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RESUMO

O organofosforado temefds € amplamente utilizado no controle de larvas
de mosquitos. No Brasil, sua utilizagdo no controle de larvas de Aedes aegypti é
datada desde 1967. Entretanto, seu uso continuo tem proporcionado o
desenvolvimento de populagbes resistentes. O fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae € um dos agentes de controle biolégico mais utilizado para
o controle de pragas agricolas, mas também com potencial para o controle de
mosquitos. No presente trabalho, populacdes de A. aegypti de quatro bairros de
Campos dos Goytacazes (Jardim Carioca- JC, Parque Gongalves Vicente Dias -
VD, Parque Sao José- SJ e Parque Califérnia- PC) foram avaliados quanto a
suscetibilidade ao temefos através de biensaios com dose diagndstica e analise
de curva de sobrevivéncia. A mortalidade de larvas oriundas de dois bairros, que
apresentaram “status” diferenciados de resisténcia ao temefds, e larvas da
linhagem Rockefeller foram avaliadas nas concentracdes de 10° e 10° conidios
mL" de M. anisopliae durante um periodo de 6 dias. Os efeitos do temefés sobre
a germinacgao dos conidios de M. anisopliae foram investigados, com a finalidade
de combinar o inseticida com M. anisopliae visando um aumento na mortalidade
de larvas de A. aegypti No experimento de monitoramento de resisténcia, a
concentracdo diagndstico de 0,0060 mg L™ demonstrou que nos bairros de JC,
VD, SJ ocorrem populacgdes resistentes, enquanto a populacéo de PC apresentou
“status” incipiente. As curvas de sobrevivéncia nesse experimento foram
estatisticamente diferentes (P<0,0001). Os valores de S5, foram 2 dias em VD e 4
dias em JC e 1 dia em SJ e PC. Na concentragao de 0,003 mg L', as curvas de
sobrevivéncia se apresentaram estaticamente diferentes (P<0,0001). Em 2 dias
de exposigao as larvas Rockefeller apresentaram indice de sobrevivéncia de 18%
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e as larvas de todos os bairros investigados apresentaram sobrevivéncia maior
que 85%. Na concentragéo de 0,012 mg L™, as curvas de sobrevivéncia foram
estatisticamente semelhantes (P= 0,4963) com mortalidade maior que 89% em
todas as populagdes. No experimento com o fungo, a mortalidade média foi de
8,3% em PC e 66,7% em VD e para larvas Rockefeller na concentragdo de 10°
conidios mL™, porém na concentragdo de 10° conidios mL™" a mortalidade média
foi de 29,2, 62,5 e 83,3% para VD, PC e Rockefeller, respectivamente. A Ss,foi de
5 dias com 10° conidios mL™" e de 4 dias com 10° conidios mL™" para Rockefeller e
5,5 dias na concentracdo de 10° conidios mL™ para PC, porém na concentragao
de 10° conidios mL™" este indice nao foi alcangado. Em VD o valor de Ssp ndo foi
obtido com nenhuma das concentragdes analisadas. No estudo do possivel
sinergismo entre o fungo e inseticida, ndo houve efeito do temefés sobre a
germinagcdo do M. anisopliae, entretanto as curvas de sobrevivéncia foram
estatisticamente diferentes (P<0.0001). A formulagcdo com o fungo sozinho
proporcionou maior mortalidade que o fungo combinado com inseticida as larvas
de A. aegypti, porém a Sso foi de 4 dias para ambas as formulagées. Portanto,
houve antagonismo entre os dois agentes e nao deveriam ser usados em

conjunto.

Palavras-chave: Resisténcia, temefés, Aedes aegypti, fungos

entomopatogénicos, Metarhizium anisopliae.

Vii



ABSTRACT

The organophosphate temephos is of great importance in controlling mosquito
larvae. Its use in the combat of Aedes aegypti in Brazilian municipalities dates
back to 1967. However, its continued use has caused the development of resistant
populations. The entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae is a biological
control agent currently used for the control of agricultural pest species and it also
has a potential for the control of disease vector mosquito. In this study A. aegypti
from four neighborhoods of Campos dos Goytacazes: Jardim Carioca (JC);
Vicente Gongalves Dias (RV); Sao José (SJ) and Parque California (PC) were
used to study the susceptibility to a diagnostic dose of temephos and survival
curve analysis. The mortality of larvae from two different neighborhoods was
classified as resistant to temephos and larvae of the Rockefeller strain were
exposed to concentrations of 10° and 10° conidia mI™" of M. anisopliae. Effects of
temephos on the germination of M. anisopliae were investigated, as well as the
combined action of temephos and M. anisopliae on larvae of A. aegypti. In the
experiment to determine susceptibility, a diagnostic concentration of 0.0060 mg L™
showed the presence of resistant mosquitoes in JC, RV, SJ and demonstrated the
incipient status in PC. The survival curves were statistically different (P <0.0001).
The values of Ssg were two days in RV, four days in JC and 1 day in SJ and PC. At
a concentration of 0.003 mg L™, the survival curves were statistically different (P
<0.0001). Following two days of exposure, Rockefeller larvae had a survival rate of
18% and the larvae from the field displayed survival greater than 85%. At a

concentration of 0.012 mg L™, the survival curves were statistically similar (P =
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0.4963) with mortality greater than 89% in all field populations. In the experiment
with M. anisopliae, the average mortality was 8.33% in PC and RV. Rockefeller
larvae showed 66.67% mortality at a concentration of 10° conidia mL™. When
using 10° conidia mL™", the average mortality was 29.17%, 62.5% and 83.33% in
the RV, PC and Rockefeller, respectively. The Sso value was 5 days using 10°
conidia mL™" and 4 days when using10° conidia mL™ for Rockefeller larvae and 5.5
days at a concentration of 10° conidia mL™ for PC. The combined action of the
fungus + insecticide was tested. Temephos had no effect on the germination of M.
anisopliae in vitro, but the larval survival curves were statistically different (P
<0.0001). The formulation with the fungus alone caused a higher mortality than the
fungus combined with insecticide, although values Ssy were equal (4 days) for both
formulations. The results indicated that these two agents should not be combined

for the control of A. aegypti larvae.

Key-words: Resistance, temephos, Aedes aegypti, entomopathogenic fungi,

Metarhizium anisopliae.



1. INTRODUCAO

A dengue € a mais importante arbovirose que afeta o homem. (Silva-
Junior e Pimenta Junior, 2007). Seu quadro clinico € caracterizado por febre
aguda e o agente etiolégico € o virus do género Flavivirus, com quatro sorotipos,
antigenicamente distintos: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4 (Ministério da
Saude, 2009).

A Organizagdao Mundial da Saude (OMS) estima que ocorram anualmente
50 milhdes de casos de dengue em todo o mundo (WHO, 2008). No Brasil, ja
foram registrados no primeiro trimestre do ano de 2010, 447.769 casos, dos quais
38,7% concentram-se na regido sudeste (Ministério da Saude, 2010).

O mosquito Aedes aegypti € a principal espécie responsavel pela
transmissao do virus da dengue. Este inseto desenvolve-se por metamorfose
completa, com o ciclo de vida compreendido em quatro estagios: ovo, larva, pupa
e adulto. (FUNASA, 2001; Tauil, 2002).

Devido a auséncia de vacina tetravalente eficaz, o combate vetorial é o
unico método disponivel até a presente data para a prevengao e o controle da
dengue e febre hemorragica da dengue (WHO, 2010).

Atualmente, o Programa Nacional de Controle da Dengue tem
fundamentado sua estratégia no controle integrado do inseto vetor, onde os niveis
aceitaveis de infestacdo vetorial sdo obtidos por meio de agentes quimicos,
fisicos, biologicos e atividades de educagao que visam a redugao dos criadouros.
Contudo, o controle quimico ainda assume papel importante na estratégia
desenvolvida, na qual se destacam os inseticidas organofosforados e piretréides

utilizados para o controle de larvas e adultos, respectivamente (FUNASA, 2001).



O organofosforado temefés tem grande destaque no controle de larvas de
A. aegypti, € recomendado pela OMS até para uso em agua potavel, quando
necessita de tratamento (Donalisio e Glasser, 2002; Carvalho et al., 2004; Luna et
al., 2004). Este larvicida tem bom efeito residual, por isso € utilizado
bimestralmente nos domicilios (FUNASA, 2001). Ele atua inibindo
irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase, importante na regulagao dos niveis
de acetilcolina (Maddrell, 1980; Braga e Valle, 2007). Porém, seu uso continuado
tem proporcionado o desenvolvimento de populacdes resistentes em varios
paises (Rawlins e Wan 1995; Wirth e Georghiou 1999), inclusive o Brasil
(Carvalho et al. 2001, 2004; Campos e Andrade, 2001; Lima et al., 2003, Braga et
al., 2004; Lima et al., 2006; Beserra et al., 2007).

A rapida evolucio da resisténcia de artropodes aos produtos quimicos é
basicamente, fruto da intensidade e frequéncia das doses aplicadas
(Campanhola, 1990), porém, aplicacbes adequadas de inseticidas quimicos
aliados a formas alternativas de controle dentro de taticas de manejo integrado
podem reduzir a pressao de selegdo para a resisténcia (Guedes et al., 1995).

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae é um agente de
controle biolégico com grande chance de ser inserido nos programas de controle
de vetores, visto que seu potencial ja foi apresentado em varios estudos (Alves et
al., 2002; Scholte et al., 2004, 2005, 2007). Paula et al. (2008) demonstraram o
efeito patogénico e virulento de isolados de M. anisopliae sobre adultos do
mosquito A. aegypti e Pereira et al. (2009) obtiveram 90% de mortalidade em
larvas usando M. anisopliae.

Dentro desse contexto, uma forma alternativa para o controle de insetos
vetores pode ser a associagcao de concentragcdes subletais de produtos quimicos
com entomopatdgenos. Isso diminuira a quantidade de inseticidas,
reduzindo,consequentemente a possibilidade de contaminagcdo do meio ambiente,
além de minimizar os riscos de surgimento de insetos resistentes aos principios
ativos dos produtos quimicos e reduzir consideravelmente os custos do controle
(Alexandre et al., 2008). Para tanto, é notério verificar a eficiéncia dos
entomopatdgenos, avaliando as possiveis interagdes de sinergismo, antagonismo
ou aditivismo (Alves, 1998).

