Brasil. Foram registrados o tempo de desenvolvimento dos
imaturos, a tolerancia ao jejum de formas adultas, sobrevivéncia de fémeas adultas e aspectos da
fecundidade.

Apesar de ndo estar numericamente contido na equagdo da capacidade vetorial de
mosquitos, o tempo de desenvolvimento das formas imaturas pode impactar a taxa de veiculagdo
de patdgenos a medida que determina a rapidez com que os individuos atingem o estagio adulto,
no qual ocorre a alimentacdo sanguinea das fémeas, a reproducédo e a aquisicdo e/ou transmissao
de parasitas. Adicionalmente, é durante as fases de larva e pupa que 0s mosquitos estdo mais

sujeitos a predacdo. Deste modo, o tempo de desenvolvimento larvar pode afetar e densidade de
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mosquitos e, indiretamente, a CV. Ja a tolerancia ao jejum, ou seja, o tempo pelo qual os
individuos resistem sem fontes nutricionais, seria uma maneira indireta de medir os niveis de
reserva energética dos adultos ao emergir (Djogbénou et. al 2010).

Um dos parametros biologicos mais importantes na dindmica de transmissdo do dengue
seria a sobrevivéncia do vetor (Luz et al. 2003), j& quanto mais tempo a fémea do mosquito
sobrevive, maiores sdo as chances de aquisicdo e replicagdo do virus e, por consequéncia, de
transmissdo da dengue para um novo hospedeiro. Por fim, aspectos relacionados a fecundidade,
COmMO sucesso no repasto sanguineo e a quantidade de ovos estdo relacionados com a taxa de
picada e a dinamica populacional e densidade do vetor, respectivamente. Além disso, 0 processo
de Selecdo Natural favorece, em ultima instancia, aqueles individuos que apresentam maior

sucesso reprodutivo (Begon et al. 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar temporalmente parametros bioldgicos relacionados a capacidade vetorial de Aedes

aegypti em populacdes de campo com diferentes perfis e historicos de resisténcia a inseticidas.
3.2. Objetivos especificos

Avaliar os seguintes parametros biolégicos relacionados a capacidade vetorial em quatro
meses do ano em cada populagdo buscando relaciona-los a resisténcia a inseticidas:

- Tempo de desenvolvimento de imaturos;
- Tolerancia ao jejum de machos e fémeas adultas;
- Sobrevivéncia de fémeas adultas;

- Sucesso de oviposicgéo e fecundidade.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencdo em campo das populactes de Aedes aegypti

Para a realizacdo das avaliagOes propostas foram utilizados mosquitos Ae. aegypti
oriundos da geracdo F1 de individuos coletados no campo com o auxilio de armadilhas de ovos
(ovitrampas) com infusdo de feno (Fay e Eliason 1966). Os ovos foram coletados em quatro
municipios brasileiros: Campo Grande (CG), no Mato Grosso do Sul; Duque de Caxias (DC), no
Rio de Janeiro; Parnamirim (PN), no Rio Grande do Norte e Santarém (ST), no Para. Procurou-se
abranger as quatro principais regides do pais com perfil endémico-epidémico para dengue.

O municipio de Campo Grande (20°27'S, 54°37'0) fica localizado nos estado do Mato
Grosso do Sul, na regido Centro-Oeste do Brasil. Ao longo do periodo de estudo, durante o
inverno as médias diarias variaram entre 9,9°C e 29,9°C, ja no verdo variaram entre 22,1°C e
28,3°C. De fevereiro de 2010 a janeiro de 2011 foram notificados quase 28.000 casos de dengue
no municipio. Ja a cidade de Duque de Caxias (22°47'S, 43°18'0), fica localizada no Rio de
Janeiro, na regido Sudeste do pais. Ao longo do periodo de estudo, as médias diarias durante o
inverno variaram entre 17,8°C e 24,9°C, ja no verdo variaram entre 22,5°C e 29,3°C. De
fevereiro de 2010 a novembro de 2010 foram notificados 1.058 casos de dengue no municipio.
Em Parnamirim (05°54'S, 35°15'0) foram registradas as médias diarias variando entre 23,6°C e
26,0°C durante o inverno, ja e entre 25,3°C e 29,4°C no verdo. Foram notificados 112 casos de
dengue na cidade durante o periodo de coletas. Por fim, em Santarém (02°26'S, 54°42'0O) as
médias diarias variaram entre 24,7°C e 30,0°C no inverno, ja no verdo variaram entre 23,9°C e
29,4°C. Neste municipio, foram notificadas 680 ocorréncias de dengue (SISAM 2012; SINAN
2012).

Mensalmente, foram instaladas 120 ovitrampas em trés areas fixas, de aproximadamente
01 km2 em cada municipio, totalizando 360 armadilhas por localidade. Para cada municipio
foram selecionados quatro meses de coleta entre janeiro de 2010 e janeiro de 2011 para
realizacdo de ensaios de avaliacdo dos perfis de resisténcia e pardmetros da biologia (Tabela 4.1),
cuja positividade das armadilhas variou entre 1,7% e 52,5% (Campo Grande), 20,5% e 82,1%
(Duque de Caxias), 24,8% e 66,9% (Parnamirim) e 22,9% e 78,8% (Santarém).
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Tabela 4.1. Meses selecionados para avaliacdo dos perfis de resisténcia e parametros da biologia

de Ae. aegypti e os respectivos percentuais de positividade das armadilhas.

Populacéo Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Fev/iMar | 43,1/33,5 | Jul/Ago 0 0 0
CG 2010 % 2010 18,1/7,8% | Set 2010 20,5% Jan 2011 33,9%
DC Jan 2010 76,8% Mai 2010 78,5% | Ago 2010 | 31,3% Nov 2010 | 30,5%
PN Jan 2010 29,3% Mai 2010 | 52,2% | Ago2010 | 35,2% Dez 2010 36,7%
ST Abr 2010 54,8% Jul 2010 60,8% Out 2010 31,3% Jan 2011 68,3%

*Devido a baixa quantidade de ovos foram utilizados dois meses de coletas.

Os ovos coletados foram postos para eclosdo em agua desclorada no Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores, do Instituto Oswaldo Cruz. As larvas resultantes
foram criadas em bacias contendo agua desclorada e 1g de racdo comercial para gatos (Friskies
®, Purina, Sdo Paulo, SP). As pupas resultantes foram transferidas para gaiolas cilindricas (17,5
cm altura x 16,5 cm de diametro) e os adultos identificados quanto a espécie segundo as chaves
dicotdmicas propostas por Consoli e Lourengo-de-Oliveira (1994). Estabeleceram-se entéo
colonias de Ae. aegypti provenientes de cada localidade e més selecionado, cujas fémeas eram
mantidas com solucdo acucarada 10% ad libitum e alimentadas semanalmente em cobaias
anestesiadas (CEUA P-0498/08) para obtencdo da geracdo F1, utilizada em todos os ensaios de
avaliacdo dos parametros da biologia e dos perfis de resisténcia, exceto para Campo Grande nos
meses de julho e agosto (Coleta 2) quando foi utilizada a F2, devido a baixa quantidade de ovos
na geracdo parental. Ao longo do texto as diferentes coletas serdo nomeadas pela sigla da

populacdo (CG, DC, PN e ST) e o nimero da coleta conforme a tabela 4.1.

4.2. Avaliacdo de aspectos da biologia de populacbes de campo de Aedes aegypti

relacionados a capacidade vetorial e analises estatisticas empregadas

A avaliacdo dos pardmetros da biologia de Ae. aegypti relacionados a capacidade vetorial

foi realizada para todas as coletas anteriormente citadas, sempre em paralelo com individuos
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Rockefeller (Rock). Acredita-se que esta cepa represente a mais antiga linhagem de laboratorio
de Ae. aegypti, mantida desde o final do século XIX (Kuno 2010), portanto antes da introducéo
dos inseticidas como principal arma contra artrépodes vetores. Deste modo, é empregada
atualmente como e referéncia para susceptibilidade a inseticidas e controle ambiental no

laboratdrio, ja que foi colonizada ha bastante tempo.

4.2.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Nessa etapa do experimento, em cada um dos meses avaliados, 120 larvas L1 de cada
populacdo de campo e 36 larvas Rockefeller foram mantidas individualmente em placas de
cultura de tecidos de 12 pogos até a fase de pupa, quando eram transferidas para tubos plasticos
cilindricos. Geralmente, eram realizados simultaneamente dois experimentos de populacdo para
cada controle Rockefeller (designados de Rock A a H).

Optou-se por manter as larvas individualizadas em detrimento da criagdo em grupos para
evitar a competicdo entre as mesmas por recursos (Agnew et al. 2002). Além disso, evitaram-se
problemas de pseudoreplicacdo, ou seja, como as larvas ndo realizam a transicdo para a fase de
pupa simultaneamente, 0s grupos passariam a ter quantidades diferentes de individuos a medida
que fosse ocorrendo a pupacdo. Desta maneira, seria dificil manter constante a quantidade de
alimento por larva em cada estagio. Por fim, a criacdo individual permite registrar com maior
precisdo o momento no qual cada individuo realizou a muda pela presenca da ex(via, uma vez
que é dificil diferenciar larvas de estadios proximos pelo tamanho quando estas estdo em grupos.

Cada pogo recebeu inicialmente 4 ml de agua deionizada. Com o auxilio de uma pipeta
automatica, foram adicionados 100ul de uma solucdo contendo 0,04mg de levedura de cerveja
(Prolev, Recife, PE) no 1° dia, 0,04mg no 2° dia, 0,08mg no 3° dia, 0,16mg no 4° dia, 0,32mg no
5° dia, 0,64mg no 6° dia e 0,32mg a cada dia subsequente de experimento (Tun-Lin et al. 2000).
Para evitar a decantacdo da levedura, a solucdo era mantida em agitacdo em um misturador
automatico (Figura 4.1). O desenvolvimento foi monitorado através de trés observacdes diarias
(08:00, 13:00 e 17:00), durante as quais foram registradas a mortalidade e a mudanca de estadio
para cada individuo, até que os imaturos alcancassem a fase alada. Os individuos mortos foram
computados e retirados, assim como as exuvias. Assim, foram obtidas duragdes aproximadas de

cada estadio larvar e da fase de pupa em horas. As placas contendo as larvas foram mantidas em
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estufas B.O.D a 28+1°C e 80% de umidade relativa. Para cada adulto resultante foi registrado o

SeXxo.

Figura 4.1. Larvas foram mantidas individualmente em pocos de placas de cultura de tecidos (A)

e foram alimentadas com solucdo contendo quantidades padronizadas de levedura (B).

Apb6s a comparacdo dos dados obtidos para as larvas Rockefeller nos diferentes
experimentos, observou-se grande variabilidade nos tempos totais de desenvolvimento dos
controles (Figura 4.2). Deste modo, a comparacdo direta da cinética de desenvolvimento dos
individuos provenientes das diferentes coletas de campo néo seria adequada. Assim, optou-se por
normalizar por postos os valores obtidos para as populacdes de campo pelos valores obtidos para
seus respectivos controles Rockefeller. Para tal, os tempos totais de desenvolvimento da
populacdo de campo e do seu controle foram ordenados de forma crescente e foram obtidas
razBes populacdo/Rockefeller de acordo com a posigdo que estes valores ocupam na ordenagéo.
Porém, ja que foi amostrado um nimero maior de individuos provenientes das coletas de campo
(120) do que de Rockefeller (36), os dados da populacdo de campo foram divididos em N
subgrupos respeitando-se a ordem crescente, sendo N o nimero de larvas Rockefeller que
completaram seu desenvolvimento. De cada subgrupo obteve-se uma média, dividindo-o pelo
valor de Rockefeller correspondente de acordo com a ordenagdo. Assim, foi gerada uma nova
série de dados para cada coleta de cada localidade, denominada razdo Pop/Rock. Intuitivamente,
quando a razdo Pop/Rock for superior ao valor 1,0 assume-se que a populacdo de campo
desenvolveu-se mais lentamente que a Rock. Da mesma forma, razdes inferiores a 1,0 indicam

que a populagdo de campo chegou ao estdgio de pupa mais rapidamente que Rock. Por exemplo,
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119 individuos da coleta CG2 completaram o desenvolvimento de larva ao adulto,
simultaneamente com 29 individuos controle (Rockefeller). Os tempos totais de desenvolvimento
dos dois grupos foram ordenados de forma crescente e, aquele que estd em maior nimero (CG2)
teve seu N divido pelo N de Rockefeller. Desta maneira, foram formados 29 subgrupos com o0s
dados CG2 (26 grupos de 04 e 05 grupos de 05 individuos), sempre respeitando a ordem
crescente. Por fim, de cada subgrupo foi obtida uma média que foi divida pelo tempo total do
individuo controle correspondente pela ordenacéo.

Subsequentemente verificou-se, por meio do teste Shapiro-Wilk, que os dados da razéo
Pop/Rock possuem distribuicdo diferente da normal (W = 0,9092; p-valor < 0,01). Deste modo,
as diferentes coletas de cada localidade foram comparadas inicialmente por meio do teste de
Kruskal-Wallis. Caso houvesse diferencas significativas, as coletas eram comparadas de forma
pareada por meio de um teste de multiplas comparacdes post-hoc Kruskal-Wallis.
Resumidamente, este teste compara o médulo da diferenca (D) entre os ranques médios de dois
grupos a um valor critico considerando-se 5% de significancia e corrigido para os numeros de
observacdo de cada grupo e de o de comparagdes (Siegel e Castellan 1998). Dessa forma,
seremos capazes de comparar a duracdo da razdo Pop/Rock para cada més de coleta em cada
localidade. Os gréficos gerados e as analises anteriormente descritas foram feitos com o auxilio
do software R 2.13.0 (R Development Core Team 2011).
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Figura 4.2. Tempo total de desenvolvimento dos controles Rockfeller (ROCK A ao H). A
mediana do tempo total de desenvolvimento de cada conjunto de dados esté representada pelo

segmento em vermelho.
4.2.2. Tolerancia ao jejum de formas adultas

Foram registrados os tempos aproximados de tolerancia ao jejum com o objetivo de
quantificar de forma indireta os niveis de reserva energética que os adultos possuiam ao emergir.
Para os adultos provenientes das placas de cultura de tecidos foi oferecido somente agua
desclorada, sem qualquer tipo de nutriente. A partir dai anotou-se através de duas observacoes
diarias (8:00, 17:00) o momento aproximado da morte de cada individuo, momento em que 0

comprimento da asa era aferido na lupa com auxilio de uma lamina milimetrada.
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Com o auxilio do software R 2.13.0 (R Development Core Team 2011) foram construidas
pelo método de Kaplan-Meyer curvas de sobrevivéncia independentes para machos e fémeas de
cada coleta, intencionando-se detectar possiveis diferencas entre os sexos Por conseguinte, as
diferentes curvas foram comparadas duas a duas por meio do Teste log-rank com correcao do p-
valor pelo método de Bonferroni (Morettin e Bussab 2010). O valor exato do p-valor foi dado
sempre que possivel. Nao foi necessario normalizar estes dados pelos controles, ja que ndo foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os controles Rockefeller.

4.2.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

Para este experimento, os mosquitos foram criados em bacias na estufa B.O.D. a 28+1°C
em condicdes de densidade e alimentacdo padronizadas em laboratério (Consoli e Lourengo-de-
Oliveira 1994). Os ensaios referentes a sobrevivéncia e fecundidade das fémeas adultas foram
realizados através da manutencdo de 60 fémeas de 2 a 3 dias pds-emergéncia de cada populacéo,
individualmente postas em tubos plasticos cilindricos. Estes continham algoddo umedecido
coberto com papel filtro no fundo, que serviu de substrato para oviposicao. Foi oferecida solucéo
acucarada 10% ad libitum até aproximadamente 36 horas antes da alimentacdo sanguinea em
camundongos anestesiados, que ocorreu uma vez por semana, durante cerca de 10 minutos por
mosquito (Protocolo CEUA L-0007/09) (Figura 4.3).

Figura 4.3. Fémeas de Aedes aegypti mantidas individualmente em tubos plésticos cilindricos
com algodao umedecido no fundo (A) e alimentadas semanalmente em camundongos
anestesiados (B).
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A mortalidade dos individuos foi verificada diariamente, até o 60° dia, quando as fémeas
restantes foram mortas. Todas as fémeas tiveram o comprimento de asa medido na lupa com
auxilio de uma Iamina milimetrada. Entretanto, o comprimento das asas destes individuos néo
pode ser usado nas analises, pois possuem um forte viés. Apo6s alguns dias nos tubos plasticos
cilindricos, as asas dos mesmos se quebravam naturalmente devido ao vo e a0 manuseio para
retirada da postura. Como consequéncia, s6 estdo disponiveis informacdes das asas das fémeas
que morreram logo no inicio dos experimentos.

Foram construidas curvas de sobrevivéncia para cada localidade e respectivas coletas
atraveés do método de Kaplan-Meier, as quais foram comparadas duas a duas por meio do log-
rank, com correcdo do p-valor pelo método de Bonferroni (Morettin e Bussab 2010). O valor
exato do p-valor foi dado sempre que possivel.

4.2.4. Sucessos de alimentacao e oviposicao e fecundidade de fémeas adultas

Aspectos relacionados ao sucesso reprodutivo das populagdes foram observados para 0s
mesmos individuos mencionados no tépico anterior. Na véspera de cada alimentacdo sanguinea
(com excecdo da primeira), o papel filtro foi substituido, permitindo o registro da quantidade de
0vos postos por cada fémea por semana (Figura 4.3).
As informagdes referentes a contagem de ovos foram tratadas de duas maneiras distintas.
Foi denominado “sucesso de oviposi¢dao” o conjunto de dados relativo a todas as fémeas vivas
no momento da contagem, adicionando-se zero ovo para aquelas que ndo realizaram a
oviposi¢do. Subseqilientemente, a “fecundidade” foi obtida considerando-se apenas as fémeas
cuja postura semanal continha ao menos um ovo. Foi constatado por meio do teste Shapiro-
Wilk que os dados referentes ao sucesso de oviposicdo e a fecundidade possuem distribuicédo
diferente da normal (W = 0,74; p-valor < 0,05; W = 0,91; p-valor < 0,05, respectivamente).
Assim, comparagdes ocorreram por meio do teste de Kruskal-Wallis. Caso houvesse diferengas
significativas, as coletas eram comparadas duas a duas por meio de um teste de multiplas
comparag0es post-hoc Kruskal-Wallis (Siegel e Castellan 1998).

As anélises anteriormente descritas foram feitas utilizando-se os dados relativos as trés
primeiras semanas de experimento, uma vez que apos este periodo muitos mosquitos ja haviam
morrido e o0 nimero de observagdes se tornaria bastante reduzido. Por exemplo, durante a quarta

semana de experimentos para as coletas de Duque de Caxias, havia 10, 44, 27 e 08 individuos
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vivos, sendo que 08, 14, 14 e 06 colocaram ovos, respectivamente. Além disso, as comparacgdes
entre grupos ocorreram dentro da mesma semana de experimento visando comparar fémeas de

idade fisiol6gica semelhante.

4.3. Perfil e histdrico da resisténcia a inseticidas das populagdes de campo de Aedes aegypti e

sua relacdo com os parametros bioldgicos estudados

O perfil e a variacdo temporal da resisténcia aos inseticidas temephos (larvicida
organofosforado) e deltametrina (adulticida piretroide), empregados rotineiramente no controle
de Ae. aegypti no Brasil, foram monitorados por meio de bioensaios quantitativos do tipo dose-
resposta, sendo tema de outra dissertacdo de mestrado na Biologia Parasitéaria (procedimentos em
Lima et al. 2003). As raz@es de resisténcia (RR) foram calculadas para temephos e deltametrina
para cada populacdo/coleta dividindo-se a concentracdo letal que mata 95% da populacdo de
campo pela concentracdo letal que mata 95% dos individuos Rockefeller, linhagem referéncia
para susceptibilidade a inseticidas. De acordo com os critérios propostos pelo Ministério da
Salde, sdo consideradas resistentes a organofosforados e/ou piretréides as populacGes que
apresentam as respectivas raz0es de resisténcia superiores a 3,0.

Foi observado o padrdo de variacdo anual dos niveis de resisténcia aos compostos
testados a partir dos resultados obtidos para as quatro coletas de cada localidade, juntamente com
a flutuacdo dos parametros bioldgicos avaliados nos mesmos periodos. Desta maneira, foram
construidos graficos que contém as razdes de resisténcia ao temephos e a deltametrina e uma
medida sumaria e uma medida de dispersdo do parametro em questdo para cada coleta da mesma
localidade. Para curvas de sobrevivéncia em jejum e curvas de sobrevivéncia de fémeas adultas,
foi representado o valor mediano da sobrevida (aguele ponto no qual 50% dos individuos ja
morreram) juntamente com o intervalo de confianca de 95% para este ponto (Carvalho et al.
2005). Por outro lado, para o tempo de desenvolvimento normalizado pelos controles,
comprimento de asas, sucesso de oviposicao e fecundidade foram representados a mediana e 0s
percentis 25% e 75%, uma vez que estes dados possuem distribuicdo diferente da normal e
assimétrica.

E importante ressaltar que as analises anteriormente descritas foram apresentadas somente
entre as coletas da mesma localidade, ou seja, ndo foram feitas comparagfes entre os resultados

obtidos para os diferentes municipios. Isso de deve ao fato de que estes estdo contidos em
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diferentes regides do Brasil, com dindmicas climéticas distintas, assim como provavelmente
devem ser o processo de evolugdo e 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia aos inseticidas

testados.
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5. RESULTADOS
5.1. Aspectos gerais da biologia das populagdes de Aedes aegypti estudadas

5.1.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Foram obtidas para cada populacdo medidas descritivas da duracdo aproximada de cada
estadio larvar (L1 a L4), assim como da duracdo da fase de pupa, do tempo total de
desenvolvimento (compreendido entre a de eclosdo dos ovos e emersdo dos adultos) e da razéo
Pop/Rock (Tabela 5.1). Os tempos totais medianos de desenvolvimento foram de
aproximadamente 240, 240, 264, 240 e 249 horas para as populagdes de CG, DC, PN, Rock e ST,
respectivamente.

Os valores medios obtidos para as razdes Pop/Rock variaram de 0,98 a 1,08. Os
individuos de Campo Grande apresentaram o tempo de desenvolvimento significativamente
menor quando comparado as demais populag¢fes (CG versus DC: D = 214,73; p-valor < 0,05; CG
versus PN: D = 164,83; p-valor < 0,05; CG versus ST: D = 157,66; p-valor < 0,05).
Adicionalmente, as larvas provenientes do grupo de Duque de Caxias apresentaram
desenvolvimento mais lento também quando comparadas a Parnamirim e Santarém (DC versus
PN: D = 49,89; p-valor < 0,05; DC versus ST: D = 57,07; p-valor < 0,05). N&o foram detectadas
diferencas significativas entre as populacbes de Parnamirim e Santarém (Figura 5.1). A
mortalidade total durante o desenvolvimento larvar foi de 17,07%, 2,3%, 7,8%, 12,70% e 3,73%
para as populacdes de Campo Grande, Duque de Caxias, Parnamirim, Rockefeller e Santarém,

respectivamente.
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Tabela 5.1. Mediana, média e desvio-padrao (DP) da duracdo aproximada dos quatro estadios larvares (L1 a L4) e da fase de pupa dos

imaturos de Ae. aegypti provenientes das coletas de Campo Grande/MS, Duque de Caxias/RJ, Parnamirim/RN, Rockfeller e

Santarém/PA.
. Localidades
Duracéo . — ;
Aprox. F:ampo C%rgnde I?uque de,C'aX|as . Parnarr,nr.lm . Rockef,ell_er . Santarer'n
Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP
L1 (h) 33 36,10 | 9,73 33 39,06 | 13,10 48 45,45 | 16,62 33 38,64 | 12,69 28 34,60 | 12,71
L2(h) 24 24,30 | 7,26 24 24,23 | 5,07 24 23,87 | 4,03 24 23,46 | 5,18 24 26,64 | 8,20
L3 (h) 48 49,53 | 10,11 48 46,64 | 8,64 48 46,58 | 10,82 48 47,39 | 9,74 48 49,44 | 9,49
L4 (h) 87 95,81 | 29,64 91 101,01 | 33,08 92 101,32 | 34,24 87 95,16 | 29,90 96 103,46 | 28,10
Pupa (h) 48 46,00 | 5,30 48 46,04 | 5,33 48 46,03 | 5,37 48 45,97 | 6,20 48 46,39 | 6,30
Total (h) 240 249,87 | 36,74 240 257,01 | 39,69 264 262,76 | 40,17 240 248,8 | 35,10 249 259,82 | 36,77
Pop/Rock 1,00 0,98 | 0,05 1,07 1,08 | 0,08 1,03 1,05 | 0,05 - - - 1,03 1,04 | 0,05
Tabela 5.2. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da sobrevivéncia em jejum em horas e comprimento de asas de machos e fémeas de
Ae. aegypti provenientes das coletas de Campo Grande/MS, Duque de Caxias/RJ, Parnamirim/RN, Rockefeller e Santarém/PA.
Sobreviv. Populagdes
Aprox. Campo Grande Duque de Caxias Parnamirim Rockefeller Santarém
(horas) Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média | DP
Fémeas 81 78,02 | 19,43 72 82,44 | 25,46 72 85,87 | 30,58 87 89,73 | 23,96 96 91,97 | 23,07
Asa (mm) 2,25 2,22 | 0,18 2,35 2,31 | 0,14 2,20 2,25 | 0,15 2,25 223 | 0,14 2,30 2,23 | 0,18
Machos 120 116,00 | 31,31 120 121,49 | 35,26 120 118,45 | 32,16 120 122,63 | 26,92 129 133,78 | 33,08
Asa (mm) 1,85 1,85 | 0,10 1,90 1,87 | 0,08 1,85 1,86 | 0,09 1,85 1,86 | 0,09 1,85 1,85 | 0,12
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Figura 5.1. Razdo Pop/Rock entre o tempo total de desenvolvimento das populacGes de Campo
Grande (CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN) e Santarém (ST) e seus respectivos
controles Rockfeller. O valor mediano de cada conjunto de dados esta representado pelo
segmento em vermelho. A linha tracejada representa a situacdo na qual a populacdo de campo

possui tempo de desenvolvimento igual ao dos controles Rockefeller (Razdo Pop/Rock = 1).

5.1.2. Toleréncia ao jejum de formas adultas e comprimento de asas

Notavelmente, os machos toleraram o jejum por mais tempo que as fémeas (y* = 724; g.l
=1, p-valor < 0,0001) (Figura 5.2), padréo este que se repetiu nas 16 amostras analisadas. Deste

modo, os diferentes grupos foram sempre comparados considerando-se 0 sexo.
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Figura 5.2. Curvas de sobrevivéncia em jejum de fémeas e machos de Ae. aegypti provenientes
da geracédo F1 dos individuos coletados em Campo Grande (CG), Duque de Caxias (DC),
Parnamirim (PN) e Santarém (ST) e da populacédo de laboratério (ROCK).

Dentre as fémeas, o tempo tolerancia ao jejum foi de aproximadamente 78, 82, 86, 90 e
92 horas para CG, DC, PN, Rock e ST, respectivamente (Tabela 5.2). As fémeas de Santarém
sobreviveram por significativamente mais tempo quando comparadas as de Campo Grande (y* =
46,3; g.1 = 1, p-valor < 0,0001) e Duque de Caxias (y> = 19,3; g.1 = 1, p-valor < 0,0001). Campo
Grande resistiu menos ao jejum com relacdo a Rockefeller (y> = 14.,4; g.1 = 1, p-valor = 0,0001)
(Figura 5.3). Quanto ao tamanho corporal, as fémeas de Duque de Caxias obtiveram asas
expressivamente mais longas que as demais populagdes (DC versus CG: D = 106,19; p-valor <
0,05; DC versus PN: D = 76,73; p-valor < 0,05; DC versus ROCK: D = 105,53; p-valor < 0,05;
DC versus ST: D =91,13; p-valor < 0,05) (Tabela 5.2).
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Figura 5.3. Curvas de sobrevivéncia em jejum das fémeas de Ae. aegypti provenientes da geracdo
F1 dos individuos coletados em Campo Grande (CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN),
Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST).

Quanto aos machos, o tempo médio de tolerancia ao jejum foi de aproximadamente 116,
121, 118, 123 e 134 horas para Campo Grande, Duque de Caxias, Parnamirim, Rockefeller e
Santarém, respectivamente (Tabela 5.2). Os machos do grupo de Santarém apresentaram tempo
de tolerancia ao jejum superior ao de Campo Grande (x*> = 39.,5; g1 = 1; p-valor < 0,0001),
Parnamirim (y> = 24,4; g.1 = 1; p-valor < 0,0001) e Rockefeller (> = 12; g.I = 1; p-valor =
0,0005) (Figura 5.4). As asas dos machos de Duque de Caxias foram consideradas maiores que

as asas dos machos de Campo Grande (D = 95,28; p-valor < 0,05) (Tabela 5.2).
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Figura 5.4. Curvas de sobrevivéncia em jejum dos machos de Ae. aegypti provenientes da
geracdo F1 dos individuos coletados em Campo Grande (CG), Duque de Caxias (DC),
Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST).

5.1.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

Curvas de sobrevivéncia foram construidas para cada populacdo ap6s 0 monitoramento
individual da mortalidade de fémeas de Ae. aegypti. As popula¢des de Campo Grande, Duque de
Caxias, Parnamirim, Rockefeller e Santarém apresentaram um tempo médio de sobrevivéncia de
aproximadamente 28, 25, 31, 35 e 34 dias, respectivamente.

ApoOs a comparagdo das curvas, foram encontradas diferengas significativas entre os
grupos. As fémeas do grupo de Duque de Caxias viveram por menos tempo que as fémeas
originarias das populagbes de Parnamirim (x2 = 13,6; g.1 = 1; p-valor = 0,0002), Rockefeller (32 =
28,4; g.1 = 1; p-valor < 0,0001) e Santarém (2 = 15,6; g.1 = 1; p-valor < 0,0001). Campo Grande
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sobreviveu menos que Rockefeller (y? = 25,2; g.I = 1; p-valor < 0,0001). Todas as populagdes

possuiram individuos vivos ap0s o decorrer dos 60 dias de monitoramento (Figura 5.5).