Assim, o monitoramento e o manejo da resisténcia, como a busca por

meétodos alternativos de controle, sdo elementos de suma importancia nos



programas de controle de vetores (Ferrari, 1996a). No atual trabalho a resisténcia
de diferentes populacdes foi estudada e a associagédo de baixas concentragdes de
inseticidas em conjunto com fungos entomopatogénicos, visando o controle do

mosquito A. aegypti.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Dengue

A dengue é um dos principais problemas de saude publica no mundo,
endémica na Asia, nas Américas, no oriente Mediterraneo e no Pacifico ocidental
(Silva-dunior e Pimenta Junior, 2007). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que dois quintos da populacido mundial, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas,
sao suscetiveis ao virus da dengue, podendo ocorrer anualmente 50 milhdes de
casos, 550 mil internacbes e pelo menos 20 mil 6bitos em consequéncia da
doenca (WHO, 2008).

O agente etioldgico desta endemia € um arbovirus do género Flavivirus,
familia Flaviviridae, com quatro sorotipos, antigenicamente distintos: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, cujo genoma consiste em uma fita simples de RNA
(Ministério da Saude, 2009, WHO, 2009).

A transmissao do arbovirus ao homem ocorre pela picada de mosquitos
do género Aedes, sendo o A. aegypti, considerado seu principal vetor (OPAS,
1992; Edman et al., 1998; Ligon, 2004) e apds o periodo de incubacao de 4 - 10
dias, a infeccao por qualquer dos quatro sorotipos pode produzir um amplo
espectro da doenga, embora a maioria das infecgbes seja assintomatica ou
subclinica (Ministério da Saude, 2009).

O virus circula no sangue humano durante a viremia, que se inicia um dia
antes do aparecimento da febre e permanece até o sexto dia da enfermidade
(OMS, 1987), caracterizando estado febril agudo que pode ser de curso benigno

ou grave, dependendo da forma como se apresente. Clinicamente a dengue é



apresentada como: dengue classica, ou febre da dengue (sintomatica ou
assintomatica), febre hemorragica da dengue, e, as vezes, como sindrome de
choque da dengue (Ministério da Saude, 2009).

A dengue classica, em geral, se inicia abruptamente com febre alta (39° a
40°), seguida de cefaléia, mialgia, prostragéo, artralgia, anorexia, astenia, dor
retro orbitaria, nauseas, vdmitos, exantema, prurido cutaneo, hepatomegalia, dor
abdominal generalizada. Pequenas manifestagbes hemorragicas como petéquias,
epistaxe, gengivorragia, sangramento gastrointestinal, hematuria e metrorragia
podem ocorrer. Este quadro clinico tem duragdo média de cinco a sete dias,
quando ha regressao dos sinais e sintomas. Na febre hemorragica e sindrome do
choque da dengue, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da dengue classica,
mas no terceiro ou quarto dia o quadro se agrava com dor abdominal, sinais de
debilidade profunda, agitagdo ou letargia, palidez de face, pulso rapido e débil,
hipotensdo com diminuicdo da presséao diferencial, manifestagcbes hemorragicas
espontaneas, derrames cavitarios, cianose e diminuicdo brusca da temperatura
(Ministério da Saude, 2009).

A infeccdo primaria induz imunidade permanente para o sorotipo
infectante, mas a protecao cruzada para outro sorotipo é apenas passageira, de 2
a 3 meses, 0 que torna possivel ocorrer uma infecgao sequiente por outro sorotipo
(Monath, 1994; Schatzmayr, 2000; Derouich et al., 2003; Ministério da Saude,
2009; WHO, 2009).

A dinamica para transmissao do virus inclui o homem, virus, vetor e,
principalmente, as condigdes ambientais e climaticas, politicas, econbmicas e
culturais, que permitem o estabelecimento da cadeia de transmissao (Marzochi,
1994). Os fatores climaticos, como a temperatura e precipitagédo, influenciam
diretamente a biologia dos vetores e, assim, a sua abundancia e distribuicao, €,
consequentemente, importante determinante das epidemias (Bentley e Day, 1989;
Githeko et al., 2000; Natal, 2002). O crescimento urbano desordenado propicia
grande fonte de individuos suscetiveis e infectados concentrados em areas
restritas, associado as condi¢gdes precarias de saneamento basico, moradia
inadequada e fatores culturais e educacionais proporcionam condi¢des ecoldgicas

favoraveis a transmissao do virus (Lines et al., 1994, Barata et al., 2001).



2.1.1 Dengue no mundo

Os primeiros registros da dengue no mundo foram feitos no fim do século
XVIII, no Sudoeste Asiatico, em Java, e nos Estados Unidos, na Filadélfia
(Martinez-Torres, 1990).

Entre o final do século XVIII até as duas primeiras décadas do século XX,
ocorreram oito pandemias e/ou surtos isolados de dengue, com duragao de trés a
sete anos, que atingiram Américas, Africa, Asia, e Australia (Howe, 1977).

Acredita-se que 1,8 bilhdes (mais de 70%) da populacdo em risco de
dengue vivem no Sudeste Asiatico e na regidao do oeste do Pacifico ocorrem
cerca de 75% dos casos da doengca (WHO, 2009). A cada ano milhares de
pessoas nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas, Australia e
Oceania adoessem com dengue. Tem-se observado que novas regioes e diversos
paises, antes ndo atingidos, vém apresentando atividade epidémica, com a
circulagao simultanea ou sucessiva de varios sorotipos virais, indicando crescente
disseminagao da dengue no mundo (Halstead, 1990).

Nas Américas, durante a década de 60 e inicio dos anos 70, houve um
siléncio epidemiolégico, resultado de campanhas de erradicacédo do A. aegypti
coordenado pela Organizagdo Pan-Americana. No entanto, a vigilancia vetorial e
as medidas de controle ndao foram suficientes para evitar re-infestacoes
posteriores do mosquito e surtos de dengue no Caribe, na América Central e do
Sul (PAHO, 2007), desta forma, epidemias ciclicas ocorrem a cada 3 a 5 anos. O
maior surto no continente ocorreu em 2002 com mais de um milhdo de casos
notificados (WHO, 2009).

2.1.2 Dengue no Brasil

As areas urbanas do Brasil permaneceram livres do A. aegypti até 1976.
Com o ressurgimento do mosquito nas Américas, deu-se inicio a uma onda de
epidemias comeg¢ando em 1981 em Roraima e, apds seis anos, no Rio de Janeiro
e algumas capitais da regido Nordeste, resultando na circulacdo endémica e
epidémica do virus por todo o pais. Na década de 90 do século passado, as

regides Sudeste e Nordeste foram responsaveis pela maior parte dos casos



notificados. Em 2002, foi observada a maior incidéncia da doenca, quando foram
confirmados cerca de 697.000 casos (Ministério da Saude, 2009).

No ano de 2009 foi registrado 529.237 casos suspeitos de dengue, sendo
2.271 casos confirmados e 154 ébitos por Febre Hemorragica da Dengue, e 5.952
casos de dengue com complicagéo, com 144 o6bitos (Ministério da Saude, 2010).

No corrente ano, a Secretaria de Vigilancia em Saude, em trabalho
conjunto com as Secretarias Municipais e Estaduais de Saude registraram
447.769 casos notificados de suspeita de dengue até a semana 13 de 2010 em
todo pais, dos quais 173.307 (38,7%) concentram na regido sudeste e o Rio de
Janeiro apresentou 4200 casos notificados (Ministério da Saude, 2010).

Os surtos/epidemias ocorridos no territério brasileiro foram devidos a
circulacédo heterogénea dos sorotipos DENV-1, 2, 3, no entanto cabe destacar a
presenca do sorotipo DENV-4, recentemente isolado em Boa Vista, Roraima,
apos unico registro ter ocorrido ha mais de 25 anos (Secretaria Vigilancia em
Saude, 2010).

2.2 Bioecologia do Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti, pertencente ao Filo Arthropoda, Classe Insecta,
Ordem Diptera, Familia Culicidae e Género Aedes (Consoli e Oliveira, 1998) é o
principal vetor do virus da febre amarela urbana e da dengue no Brasil e no
mundo (Cheng et al., 1982; OPAS, 1992; Edman et al., 1998; FUNASA, 2001,
Ministério da Saude, 2009).

Proveniente da Africa, onde esta localizado seu centro endémico original,
o A. aegypti foi originalmente descrito no Egito (Crovello e Hacker, 1972; Pessba
e Martins, 1982; OMS, 1987; Donalisio e Glasser, 2002). Relatos constam que
sua introducao no Brasil ocorreu no periodo colonial, provavelmente durante o
trafego negreiro, por via maritima (OPAS 1992, Consoli e Oliveira, 1994).

Na atualidade, possui ampla distribuicdo geografica, predominando nas
areas tropicais e subtropicais situadas entre os paralelos de latitudes 35° Norte e
35° Sul e nas zonas isotermas de 10°C em latitudes norte e sul (WHO, 2009),

porém projecdes de elevacdo de 2° C da temperatura no final do século XXI



indicam que provavelmente aumentarao a extensao da distribuicdo deste vetor no
planeta (Githeko et al., 2000).

Besserra et al. (2006) observaram que a temperatura favoravel ao ciclo de
vida do A. aegypti, em condicdes de laboratério estava entre 22°C e 30°C,
enquanto que extremos de <18°C e 234°C apresentaram efeitos negativos sobre
o desenvolvimento e a fecundidade do inseto.

O desenvolvimento deste diptero ocorre por metamorfose completa,
passando pelos estagios ovo, larva, pupa e adulto (Marzochi, 1994; Gubler, 1998;
Silva et al., 1999; FUNASA, 2001; Silva et al., 2002; Forattini e Brito, 2003).