Sobrevivéncia

Dias

Figura 5.5. Curvas de sobrevivéncia das fémeas adultas provenientes das popula¢des de Campo
Grande (CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST).

5.1.4. Sucesso de alimentacéo e oviposicao e fecundidade de fémeas adultas

Parametros relacionados a reproducdo das cinco populagdes foram monitorados
semanalmente atraves da oferta de alimentacdo sanguinea e contagem de ovos postos por
individuo. Para a primeira semana, aproximadamente 51%, 63%, 56%, 70% e 36% das fémeas
das populacdes de Campo Grande, Duque de Caxias, Parnamirim, Rockefeller e Santarém
realizaram o repasto sanguineo. J& para as segunda e terceira semanas, 0s percentuais foram 43%,
32%, 29%, 60% e 30% e 37%, 28%, 33%, 64% e 14%, respectivamente.

Primeiramente, a média e o desvio padréo do sucesso de oviposi¢do foram representados

considerando as trés primeiras semanas para cada populacéo (Figura 5.6). N&ao foram detectadas

33



diferencas significativas entre as semanas da mesma populacdo ao nivel de 5% de significancia.
Subsequientemente, a média e o desvio padrdo da fecundidade foram representados (Figura 5.7).
Novamente, N&o foram detectadas diferencas significativas entre as semanas da mesma
populacdo. Posteriormente, a média e o desvio padrdo do sucesso de oviposicao e da fecundidade
foram representados considerando as diferentes populagdes para cada semana (Figuras 5.8 e 5.9,
respectivamente) Assim, foi comparada a fecundidade de individuos com idade fisiolégica

semelhante.
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Figura 5.6. Média e desvio padrdo do sucesso de oviposi¢cdo das fémeas de Ae. aegypti de Campo
Grande (CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST)

nas trés primeiras semanas de monitoramento.
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Figura 5.7. Média e desvio padréo da fecundidade das fémeas de Ae. aegypti de Campo Grande
(CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST) nas trés

primeiras semanas de monitoramento.

O sucesso de oviposicado das fémeas de Santarém durante a semana 01 foi considerado
inferior a das demais populacGes (ST versus CG: D = 80,34; p-valor < 0,05; ST versus DC: D =
85,80; p-valor < 0,05; ST versus PN: D = 94,37; p-valor < 0,05; ST versus ROCK: D = 161,63;
p-valor < 0,05) (Figura 5.8). Entretanto, quando considerada a fecundidade, ou seja, apenas as
posturas com pelo menos 01 ovo, ndo foram detectadas diferengas estatisticamente importantes
entre as populagdes para esta semana (Figura 5.9). Tratando-se da semana 02, o sucesso de
oviposicéo relativo a Rockefeller foi efetivamente maior que o de Duque de Caxias (D = 85,80;
p-valor < 0,05), Parnamirim (D = 117,52; p-valor < 0,05) e Santarém (D = 169,07; p-valor <
0,05). Ademais, o numero de ovos correspondentes a populacdo de Santarém foi inferior ao da
populacdo de Campo Grande (D = 105,87; p-valor < 0,05) (Figura 5.8). Novamente ndo foram

detectadas diferencas estatisticamente importantes entre as populagdes quanto a fecundidade, ou
35



seja, retirando da andlise as fémeas que nao colocaram ovos (Figura 5.9). Por fim, com relacéo a
terceira semana, 0 sucesso de oviposicdo do grupo Rockefeller foi superior quando comparada
aos demais grupos (ROCK versus CG: D = 86,94; p-valor < 0,05; ROCK versus DC: D = 122,78;
p-valor < 0,05; ROCK versus PN: D = 107,6; p-valor < 0,05; ROCK versus ST: D = 163,03; p-
valor < 0,05). Alem disso, Santarem ainda mostrou sucesso de oviposicao inferior a de Campo
Grande (D = 76,09; p-valor < 0,05) (Figura 5.8). Com relacdo a fecundidade, ndo foram
encontradas diferencas importantes entre as populagdes (Figura 5.9).
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Figura 5.8. Média e desvio padrdo do sucesso de oviposicdo das fémeas de Ae. aegypti de Campo
Grande (CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST)

nas trés primeiras semanas de experimentos.
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Figura 5.9. Média e desvio padrdo da fecundidade das fémeas de Ae. aegypti de Campo Grande
(CG), Duque de Caxias (DC), Parnamirim (PN), Rockefeller (ROCK) e Santarém (ST) nas trés

primeiras semanas de experimentos.

5.1.5. Perfil e histérico da resisténcia a inseticidas das populacdes de campo de Aedes

aegypti

A variacdo temporal das razdes de resisténcia para o organofosforado temephos e o
piretroide deltametrina foram obtidos por meio de bioensaios quantitativos do tipo dose-resposta
para as quatro coletas realizadas durante aproximadamente um ano, para cada localidade. De
acordo com os critérios propostos pelo Ministério da Saude, todas as populacGes sdo
consideradas resistentes a organofosforados e piretrdides, uma vez que apresentam as respectivas
razes de resisténcia superiores a 03. Isso significa que a concentracdo de inseticida letal para
95% dos individuos € no minimo trés vezes maior que a necessaria para matar a mesma

proporcao de cepa susceptivel de referéncia, Rockfeller (Tabela 5.3).
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As populacdes com as menores razdes de resisténcia para o inseticida temephos foram
Parnamirim e Campo Grande, cujos valores variaram de 6,3 a 7,1 e 4,6 a 7,9, respectivamente.
Por outro lado, as razGes de Santarém e Duque de Caxias variaram de 8,6 a 10,3 e 9,8 a 13,3,
respectivamente. Todas as populacfes apresentaram uma tendéncia a diminuicdo da resisténcia
para este inseticida ao longo do ano de monitoramento. Parnamirim mostrou uma queda menos
expressiva, cerca de 11%, enquanto Duque de Caxias apresentou uma reducdo de
aproximadamente 26% (Garcia, comunicacao pessoal) (Tabela 5.3).

Considerando a resisténcia a deltametrina, Parnamirim mostrou as menores razdes de
resisténcia, entre 10,1 e 14,2, que tenderam a aumentar ao longo do ano. Campo Grande
apresentou valores elevadissimos, flutuantes entre 58,2 e 97,8 e sem padrdo temporal constante
de variagdo aparente. Assim como Santarém e Duque de Caxias, cuja resisténcia a este piretroide
variou de 35, 1 a 57,7 e de 44,5 a 79,5, respectivamente. Notavelmente, a razdo de resisténcia a
deltametrina € altamente flutuante, chegando, por exemplo, a uma variacdo de 40% em um
intervalo de trés meses, como visto para Campo Grande (Garcia, comunicacdo pessoal) (Tabela
5.3).

Tabela 5.3. Razbes de Resisténcia 95% (RRs) para temephos e deltametrina das coletas
provenientes de Campo Grande/MS, Duque de Caxias/RJ, Parnamirim/RN e Santarém/PA

(Garcia, comunicacdo pessoal).

RRss Campo Grande Duque de Caxias
CaG1 CG2 CG3 CG4 DC1 DC2 DC3 DC4
Temephos 79 5,8 4,6 4,6 13,3 10,7 10,9 9,8
Deltametrina 97,8 58,2 88,3 85,4 61,3 79,5 64,4 44,5

Parnamirim Santarém

RRgs PN1 PN2 PN3 PN4 ST1 ST2 ST3 ST4
Temephos 7,1 6,4 6,3 6,3 10,2 10,3 8,6 9,0
Deltametrina 11,6 10,1 12,4 14,2 57,7 35,1 55,1 49,3
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5.2. Aspectos especificos da biologia das populacdes de Aedes aegypti estudadas e a

resisténcia aos inseticidas temephos e deltametrina
5.2.1. Campo Grande/MS

5.2.1.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Foram obtidas, para cada coleta, medidas descritivas da duragdo aproximada de cada
estadio larvar (L1 a L4), assim como da duracdo da fase de pupa, do tempo total de
desenvolvimento (compreendido entre a de eclosdo dos ovos e emersdo dos adultos) e da razéo
Pop/Rock (Tabela 5.4).

Os valores médios obtidos para as razdes Pop/Rock variaram de 0,9 a 1,01 (Tabela 5.4).
O desenvolvimento larvar dos individuos provenientes da coleta CG1 foi significativamente mais
rapido que o das demais coletas (CG1 versus CG2: D = 45,83; p-valor < 0,05; CG1 versus CG3:
D= 65,04; p-valor < 0,05; CG1 versus CG4: D= 45,42; p-valor < 0,05), ao passo que ndo foram
detectadas diferencgas significativas entre CG2, CG3 e CG4 (Figura 5.10). A mortalidade durante
o desenvolvimento larvar foi de 20,71%, 0,83%, 3,42% e 43,33% para CG1, CG2, CG3, e CG4,

respectivamente.
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Figura 5.10. Razdo Pop/Rock entre o tempo total de desenvolvimento de mosquitos Ae. aegypti
da geracéo F1 das coletas de Campo Grande/MS e seus respectivos controles Rockefeller. O
valor mediano de cada conjunto de dados esta representado pelo segmento em vermelho. A linha
tracejada representa a situacao na qual a coleta possui tempo de desenvolvimento igual ao seu

respectivo controle Rockefeller (Razdo Pop/Rock = 1).
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Tabela 5.4. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da duragdo aproximada dos quatro estadios larvares (L1 a L4), da fase de pupa, do

tempo total de desenvolvimento e da normalizacao pelos controles Rockefeller (Pop/Rock) de Ae. aegypti referentes as coletas de

Campo Grande/MS.
Duragéio Coletas em Campo Grande/MS
Aprox. CG1 CG2 CG3 CG4
Mediana | Média DP | Mediana | Média DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média DP
L1 (h) 48 49,18 | 5,56 28 29,11 2,29 33 33,29 | 5,36 33 32,03 | 8,76
L2(h) 24 22,67 5,15 20 20,91 3,23 29 31,24 | 8,71 20 20,96 | 3,46
L3 (h) 48 4411 8,34 48 49,10 573 63 57,73 | 11,10 48 45,14 7,61
L4 (h) 96 97,1 | 28,45 72 80,62 | 14,12 120 118,5 | 34,70 77 81,93 | 13,57
Pupa (h) 48 47,14 | 4,11 48 46,55 3,94 48 4397 | 6,43 48 46,85 | 5,92
Total (h) 264 257,60 | 33,82 216 226,10 | 16,10 288 282,2 | 36,95 220 226,80 | 14,49
Pop/Rock 0,9 0,90 0,04 1,00 1,00 0,02 1,00 1,01 0,04 1,00 0,99 0,01

Tabela 5.5. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da sobrevivéncia em jejum em horas e comprimento de asas de machos e fémeas de

Ae. aegypti provenientes das coletas de Campo Grande/MS.

Sobreviv. Coletas em Campo Grande/MS
Aprox CG1 CG2 CG3 CG4
(horas) Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média | DP Mediana | Média DP
Fémeas 72 65,84 | 22,58 87 84,56 | 12,81 87 81,11 | 16,67 96 86,52 | 17,03
Asa (mm) 2,25 2,21 0,09 2,40 2,36 0,11 2,00 2,03 0,08 2,40 2,41 0,10
Machos 111 115,77 | 24,74 120 123,00 | 22,12 116 117,81 | 36,51 120 105,02 | 57,00
Asa (mm) 1,90 1,88 0,08 1,90 1,89 0,08 1,75 1,75 0,07 1,90 1,91 0,07
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Aparentemente ndo ha efeitos negativos da resisténcia aos inseticidas temephos e
deltametrina no tempo de desenvolvimento da populacdo proveniente do municipio de Campo
Grande (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Variacdo da Raz&o Pop/Rock e da Razédo de Resisténcia (RR) a temephos e
deltametrina entre as coletas CG1, CG2, CG3 e CG4. Os intervalos representados baseiam-se

nos quantis 25% e 75%.

5.2.1.2. Tolerancia ao jejum de formas adultas

Dentre as fémeas, o tempo médio de sobrevivéncia em jejum foi de aproximadamente 66,
85, 81 e 87 horas para as coletas CG1, CG2, CG3 e CG4, respectivamente (Tabela 5.5). As
fémeas do grupo CG1 sobreviveram significativamente menos em jejum quando comparadas as
demais coletas (CG1 versus CG2: y*> = 27,2; g1 =1, p-valor < 0,0001; CG1 versus CG3: > = 16;
g.l =1, p-valor < 0,0001; CG1 versus CG4: y> = 25,2; g.1 = 1, p-valor < 0,0001) (Figura 5.12).
Quanto ao tamanho das asas, os individuos dos grupos CG4 e CG2 apresentaram esta estrutura
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significativamente mais longa em relacdo aos individuos dos grupos CG1(CG4 versus CG1: D =
29,45; p-valor < 0,05; CG2 versus CG1: D = 42,65; p-valor < 0,05) e CG3 (CG4 versus CG3: D
= 54,16; p-valor < 0,05; CG2 versus CG1: D = 42,65; p-valor < 0,05). O comprimento de asa das
fémeas da coleta CG1 foi considerado maior que o das fémeas da coleta CG3 (D = 45,87; p-valor
< 0,05) (Tabela 5.5).
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Figura 5.12. Curvas de sobrevivéncia em jejum das fémeas de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Campo Grande/MS.

Quanto aos machos, o tempo médio de sobrevivéncia em jejum foi de aproximadamente
116, 123, 118 e 105 horas para as coletas CG1, CG2, CG3 e CG4, respectivamente (Tabela 5.5).
N&o ocorreram diferencas significativas para a tolerancia ao jejum entre os machos dos diferentes
meses (Figura 5.13). As asas dos machos de CG3 se revelaram expressivamente menores do que
as asas das demais coletas (CG3 versus CG1: D = 73,34; p-valor < 0,05; CG3 versus CG2: D =
81,79; p-valor < 0,05; CG3 versus CG1: D =98,09; p-valor < 0,05;) (Tabela 5.5).
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Figura 5.13. Curvas de sobrevivéncia em jejum dos machos de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Campo Grande/MS.

A representacdo grafica evidencia a superioridade dos machos sobre as fémeas quanto a
tolerancia ao jejum (Figura 5.14) e o maior tamanho de asas das fémeas com relagdo aos machos
(Figura 5.15). Todavia, o padrdo de variagdo destes parametros ao longo do ano foi, na maioria
dos casos, semelhante entre os sexos. Fémeas da coleta CG1 e CG3 apresentaram menor
tolerancia ao jejum, menor tamanho de asa e nos momentos de maior razdo de resisténcia a
deltametrina. Estes parametros tenderam a variar de maneira inversa a resisténcia a deltametrina,
ou seja, mostra uma tendéncia de queda quando a resisténcia aumenta e uma tendéncia de
aumento quando a resisténcia diminui. Para os machos, a tolerancia ao jejum se comporta da
mesma maneira, porém de forma mais sutil. Ndo parece haver qualquer relacdo entre o

comprimento das asas e a tolerancia ao jejum com a resisténcia ao temephos (Figura 5.14 e 5.15).
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machos e fémeas de Ae. aegypti das quatro coletas de Campo Grande e as respectivas razdes de

resisténcia para temephos e deltametrina.
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Figura 5.15. Variacdo do comprimento de asa (mm) de machos e fémeas de Ae. aegypti e da
Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre as coletas CG1, CG2, CG3 e CG4.

Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.

5.2.1.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

Curvas de sobrevivéncia foram construidas para cada coleta de Campo Grande ap6s o
monitoramento individual das fémeas de Ae. aegypti. As coletas de CG1, CG2, CG3 e CG4 um
tempo médio de sobrevivéncia de aproximadamente 33, 28, 29, e 24 dias, respectivamente. Apos
a comparacdo das curvas, foram encontradas diferencas significativas entre os grupos. As fémeas
do grupo CG4 sobreviveram significativamente menos que as fémeas do grupo CG1 (y* = 23,6;
g.l = 1, p-valor < 0,0001). As coletas CG1, CG2 e CG3 possuiram individuos vivos apos o

decorrer dos 60 dias de monitoramento (Figura 5.16).
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Sobrevivéncia

Dias

Figura 5.16. Curvas de sobrevivéncia das fémeas de Ae. aegypti provenientes da populacéo de
Campo Grande/MS, mantidas individualmente em tubos plasticos cilindricos e alimentadas com

Sacarose € sangue.

A variacdo temporal da mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de
sobrevivéncia das fémeas das quatro coletas foi comparada as flutuagdes na razéo de resisténcia a
temephos e deltametrina. Aparentemente, ndo existe redugdo na sobrevivéncia nos momentos de

maior resisténcia a estes compostos (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de sobrevivéncia das fémeas de
Ae. aegypti das quatro coletas de Campo Grande e as respectivas razdes de resisténcia para

temephos e deltametrina.
5.2.1.4. Sucesso de alimentacéo e oviposicéo e fecundidade de fémeas adultas

O sucesso de oviposicdo e a fecundidade das fémeas originarias das quatro coletas foram
registrados através da contagem semanal de ovos postos por individuo. A parcela de fémeas que
se alimentou de sangue durante as semana 01 foi cerca de 34%, 56%, 41% e 72% para CG1,
CG2, CG3 e CG4, respectivamente, enquanto na segunda alimentacao 24%, 50%, 47%, 48% das
fémeas realizaram o repasto sanguineo. Por fim, na terceira semana aproximadamente 25%,
40%, 34%, 50% dos mosquitos se alimentaram de sangue.

Média e desvio padrédo do sucesso de oviposicdo foram apresentados para as diferentes
coletas para cada semana (Figura 5.18). Em seguida, a média e o desvio padrdo da fecundidade
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foram representados (Figura 5.19). Assim, foram comparadas as fémeas das diferentes coletas
considerando de acordo com a semana de experimento.

Considerando o sucesso de oviposi¢do, ndo ha diferencas significativas entre as coletas
para primeira semana. Com relacdo a segunda semana, 0 nimero de ovos correspondentes a
coleta CG1 e CG3 foram inferiores ao das coletas CG2 (CGL1 versus CG2: D = 35,11; p-valor <
0,05; CG3 versus CG2: D = 30,71; p-valor < 0,05) e CG4 (CG1 versus CG4: D =43,22; p-valor <
0,05; CG3 versus CG4: D =38,82; p-valor < 0,05). Finalmente, tratando-se da terceira semana, a
fecundidade do grupo CG4 foi considerada novamente superior com relacao aos grupos CG1(D =
27,66; p-valor < 0,05) e CG3 (D = 26,78; p-valor < 0,05) (Figura 5.18). Entretanto, tais
discrepancias encontradas para as semanas 02 e 03 ndo se mantém quando considerada a

fecundidade, ou seja, apenas os individuos que realizaram oviposicdo (Figura 5.19).

_ m CG1
140 @ CG2
O CG3
120 T O CG4
o 100 T
-
m
% _
n 80 1 T
m -
ik ]
E
{_j_'j 60 —
[74]
(o]
5
40 ]
20
D —
1 2 3

Semanas

Figura 5.18. Campo Grande/MS: média e desvio padrdo do sucesso de oviposi¢cdo de fémeas de

Ae. aegypti, monitorado semanalmente.
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Figura 5.19. Campo Grande/MS: média e desvio padrdo da fecundidade de fémeas de Ae.

aegypti, monitorada semanalmente.

Os momentos de maior sucesso de oviposi¢cdo mostraram menores razfes de resisténcia a
deltametrina, enquanto que maior resisténcia a este composto parece estar associada com 0s
momentos de menor sucesso de oviposicdo (Figura 5.20). Novamente, tais diferengcas nao
aconteceram considerando-se a fecundidade, assim como ndo ha qualquer relagdo com os niveis

de resisténcia obtidos (Figura 5.21).

50



Sucesso de oviposicao (ovos/fémea/semana)

120

100

80

60

40

20

Semana 01

CG3

Coletas

CG4

14

12

10

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

Semana 02

— 14

— 12

— 10

CG1

CcG2 CaG3

Coletas

CG4

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

Semana 03

CG1

CG2 CG3

Coletas

Figura 5.20. Variacdo do sucesso de oviposicdo total de fémeas de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e
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deltametrina entre as coletas CG1, CG2, CG3 e CG4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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Figura 5.21. Variacdo da fecundidade de fémeas de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre as

coletas CG1, CG2, CG3 e CG4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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5.2.2. Duque de Caxias/RJ

5.2.2.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Para cada coleta de Duque de Caxias, foram obtidas medidas descritivas da duragéo
aproximada de cada estadio larvar (L1 a L4), assim como da duracao da fase de pupa, do tempo
total de desenvolvimento (compreendido entre a de eclosdo dos ovos e emersao dos adultos) e da
razdo Pop/Rock.

Os valores médios da razdo Pop/Rock variaram entre 1,04 e 1,17 (Tabela 5.7). Foi visto
que os individuos pertencentes ao grupo DC1 apresentaram desenvolvimento de ovo a forma
adulta mais lento que os demais (DC1 versus DC2: D = 61,48; p-valor < 0,05; DC1 versus DC3:
D= 38,75; p-valor < 0,05; DC1 versus DC4: D= 51,59; p-valor < 0,05). Por outro lado, o decorrer
do desenvolvimento das coletas DC2, DC3 e DC4 foi semelhante (Figura 5.22). A mortalidade
dentro dos grupos DC1, DC2, DC3 e DC4 durante as fases imaturas foi de 0,84%, 1,67%, 5,88%

e 0,84%, respectivamente.
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Tabela 5.6. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da duragdo aproximada dos quatro estadios larvares (L1 a L4), da fase de pupa, do

tempo total de desenvolvimento e da normalizacao pelos controles Rockefeller (Pop/Rock) de Ae. aegypti referentes as coletas de

Duque de Caxias/RJ.
Duragéio Coletas em Duque de Caxias/RJ
Aprox. DC1 DC2 DC3 DC4
Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média DP
L1 (h) 48 52,08 | 9,81 28 28,28 2,86 48 49,13 | 6,52 28 26,91 2,08
L2(h) 24 26,57 7,26 24 23,29 3,32 24 22,59 | 5,01 24 24,43 2,41
L3 (h) 39 39,91 | 10,91 48 49,34 | 6,76 48 48,00 | 6,56 48 49,40 5,37
L4 (h) 115 119,45 | 43,12 81 83,65 | 14,17 120 119,62 | 29,39 79 81,80 | 10,19
Pupa (h) 48 46,17 5,58 48 46,11 | 4,36 48 4547 | 6,54 48 46,36 | 4,70
Total (h) 284 284,32 | 44,42 225 230,74 | 16,55 288 285,72 | 29,64 225 228,93 | 12,59
Pop/Rock 1,18 1,17 0,08 1,02 1,04 0,04 1,07 1,06 0,03 1,02 1,07 0,10

Tabela 5.7. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da sobrevivéncia em jejum em horas e comprimento de asas de machos e fémeas de

Ae. aegypti provenientes das coletas de Duque de Caxias/RJ.

Sobreviv. Coletas em Duque de Caxias/RJ
Aprox. DC1 DC2 DC3 DC4
(horas) Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média | DP Mediana | Média DP
Fémeas 72 76,61 | 17,02 92 91,06 | 19,80 72 89,62 | 39,78 72 74,28 | 16,14
Asa (mm) - - - 2,45 2,41 0,10 2,15 2,16 0,07 2,40 2,37 0,08
Machos 120 116,16 | 26,87 144 147,17 | 31,17 111 112,74 | 31,68 120 107,16 | 35,13
Asa (mm) - - - 1,9 1,89 0,06 1,8 1,82 0,07 1,9 1,90 0,07
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Figura 5.22. Raz&o Pop/Rock entre o tempo total de desenvolvimento de mosquitos Ae. aegypti
da geracédo F1 das coletas de Duque de Caxias/RJ e seus respectivos controles Rockefeller. O
valor mediano de cada conjunto de dados esta representado pelo segmento em vermelho. A linha
tracejada representa a situacdo na qual a coleta possui tempo de desenvolvimento igual ao seu

respectivo controle Rockefeller (Razdo Pop/Rock = 1).

O tempo de desenvolvimento parece estar fortemente associado a resisténcia ao organofosforado
temephos para a populacdo da cidade de Duque de Caxias. Assim, o desenvolvimento das larvas
foi mais rapido, ou seja, apresentou menores razées Pop/Rock, conforme diminuiram os niveis de
resisténcia a este composto (Figura 5.23).

55



——~ RR Temephos

125 7 RR Deltametrina [~ 14 100
o — Duque de Caxias
.
~
\\
117 - — 12 80
-,
Y
\ g o
o ————"" .
= e . e
@ 109 1102 605
—_ O ©
ol a =
v ]
b J; | » a!
N 1.01 - [F8a & ~40¢
s 14
093 — 6 20
0.85 = T I — 4 0
DC1 DC2 DC3 DC4
Coletas

Figura 5.23. Variacdo da Razdo Pop/Rock e da Razédo de Resisténcia (RR) a temephos e
deltametrina entre as coletas DC1, DC2, DC3 e DC4. Os intervalos representados baseiam-se

nos quantis 25% e 75%.

5.2.2.2 Sobrevivéncia em jejum de formas adultas

Apos o registro do tempo de vida dos mosquitos adultos nas condi¢cdes anteriormente
mencionadas para cada coleta de Duque de Caxias (Tabela 5.7), foram construidas curvas de
sobrevivéncia para machos e fémeas. Foram detectadas diferencas significativas entre as curvas
para ambos 0s sexos. O comprimento das asas foi medido apenas a partir da segunda coleta desta
populacédo (Figuras 5.24 e 5.25).

Dentre as fémeas, o tempo médio de tolerancia ao jejum foi de aproximadamente 77, 91,
90 e 74 horas para as coletas DC1, DC2, DC3 e DC4, respectivamente (Tabela 5.7). Os
individuos provenientes do grupo DC2 persistiram por mais tempo sem alimentagdo que o0s

individuos dos grupos DCI1 (¥ = 16,1; g.1 = 1, p-valor < 0,0001) e DC4 (3> = 18,9; g1 =1, p-
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valor < 0,0001) (Figura 5.24). O tamanho das asas das fémeas da coleta DC3 foi notadamente
menor com relacdo as coletas DC2 (D = 78,18; p-valor < 0,05) e DC4 (D = 61,55; p-valor < 0,05)
(Tabela 5.7).

10 — D1
LL — DC2
— DC3
— DC4
08 -
m
S 06
«D
=
o
§ 04
02 LLL
OO — - 1 1
| | [ [
0 50 100 150 200

Horas

Figura 5.24. Curvas de sobrevivéncia em jejum das fémeas de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Duque de Caxias/RJ.

O tempo médio de tolerancia ao jejum dos machos foi de aproximadamente 116, 147, 113
e 107 horas para as coletas DC1, DC2, DC3 e DC4, respectivamente (Tabela 5.7). Assim, o
grupo DC2 sobreviveu por mais tempo em jejum que os demais (DC2 versus DC1: 4> = 29,9; g.1
= 1; p-valor < 0,0001; DC2 versus DC3: y*>=30,9; g.1 = 1; p-valor < 0,0001; DC2 versus DC4: >
=52,8; g.1 =1, p-valor < 0,0001) (Figura 5.25). De maneira similar as fémeas, as asas 0s machos
da coleta DC3 foram menores com relacdo as coletas DC2 (D = 47,90; p-valor < 0,05) e DC4 (D
=52,48; p-valor < 0,05) (Tabela 5.7).
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Figura 5.25. Curvas de sobrevivéncia em jejum dos machos de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Duque de Caxias/RJ.

Evidentemente, os machos apresentaram uma maior tolerancia ao jejum (Figura 5.26) e
menor tamanho corporal, medido indiretamente pelo comprimento de asas (Figura 5.27), que as
fémeas. Apesar disso, 0 padrdo de variacdo entre os sexos foi muito semelhante. Em ambos os
casos, 0S mosquitos mostraram maiores tolerancia ao jejum e tamanho de asas nos dois pontos de

menor resisténcia ao inseticida temephos (Figuras 5.26 e 5.27).
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Figura 5.26. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de toleréncia ao jejum de
machos e fémeas de Ae. aegypti das quatro coletas de Duque de Caxias e as respectivas razdes de

resisténcia para temephos e deltametrina.
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Figura 5.27. Variacdo do comprimento de asa (mm) de Ae. aegypti e da Razéo de
Resisténcia (RR) de temephos e deltametrina entre as coletas DC1, DC2, DC3 e DC4. Os

intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.

5.2.2.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

Ap6s o monitoramento individual das fémeas de Ae. aegypti das coletas de Duque de
Caxias, foram construidas curvas de sobrevivéncia para cada grupo. As coletas de DC1, DC2,
DC3 e DC4 um tempo médio de sobrevivéncia de aproximadamente 15, 40, 30 e 22 dias,
respectivamente. Ap6s a comparagdo das curvas, foram encontradas diferengas significativas
entre os grupos. As fémeas do grupo DC2 sobreviveram por mais tempo que 0s demais grupos
(DC2 versus DC1: y* = 24,8; g. = 1; p-valor < 0,0001; DC2 versus DC3: 42 = 16,5; g.1 = 1; p-
valor < 0,0001; DC2 versus DC4: 42 = 45,7; g.1 = 1; p-valor < 0,0001). Adicionalmente, a coleta

DC3 também mostrou maior sobrevivéncia com relacéo a coleta DC4 (3> = 13,1; g.1 = 1; p-valor
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= 0,0003). Os grupos DC1, DC2 e DC4 apresentaram individuos vivos ap0s o decorrer dos 60
dias de monitoramento (Figura 5.28).

Sobrevivéncia
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Figura 5.28. Curvas de sobrevivéncia das fémeas de Ae. aegypti provenientes da populagéo de
Duque de Caxias/RJ, mantidas individualmente em tubos plasticos cilindricos e alimentadas com

Sacarose e sangue.

A variacdo temporal da mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de
sobrevivéncia das fémeas das quatro coletas foi comparada as flutuagdes na raz&o de resisténcia a
temephos e deltametrina. Nota-se um aumento consideravel da sobrevivéncia das fémeas de
Duque de Caxias com a queda acentuada da razéo de resisténcia ao temephos de 13,3 para 10,7
(coletas DC1 e DC2, respectivamente). Entretanto, quando a magnitude da variacdo da
resisténcia foi menor, entre 9,8 e 10,9, parece ndo haver relacdo entre este pardmetro e a

sobrevivéncia das fémeas adultas (Figura 5.29).
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Figura 5.29. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de sobrevivéncia das fémeas de
Ae. aegypti das quatro coletas de Duque de Caxias e as respectivas razdes de resisténcia para

temephos e deltametrina.