Os ovos medem, aproximadamente, 1 mm de comprimento e tém o
contorno alongado e fusiforme (Forattini, 1965). Inicialmente s&o brancos, mas,
rapidamente, adquirem a cor negra brilhante. Sdo depositados pela fémea,
individualmente, fora do meio liquido, mas proximo a esse ou em locais
potencialmente inundaveis, nas paredes internas dos depdsitos artificiais ou
naturais, que servem de criadouros, tendo como preferenciais pneus, latas,
vidros, cacos de garrafa, pratos de vasos de plantas, caixas de agua, tonéis,
latbes e cisternas destampadas, ou mesmo os lagos artificiais, piscinas e aquarios
abandonados, ou seja, pequenas colegbes de agua limpa e parada, localizadas
nas proximidades das casas (FUNASA, 2001). Contudo, Silva et al. (1999) e
Clements (1999) demonstraram que o A. aegypti, também, se desenvolveu em
agua poluida.

Seus ovos sao resistentes a dessecacgao, podendo permanecer viaveis no
campo, por mais de um ano, sendo observado eclosdo com até 450 dias de
quiescéncia (FUNASA, 2001). Em condi¢gdes de laboratério sua viabilidade foi
demonstrada até 492 dias apos a postura (Silva e Silva, 1999). A fecundagéao
ocorre durante a postura e o desenvolvimento do embrido se completa em 48
horas, em condi¢des favoraveis de umidade e temperatura (FUNASA, 2001).

Apo6s o desenvolvimento embrionario do ovo, em contato com a agua,
ocorre a eclosao da larva, que passa por quatro estadios evolutivos (L1, L2, L3,
L4). Seu corpo € composto de cabega, térax e abdémen. O abdémen ¢é dividido
em oito segmentos, a parte posterior e anal possui quatro branquias lobuladas
para regulagdo osmaotica e um sifdo ou tubo de ar para a respiragdo na superficie

da agua. O periodo larval varia de quatro a sete dias (Forattini, 2002).



Na fase subsequente, tém-se as pupas, que possuem o corpo dividido em
cefalotérax e abdémen, com um par de tubos respiratérios ou trompetas. Neste
periodo, geralmente de dois a trés dias, ndo ocorre alimentacdo e ha
metamorfose para estagio adulto (FUNASA, 2001).

Os adultos apresentam térax enegrecido, ornamentado com desenho em
forma de lira no mesonoto e faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais. O
macho se distingue da fémea por possuir antenas plumosas e palpos mais longos
(OPAS, 1986; Consoli e Oliveira, 1994; FUNASA, 2001; Taveira et al., 2001).
Permanecem vivos em laboratorio durante meses, mas, na natureza, vivem em
média de 30 a 35 dias (FUNASA, 2001).

Ambos, machos e fémeas, alimentam-se de seiva de vegetais. No
entanto, as fémeas necessitam das proteinas presentes no sangue do hospedeiro
para a maturacao dos ovos. (Clements, 2000). A oviposigcao ocorre no terceiro dia,
apo6s o repasto sanguineo (Gomes et al., 2006). Em cada postura sao liberados
cerca de 50 a 70 ovos (Bentley e Day, 1989).

O repasto sanguineo ocorre quase sempre durante o dia, nas primeiras
horas do periodo matutino (7:00 e 10:00h) e vespertino (16:00 e 18:00h) (Silva et
al., 2002; FUNASA, 2001). Constitui fonte de repasto a maior parte dos
vertebrados, inclusive o homem, picando-os, preferencialmente, nos pés e nas
partes inferiores das pernas (Eiras, 2005).

O mosquito se infecta ao ingerir sangue de um individuo durante o
periodo de viremia e pode transmitir a doenca para um individuo suscetivel depois
de um periodo de incubagado extrinseca de 8 a 12 dias (Monath, 1994; Gubler
1998). Uma vez infectado, transmite o virus pelo resto de sua vida (Halstead,
2008). A transmissao transovariana do virus tem sido demonstrada em
laboratério, mas raramente em condigées de campo (WHO, 2009).

A dispersao do mosquito ocorre, principalmente, de maneira passiva, por
via terrestre e/ou aérea, através de ovos depositados em pneus usados e adultos
que se abrigam dentro de veiculos (Eiras, 2005).

A capacidade de dispersao do A. aegypti pelo véo (dispersao ativa) &
variavel, sendo guiada pela busca de sitios de oviposi¢ao apropriado, geralmente
o alcance nao excede os 100 metros, porém, ja foi demonstrado até 3 km, quando
nao havia recipientes para oviposicdo nas proximidades (Reiter et al. 1995;
FUNASA, 2001).



LARVA
4 a 7 dias

PUPA
2 a 3 dias

Figura 1 — Ciclo de vida do Aedes aegypti.

ADULTO
30 a 35 dias
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2.3 Controle Aedes aegypti no Brasil

A partir do século XX, apds a ocorréncia de diversas epidemias de febre
amarela no Brasil, que levaram milhares a morte, o combate ao mosquito A.
aegypti foi institucionalizado de forma sistematizada (Franco,1976; FUNASA,
2001).

Com o incentivo da Fundagao Rockefeller, nas décadas de 30 e 40 foram
executadas intensas campanhas de erradicagao do mosquito A. aegypti nas Ameé-
ricas. Entre os anos de 1923 e 1940, essa Fundacgao atuou contra a febre amarela
nas cidades litordneas do Nordeste, através de acordos firmados com
Departamento Nacional de Saude Publica, foram realizadas campanhas que
tinham a responsabilidade exclusiva pela eliminagéo do vetor (Lowy, 1999).

Em 1947, a Organizagdo Pan-Americana e a Organizagdo Mundial da
Saude coordenaram a erradicagado do A. aegypti no continente, por intermédio do
Programa de Erradicagéo do A. aegypti (Soper, 1965). O Brasil participou deste
programa e no ano de 1958, na XV Conferéncia Sanitaria Pan-Americana, em
Porto Rico, declarou oficialmente a erradicagao (FUNASA, 2002), mas devido a
falta da sustentabilidade das acbes, em 1976 houve a reintrodugdo € nao mais
conseguiu elimina-lo (Teixeira e Barreto, 1996). Porém, foi com a extensa
epidemia de dengue em 1986 no Rio de Janeiro e a disseminagéo para regides
vizinhas que as ac¢des de vigilancia e controle dos vetores do dengue tornaram-se
prementes no Brasil, com uso intensivo dos organofosforados para controle de
larvas e adultos do A. aegypti (Schatzmayr et al., 1986; Dletz et al., 1990,
Ministério da Saude, 1996).

Em 1996, o Ministério da Saude elaborou o Plano de Erradicagdo do A.
aegypti, um projeto com esforcos em varias frentes, cujo objetivo era novamente a
erradicacao do vetor. O projeto incluia intervengdes em politicas urbanas,
combate quimico, estratégias e metas nas areas de saneamento ambiental,
educacédo, informagdo e ampla mobilizagdo social (Teixeira e Barreto, 1996).
Entretanto, entraves politicos, administrativos e financeiros impossibilitaram a sua
execucgao.

Em seu lugar, um segundo projeto, Plano Ajustado de Erradicagao do A.
aegypti, foi implementado, que nao incluia os mesmos principios anteriores,

ficando reduzido ao combate vetorial quimico, 0 que ocasionou a continuidade da
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expansao da area habitada pelo vetor, elevados niveis de infestacdo domiciliar,
especialmente nos maiores e mais complexos centros urbanos (Teixeira et al.,
1999).

Diante desse cenario, em 2002, o Ministério da Saude enfatizou uma
estratégia mais eficiente de controle, que estabeleceu a meta de redugcdo dos
indices de infestagdo dos domicilios para niveis inferiores a 1%, aumentou os
recursos financeiros do programa e descentralizou as agdes, ficando essa sobre
responsabilidade dos municipios (Barreto e Teixeira, 2008). Nesta atual
estratégia, o controle € baseado na recomendag¢ao do manejo integrado, envolve
o poder publico, a sociedade e a politica de intersetorialidade, tendo como
principal objetivo a redugédo das populagdes do A. aegypti, em niveis que nao
representem risco para a saude publica (PAHO, 1995; Braga e Valle, 2007,
Ministério da Saude, 2009).

O Programa Nacional de Controle da Dengue implantado em 2002, inclui
nas atividades de controle vetorial os métodos de controle mecénico, legal,
biolégico e quimico (FUNASA, 2002) e estd em vigéncia até o momento
(Ministério da Saude, 2010).

2.3.1 Controle mecéanico

O controle mecanico visa diminuir a proliferagédo do A. aegypti através de
medidas como protecdo, destruicdo ou a destinagcdo adequada de criadouros,
dificultando a oviposigdo das fémeas. Neste tipo de controle ficam inseridas
medidas como: coleta de residuos solidos, coleta seletiva de materiais reciclaveis,
cobertura de areas de depdsitos de materiais que acumulam agua, sistema de
drenagem, obras de engenharia em habitagdes (Ministério da Saude, 2009).

Silva e Gomes (2008) demonstraram que medidas mecanicas, como
aplicagdes de palha de madeira e de casca de arvores entre as folhas de
bromélias ornamentais, foram eficazes para evitar que larvas do mosquito A.
aegypti desenvolvessem nos exemplares estudados, visto que, as plantas da
familia Bromeliaceae constituem criadouros naturais de varias espécies de

culicideos.
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2.3.2 Controle legal

O controle legal esta relacionado com o uso de instrumentos legais de
apoio as agodes de controle da dengue (leis e portarias), que podem ser instituidas
no ambito dos municipios, estado ou federagdo, visando, principalmente
responsabilizar o proprietario do imovel pela manutencido e limpeza de terrenos
baldios, assegurar a vistoria domiciliar do profissional responsavel pelo controle
do vetor aos imoveis fechados, abandonados e onde exista recusa a inspecao,
além de regulamentar algumas atividades comerciais consideradas criticas, do

ponto de vista sanitario (Ministério da Saude, 2009).

2.3.3 Controle biolégico

O controle biolégico pode ser definido como qualquer atividade
envolvendo manipulagdo de inimigos (predadores, parasitas, parasitdides ou
patogénos) naturais ou modificados, e genes para reduzir ou suprir uma
populacao de animal ou vegetal que representa uma praga (National Academy of
Science, 1987; Melo e Azevedo, 1998).

Este método € uma alternativa vantajosa em relagdo ao controle quimico,
especialmente quanto ao impacto ambiental, custo, a especificidade e
desenvolvimento de resisténcia, ndo afetando populacbdes de artrépodes, como
inimigos naturais de pragas ou que sao ecologicamente importantes (Alves,
1998).

A bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis (Bt) era usada
exclusivamente no controle de insetos pragas na agricultura, mas com a
descoberta de um isolado patogénico a dipteros chamado Bacillus thuringiensis
var. israelensis (Bti) (Becker, 2000; Polanczyk et al., 2003) foi possivel sua
utilizacdo no controle de vetores de doencas, e atualmente, em varios municipios,
0 programa nacional de controle da dengue a tem como alternativa no controle de

larvas do A. aegypti (Araujo et al., 2007; Ministério da Saude, 2009).
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2.3.4 Controle quimico

O controle quimico tem papel importante na estratégia de controle do A.
aegypti, inclusive em periodos interepidémicos, pela rapidez e facilidade com que
atua. Este método consiste no tratamento focal, perifocal dos criadouros do vetor
e aplicagédo espacial com equipamento ultra baixo volume (UBV) (Ministério da
Saude, 2009).

O tratamento focal é direcionado ao controle das larvas, com aplicagao
periddica de larvicidas em recipientes que possam atuar como criadouros, quando
a sua eliminacdo mecanica nao € viavel (PAHO, 1995; FUNASA, 2001, 2002;
sendo mais empregados para essa modalidade de tratamento os larvicidas
pertencentes ao grupo dos organofosforados (Ministério da Saude, 2009).

No Brasil o larvicida de maior utilizagdo para o controle do A. aegypti é o
temefés (Ministério da Saude, 1968). Entretanto, seu uso continuo tem
selecionado populagdes de mosquitos resistentes (Brown, 1986; Rawlins e Wan
1995; Macoris et al.,, 1999; Wirth e Georghiou 1999; Rodriguez et al 2001;
Campos e Andrade 2001; Carvalho et al. 2001, 2004; Lima et al. 2003; Braga et
al., 2004; Lima et al., 2006; Beserra et al. 2007).

Para o controle quimico adulticida sdo empregados duas modalidades: a
aplicagao de inseticida de acao residual denominada de tratamento perifocal,
indicada para uso rotineiro especifico em imoveis que, além de concentrarem
muitos recipientes em condicdes que favorecem a proliferacdo de formas
imaturas, contribuem para a dispersao passiva do vetor; e a aplicagao espacial de
inseticida com UBV, indicado para situagbes de surto e epidemias (PAHO, 1995,
FUNASA 2001, Ministério da Saude, 2009). Os inseticidas empregados sdo os
piretréides, cipermetrina e deltametrina e o organofosforado malathion (Ministério
da Saude, 2009).

2.3.4.1 Temefés no controle de Aedes aegypti

Os organofosforados, também conhecidos por fosforados organicos,

inseticidas fosforados, ésters fosféricos ou ésteres de acido fosférico, incluem

todos os inseticidas que contenham fosforo. Possuem varios grupos segundo sua
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estrutura, estando entre os mais numerosos os fosfatos (diclorvos), fosforotioatos
(fenitrothion, temefds) e fosforoditioatos (malation, dimetoato) (Superintendéncia
Controle Endemias, 2001).

Esta classe de inseticida atua inibindo irreversivelmente a enzima
acetilcolinesterase, que é importante na regulacdo dos niveis de acetilcolina, um
neurotransmissor. Em condi¢des normais, acetilcolinesterase catalisa a hidrolise
da acetilcolina em acido acético e colina, interrompendo a transmissao dos
impulsos nervosos nas sinapses dos neurbénios. Porém, em insetos expostos aos
organofosforados, ocorre o acumulo de acetilcolina nas jungbes nervosas (ou
sinapses) provocando uma hiperatividade nervosa, sinapses aleatérias, distorgao
muscular, colapso do sistema nervoso, paralisia e morte do inseto (Maddrell,
1980; Braga e Valle, 2007).

O temefoés € um inseticida organofosforado utilizado desde 1967 nos
municipios brasileiros para o tratamento quimico de criadouros de A. aegypti
(Ministério da Saude, 1968). Ele é recomendado pela OMS para uso em agua
potavel no controle de larvas de mosquitos. Sua adigdo em agua para consumo
humano tem como argumento baixa toxicidade aguda para mamiferos e a pouca
persisténcia no ambiente (Taylor, 1991; Chavasse e Yap, 1997). Entretanto, sua
moderada toxicidade para passaros e alta toxicidade para determinados
organismos aquaticos pode limitar sua utilizagdo (HSDB, 2003).

Este composto apresenta DLs, oral em ratos de 4.000 a 13.000 mg/kg e
para os camundongos é de 2.062 mg/kg. (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, 2009).

A aplicagdo do temefos é realizada em ciclos bimestrais, em agua
estagnada e em reservatorios de agua potavel para uso doméstico, na
concentracao final de 1ppm e formulagao granulada (Ministério da Saude, 2009).
Esta formulagédo caracteriza-se pela lenta liberagdo do ingrediente ativo na agua
do recipiente, o que prolonga o periodo residual do tratamento (Morris et al.,
1996). O periodo residual de controle do temefés na agua varia em fungédo do
volume de agua, da dose aplicada (Camargo et al., 1998) e do material do

recipiente (Pinheiro e Tadei, 2002).
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2.4 Resisténcia de dipteros a inseticida

A resisténcia é definida pela OMS como a habilidade de uma populagao
de insetos tolerar uma dose de inseticida que, em condicdes normais, causaria
sua morte (Braga e Valle, 2007). Segundo Georghiou e Mellon (1983), uma
populacdo de insetos € considerada resistente quando sua resposta a um
inseticida em condigdes de campo ou em bioensaios diminui significativamente
aquém da sua resposta normal. Crow (1957) define resisténcia como o0 marco na
mudanca da composi¢cao genética de uma determinada populagédo em resposta a
pressao de selecao.

O processo para populagao de insetos tornar-se resistente ocorre devido
a evolucao das respostas adaptativas determinadas pela selecdo natural sobre a
variagdo genética existente. A aplicagcéo repetida de inseticidas do mesmo grupo
quimico e modo de acgado favoreceram variantes genéticas especificas nas
populagdes alvo, levando a substituicio dos individuos suscetiveis pelos
individuos resistentes. O gene para resisténcia que aumenta em freqiéncia em
uma populacdo pode se espalhar para outras populagbes através do fluxo
genético (Machado e Fiuza, 2009).

Deste modo, os fatores envolvidos na evolugdo da resisténcia podem ser
agrupados em fatores genéticos inerentes ao numero de genes envolvidos,
dominancia e expressividade da resisténcia; bioecologicos relacionados com as
caracteristicas do inseto como a duragdo do ciclo biolégico e dispersao; e
operacionais determinados pelas caracteristicas do produto quimico e intensidade
da exposicdo da populacdo no tempo e espago e nas varias fases do ciclo
bioldgico (Georghiou e Taylor, 1977).

Uma populagdo de insetos pode desenvolver resisténcia cruzada contra
dois produtos diferentes, mas proximos quimicamente, quando um deles causa
selecdo para um mecanismo de desintoxicagcdo comum a ambos. Resisténcia
multipla ocorre quando a selecdo é causada separadamente contra mecanismos
de desintoxicacao diferentes entre produtos quimicos nao relacionados (French et
al., 1992). Bracco et al. (1997) relataram a ocorréncia de resisténcia cruzada aos
organofosforados malathion, fenitrothion e ao carbamato propoxur em populagéo
de Culex quinquefasciatus. Em Cuba, Rodriguez et al. (2002) registraram a

resisténcia cruzada a piretrdides induzida pela selecdo com temefés em A.
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aegypti. Tikar et al. (2009) mostraram variado grau de resisténcia cruzada aos
fenthion, clorpirifés, malathion e DDT em A. aegypti com resisténcia induzida pelo
temefos.

A ocorréncia de resisténcia a inseticidas tem acarretado sérios problemas
para o controle de mosquitos, como: aplicagcdo mais frequente de inseticidas;
aumento na dosagem do produto; e substituigdo por um outro produto, geralmente
de maior toxicidade (Georghiou, 1983). Estes fatores comprometem os programas
de controle de vetores, devido a maior contaminagdo do meio ambiente,
destruicdo de organismos benéficos, e elevagdo nos custos para obter os niveis
aceitaveis de controle, ou seja, indice de infestacdo predial menor que 1%
(Ministério da Saude, 2009).

2.4.1 Resisténcia de populagcoes de Aedes aegypti aos inseticidas

A resisténcia a inseticidas € um fendbmeno mundial e as estimativas
indicam que mais de 500 espécies de artropodes desenvolveram resisténcia a um
ou mais pesticidas (Georghiou e Lagunes-Tejeda, 1991). Neste cenario, avangos
importantes tém surgido no desenvolvimento de metodologias alternativas para o
controle de mosquitos, entretanto, os inseticidas quimicos ainda se mantém como
parte vital dos programas de controle integrado (Thatheyus, 2007).

Dessa forma, diversos casos de resisténcia tém sido registrados no
mundo para espécies de mosquitos vetores (Brown, 1986; Mazzarri e Georghiou,
1995; Tikar, 2009), em particular para A. aegypti, cuja informacdo sobre o
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas data de 1950 e refere-se a uma
populacao do mosquito originaria do Caribe resistente a organofosforado (Slosek,
1986). Posteriormente, foram surgindo outros trabalhos mostrando a ocorréncia
de resisténcia de populag¢des desse mosquito a organofosforados e piretroides em
regides tropicais e subtropicais (Georghiou e Taylor, 1977; Marzochi, 1994,
Reyes-Villanueva, 1990; Rawlins e Wan,1995).

No Brasil, os primeiros casos de resisténcia de populag¢des de A. aegypti
ao temefos foram relatados em 1999 (Macoris et al., 1995, FUNASA, 1999;
Beserra et al.,, 2007; Montella et al., 2007). Neste mesmo ano o Ministério de

Saude iniciou a coordenagao do programa para deteccdo de resisténcia do A.
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aegypti a inseticidas (Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A.
aegypti a Inseticidas, MoReNAa) (FUNASA, 1999).