5.2.2.4. Sucesso de alimentacéo e oviposic¢ao e fecundidade de fémeas adultas

Comparacdes foram feitas com os dados coletados durante as trés primeiras semanas de
experimento, j& que apods este periodo o nimero de observagdes se torna restrito. Conforme feito
anteriormente, foram obtidos média e desvio padrdo do sucesso de oviposi¢do por fémea por
semana (Figura 5.30) e da fecundidade (Figura 5.31). Apds a primeira oferta de alimentagdo
sanguinea foi constatado que 91%, 64%, 79% e 34% dos individuos das coletas DC1, DC2, DC3
e DC4 ingeriram sangue, respectivamente. Para as duas semanas subsequentes o sucesso no
repasto sanguineo foi de 39%, 14%, 44% e 36% e 38%, 17%, 43% e 20%, respectivamente.

Considerando todas as fémeas vivas no momento da contagem dos ovos, ou seja, 0

sucesso de oviposicdo, ndo ha diferencas significativas entre as coletas para a primeira semana
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(Figura 5.30). Entretanto, quando € levada em conta a fecundidade, ou seja, apenas aqueles
individuos que realizaram oviposicéo, a quantidade de ovos da coleta DC2 é significativamente
maior que a da coleta DC1 (D = 25,01; p-valor < 0,05) (Figura 5.31). A comparac¢ao do sucesso
de oviposicdo dos grupos durante a semana 02 revelou a superioridade do grupo DC3 com
relacdo ao grupo DC2 (D = 42,52; p-valor < 0,05) (Figura 5.30), contudo essa diferenca nédo se
mantém quanto a fecundidade (Figura 5.31). Com relacdo a terceira semana de registros, 0
namero de ovos correspondentes ao sucesso de oviposicdo da coleta DC3 foi novamente superior
ao de DC2 (D = 26,24; p-valor < 0,05) (Figura 5.30). Essa diferenca ndo se mantém quanto a
fecundidade, e DC2 é maior que a de DC4 nesta situacdo (D = 26,24; p-valor < 0,05) (Figura
5.31).
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Figura 5.30. Duque de Caxias/RJ: média e desvio padrao do sucesso de oviposicao das fémeas de
Ae. aegypti, monitorado semanalmente.
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Néo parece haver qualquer relacdo do sucesso de oviposicdo com 0s niveis de resisténcia a
temephos e deltametrina (Figura 5.32). N&o h& diferengas entre as coletas considerando-se a
fecundidade. Porém, mesmo assim parece haver uma tendéncia de redugéo da fecundidade com o
aumento da razdo de resisténcia ao temephos para a primeira postura de ovos (semana 01)
(Figura 5.33).
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Figura 5.31. Duque de Caxias/RJ: média e desvio padrdao média e desvio padrdo da fecundidade

das fémeas de Ae. aegypti, monitorado semanalmente.
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Semana 01
o]
n
A
_ L i
W
/X\ T \\
A .
— 7 T .
ra
o] R
T S
_ \
T \?/ T \\R?
DC1 DC2 DC3 DC4
Coletas

14

12

10

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

Semana 02
- - 14
o}
n
A
IR - 12
PO
Y .
— . ‘O Y -
ra
© R L
_ .
— 8
_| — 6
— L -\-\-\-\-\-\-\-\-\_""
T 7 T T4
DC1 DC2 DC3 DC4
Coletas

100

80

60

40

20

120

100

80

60

40

20

——— RR Temephos

——— RR Deltametrina
Semana 03 — Fémeas DC
- — 14 100
o]
n
A
1o e - 12 80
K =
— / o———""' \\
ra
° N, 100 - 80
_ \
o)
— 8 40
_ — 6 20
T 7 \ T 4 0
DC1 DC2 DC3 DC4
Coletas

deltametrina entre as coletas DC1, DC2, DC3 e DC4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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Figura 5.33. Variacdo da fecundidade de fémeas de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre as

coletas DC1, DC2, DC3 e DC4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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5.2.3. Parnamirim/RN

5.2.3.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Medidas descritivas da duracdo aproximada de cada estadio larvar (L1 a L4), assim como
da duracgéo da fase de pupa, do tempo total de desenvolvimento (compreendido entre a de eclosédo
dos ovos e emersdo dos adultos) e da razéo Pop/Rock para cada coleta de Parnamirim encontram-
se na Tabela 5.8.

Os valores médios da razdo Pop/Rock variaram entre 1,01 e 1,10. Os individuos
pertencentes ao grupo PN2 apresentaram desenvolvimento larvar significantemente mais
duradouro que os demais (PN2 versus PN1: D = 24,71; p-valor < 0,05; PN2 versus PN3: D=
46,60; p-valor < 0,05; PN2 versus PN4: D= 72,89; p-valor < 0,05). Adicionalmente, as larvas da
coleta PN4 também mostraram se desenvolver mais rapidamente quando comparadas aquelas das
coletas PN1 e PN3 (PN4 versus PN1: D = 48,18; p-valor < 0,05; PN4 versus PN3: D= 26,28; p-
valor < 0,05) (Figura 5.34). A mortalidade dentro dos grupos PN1, PN2, PN3 e PN4 durante as
fases de larva e pupa foi de 20,83%, 1,67%, 5% e 0,83%, respectivamente.

Aparentemente, ndo ha relacdo entre o tempo de desenvolvimento da populacdo de

Parnamirim e os niveis de resisténcia a temephos e deltametrina (Figura 5.35).
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Tabela 5.8. Mediana, média e desvio-padréo (DP) da duragdo aproximada dos quatro estadios larvares (L1 a L4), da fase de pupa, do

tempo total de desenvolvimento e da normalizagéo pelos controles Rockefeller (Pop/Rock) das coletas de Parnamirim/RN.

Coletas em Parnamirim/RN

T;fgj? PN1 PN2 PN3 PN4
Mediana | Média DP | Mediana | Média DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média DP
L1 (h) 72 68,91 | 10,10 48 46,66 | 7,26 48 46,57 | 5,29 24 24,40 1,21
L2(h) 24 23,05 | 4,46 24 23,78 | 5,25 24 23,76 | 3,57 24 2469 | 2,15
L3 (h) 33 3292 | 7,42 48 53,14 | 9,79 48 4584 | 8,28 52 51,46 | 4,76
L4 (h) 72 81,51 | 22,07 120 129,53 | 33,17 105 113,33 | 33,05 72 7754 | 8,84
Pupa (h) 48 46,30 | 6,51 48 46,52 | 5,07 48 4537 | 5,55 48 4597 | 4,40
Total (h) 249 253,10 | 25,90 292 299,58 | 36,34 266 273,41 | 33,69 220 224,06 | 10,69
Pop/Rock 1,06 1,06 0,03 1,09 1,10 0,05 1,01 1,03 0,05 1,00 1,00 0,02

Tabela 5.9. Mediana, média e desvio-padrdo (DP) da sobrevivéncia em jejum em horas e comprimento de asas de machos e fémeas

provenientes das coletas de Parnamirim/RN.

Sobreviv. Coletas em Parnamirim/RN
Aprox. PN1 PN2 PN3 PN4
(horas) Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média | DP Mediana | Média DP
Fémeas 92 92,59 | 23,13 72 88,87 | 34,52 72 86,91 | 41,90 72 75,62 | 10,28
Asa (mm) - - - - - - 2,15 2,12 0,08 2,40 2,38 0,06
Machos 144 145,76 | 39,17 111 109,90 | 23,84 96 104,34 | 19,27 129 121,26 | 32,11
Asa (mm) - - - - - - 1,80 1,80 0,07 1,95 1,92 0,05
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Figura 5.34. Razdo Pop/Rock entre o tempo total de desenvolvimento dos individuos da geracao
F1 das coletas de Parnamirim/RN e seus respectivos controles Rockefeller. O valor mediano de
cada conjunto de dados esta representado pelo segmento em vermelho. A linha tracejada
representa a situacdo na qual a coleta possui tempo de desenvolvimento igual ao seu respectivo

controle Rockefeller (Razéo Pop/Rock = 1).
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Figura 5.35. Variacdo da Razdo Pop/Rock e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e
deltametrina entre as coletas PN1, PN2, PN3 e PN4. Os intervalos representados baseiam-se nos
quantis 25% e 75%.

5.2.3.2 Sobrevivéncia em jejum de formas adultas

Curvas de sobrevivéncia para fémeas e machos de cada coleta de Parnamirim estdo nas
figuras 5.36 e 5.37, respectivamente. Medidas descritivas destes dados podem ser encontradas na
Tabela 5.9, assim como informac6es sobre o comprimento de asa das coletas PN3 e PNA4.

Com relacdo as fémeas, o tempo médio de sobrevivéncia em jejum foi de
aproximadamente 93, 89, 87 e 76 horas para as coletas PN1, PN2, PN3 e PN4, respectivamente
(Tabela 5.9), entretanto ndo h& diferencas significativas entre os grupos (Figura 5.36). O
comprimento de asas das fémeas das coletas PN3 e PN4 foram efetivamente diferentes (D =
52,14; p-valor < 0,05) (Tabela 5.9 e Figura 5.39).
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Figura 5.36. Curvas de sobrevivéncia em jejum das fémeas de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Parnamirim/RN.

O tempo médio de sobrevivéncia dos machos sob as condi¢cdes anteriormente
mencionadas foi de aproximadamente 146, 110, 104 e 121 horas para as coletas PN1, PN2, PN3 e
PN4, respectivamente (Tabela 5.9). O grupo PN1 sobreviveu por mais tempo que PN2 (y2 = 29,9;
g.l =1; p-valor < 0,0001) e PN3 (3> = 46,7; g.1 = 1; p-valor < 0,0001). A sobrevivéncia do grupo
PN4 também foi superior a do grupo PN3 (y*> = 23,4; g.1 = 1; p-valor < 0,0001) (Figura 5.37). De
modo similar as fémeas, as asas 0s machos da coleta PN3 e PN4 foram diferentes (D = 52,48; p-
valor < 0,05) (Tabela 13 e Figura 5.39).
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Figura 5.37. Curvas de sobrevivéncia em jejum dos machos de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Parnamirim/RN.

Conforme observado para as demais localidades, 0os machos apresentaram uma maior
tolerancia ao jejum (Figura 5.38) e menor comprimento de asas (Figura 5.39), que as fémeas.
N&o hé relacdo clara entre estes parametros e 0s niveis de resisténcia a temephos e deltametrina
(Figuras 5.38 e 5.39).
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Figura 5.38. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de tolerancia ao jejum de
machos e fémeas de Ae. aegypti das quatro coletas de Parnamirim e as respectivas razdes de

resisténcia para temephos e deltametrina.
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Figura 5.39. Variacdo do comprimento de asa (mm) de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia
(RR) de temephos e deltametrina entre as coletas PN1, PN2, PN3 e PN4. Os intervalos

representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.

5.2.3.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

A sobrevivéncia média para as coletas PN1, PN2, PN3 e PN4 foi de 23, 41, 36 e 30 dias,
respectivamente. A comparacao das curvas revelou que o grupo PN2 obteve maior sobrevivéncia
que 0s grupos PN1 (y2 = 21,6; g.1 = 1; p-valor < 0,0001) e PN3 (y2 = 12,1; g.1 = 1; p-valor =
0,0005). Os grupos PN1, PN2 e PN4 apresentaram individuos vivos apds o decorrer dos 60 dias

de monitoramento (Figura 5.40).
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Figura 5.40. Curvas de sobrevivéncia das fémeas provenientes da populacdo de Parnamirim/RN,

mantidas individualmente em tubos plasticos cilindricos e alimentadas com sacarose e sangue.

A variacao da sobrevivéncia das fémeas Parnamirim foi comparada as mudancas na razao
de resisténcia a temephos e deltametrina, obtidas no mesmo periodo. Nota-se um aumento da
sobrevivéncia das fémeas com a queda da razdo de resisténcia ao temephos de 7,1 para 6,4
(coletas PN1 e PN2, respectivamente). Entretanto, a sobrevivéncia de PN4 diminui com a relagéo
a PN3, mesmo a resisténcia ao temephos tendo permanecido praticamente constante. Nao parece

haver relacdo entre a sobrevivéncia e a resisténcia a deltametrina (Figura 5.41).
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Figura 5.41. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de sobrevivéncia das fémeas das

quatro coletas de Parnamirim e as respectivas razdes de resisténcia para temephos e deltametrina.

5.2.3.4. Sucessos de alimentacéo e oviposicao e fecundidade de fémeas adultas

ComparacOes foram feitas com os dados provenientes das trés primeiras semanas de
experimento. Conforme feito anteriormente, foram obtidos média e desvio padrdo do sucesso de
oviposicdo (Figura 5.42) e da fecundidade (Figura 5.43). O sucesso de alimentagdo
correspondente as semanas 01, 02 e 03 para as coletas PN1, PN2, PN3 e PN4 foi de 60%, 85%,
60% e 18%; 30%, 43%, 43%, e 2% e 19%, 33%, 38%, e 36%, respectivamente.

Com relagédo a primeira semana de postura de ovos, as fémeas da coleta PN2 obtiveram
sucesso de oviposicao significativamente maior que o as fémeas das coletas PN3 (D = 36,19; p-
valor < 0,05) e PN4 (D = 66,53; p-valor < 0,05). Do mesmo modo, 0 sucesso de oviposi¢éo
também foi diferente entre PN1 e PN4 (D = 55,80; p-valor < 0,05) (Figura 5.42). Ao considerar a

fecundidade, essas diferencas ndo se mantém (Figura 5.43). Para o0 sucesso de oviposi¢do da
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semana 02, os individuos dos grupos PN2 e PN3 colocaram mais ovos que os individuos dos
grupos PN1 (PN1 versus PN2: D = 34,49; p-valor < 0,05; PN1 versus PN3: D = 36,21; p-valor <
0,05) e PN4 (PN4 versus PN2: D = 25,01; p-valor < 0,05; PN4 versus PN3: D = 46,25; p-valor <
0,05) (Figura 5.42). Novamente essas diferencas ndo se matem quando a comparacao se refere a
fecundidade. Tratando-se da semana 03, s6 ha diferencas entre os grupos quanto a fecundidade.
A quantidade de ovos por individuo da coleta PN2 é maior com relagdo a PN1 (D = 22,31; p-
valor < 0,05) e PN3 (D = 17,49; p-valor < 0,05) (Figura 5.43).
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Figura 5.42. Parnamirim/RN: média e desvio padrdo media e desvio padrdo do sucesso de

oviposicdo das fémeas de Ae. aegypti, monitorado semanalmente.
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Figura 5.43. Parnamirim/RN: média e desvio padrdo média e desvio padrdo da fecundidade das

fémeas, monitorado semanalmente.

A representacdo grafica sugere que o sucesso de oviposi¢do possa estar inversamente
relacionado aos niveis de resisténcia a deltametrina para a semana 01, correspondente a primeira
postura de ovos (Figura 5.44). Considerando-se a fecundidade, aparentemente também ha relacdo
com a resisténcia a deltametrina, sobretudo para as semanas 02 e 03, mesmo que a variacao deste

parametro ndo tenha sido estatisticamente significativa na maioria dos casos (Figura 5.45).
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Figura 5.44. Variacdo do sucesso de oviposicdo e da Razao de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre as coletas PN1, PN2,

PN3 e PN4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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Figura 5.45. Variacdo da fecundidade e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre as coletas PN1, PN2, PN3 e

PN4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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5.2.4. Santarém/PA

5.2.4.1. Cinética do desenvolvimento larvar

Medidas descritivas da duracdo aproximada de cada estadio larvar (L1 a L4), da fase de
pupa, do tempo total de desenvolvimento (compreendido entre a de eclosdo dos ovos e emersao
dos adultos) e da razdo Pop/Rock foram obtidas para cada coleta de Santarém (Tabela 5.10).

Os valores médios da razdo Pop/Rock variaram entre 1,02 e 1,08. As formas imaturas do
grupo ST1 atingiram a fase adulta mais lentamente que as dos grupos ST3 e ST4 (ST1 versus
ST3: D = 49,63; p-valor < 0,05; ST1 versus ST4: D= 37,86; p-valor < 0,05). Ademais, a coleta
ST2 mostrou atraso do desenvolvimento larvar em relacdo a coleta ST3 (ST2 versus ST3: D =
28,27; p-valor < 0,05) (Figura 5.46). Durante os experimentos referentes grupos ST1, ST2, ST3 e
ST4, 1,59%, 2,50%, 6,67% e 4,17% dos individuos morreram durantes as fases imaturas,

respectivamente.
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Tabela 5.10. Mediana, média e desvio-padrdo (DP) da duracéo aproximada dos quatro estadios larvares (L1 a L4), da fase de pupa, do

tempo total de desenvolvimento e da normalizacéo pelos controles Rockefeller (Pop/Rock) de mosquitos Ae. aegypti das coletas de

Santarém/PA.

Coletas em Santarém/PA

D:;fgjf’ ST1 ST2 ST3 ST4
Mediana | Média DP | Mediana | Média DP | Mediana | Média | DP | Mediana | Média DP
L1 (h) 52 54,33 | 8,48 24 25,24 | 2,80 28 28,85 | 2,86 29 30,08 | 5,37
L2(h) 24 24,67 8,47 24 25,62 3,05 29 35,16 | 8,34 20 21,06 | 3,30
L3 (h) 48 4474 | 11,31 48 49,67 7,01 53 55,35 | 9,53 48 47,92 5,86
L4 (h) 120 123,96 | 26,76 87 86,51 | 11,98 120 117,68 | 30,73 87 85,85 | 12,18
Pupa (h) 48 46,18 | 5,97 48 46,48 8,20 48 4550 | 5,57 48 47,37 | 4,83
Total (h) 288 293,79 | 31,37 240 233,65 | 16,60 280,5 281,06 | 29,94 236,0 231,78 | 13,87
Pop/Rock 1,09 1,08 0,06 1,04 1,05 0,04 1,00 1,02 0,03 1,02 1,03 0,03

Tabela 5.11. Mediana, média e desvio-padrao (DP) da sobrevivéncia em jejum em horas e comprimento de asas de machos e fémeas

de Ae. aegypti provenientes das coletas de Santarém/PA.

Sobrev. Coletas em Santarém/PA

Aprox. ST1 ST2 ST3 ST4

(horas) Mediana | Média DP Mediana | Média DP Mediana | Média | DP Mediana | Média DP

Fémeas 79,5 86,44 | 29,94 96,0 90,72 | 16,90 87,0 88,66 | 18,32 96,0 101,60 | 21,53
Asa (mm) - - - 2,35 2,30 0,11 2,00 2,02 0,08 2,35 2,35 0,08

Machos 116 121,10 | 40,30 144 141,00 | 25,12 120 119,54 | 19,52 164 154,44 | 31,87
Asa (mm) - - - 1,90 1,88 0,11 1,75 1,73 0,06 1,95 1,95 0,05
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Figura 5.46. Razdo Pop/Rock entre o tempo total de desenvolvimento dos individuos da geracao
F1 das coletas de Santarém/PA e seus respectivos controles Rockefeller. O valor mediano de
cada conjunto de dados esta representado pelo segmento em vermelho. A linha tracejada
representa a situacdo na qual a coleta possui tempo de desenvolvimento igual ao seu respectivo

controle Rockefeller (Razéo Pop/Rock = 1).

O tempo de desenvolvimento de Santarém parece estar associado ao nivel de resisténcia
ao temephos. As coletas ST1 e ST2 mostraram atraso no desenvolvimento e as maiores razdes de
resisténcia a este composto (10,2 e 10,3, respectivamente) com relacdo a ST3 e ST4, cujas razdes
de resisténcia ao temephos foram 8,6 e 8,9, respectivamente. N&o parece haver associagdo entre o

tempo de desenvolvimento de ovo ao adulto e a resisténcia a deltametrina (Figura 5.47).
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Figura 5.47. Variacdo da Razdo Pop/Rock e da Razédo de Resisténcia (RR) a temephos e
deltametrina entre as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4. Os intervalos representados baseiam-se nos
quantis 25% e 75%.

5.2.4.2. Tolerancia ao jejum de formas adultas

Curvas de sobrevivéncia para fémeas e machos de cada coleta de Santarém estdo nas
figuras 5.48 e 5.49, respectivamente. Medidas descritivas destes dados e do comprimento de asas
das coletas ST2, ST3 e ST4 podem ser encontradas na Tabela 5.11.

O tempo médio de sobrevivéncia em jejum das fémeas das foi coletas ST1, ST2, ST3 e
ST4 foi de aproximadamente 87, 91, 87 e 102 horas, respectivamente (Tabela 5.11). N&o ha
diferencas significativas entre as coletas (Figura 5.48). O comprimento de asas das fémeas das
coletas ST3 foi significativamente menor com relacdo as coletas ST2 (D = 62,55; p-valor < 0,05)
e ST4 (D =75,44; p-valor < 0,05) (Tabela 5.11 e Figura 5.51).
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Figura 5.48. Curvas de sobrevivéncia em jejum das fémeas de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Santarém/PA.

O tempo médio de sobrevivéncia dos machos foi de aproximadamente 121, 141, 120 e
154 horas para as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4, respectivamente (Tabela 5.11). A sobrevivéncia
da coleta ST4 em jejum foi superior que ST1 (y*> = 15,6; g.1 = 1, p-valor < 0,0001) e ST3 (3> =
59,5; g.1 = 1, p-valor < 0,0001). O mesmo aconteceu para ST2 com relagdo a ST3 (y*>=27,1; g1 =
1, p-valor < 0,0001) (Figura 5.49). As asas do grupo ST3 foram menores que as asas de ST2 (D =
61,05; p-valor < 0,05) e ST4 (D = 96,82; p-valor < 0,05) e as de ST2 menores em comparagao a
ST4 (D =35,77; p-valor < 0,05) (Tabela 5.11 e Figura 5.51).
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Figura 5.49. Curvas de sobrevivéncia em jejum dos machos de Ae. aegypti provenientes da

geracdo F1 dos individuos coletados em Santarém/PA.

A tolerancia ao jejum apresenta uma possivel associacdo com a resisténcia a deltametrina
para ambos 0s sexos, embora esta pareca ser mais sutil para as fémeas. Assim, a tolerancia ao
jejum foi maior nos momentos de menor resisténcia a este composto (ST2 e ST4) e tendeu a
diminuir com o aumento da razdo de resisténcia a deltametrina (ST1 e ST3) (Figura 5.50). A
variagdo do comprimento de asas parece se comportar da mesma maneira (Figura 5. 51). Nao ha

relacdo entre estes parametros e o nivel de resisténcia ao temephos.
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Figura 5.50. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de toleréncia ao jejum de
machos e fémeas de Ae. aegypti das quatro coletas de Santarém e as respectivas raz6es de

resisténcia para temephos e deltametrina.
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Figura 5.51. Variacdo do comprimento de asa (mm) de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia
(RR) de temephos e deltametrina entre as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4. Os intervalos

representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.

5.2.4.3. Padrao de sobrevivéncia de fémeas adultas

Ap6s o monitoramento individual das fémeas adultas de Ae. aegypti, curvas de
sobrevivéncia foram construidas para coleta de Santarém. A sobrevivéncia média foi de 39, 36,
32 e 33 dias para as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4. Apds a comparagdo das curvas, foi constatado
que o grupo ST1 por mais tempo que o0s grupos ST3 (% =8,7; g.1 = 1; p-valor < 0,0001) e ST4 ()2
= 14,7; g.l = 1; p-valor < 0,0001). Havia individuos vivos apds o decorrer dos 60 dias de

monitoramento nas coletas ST1, ST2 e ST3 (Figura 5.52).
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Figura 5.52. Curvas de sobrevivéncia das fémeas de Ae. aegypti provenientes da populacéo de
Santarém/PA, mantidas individualmente em tubos plasticos cilindricos e alimentadas com

Sacarose € sangue.

N&o ha nenhuma associacao visivel entre a sobrevivéncia de fémeas adultas mantidas com
alimentacdo acucarada e sanguinea e 0s niveis de resisténcia aos inseticidas testados (Figura
5.53).
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Figura 5.53. Mediana e intervalo de confianca (95%) das curvas de sobrevivéncia das fémeas de
Ae. aegypti das quatro coletas de Santarém e as respectivas razdes de resisténcia para temephos e

deltametrina.

5.2.5.4. Sucessos de alimentacgéo e oviposicéo e fecundidade de fémeas adultas

Foram feitas comparagdes com os dados registrados durante as trés primeiras semanas de
experimento e foram obtidos média e desvio padrdo do sucesso de oviposicdo (Figura 5.54) e da
fecundidade (Figura 5.55). O sucesso de alimentacdo correspondente as semanas 01, 02 e 03 para
as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4 foi de 71%, 39%, 32% e 5%; 45%, 13%, 48%, e 17% e 6%,
21%, 13%, e 16%, respectivamente.

Com relagéo a primeira semana de postura de ovos, as fémeas da coleta ST1 mostraram
sucesso de oviposicédo significativamente maior que as demais (ST1 versus ST2: D = 51,93; p-
valor < 0,05; ST1 versus ST3: D = 44,42; p-valor < 0,05; ST1 versus ST4: D = 66,71; p-valor <

0,05). Para o sucesso de oviposi¢do da semana 02, os individuos dos grupos ST1 novamente

90



obtiveram maior sucesso que 0s mosquitos dos grupos ST2 (D =51,40; p-valor < 0,05) e ST4 (D
= 44,26; p-valor < 0,05). Além disso, 0 mesmo aconteceu para ST3 com relacdo a ST2 (D =
33,34; p-valor < 0,05) (Figura 5.54). N&o h& diferencas significativas entre as coletas para a
semana 03, assim como para todas as semanas quando considerada a fecundidade (Figuras 5.54 e
5.55).
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Figura 5.54. Santarém/PA: média e desvio padrao do sucesso de oviposicao de fémeas de Ae.

aegypti por semana de experimento.
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Figura 5.55. Santarém/PA: média e desvio padrdo da fecundidade de fémeas de Ae. aegypti por
semana de experimento.

N&o ha relacdo aparente entre o sucesso de oviposicdo e 0s niveis de resisténcia calculados
(Figura 5.56). Considerando-se a fecundidade, mesmo ndo havendo diferencas estatisticamente
significativas entre as coletas, a flutuacdo deste pardmetro para as trés primeiras semanas de
experimentos parece estar relacionada a variacdo da resisténcia ao temephos. Assim, a
fecundidade tende a aumentar nos momentos de menor razdo de resisténcia e a diminuir quando a

mesma aumenta (Figura 5.57).
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deltametrina entre as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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Figura 5.57. Variacdo da fecundidade total de fémeas de Ae. aegypti e da Razdo de Resisténcia (RR) a temephos e deltametrina entre

as coletas ST1, ST2, ST3 e ST4 por semana. Os intervalos representados baseiam-se nos quantis 25% e 75%.
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Tabela 5.12. Quadro sintese das relagcdes entre alguns parametros bioldgicos de quatro

populacdes brasileiras de Ae. aegypti e 0s respectivos niveis de resisténcia aos inseticidas

temephos (Temeph) e deltametrina (Delta), as quais corroboram a hipotese de que a resisténcia

resulta em um custo bioldgico.

~ Desenv. Tolerancia | Tamanho | Sobrevivéncia | Sucesso de .
Populagdo . . .. .| Fecundidade
larvar ao jejum de asa de fémeas oviposicao
Campo Grande - | (Delta) | (Delta) - | (Delta) -
Duque de Caxias | T(Temeph) | | (Temeph) | | (Temeph) | (Temeph) - | (Temeph)
Parnamirim - - - | (Temeph) | (Delta) | (Delta)
Santarém 1 (Temeph) | (Delta) | (Delta) - - | (Temeph)
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6. DISCUSSAO

O presente estudo procurou buscar a relacdo entre alguns parametros biol6gicos de quatro
populacbes brasileiras de Ae. aegypti e 0s respectivos niveis de resisténcia aos inseticidas
temephos (organofosforado) e deltametrina (piretréide) (Tabela 5.12). Para tal, optou-se pela
utilizacdo da geracdo F1 dos mosquitos coletados no campo, visando preservar a0 maximos as
caracteristicas e a variabilidade genética das populagdes naturais. Diferentemente de outros
trabalhos (Berticat et al. 2008; Djogbénou et. al 2010; Melo-Santos et al. 2010), ndo foi feito
qualquer tipo de selecdo com inseticidas ou cruzamento com linhagens de laboratorio. Assim,
sabendo-se que populacGes de diferentes locais freqlientemente diferem em muitas outras
caracteristicas da historia de vida além daqueles caracteres envolvidos com a resisténcia
(Leisnham et al. 2008; Suman et al. 2011), varia¢des na biologia e nos niveis de resisténcia foram
relacionados somente para os individuos das mesmas localidades, porém coletados em diferentes
momentos.

Uma vez que todos os mosquitos foram mantidos sob as mesmas condic6es no laboratério
as diferencas biologicas observadas provavelmente refletem diferencas genéticas entre os
mesmos. As populacBes dos diferentes municipios e Rockefeller apresentaram diferencas
significativas para alguns dos parametros estudados, o que pode refletir a adaptacéo as condicdes
ambientais locais e ao laboratorio, respectivamente. Quanto a cinética do desenvolvimento larvar,
0 grupo de Campo Grande mostrou tempo de desenvolvimento significativamente inferior a
Duque de Caxias, Parnamirim e Santarém. Além disso, a mediana dos valores da Razéo
Pop/Rock da populacdo de CG foi igual a 01, o que significa igualdade com a populacdo de
laboratério, e diversos pontos encontram-se abaixo desta linha. Conforme observado por Grench
et al. (2010), populacbes de localidades com clima mais ameno tendem a apresentar
desenvolvimento larval mais rapido tdo e qudo somente encontram-se nos periodos de clima mais
favoravel. De fato, Campo Grande apresenta temperaturas mais amenas com relagdo as demais
localidades, sobretudo no inverno, cujas temperaturas minimas chegam a 6,6°C (SISAM 2012).
As larvas da populacdo de Duque de Caxias também se desenvolveram mais lentamente com
relacdo & Parnamirim e Santarém.