Em pouco tempo, outros casos de resisténcia ao temefés em diversas
regides do Brasil comegaram a surgir, como no Distrito Federal (Carvalho et al.
2001, 2004), Campinas, SP (Campos e Andrade 2001), Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sergipe, Alagoas (Lima et al. 2003, Braga et al., 2004), Ceara (Lima et
al., 2006) e Paraiba (Beserra et al., 2007), entre outras. Altera¢cdes no estado de
suscetibilidade a piretréides, usado para o controle de adultos, foram também
detectadas (Luna, et al 2004; Cunha et al., 2005).

Devido aos casos de resisténcias detectados o Ministério da Saude tem
buscado alternativas, incluindo produtos a base de Bti e reguladores de
crescimento como o diflubenzuron, quando a resisténcia ao temefdos ¢é
comprovada por bioensaios laboratoriais e de campo (Ministério da Saude, 2009).
A substituicdo do temefds teve inicio no ano de 2001 em alguns municipios da
federacao (FUNASA, 2001). O municipio de Campos dos Goytacazes realizou o
controle de larvas com temefos até 2004 que entdo foi substituido pelo Bti.

(Comunicagao Pessoal: Cardoso de Melo, diretora CCZ em 2004).

2.4.2 Métodos de deteccao da resisténcia

As técnicas tradicionais de deteccao/quantificacdo da resisténcia de
insetos aos produtos quimicos em todo o mundo podem ser dividas em:
bioensaios “in vivo” utilizando individuos intactos, os quais sao expostos aos
produtos para a determinagao da dose diagndstica e/ou quantificagdo do nivel de
resisténcia, e ensaios “in vitro”, em que sao utilizadas técnicas bioquimicas que
avaliam a atividade enzimatica, que determina o mecanismo de resisténcia via

expressao de genes especificos de resisténcia (Scott, 1990, 1995).
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2.4.2.1 Técnicas de estudo da resisténcia

Bioensaios dose diagndstica/resposta

Dose diagnéstica € a dose predeterminada de um inseticida que
apresenta e é letal para a maioria dos individuos suscetiveis, mas nao afeta a
maioria de individuos resistentes (Ferrari, 1996Db).

No biensaio é avaliada a mortalidade de uma amostra de determinada
populagado a ser testada com a aplicacdo da dose diagndstica, que, muitas vezes,
ja esta determinada para varias espécies de artropodes transmissores de
doengas (WHO, 1991), a fim de estabelecer uma comparagdo com a populagéo
padrao para suscetibilidade.

Para teste de suscetibilidade, em que as formas imaturas desenvolvem-se
na agua (larvas/pupa), o inseticida é diluido em agua até a concentracao final da
dose diagnostica em estudo. Bioensaios em garrafas sdo utilizados quando o
inseticida testado age nas formas adultas, sendo o inseticida aplicado na
superficie do recipiente (Brogdon e Mcallister, 1998).

Nos bioensaios de dose-resposta, uma escala de diferentes doses de
inseticidas € utilizada para se obter um espectro de respostas de mortalidade
entre as amostras estudadas. A resposta obtida pode ser analisada, mediante a
divisdo da porcentagem de mortalidade da populacdo referéncia de
suscetibilidade pela populagdo de campo testada na concentracdo em que a
mortalidade foi diferente de zero e 100% (National Center for Infectious Diseases,
2010).

Ensaios bioquimicos

Ensaios bioquimicos s&o utilizados para identificar mecanismo de
resisténcia em uma determinada populacao, fornecendo a relacéo entre atividade
enzimatica e qual o possivel mecanismo de resisténcia presente no inseto
analisado (Brogdon, 1989), através da quantificacdo de atividade de
acetilcolinesterase,  glutationa-S-transferases, esterases (a e RB) e

monooxigenases (Brogdon e Dickinson,1983). Nos testes bioquimicos, procura-se
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quantificar a atividade do grupo de enzimas em populagdes resistentes quando

comparada com a atividade enzimatica de uma populagao suscetivel.

Ensaios moleculares

Ensaios moleculares de resisténcia a inseticidas em populacbes de
artrépodes visam caracterizar variagdes genéticas em populag¢des naturais com a
deteccao de alelos mutantes que podem conferir resisténcia. Estes ensaios sao
considerados mais precisos e diminuem a variabilidade associada com
bioensaios, levando em consideragao aspectos intrinsecos (estrutura genética) e
extrinsecos (condi¢des laboratoriais, tamanho da amostra) (Shah et al., 2002).

Séo utilizadas técnicas como PCR (Polymerase Chain Reaction), (Locali
et al., 2003), andlise genética através de uso de marcadores de isoenzimas
(Tabachnick e Black IV, 1996) e marcadores de DNA e RNA (Antony et al., 1995;
Ranson et al., 2002; Brengues et al., 2003; Diabate et al., 2004).

2.4.3 Mecanismos de resisténcia

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro categorias:
reducdo da penetracdo do inseticida pela cuticula do inseto, mudancas

comportamentais, alteragdo do sitio-alvo e resisténcia metabdlica (Ferrari, 1996a).

Reducéo da penetragéo do inseticida pela cuticula do inseto

Os individuos resistentes, devido a reducdo na penetragao cuticular,
recebem uma menor quantidade de inseticidas no sitio de acdo do produto em
decorréncia de mudangas na cobertura de quitina. Este mecanismo de
resisténcia, associado a varios insetos, foi estudado principalmente em Musca
domestica, sendo considerado de importancia secundaria (Oppenoorth, 1985). A
base bioquimica da reducdo da taxa de penetracdo de um inseticida ndo esta
clara, embora tenha sido proposto que a composi¢ao protéica do tegumento tenha
papel relevante (Braga e Valle, 2007), no entanto, geneticamente esse
mecanismo esta relacionado a genes secundarios, como o gene pen da M.

domestica, que se localiza no cromossomo Il e € um gene recessivo. Mosquitos
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que desenvolvem este tipo de mudanga possuem pouca ou nenhuma resisténcia
na auséncia de outro mecanismo, mas quando associado a um outro mecanismo,
o nivel de resisténcia aumenta consideravelmente (Apperson e Georghiou, 1975;
Roush e Daly, 1990).

Mudangas comportamentais

Estas mudangas ocorrem devido a efeitos irritantes e repelentes dos
inseticidas, que outrora tinha acao letal, sobre individuos fisiologicamente
resistentes, (Forattini, 2002), os quais alteram seu comportamento através de
reconhecimento de superficies tratadas com inseticidas, e apresentando maior
tendéncia de ndo adentrar em areas sob tratamento, reduzindo a taxa de invaséo
de domicilios ou modificando o horario de repasto sangiineo (Mathenge et al.,
2001).

Alteragéo do sitio-alvo

Resisténcia de uma populagcdo de insetos pode ser decorrente de
alteragcdo de sitios alvos, de forma a impedir ou dificultar a ligagdo com a
molécula-alvo. Este tipo de resisténcia é ocasionado por mutagées em genes que
codificam para o sitio de agao do inseticida. Estas alteragdes podem comprometer
parcialmente ou integralmente a atividade inseticida em questdo. A enzima
acetilcolinesterase, Receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) e os canais
de sédio dependentes de voltagem, sdo exemplos de sitio-alvos envolvidos neste
tipo de resisténcia (Hemingway et al., 2004).

Organofosforados e carbamatos sdo neurotdxicos, que agem inibindo a
enzima acetilcolinesterase (Hemingway, 2000). A acetilcolinesterase finaliza o
impulso nervoso pela catalisagdo da hidrélise do neurotransmissor acetilcolina.
Neste caso, a resisténcia esta relacionada com a reducdo de sensibilidade da
acetilcolinesterase pelo inseticida, o que permite a interrupcdo normal ou quase
do estimulo nervoso (Guedes et al., 1995; Ferrari, 1996a; Ffrench-Constant et
al.,1998; Hemingway e Ranson, 2000). Mutero et al. (1994) mostraram os efeitos
combinados de mutacbes no gene responsavel pela codificagdo da

acetilcolinesterase acarretando o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas
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organofosforados em Drosophila melanogaster, como também em Anopheles e
Culex (Mouchés et al., 1990; Guillemaud et al., 1997; Hemingway e Karunaratne,
1998; Brogdon et al., 1999).

Outro exemplo de alteracdo é promovido pela mutagcdo no receptor
GABA, sitio de acdo dos inseticidas organoclorados, (ciclodienos e
policloroterpenos). Estes inseticidas atuam sobre os receptores de GABA,
impedindo a entrada de ions cloro para o meio intracelular e, com isso, provocam
a emissao de impulsos espontaneos que levam a contragao, convulsdes, paralisia
e morte. A resisténcia a inseticidas, ocasionada por insensibilidade de receptores
GABA nos canais de cloro, ja foi associada com mutagao de unico par de bases
do receptor, ocasionando substituicdo de um aminoacido (alanina por serina)
(Hemingway e Ranson, 2000). A insensibilidade do receptor GABA ja foi bem
estudada em varias espécies de insetos (Hemingway et al., 2004).

Os canais de sédio voltagem-dependentes na membrana do neurénio sao
sitios alvo de piretréide e alguns organoclorados. A ligagdo desses inseticidas
mantém os canais de sédio na conformacao aberta e, consequentemente, ha
propagacao continua do impulso nervoso, podendo levar o inseto a morte. Um
outro padrao de alteragcdo no sitio de acdo acontece nesses canais. Essa
alteragao recebe o nome de “knockdown resistance” (kdr), que confere resisténcia
aos inseticidas piretréides e aos organoclorados do grupo do DDT (Liu et al.,
2000). O intenso uso de piretréides e DDT levaram populagdes de varios tipos de
insetos, incluindo Anopheles e Aedes, a desenvolver este tipo de resisténcia
(knockdown resistance) (Soderlund e Knipple, 2003), sendo este mecanismo bem
caracterizado em M. domestica, para as quais diversas variantes de kdr séo
descritas (Farnham et al., 1987).

Resisténcia metabodlica

A resisténcia metabdlica é resultante da capacidade de metabolizagao de
inseticidas, que leva a formagao de produtos menos toxicos. Esse mecanismo
permite ao inseto modificar ou detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para
prevenir a acao no sitio alvo. O incremento do metabolismo pode ser o resultado
de alteracao, seja da enzima existente, tornando-a mais eficaz na degradagao dos

inseticidas, seja dos mecanismos reguladores, que aumentam a produgao de
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moléculas de enzimas ja disponiveis em insetos suscetiveis, embora em
quantidades menores (Ferrari, 1996a; Hemingway, 2000).