Intuitivamente, poderiamos esperar que, devido a maior permanéncia no criadouro e
depois de se transformar em adulto, as fémeas apresentassem maior tolerancia ao jejum que 0s

machos. Contudo, observamos que os machos apresentaram maior tolerancia ao jejum do que as
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fémeas, padrdo que se repetiu em todos os grupos. Similarmente, maior sobrevivéncia dos
machos na auséncia de qualquer fonte energética ja havia sido observado por Costero et al.
(1999), os quais atribuiram esta divergéncia entre 0s sexos a diferentes necessidades metabdlicas.
Ademais, sugere-se que 0s machos emergem com uma quantidade maior de energia, a qual pode
ser utilizada rapidamente ap6s a emersédo do adulto para o voo (Huho et al. 2007; Koenraadt et al.
2010). Curiosamente, sabe-se que, quando é fornecida alimentacdo agucarada, as fémeas
normalmente sobrevivem por mais tempo que os machos (Day 1994; Muir e Kay 1998; Maciel-
de-Freitas et al. 2006).

Adicionalmente, a tolerancia ao jejum também foi diferente entre populagdes. As fémeas
de Campo Grande toleraram significativamente menos o jejum que as fémeas de Santarém e
Rockefeller. Além disso, todas as fémeas ja estavam mortas ap6s 150 horas de emerséao, enquanto
que para as demais localidades o tempo méaximo de toleréncia variou entre 192 e 264 horas
(Figura 5.3). O rapido desenvolvimento larvar de Campo Grande, ou seja, menor tempo de
permanéncia no criadouro, possivelmente se refletiu no baixo acumulo de reservas energéticas
pelas fémeas durante a fase adulta. O oposto era de se esperar para Duque de Caxias, porém esta
populacdo ndo apresentou maior tolerdncia ao jejum que as demais. Quanto aos machos, 0s
individuos de Santarém apresentaram maior sobrevivéncia com relacdo aos demais grupos. Ja os
tempos méximos de tolerancia dos machos de Campo Grande e Rockefeller foi de 192 horas
(cujos desenvolvimentos larvares foram mais acelerados) enquanto que para as demais
localidades este variou de 242 a 308 horas. Apesar de machos e fémeas de Duque de Caxias
aparentemente ndo terem acumulado mais reserva energética que os individuos das demais
populagdes, mesmo com o desenvolvimento larvar mais lento, algumas diferencas ocorreram
quanto ao tamanho das asas. As fémeas desta populacdo apresentaram as asas significativamente
mais longas, enquanto que para 0s machos esta discrepancia ocorreu somente entre Duque de
Caxias e Campo Grande, justamente os extremos dos tempos de desenvolvimento larvar.

Fémeas adultas alimentadas com solucdo agucarada e sangue da linhagem Rockefeller
sobreviveram mais em relacdo as populacGes de campo, exceto Parnamirim. Além disso, 0s
sucessos de alimentagéo e oviposicdo de Rockefeller foram predominantemente superiores, o que
provavelmente reflete a adaptacdo desta linhagem as condicdes de laboratorio ap6s mais de um
século de colonizacdo (Kuno 2010). As fémeas de Campo Grande e Duque de Caxias

sobreviveram menos que as fémeas de Parnamirim e Santarém. Em contrapartida, Campo Grande
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obteve maiores sucessos de alimentacdo e oviposicdo que Santarém para as trés semanas
analisadas. De acordo com Suman et al. (2011), populagdes de Culex quinquefasciatus de
localidades com maior amplitude na temperatura anual investiriam mais cedo em reproducao,
colocando ovos com maior freqiéncia do que populacGes de locais com menor variagdo
climatica, ja que nas primeiras as fémeas teriam menores expectativas de vida. As temperaturas
didrias média de CG entre 9,9°C e 29,5°C, ja em Santarém estes valores ficam entre 23,9°C e
30,0°C (SISAM 2012). Frankino e Juliano (1999) ja observaram a mesma espécie de balanco
entre sobrevivéncia e reproducdo em Aedes triseriatus. Quando considerada a fecundidade, ou
seja, a quantidade de ovos por posturas positivas, ndo ha diferencas entre as populacdes.

E possivel que a resisténcia aos organofosforados, como o temephos, seja do tipo
metabdlica para o Ae. aegypti, uma vez que ainda ndo foram detectadas alteracdes no seu sitio-
alvo, a acetilcolinesterase (Montella et al. 2007; Marcombe et al. 2009; Melo-Santos et al. 2010).
A aplicacdo do temephos no Brasil foi interrompida pelo Ministério da Salde desde 1999.
Segundo Crow (1957), o afrouxamento da pressdo se selecdo levaria ao retorno a
susceptibilidade, cuja rapidez dependeria do custo bioldgico da resisténcia. Todas as populacoes
estudadas mostraram uma tendéncia de queda da resisténcia a este composto ao longo do ano de
estudo, mesmo que de maneira gradualmente lenta (Garcia, comunicacao pessoal). Esta tendéncia
pode ser apontada como um indicio indireto da ocorréncia de uma menor aptiddo dos individuos
resistentes com relagdo aos susceptiveis na auséncia deste inseticida. Tal fenémeno ja foi
observado para Culex pipiens (Chevillon et al. 1997; Lenormand et al. 1999) e Drosophila
melanogaster (Miyo et al. 2000), igualmente com relacéo a resisténcia a organofosforados.

Por outro lado, todas as populagdes, exceto Parnamirim, apresentaram niveis de
resisténcia a deltametrina bastante elevados. Este inseticida é o principal adulticida empregado no
controle de vetores no Brasil. Sabe-se que alteracfes nas proteinas do canal se sédio sdo
responsaveis por pelo menos parte da resisténcia aos piretroides em diversas espécies de
artropodes (Busvine 1951; Martinez-Torres et al. 1998), inclusive o Ae. aegypti (Severson et al.
1997). Teoricamente, mutacfes nas seqliéncias que codificam proteinas-alvo dos inseticidas
podem levar a altos niveis de resisténcia, as quais sdo rapidamente selecionadas na presenca
destes compostos no ambiente (Roush e McKenzie 1987; Garcia et al. 2009). Alteragdes nos
canais de sodio comprovadamente envolvidas na resisténcia a piretroides foram detectadas em

todas as populacgdes, exceto Parnamirim (Garcia, comunicacdo pessoal). De maneira geral, a
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variacdo da resisténcia a deltametrina ndo apresentou nenhum tendéncia geral de variacdo ao
longo do ano de estudos.

Subseqiientemente, a variagdo nos niveis de resisténcia ao temephos e a deltametrina para
as diferentes coletas da mesma localidade foi observada e comparada com a variagdo dos
parametros bioldgicos avaliados, ja que, conforme se suspeitava, as populacbes apresentam
indmeras diferengas intrinsecas. Do contrario, os resultados poderiam n&o estar efetivamente
relacionados a resisténcia, mas sim a outras pressdes seletivas ambientais sofridas ao longo da
historia evolutiva das diferentes populacbes (Carriére et al. 1994; Bourguet et. al 2004). Além
disso, a dindmica da resisténcia entre as localidades foi bastante diferente, embora todas sejam
consideradas resistentes para as duas classes de inseticida testadas de acordo com os critérios
propostos pelo Ministério da Saude.

Tratando-se do municipio de Campo Grande, o tempo total de desenvolvimento larvar
variou ao longo do ano entre as diferentes coletas. As larvas da coleta CG1 atingiram a fase
adulta mais rapidamente em comparacdo com 0s demais grupos e, assim como observado para
comparagdo geral entre as populagdes, somente as fémeas desta coleta mostraram tolerancia ao
jejum significativamente menor. Segundo Stearns e Koella (1986), a fase larval é determinante
para a aptiddo do adulto, uma vez que sua funcdo primaria é a aquisicdo de energia e nutrientes
necessarios para que o individuo atinja quéo cedo a fase reprodutiva. Aparentemente, a tolerancia
ao jejum das fémeas foi afetada pelo menor tempo larval, diferentemente dos machos. Apesar da
cinética do desenvolvimento dos imaturos ndo estar aparentemente relacionada a resisténcia aos
compostos testados, o cenario é diferente para a tolerancia ao jejum e o tamanho das asas, que
tendem a diminuir nos pontos de maiores razGes de resisténcia a deltametrina (Figura
Suplementar 1).

A variacdo do sucesso de oviposicdo das fémeas de Campo Grande parece estar
inversamente correlacionada aos niveis de resisténcia a deltametrina, embora isso ndo acontega
com relacédo a fecundidade (Figura Suplementar 1). Em outras palavras ndo ocorreram alteragdes
na quantidade de ovos por fémea quando consideradas apenas as posturas positivas (>1 ovo), mas
apenas quando sdo considerados todos os individuos vivos naquele momento, ou seja,
contabilizando as posturas com zero ovo. Desta forma, a resisténcia a deltametrina nao parece
impactar em si a quantidade de ovos, mas sim outros parametros relacionados a fecundidade, tais

como a quantidade de sangue ingerido e o sucesso na alimentagdo sanguinea e a ocorréncia ou
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ndo da postura (mesmo apads o repasto). De fato, uma parcela menor das fémeas das coletas CG1
e CG3, cujo sucesso de oviposicdo foi menor, alimentaram-se de sangue para as trés semanas
analisadas. Custos reprodutivos ja foram associados a resisténcia a piretroides em Heliothis
virescens (Lepidoptera: Noctuidae) (Campanhola et al. 1991), Aphis gossypii (Homoptera:
Aphididae) (Hollingsworth et al. 1997), Culex pipiens (Li et al. 2002) e Musca domestica
(Ahmed e Wilkings 2001).

Considerando a populagdo proveniente das coletas em Duque de Caxias, o tempo de
desenvolvimento do ovo ao adulto, a tolerdncia ao jejum e o tamanho corporal parecem estar
associados aos niveis de resisténcia ao temephos. Assim, a rapidez com a qual os individuos
alcancaram a fase adulta (menores Raz6es Pop/Rock), a tolerancia ao jejum e o comprimento de
asa foram maiores nos momentos de reducdo na razdo de resisténcia a este organofosforado
(Figura Suplementar 1I). Ao contrario do que seria esperado, aqueles individuos cujo
desenvolvimento foi mais lento (com maior resisténcia ao temephos), ou seja, passaram mais
tempo na fase larvar se alimentando, obtiveram menores tolerdncia ao jejum. Atraso no
desenvolvimento larval e menor tamanho corporal também ja foram observados para popula¢tes
resistentes a organofosforados de Culex pipiens, em criadouros naturais na Franca (Bourguet et
al. 2004). Assim, aparentemente, 0 excedente energético adquirido pelas larvas ndo foi aplicado
em reserva energética ou crescimento, o que sugere a possibilidade de alocacdo na superproducao
de enzimas de detoxificacdo, responsavel pela resisténcia aos organofosforados em Ae. aegypti
(Marcombe et al. 2009). Rivero et al. (2011) mostraram gue mosquitos adultos da espécie Culex
pipiens resistentes a esta classe de inseticida por meio alta producdo de esterases possuem 30%
menos reservas energéticas que individuos susceptiveis da mesma espécie.

A sobrevivéncia das fémeas adultas desta localidade variou ao longo do ano de estudo,
mostrando aumento expressivo quando ocorre uma queda acentuada na razdo de resisténcia ao
temephos de 13,3 para 10,7 entre as coletas DC1 e DC2. A sobrevivéncia novamente apresenta
uma gueda apds 0 aumento da resisténcia para a coleta DC3, porém a coleta DC4 apresenta baixa
sobrevivéncia mesmo com o menor nivel de resisténcia (Figura Suplementar I1). Alguns trabalhos
ja relataram menor sobrevivéncia das formas adultas provenientes de populagdes resistentes a
organofosforados na auséncia de inseticidas em mosquitos do género Culex (Chevillon et al.
1997; Lenormand et al. 1999; Gazave et al. 2001; Berticat et al. 2008). Os principais mecanismos

responsaveis pela reducdo na longevidade seriam a realocacdo de recursos, principalmente
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lipideos (Rivero et al. 2011), para manutencdo dos mecanismos responsaveis pela resisténcia e/ou
0 estresse oxidativo gerado pela maior atividade dos sistemas de detoxificacdo (Rivero et al.
2010). Outros fatores além da susceptibilidade a inseticidas provavelmente contribuem na
determinacéo da aptiddo dos individuos (Hollingsworth et al. 1997).

A flutuacdo da fecundidade durante a primeira semana de experimentos das fémeas de
Dugue de Caxias aparentemente se contrap@e a flutuacdo dos niveis de resisténcia ao temephos
(Figura Suplementar 11). Efeitos deletérios da resisténcia a organofosforados ja foram detectados
na fecundidade em Hylyphantes graminicola (Araneae: Linyphiidae) (Deng et al. 2006), Myzus
persicae (Foster et al. 2000) e Musca domestica (Roush e Plapp 1982). Acredita-se que a
resisténcia potencialmente dificultaria o desenvolvimento ovariano e/ou reduziria a
disponibilidade de nutrientes para a producéo de vitelo para os ovos (Li et al. 2002).

Quanto a populacdo de Parnamirim, foram detectadas diferencas significativas para o
tempo total de desenvolvimento, entretanto estas ndo parecem ter qualquer relacdo com os niveis
de resisténcia aos compostos testados, assim como a toleréncia ao jejum e comprimento de asas
de ambos os sexos. Com relagdo a sobrevivéncia das fémeas adultas, aparentemente ha
associacdo com a resisténcia ao temephos, porém ocorre uma diminuicdo na sobrevida dos
individuos da coleta PN4 a qual ndo acompanha um aumento na resisténcia. O aumento da
resisténcia a deltametrina das coletas PN1 e PN2 com relagdo as coletas PN3 e PN4 foi
acompanhada por uma queda no sucesso de oviposicdo, porém apenas para a primeira semana de
monitoramento. A mesma relacdo pode ser observada se tratando da fecundidade, principalmente
para as segunda e terceira semanas (Figura Suplementar Ill). Os possiveis custos detectados
desde entdo estdo de acordo com a hip6tese de que genotipos de resisténcia apresentariam um
déficit reprodutivo, caso contrario, seriam mais comuns na auséncia de selegdo (Crow 1957).

Finalmente, ha indicios de que o tempo de desenvolvimento do ovo ao adulto da
populacdo de Santarém esteja associado aos niveis de resisténcia ao organofosforado temephos.
Por outro lado, a tolerancia ao jejum e o comprimento de asas parece variar de acordo com a
razdo de resisténcia ao piretrdide deltametrina (Figura Suplementar 1V). De forma contra
intuitiva, uma das coletas cujo desenvolvimento larval foi mais lento, ST1, apresentou menor
tolerdncia ao jejum com relagdo a ST4, que permaneceu por menos tempo nas fases imaturas e,
teoricamente, adquiriu menos nutrientes e reservas energéticas durante este periodo. Resultados

semelhantes foram obtidos para populacbes de Culex pipiens (Bourguet et al. 2004).
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Sobrevivéncia e sucesso de oviposicdo de fémeas adultas mantidas com alimentagdo agucarada e
sanguinea ndo apresentaram associacdo com niveis de resisténcia obtidos, diferentemente da
fecundidade, cuja flutuacdo anual tende a ser antagbnica a variagdo da resisténcia ao temephos.