Os principais grupos enzimaticos destoxificadores de inseticidas incluem
as esterases, as glutationa-S-transferasese e as monooxigenases (Carifio et
al.,1994; Raymond et al., 1998; Scott, 1999).

As esterases sao enzimas que, em insetos, desempenham papel no
sistema nervoso central, regulagdo dos niveis de hormdnio juvenil, processos
digestivos, comportamento reprodutivo e degradacao de inseticidas (Aldrigde,
1953), pertencem a um grupo de isoenzimas que preferencialmente catalisam a
hidrélise de ésteres. Varios inseticidas que contém o grupamento éster na sua
estrutura quimica (organofosforados, carbamatos e piretréides) sdo suscetiveis a
sua acgao. Podem gerar dois tipos de resisténcia a inseticidas quimicos: uma
resisténcia de grande amplitude através de uma rapida ligagdo ao inseticida
(sequestro) ou uma resisténcia de amplitude menor através da metabolizagao de
uma variedade pequena de inseticidas que contenham uma ligagao éster em
comum (Karunaratne et al., 1995).

Em uma grande variedade de mosquitos, a atividade elevada das
esterases tem sido reportada como o principal mecanismo de resisténcia aos
inseticidas organofosforados (Hemingway e Karunaratne, 1998; Hemingway,
2000), sendo relatado em Simulium (Andrade e Castello-Branco Jr., 1990) Culex
pipens (Qiao et al., 1998) e A. aegypti (Paeporn et al., 2003; Saelim et al., 2005;
Bisset et al., 2007; Dhang et al., 2008).

As glutationa-S-transferases pertencem a uma familia multifuncional de
enzimas que catalisam a conjugagdo da molécula de glutationa a varias outras
moléculas, e possuem um papel fundamental em mecanismos de detoxificacédo
intracelular de compostos endo e xenobidticos (Chelvanayagam et al., 2001), no
estresse fisiolégico, estando também implicadas no transporte intracelular e
cascatas biosintéticas (Wilce e Parker, 1994).

Em mosquito (Ketterman et al., 2001) e moscas (Wei et al.,, 2001) uma
alta atividade de GST tem sido relacionada a resisténcia a inseticidas. Em outro
diptero, Chironomus tentans, Rakotondravelo et al. (2006) também mostraram
altos niveis de atividade de GST em resposta a diferentes inseticidas. Le Goff et
al. (2006) mostraram que xenobidticos causam um aumento na expressdo de

genes de GSTs em D. melanogaster.
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O metabolismo oxidativo aumentado foi implicado como o principal
mecanismo de resisténcia para todas as classes de inseticidas, com exceg¢ao dos
ciclodienos, e € um dos mecanismos mais comuns de resisténcia. As enzimas
associadas com o metabolismo oxidativo aumentado sdo as monooxigenases
dependentes de citocromo P450 (Bergé et al., 1998; Scott, 1999).

A resisténcia aos Inseticidas Inibidores de Crescimento (IGR) foi
relacionada as monooxigenases (Brogdon e McAllister, 1998; Kotze et al., 1997) e
foi detectada, principalmente, na M. domestica (Cerf e Georghiou, 1974; Zhang et
al., 1998).

O envolvimento dessas enzimas na resisténcia metabdlica pode ser
verificado com a adicdo de inibidores em ensaios com o0s inseticidas.
monoxigenases sao bloqueadas pelo sinergista butdxido de piperonila, ja as
esterases tém sua ag¢ado anulada pelo composto trifenil fosfato. O sinergista dietil
maleato age bloqueando as glutationas-S-transferases (Scott, 1990).

2.5 Uso de Metarhizium anisopliae para o controle de mosquitos vetores de

patégenos

O fungo M. anisopliae (Ascomycota:Clavicipitacea) encontra-se
amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado facilmente nos solos,
onde sobrevive por longos periodos (Alves, 1998; Franceschini et al., 2001).
Morfologicamente, é filamentoso com micélio hialino e septado, dotado de
conidiéforos dos quais emergem conidios cilindricos organizados em colunas
(Arruda et al., 2005).

Seu processo infeccioso inicia-se a partir da adesdo e germinagcado dos
conidios na cuticula do hospedeiro, e subseqliente penetracdo (Alves, 1998;
Castrilho et al., 2005). Apds a penetragao, ocorre a proliferagéo e colonizacédo das
hifas na cavidade do corpo do hospedeiro, com liberagdo de toxinas (dextruxinas
e citocalasinas) quando entdo ha disrupgdo dos processos fisioldgicos (Laird et
al., 1990; Muro et al., 2003), causando paralisacdo e/ou morte do inseto (Alves,
1998; Castrilho et al., 2005).
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Apo6s a morte do hospedeiro, as hifas crescem invadindo os diversos
orgaos internos. O micélio emerge do corpo do inseto produzindo esporos que
poderdo ser disseminados para infectar outros individuos. No final da
conidiogénese o cadaver apresenta coloragdo verde, caracterizando a

muscardine verde (Alves, 1998).

O M. anisopliae tem apresentado patogénico a mais de 300 espécies de
insetos (Alves, 1998; Roberts e St. Leger, 2004). Sua facilidade de producgao,
aplicacao, especificidade e a auséncia de toxicidade, aliada a associagao destes
organismos com outras taticas de controle, viabilizam sua utilizagdo em grandes
areas (Alves, 1998), possibilitando o controle biolégico de pragas agricolas e

vetores de patogénos.

Ha mais de duas décadas ele foi testado com sucesso no controle de
larvas dos mosquitos Anopheles stephensi, A. quadrimaculatus, A. aegyplti,
Ochlerotatus atropalpus, O. taeniorhynchus, Culex pipiens, C. restuans e C.
salinarius (Roberts, 1970), M. domestica (Pereira et al., 1981). Estudos
posteriores comprovaram sua viruléncia sobre C. pipiens e A. aegypti (Daoust et
al., 1982).

Scholte et al. (2005) em estudo de campo, realizado na Tanzénia com o
M. anisopliae demonstraram a patogenicidade do fungo contra Anopheles adultos
vetores da malaria e Mnyone et al. (2009) de A. gambiae e A. arabiensis, em
laboratorio.

O desenvolvimento pupal de M. domestica, com a diminuicdo da taxa de

emergéncia, foi também afetado por este fungo (Bernardi et al., 2006).

M. anisopliae foi altamente virulento em adultos (Scholte et al., 2007;
Paula et al., 2008) e larvas de A. aegypti (Silva et al., 2004, 2005; Pereira et al.,
2009) e seu efeito ovicida foi mostrado (Luz et al., 2007, 2008). Desta forma, seu
potencial no controle de todos os estagios de desenvolvimento do principal vetor
da dengue, pode ser aprimorado e utilizado nos programas de controle de vetores

em saude publica.
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Figura 2 — Larva de Aedes aegypti colonizada com o fungo Metarhizium
anisopliae.
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3. OBJETIVO GERAL

o Avaliar a suscetibilidade de populacdes de A. aegypti de Campos
dos Goytacazes ao larvicida temefos e investigar em condigdes de laboratério a
germinacgao e viruléncia do fungo entomopatogénico M. anisopliae na presenca de

temefds, visando aumentar a eficiéncia do fungo para o controle de larvas de A.

aegypti.

3.1 Objetivos especificos

e Avaliar a suscetibilidade de larvas A. aegypti pertencentes aos bairros
de Jardim Carioca, Parque Gongalves Vicente Dias, Parque Sao José e Parque
Califérnia do municipio de Campos dos Goytacazes ao larvicida temefés;

e A partir da detecgao do status de suscetibilidade, avaliar a viruléncia do
fungo M.anisopliae (ESALQ 818) as larvas de A. aegypti provenientes de bairros
com status de suscetibilidade diferente;

e Investigar o efeito do temefds na germinacao do M. anisopliae;

e Avaliar a viruléncia do M. anisopliae combinado com temefds a larvas de

A. aegypti.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Criagoes das larvas

Os ovos utilizados para os biensaios de suscetibilidade foram coletados
nos bairros Jardim Carioca, Parque Goncalves Vicente Dias, Parque Sao José,
Parque Califérnia, no municipio de Campos dos Goytacazes (RJ) (Figura 3),
durante o periodo de novembro de 2009 a abril de 2010.

Na coleta dos ovos utilizou-se armadilhas ovitrampas. Essa armadilha foi
constituida de um vaso plastico de coloracédo preta de 500 mL de volume, com
agua e em seu interior foi fixada com elastico verticalmente quatro paletas de
madeira, nas quais as fémeas do mosquito depositaram os ovos. As ovitrampas
foram distribuidas nos intra e peridomicilios das residéncias nos bairros citados
anteriormente, seguindo o padrao da FUNASA (FUNASA, 2001).

A criagdo das larvas de A. aegypti foi conduzida no Insetario da UENF em
sala climatizada a temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa 80+10% e fotofase
de 12h.

As armadilhas foram recolhidas sete dias apds sua colocagdo nos
domicilios. As paletas de madeira contendo os ovos foram encaminhadas para o
laboratoério para secagem e contagem. Para estimular a eclosdo das larvas de A.
aegypti, as paletas foram submersas em bandejas plasticas (10 cm x 30 cm x 20
cm) preenchidas com agua potavel. Para alimentagdo das larvas, adicionou-se

0,1g por bandeja de racdo comercial para gato, triturada. Apds 24 horas de
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imersdo, as paletas foram retiradas e as larvas foram mantidas nas bandejas até
o estadio de L3 tardio/L4 inicial e nesse estadio realizado todos os biensaios.

As larvas de A. aegypti da linhagem Rockefeller, conhecida por ser
suscetivel a todas as classes de inseticidas quimicos (Ministério da Saude, 2006)
foram utilizadas como padrao de suscetibilidade. Essas larvas foram cedidas pelo
Laboratério de Biotecnologia (CBB/UENF).
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4.2 Bioensaios de suscetibilidade

O inseticida utilizado foi o temefos (Abate® 1G). A calibragdo de
toxicidade deste inseticida foi realizada com a populag&o suscetivel de A. aegypti
linhagem Rockefeller.