Assim, ha indicios de que a resisténcia aos inseticidas temephos e deltametrina esteja
negativamente correlacionada com alguns dos parametros bioldgicos avaliados para todas as
populacbes estudadas. Deste modo, na auséncia do controle quimico no campo, o custo da
resisténcia pode afetar a aptiddo dos individuos e, por conseguinte, impactar a capacidade
vetorial. Entretanto, tais resultados devem ser discutidos cautelosamente, pois o tipo de
abordagem empregado neste estudo (assim como por Carriere et al. 1994 e Hollingsworth et al.
1997) revela a associacdo entre a resisténcia aos inseticidas e os aspectos da biologia avaliados,
mas ndo prova a relagéo de causa e efeito.

O atraso no tempo de desenvolvimento dos imaturos a forma adulta, o qual mostrou
relacdo somente com a resisténcia ao temephos, pode afetar a aptiddo dos individuos. AlteracGes
na fase larval podem afetar a morfologia, fisiologia e 0 comportamento durante a fase adulta, o
que pode se refletir, em ultima instancia, na habilidade do inseto em sobreviver e se reproduzir
(van Uitregt et al. 2011). Além disso, de acordo com Roush e Plapp (1982) alteracGes neste
parametro tém um maior efeito no potencial de crescimento de uma populacdo com relacdo a
alteracdes na fecundidade, como resultado do atraso na maturidade sexual e aumento do tempo de
geracdo (Stearns e Koella 1986; Bourguet et al. 2004). Por fim, aumentos no tempo de
desenvolvimento larvar representariam maiores exposicdo a predadores e, consequientemente,
taxa de mortalidade. Neste contexto, pode-se relacionar a cinética do desenvolvimento larvar a
densidade populacional do vetor, determinante da sua capacidade vetorial (Garret-Jones 1964).

O menor tamanho corporal, medido através do comprimento de asa, ja foi relacionado a
diversas caracteristicas da historia de vida de mosquitos, dentre elas a menor sobrevivéncia do
adulto, maior dispersdo, menor fecundidade, maior susceptibilidade a patdgenos e menor
tolerancia ao jejum (Nasci 1986; Briegel et al. 1990; Kirby e Lindsay 2009; Tun-Lin et al. 2000;
Alto et al. 2009; Maciel-de-Freitas et al. 2007c; Uitregt et al. 2011). Desta forma, a variacdo deste
pardmetro tem o potencial de afetar a veiculacdo de patdgenos de acordo com o balanco entre os
efeitos positivos e negativos na capacidade vetorial. Por exemplo, Alto et al. (2009) observaram
que fémeas menores de Ae. aegypti apresentaram maior susceptibilidade ao virus dengue em

condicgdes de laboratorio, 0 que as tornaria vetores mais competentes. Por outro lado, o menor
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tamanho corporal ja foi relacionado com uma menor sobrevivéncia nesta espécie, 0 que reduziria
a capacidade vetorial, uma vez que diminui a probabilidade de sobrevivéncia ao periodo de
incubacgdo do patdgeno, quantidade de alimentagfes sanguineas e contato entre vetor-hospedeiro
(Nasci 1986).

A reserva energetica das fémeas de Ae. aegypti recéem emergidas, medida indiretamente
por meio da tolerancia ao jejum, pode determinar o inicio da ovogénese, até mesmo antes do
repasto sanguineo, e o nimero de ovos produzidos (Zhou et al. 2004), assim como o potencial de
vOo e 0 contato com os hospedeiros (Nasci 1986). Assim, teria impacto sobre a fecundidade e a
taxa de picada, respectivamente. Os aspectos relacionados a fecundidade, por sua vez, sdo
importantes determinantes da taxa de crescimento populacional (Begon et al. 2007)

Por fim, a sobrevivéncia de fémeas de Ae. aegypti € um componente chave para a
determinacdo da capacidade vetorial, pois aumentos neste pardmetro podem aumentar
exponencialmente os contatos entre individuos infectados e potenciais hospedeiros (Luz et al.
2003; Rivero et al. 2010). Além disso, o efeito da longevidade € especialmente importante para a
transmissao de parasitas que necessitam de um periodo minimo de incubacdo no vetor. Para o
dengue, estima-se que 10 dias sejam necessarios para que o virus atinja as glandulas salivares das
fémeas de Ae. aegypti e possa ser transmitido a um novo hospedeiro vertebrado susceptivel
(Salazar et al. 2007).

A importancia do tipo de manifestacdo e da intensidade do custo na aptiddo dos
individuos resistentes na auséncia de inseticidas ndo se limita a capacidade vetorial, mas também
pode definir como a forma como tais caracteres evoluem quando estes compostos ndo estdo
presentes no ambiente. O processo de Selecdo Natural age por meio de diferencas na
sobrevivéncia e fertilidade entre os genotipos (Ridley 2006). Isso é especialmente importante
para 0 manejo da resisténcia no campo (Roush e McKenzie 1987).

Conforme ja postulado por Crow em 1957, teoricamente, o retorno a susceptibilidade
seria naturalmente esperado apos a retirada dos xenobioticos do ambiente. De fato, a redugédo dos
niveis de resisténcia ao temephos no campo aqui relatada e por outros autores (Chevillon et al.
1997; Lenormand et al. 1999; Miyo et al. 2000) corroboram esta hipdtese. Ademais, também ja
foi observada por Melo-Santos et al. (2010) em laboratério ap6s a interrupcdo do uso deste
composto aliada ou ndo a introducdo de individuos susceptiveis. Tais resultados enfatizam a

importancia da migracdo de individuos provenientes de areas ndo tratadas (denominadas
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refugios) e da aplicacdo dos inseticidas preferencialmente antes da época de migracdo (Comins
1977).

A reducdo da razdo de resisténcia apds a interrupcdo do uso de determinado composto no
controle ressalta a hipdtese de que a ndo deteccdo do custo da resisténcia em laboratorio ndo é
suficiente para afirmar que este ndo ocorre no campo. Assim, a menor aptiddo dos genoétipos
resistentes poderia se manifestar somente sob condi¢fes ambientais especificas, quando ha
competicdo ou simplesmente em caracteres para os quais ndo estamos olhando e/ou porque as
metodologias aplicadas sao falhas em detecta-la (Costau et al. 2000).

Contudo, ndo se deve desconsiderar que o custo da resisténcia pode ndo ter se
manifestado (Haubruge e Arnaud 2001, McCart et al. 2005). A Sele¢do Natural atua
simultaneamente sobre diversas caracteristicas genéticas relacionadas a sobrevivéncia e
reproducdo dos individuos. Desta maneira, a selecdo de alelos em outros loci, chamados de
“modificadores”, compensariam os efeitos deletérios da resisténcia (Roush e McKenzie 1987).
Este fenbmeno € bem estudado para a mosca-varejeira Lucilia cuprina e a resisténcia ao
organofosforado diazinon. Apés a utilizacdo deste composto durante muito tempo no controle
desta espécie, McKenzie et al. (1982) relatam que individuos que carregavam alelos de
resisténcia ndo estavam mais em desvantagem (medida por meio da assimetria corporal) na
auséncia deste inseticida, conforme havia sido relatado cerca de uma década antes. Alguns anos
mais tarde, McKenzie e Clarke (1988) identificaram um complexo génico selecionado
subseqiientemente a resisténcia ao diazinon, responsavel por anular o custo na aptiddo dos
individuos resistentes na auséncia deste composto. Uma maneira alternativa de reduzir os custos
bioldgicos associados a resisténcia a xenobidticos é a substituicdo de alelos mais prejudiciais por
outros que apresentem menos efeitos deletérios, o que ja foi descrito para Culex pipiens e alelos
que levam a superproducdo de esterases (Guillemaud et al. 1998). Finalmente, o resultado é a
estabilidade da resisténcia ou até mesmo a fixacao dos alelos relacionados.

Por fim, o conhecimento adquirido a cerca do processo evolutivo responsavel pelo
desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas e suas implica¢cbes no combate de vetores e pragas
vem sendo aplicado no intuito de evitar a perda de eficacia das ferramentas de controle quimico
atualmente disponiveis. Assim, vem crescendo a busca pelos chamados “inseticidas a prova de
evolucdo”. Resumidamente, a idéia se baseia em atrasar ou até mesmo evitar o desenvolvimento

da resisténcia aos inseticidas atingindo de forma diferencial os individuos de acordo com a idade.
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A alta e répida letalidade dos mosquitos que acabaram de emergir e que ainda nao se
reproduziram (como acontece atualmente) impde uma forte pressdo de selecdo sobre os
caracteres relacionados a resisténcia. Assim, a pressao seletiva seria bastante reduzida se a morte
ocorrer apos boa parte da reproducdo, porém antes que estes estejam aptos a transmitir 0s
patdgenos a um novo hospedeiro (Koella et al. 2009; Read et al. 2009).

Seguindo esta ldgica, esta estratégia visa o controle da doenca, mas ndo necessariamente
do vetor (Koella et al. 2009; Read et al. 2009). Este modo de acdo desejado poderia ser
alcancado, por exemplo, por meio do controle biolégico com fungos (Scholte et al. 2007;
Thomas e Read 2007; De Paula 2008), o qual causa a morte de grande parte das fémeas de Ae.
aegypti ap6s cerca de 7 dias ap6s a infeccdo (De Paula et al. 2008), quando muitas
provavelmente ja realizaram um ou duas posturas de ovos, mas antes do periodo de incubacdo do
virus dengue, que seria de cerca de 10 dias (Salazar et al. 2007). Outra possibilidade seria a
exposicdo dos mosquitos a doses sub-letais de inseticida, o que levaria a morte apenas 0s
individuos mais velhos (Read et al. 2009). Os mais novos ndo morreriam, mas ainda assim teriam
sua viabilidade comprometida (Read et al. 2009). Ademais, a mortalidade dependente da idade
poderia ser alcancada devido ao fato de que a susceptibilidade aos inseticidas costuma a aumentar
com a idade (Rowland e Hemingway 1987; Rajatileka et al. 2011). Neste contexto, a ocorréncia
do custo da resisténcia na aptiddo dos individuos pode desacelerar ainda mais ou até bloquear a
evolucdo da resisténcia, ja que a pressao seletiva exercida pelos xenobi6ticos com a utilizacdo
deste tipo de abordagem é muito menor, ou seja, dependendo do custo, 0 beneficio da resisténcia

pode ndo superar as desvantagens (Koella et al. 2009; Read et al. 2009).
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7. CONCLUSOES

v

As populagbes dos diferentes municipios e Rockefeller apresentaram diferengas
significativas para todos os parametros estudados, o que provavelmente reflete adaptagdes
as condicdes bioticas e abioticas especificas de cada localidade e ao laboratério,

respectivamente.

Os machos toleraram melhor o jejum que as fémeas em todos os grupos testados e esta
divergéncia entre 0s sexos sugere que 0s machos emergem com uma maior quantidade de
energia, a qual pode ser utilizada rapidamente ap6s a emersdo do adulto para o v6o e

dispersdo, influenciando o seu sucesso reprodutivo.

O rapido desenvolvimento larvar de Campo Grande, ou seja, menor tempo de
permanéncia no criadouro, possivelmente se refletiu no baixo acimulo de reservas
energéticas pelas fémeas durante a fase adulta. Ja as larvas da populacdo de Duque de
Caxias se desenvolveram mais lentamente, o que aparentemente influenciou no maior

tamanho corporal.

Fémeas adultas alimentadas com solucdo acucarada e sangue da linhagem Rockefeller
sobreviveram mais com relacdo a maioria das populacdes de campo e apresentaram 0s
sucessos de alimentacdo e oviposicdo predominantemente superiores, 0 que

provavelmente reflete a adaptacdo desta linhagem as condi¢des de laboratério.

O afrouxamento da pressdo de selecdo com a interrupcdo da aplicacdo do temephos no
campo desde 1999 e a tendéncia de queda da resisténcia a este composto ao longo do ano
de estudo sugerem uma menor aptiddo dos individuos resistentes com relagdo aos

susceptiveis na auséncia deste inseticida.

Ha indicios de que a resisténcia aos inseticidas temephos e deltametrina esteja
negativamente correlacionada com alguns dos parametros bioldgicos avaliados para todas
as populagdes estudadas, o que deve se discutido com atencdo, pois a associagao entre a
resisténcia aos inseticidas e os aspectos da biologia avaliados ndo comprovam a relagéo

de causa e efeito.
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Os individuos das coletas provenientes de Campo Grande mostraram menor tolerancia ao
jejum, tamanho das asas e sucesso de oviposicdo nos pontos de maiores razbes de

resisténcia a deltametrina.

A duracdo do desenvolvimento do ovo ao adulto, a tolerancia ao jejum, o tamanho
corporal, a sobrevivéncia das fémeas adultas e a fecundidade durante a primeira semana
de experimentos parecem estar associados aos niveis de resisténcia ao temephos para

Duque de Caxias.

Para Parnamirim, a sobrevivéncia das fémeas adultas variou de acordo com a resisténcia
ao temephos. Por outro lado, sucesso de oviposicdo para a primeira semana de

monitoramento e fecundidade aparentemente estdo associadas a resisténcia a deltametrina.

O tempo de desenvolvimento do ovo ao adulto e fecundidade da populacdo de Santarém
parecem estar associados aos niveis de resisténcia ao temephos, assim como a tolerancia
ao jejum e o comprimento de asas parece variar de acordo com a razao de resisténcia a

deltametrina.

As alteracBes observadas corroboram a hipotese de que o desenvolvimento da resisténcia
aos inseticidas nos artropodes pode resultar em custos na aptiddo dos individuos
resistentes em detrimento dos susceptiveis na auséncia destes compostos no ambiente e

reforcam a teoria de que a resisténcia pode alterar a capacidade vetorial dos insetos.
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Figura suplementar |. Panorama geral da relacdo entre os niveis de resisténcia a inseticidas e os

parametros bioldgicos avaliados para a populagdo de Campo Grande (CG). A tolerancia ao jejum

tamanho de asas, e sucesso de oviposicdo de Ae. aegypti apresentam redugdes nos momentos de

maior resisténcia ao piretroide deltametrina.
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Figura suplementar Il. Panorama geral da relacdo entre os niveis de resisténcia a inseticidas e os parametros

bioldgicos avaliados para a populacdo de Duque de Caxias. A cinética do desenvolvimento, tolerancia ao

jejum, tamanho de asas, e fecundidade da semana 01 de Ae. aegypti apresentam reducdes nos momentos de

maior resisténcia ao organofosforado temephos.
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Figura suplementar I11. Panorama geral da relacdo entre os niveis de resisténcia a inseticidas e 0s

parametros bioldgicos avaliados para a populacdo de Parnamirim. A sobrevivéncia de fémeas

adultas, sucesso de oviposicdo (Semana 01) e fecundidade de Ae. aegypti apresentam reducgdes

nos momentos de maior resisténcia ao temephos (sobrevivéncia) e deltametrina (aspectos

reprodutivos).
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Figura suplementar I1VV. Panorama geral da relacdo entre a resisténcia e os parametros bioldgicos avaliados para

Santarém. O desenvolvimento larvar, toleréncia ao jejum, cumprimento de asas e fecundidade de Ae. aegypti

aparentemente relacionam-se a resisténcia.
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