Os bioensaios basearam no protocolo recomendado pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO 1981a, b; Lima et al. 2003; Braga et al. 2004). O
protocolo compreende duas avaliagdes: resposta de mortalidade frente a
exposicao a concentragcdo diagndstico (CD) e resposta a exposicdo a um
gradiente de concentragdes (concentracées multiplas - CM) para estabelecimento
da linha-base de dose resposta (WHO, 1981a). Foi estabelecido como
concentracdo diagndstico (CD) 0,0060 mg L™, a concentracdo letal que causou
100% de mortalidade a linhagem suscetivel.

Avaliaram-se a suscetibilidade das larvas oriundas de quatro bairros do
municipio de Campos dos Goytacazes (RJ). Nos bioensaios foram utilizadas as
larvas de terceiro estadio tardio e/ou quarto estadio inicial. Trés réplicas de 24
larvas, totalizando 72 larvas por concentragdo, foram expostas a trés
concentragbes (CM) de temefds. Procedeu-se da mesma forma com as larvas
controle, porém foram expostas a agua destilada (Figura 4).

O inseticida foi inicialmente diluido para obter uma solu¢cdo estoque a
concentracdo de 1 mg L™ i.a. em agua destilada. A seguir, foram feitas diluicdes
em agua destilada para se chegar as concentragdes de 0,003, 0,006 e 0,012 mg
L". As curvas de sobrevivéncia foram estabelecidas a partir dessas
concentracgdes.

A mortalidade foi verificada durante 120h de exposicdo das larvas ao
temefds. Larvas de baixa motilidade, ou seja, incapazes de atingir a superficie da
agua quando tocadas foram consideradas como mortas (WHO, 1981b).

Para a caracterizagdo das populagdes quanto ao grau de resisténcia ao
temefds, foi considerada a populacédo de larvas A. aegypti linhagem Rockefeller

como referéncia.
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Figura 4 - Modelo de analise de suscetibilidade do Aedes aegypti ao temefos.
Bioensaio realizado trés vezes. JC-Jardim Carioca; VD-Parque Gongalves Vicente
Dias; PC-Parque Califérnia; SJ-Sao José; ROCK-Rockefeller.

4.3 Efeito do temefés na viruléncia do Metarhizium anisopliae a larvas de

Aedes aegypti

4.3.1 Producao do isolado Metarhizium anisopliae

Foi utilizado o isolado de M. anisopliae, obtido da colecdo da ESALQ
(ESALQ 818) em Piracicaba, descrito como de alta viruléncia aos adultos e as
larvas de A. aegypti (Paula et al., 2008; Pereira et al., 2009).

Os conidios de M. anisopliae foram semeados com auxilio da alga de
Drigalski em placas de Petri esterilizadas contendo meio de cultura sélido (SDA)
(10g de dextrose; 2,59 de peptona; 2,5g de extrato de levedura; 20g de agar e
1000 mL de agua destilada), previamente autoclavado a 121° C, por 15 minutos a
1 atm. Apd6s a inoculagdo, as placas foram mantidas em cadmara climatizada do
tipo B.O.D, a 27° C; 80 + 5% UR; sem fotofase durante um periodo de quinze
dias para crescimento e esporulagao do fungo.

Apos este periodo, com o auxilio de uma colher estéril, os conidios foram
retirados da placa de Petri e misturados em Erlemeyers de 250mL contendo 259

de arroz parboilizado e 10mL de agua destilada, previamente autoclavados a
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121° C por 15 minutos a 1 atm. Os Erlemeyers foram mantidos em B.O.D por

quinze dias nas condi¢gdes descritas anteriormente.

4.3.2. Preparo da suspensao dos conidios

Na camara de fluxo laminar, com uma colher estéril, foram retirados do
Erlemeyers os grdos de arroz contendo os conidios e misturados com o
dispersante Tween 80 (0,05%) procedeu a separacdo dos conidios e posterior
preparo da suspensao do fungo. A concentracao dos conidios foi determinada em
camara de Neubauer. Foram realizadas diluicbes até obterem-se concentragdes

de 5x10° e 5x 10° conidios viaveis mL™".

4.3.3 Infecgao das larvas

O isolado M. anisopliae ESLQ 818 foi testado contra larvas de A. aegypti
oriundas dos bairros Parque Califérnia, Parque Gongalves Vicente Dias e larvas
da linhagem Rockefeller.

Para esse bioensaio foram adicionados suspensodes fungicas em copos
de plastico de 250mL contendo apenas 50 mL de agua destilada com 8 larvas por
copo. O experimento foi realizado trés vezes. Cada copo foi inoculado com 1 mL
de suspensao fangica com 10° e 10° conidios mL™ (Tween 80 0,05% ) resultando
na concentracdo final de 2x10° e 2x10* conidios mL™, respectivamente. No
tratamento controle foi adicionado Tween 80 (0,05%) a agua destilada. A

mortalidade larval foi avaliada diariamente por 6 dias.

4.3.4 Efeitos do temefdés sobre a germinagao do Metarhizium anisopliae “in
vitro”

O temefds foi dissolvido em agua destilada estéril, formando uma solugao
estoque, em seguida essa solucdo foi filtrada usando Acrodisc® PF 0,2u (Gelman

Sciences).
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A solugdo estoque foi adicionada ao meio SDA estéril ainda em fase
liquida, resultando na concentragdo final de 1mg L de temefés. O meio foi,
entdo, vertido em placas de Petri de plastico e apds a solidificacdo, foram
inoculados em cada placa dez pl de suspensio de conidios (5x106 mL'1). Essas
placas foram mantidas em camara climatizada (B.0.D), a 26° C durante 12 e 24h,
para verificar a taxa de germinacao dos conidios.

Os conidios foram observados utilizando microscopio 6ptico, colocando a
placa de Petri diretamente no microscépio. Cem conidios foram contados de
forma aleatéria em cada placa. O critério para a germinagao de conidios foi a
presenca de tubo germinativo, com comprimento maior ou igual ao tamanho do
proprio conidio.

O tratamento foi constituido de trés placas de Petri inoculadas com
conidios, para o controle procedeu da mesma forma, porém no meio nao foi

adicionado o temefés.

4.3.5 Exposigao das larvas ao temefés e fungo

A suspensao de fungo foi preparada conforme anteriormente descrito. O
larvicida temefds foi utilizado na concentragdo de 0,001 mg L™, sendo essa dose
determinada, a partir de experimentos anteriores como dose subletal. No
tratamento de fungo + temefds, foram inoculados 1 mL de suspensao fungica com
10° conidios mL™" na diluicdo previamente preparada do temefds.

Em cada tratamento foram utilizados oito larvas distribuidas em trés copos
plasticos de 250mL com 50 mL de solugdo. Os tratamentos foram: fungo (10°
conidios mL™") + temefds (0,001 mg L") ; somente fungo e somente temefos.

O grupo controle foi tratado com agua destilada. Foram realizadas trés

repeticoes e a mortalidade foi observada diariamente durante seis dias
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4.4 Analise de resultados dos bioensaios

Considerou-se como indicador qualitativo de resisténcia o larvicida
(presente ou ausente) quando a mortalidade ficou abaixo de 80%. Nessa
classificagao, seria suscetivel quando esse percentual de mortalidade fosse acima
de 98%, sendo os valores entre 80 e 98% inconclusivos (Davidson e Zahar,
1973).

A razao de resisténcia (RR) foi determinada, a partir dos percentuais de
mortalidade obtidos na concentracéo de 0,003 mg L™, dessa forma, o porcentual
de mortalidade da linhagem Rockefeller foi dividido pelos percentuais de
mortalidade das populagdes resistentes.

O critério proposto por Campos e Andrade (2003) foi usado para
classificar a razao de resisténcia como tolerante se a RR < 3; de baixa resisténcia
se a RR > 3 e < 5; de moderada resisténcia se a RR > 5 e < 10; de média
resisténcia se a RR > 10 e < 20; e altamente resistente se a RR > 20.

As curvas de sobrevivéncia e o tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) foram
comparados usando o teste de Log Rank em 95% de nivel de significancia. Este
método foi conduzido pelo GraphPad Prism 4.0 Sofware (Motulsky, 2003).
Primeiramente, foram analisadas as repeticbes de cada tratamento, com o
objetivo de verificar se as curvas de sobrevivéncia entre as repeticdes ndo eram
estatisticamente diferentes. Nao ocorrendo diferencas significativas entre
repeticdes, as trés repeticbes de cada experimento foram juntadas (“pooled”),
dando-se inicio a analise das curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos.

Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias foram comparadas
usando teste post hoc de Duncan, admitindo-se a = 0,05. Para tanto, utilizou-se o

programa SPSS for Windows (versao 11.0).
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5. RESULTADOS

5.1 Suscetibilidade de Aedes aegypti ao temefés

As populagdes de A. aegypti avaliadas neste trabalho responderam de
formas distintas quanto a classificagcdo de status de suscetibilidade ao
organofosforado temefds. Os grupos controle apresentaram mortalidade média de
2,2%.

O “status” de suscetibilidade e razdo de resisténcia das larvas foram
estabelecidos apds 24h de exposicao ao temefds. Na concentragao diagndstico
de 0,0060 mg L' foi demonstrado que a resisténcia estava presente nas
populagdes oriundas de Jardim Carioca, Parque Gongalves Vicente Dias, Parque
Sao José, porém em Parque Califérnia a resisténcia apresentou em
desenvolvimento. As larvas oriundas de Jardim Carioca e Parque Gongalves
Vicente demonstraram os menores percentuais de mortalidade, como mostra a
Tabela 1.

Nos bairros, os coeficiente de variacdo (CV) dos percentuais de
mortalidade das larvas na dose diagndstico (0,006 mg L) variaram de 5,7% a
11,5%, sendo o menor coeficiente observado na populagdo com maior percentual.

A razédo de resisténcia calculada a partir da concentragao de 0,003 mg L
foram 8,4; 9,8 e 7,0 em Jardim Carioca, Parque Vicente Dias e Parque Sao José,
respectivamente. Conforme classificagao proposta por Carvalho e Andrade (2003)

essas populacdes apresentaram resisténcia moderada.



37

Tabela 1 — Avaliagdo de mortalidade de larvas de Aedes aegypti provenientes de
bairros de Campos dos Goytacazes usando trés concentragbes de temefds
durante 24h

ORIGEM MORTALIDADE (%) CV (%) “STATUS”
0,012mg L | 0,006 mg L™ | 0,003mgL" | 0,006 mg L+ | SUSCETIBILIDADE
Rockefeller 100 100 82,2+ 4,9 - Suscetivel
Pq. Califérnia 100 96,8 +5,5 8,3+£3,8 57 Incipiente
2ardim 825+75 | 458+42 | 98+85 9,1 Resistente
arioca

pd-gonalves | g7 1475 | 454£38 | 8447 84 Resistente
Vicente Dias

Pq. Sdo José 944 +51 61,8+ 7,1 11,7+ 6,6 11,5 Resistente

Dados referentes a média + desvio padréo (n=24 larvas por repeti¢ao). Foram montadas 3 repeticdes.
* Dose diagndstico para detectar resisténcia das larvas

CV= Coeficiente de variagao

Bioensaio realizado durante novembro de 2009 a abril de 2010.

A Figura 5 compara as curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com
temefds durante cinco dias. Na Figura 5(A) as curvas de sobrevivéncia das larvas
tratadas com a concentracdo de 0,003 mgL™”, apresentaram estatisticamente
diferentes (P<0,0001). Com 2 dias de exposicdo ao larvicida a linhagem
Rockefeller apresentou indice de sobrevivéncia de 18% e as larvas dos bairros
apresentaram média de sobrevivéncia maior que 85%. O valor de Ss foi de 1 dia
para linhagem Rockefeller.

A Figura 5(B) mostra que as curvas de sobrevivéncia na concentragcéo de
0,006 mg L™ foram estatisticamente diferentes (P<0,0001). O valor de Ss foi igual
a 2 dias para larvas do Parque Gongalves Vicente Dias e 4 dias para larvas de
Jardim Carioca, porém para Parque Sao José, Parque Califérnia e a linhagem
Rockefeller esse valor foi obtido em apenas 24 h de exposic¢ao.

Na concentracdo de 0,012 mg L™, as curvas de sobrevivéncia foram
estatisticamente semelhantes (P= 0,4963), como mostra a Figura 5(C). No
primeiro dia de avaliagao, a S5 foi obtida em todas as populagdes testadas, com
100% de mortalidade para larvas de Parque Califérnia e linhagem Rockefeller. O
percentual de sobrevivéncia das larvas provenientes de Jardim Carioca, Parque
Gongalves Vicente Dias e Parque Sao José em 2 dias de bioensaio foram 15%,

8% e 3%, respectivamente.
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Figura 5 — Sobrevivéncia de Aedes aegypti tratado com temefés na concentragao
de 0,003 mg L™ (A), 0,006 mg L™ (B) e 0,012 mg L™ (C) por 5 dias. (n=24 larvas
por repeticdo). Foram montadas 3 repetigdes. *Os dados sem barras de erro
padrao tinham erros igual ao valor do dia anterior.
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5.2 Sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti tratado com Metarhizium
anisopliae

As larvas dos bairros (Parque Califérnia e Parque Gongalves Vicente
Dias) apresentaram maiores porcentuais de sobrevivéncia quando expostas as
duas concentragdes de conidios em comparagao com a linhagem Rockefeller. No
entanto, vale ressaltar que o tempo médio de sobrevivéncia (Sso) das larvas
provenientes de Parque Goncgalves Vicente Dias nao foi obtido durante o periodo
experimental.

As curvas de sobrevivéncia das larvas de A. aegypti tratadas com isolado
ESALQ 818 (M. anisopliae) na concentracdo 10° conidios mL™, apresentaram-se
estatisticamente diferentes (P<0,0001) (Figura 6A). Na concentracdo10°® conidios
mL" as curvas de sobrevivéncia também foram estatisticamente diferentes
(P=0,0018) (Figura 6B).
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Figura 6 — Sobrevivéncia de Aedes aegypti tratado com o Metarhizium anisopliae
isolado ESALQ 818 na concentracdo 10° conidios mL™ (A) e 10° conidios mL™"(B)
por 6 dias. (n=8 larvas por repeticdo). Foram realizadas 3 repeticées. *Os dados
sem barras de erro padrao tinham erros igual ao do dia anterior.

5.3 Efeitos do temefés na germinagao de Metarhizium anisopliae

Os tratamentos foram semelhantes pelo teste post-hoc de Duncan. Nao
houve efeito do temefés na germinagdo do fungo tanto para 12h de germinagao
(F4, 5= 0,128; P> 0,05), quanto para 24h (F4 5= 3,872; P> 0,05). Quando o fungo
M. anisopliae (ESALQ818) foi exposto ao temefds na concentracdo de 1 mg L™,

82,7% dos conidios germinaram apos 12h de incubagado e 99,7% apods 24h. A
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germinagao dos conidios sem a presenga do temefds foi 81% e 92,3% apos 12 e
24h de incubacgao, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 - Germinagdo de conidios de Metarhizium anisopliae (isolado ESALQ
818) quando expostos a 1mg L™ temefds.

5.4 Sobrevivéncia de larvas de Aedes aegypti apés tratamento com
Metarhizium anisopliae e temefés

O tratamento com 10° conidios mL" de M. anisopliae resultou em
mortalidade significativamente maior do que a formulacdo do fungo na mesma
concentragdo combinado com 0,001 mg L™ temefés. O tratamento com 0,001 mg
L' temefés sem adigdo do fungo e o grupo controle n&do apresentaram
mortalidade no periodo da avaliagdo. Os tratamentos foram significativamente
diferentes pelo teste post-hoc de Duncan (Fs 11 = 49,458; P< 0,05).

As curvas de sobrevivéncia das larvas tratadas com fungo, temefés e
combinagdo de ambos foram também estatisticamente diferentes pelo teste de

Log Rank (P<0.0001), mas o valor de Sso foi de 4 dias para as formulagdes com
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fungo (Figura 8). No 3° dia de avaliagao havia 65% e 69% de larvas sobreviventes

nos tratamentos com fungo e fungo com temefds, respectivamente.
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Figura 8 — Sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com o fungo M.
anisopliae, larvicida temefés e combinagcdo de ambos (n=8 larvas por repeti¢cao).
Foram realizadas 3 repeticées.*Os dados sem barras de erro padrao tinham erros
igual ao do dia anterior.
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6. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram fortes evidéncias que A.
aegypti coletadas nos bairros de Campos dos Goytacazes encontram-se
resistentes ou em processo de evolugdo de resisténcia ao larvicida temefos,
indicando, que provavelmente o “status” de suscetibilidade, tem sido alterado ha
varios anos.

As populagbes de larvas oriundas de Jardim Carioca, Parque Vicente
Dias e Parque Sao José apresentaram menores percentuais de mortalidade nas
concentracdes testadas, enquanto Parque Califérnia apresentou maior percentual.
As variagcdes nos graus de resisténcia entre populacbes de A. aegypti sao mais
evidenciadas, quando o espaco amostral € maior, como registrado por Carvalho
et al. (2001) no Distrito Federal, em que populagdes de A. aegypti foram oriundas
de diferentes cidades. Porém, Carvalho et al. (2004) mostraram nao haver
correlacido entre as distancias das cidades e os niveis de suscetibilidade de suas
populagdes.

As populacdes de Jardim Carioca e Vicente Dias mostraram resultados
aproximados nos testes, desta forma as semelhancas nos padrbes de resisténcia
observados podem estar associadas ao histérico de uso do produto em cada
localidade, como também inexisténcia de barreiras geograficas capazes de
impedir a migragao entre as populagdes de mosquito.

O padrao de resisténcia de Parque Sao José, foi diferente das demais
localidades testadas, porém a resisténcia foi demonstrada pelo indice de
mortalidade na concentracido diagndstico. O maior coeficiente de variagcao indica

que essa populacao é heterogénea em termos de genes de resisténcia.
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A populagdo de A. aegypti do Parque Califérnia apresentou maior
percentual de mortalidade, evidenciando o “status” de suscetibilidade ao temefos.
O baixo coeficiente de variagdo sugere pequena variabilidade genética entre os
individuos e menor migragao de populagdes de A. aegypti dos bairros vizinhos
para a localidade amostrada, visto que o mosquito se dispersa em raio de
aproximadamente 500 metros do lugar onde emergiu (FUNASA, 2001), quando
encontra ambiente necessario as suas atividades, levando a efeito, normalmente,
vbos curtos e procurando, com frequéncia, abrigos para pouso (Forattini, 1965),
entretanto a dispersdo passiva de ovos e larvas nao pode ser desconsiderada
(FUNASA, 1997).

A linhagem Rockefeller foi suscetivel ao temefés validando os demais
resultados. O menor coeficiente de variagcdo indica a homogeneidade da
populagao criada por varios anos em condi¢coes de laboratério (insetario).

Estudos realizados no estado do Rio de Janeiro mostraram resisténcia em
populacbes de A. aegypti ao temefés em varios municipios. Lima et al. (2003)
observaram maior grau de resisténcia na capital e cidades circunvizinhas, onde as
mortalidades n&o ultrapassaram 35%. Em Campos dos Goytacazes a mortalidade
atingida foi de 74%, contudo a dose diagndstica utilizada era de 0,0012 mg L™ e
os ovos foram coletados em 1999, quando o controle quimico larval ainda era
realizado com temefés em todo o estado. No presente estudo, na mesma
concentracdo, as populacdes dos bairros apresentaram em 24h de exposicéo,
mortalidade superior a 80%.

Em 2001, Braga et al. (2004) obtiveram mortalidade de 61,9% em
Campos dos Goytacazes, dados que corroboram com o presente achado, visto
que o bairro Sdo José atingiu resultados semelhantes, porém nos demais bairros
os indices diferiram.

As diferengas encontradas no percentual de mortalidade entre Lima et al.
(2003), Braga et al. (2004) e o presente estudo podem ser atribuidas ao uso de
temefés na época dos trabalhos. Durante os ultimos seis anos o controle das
larvas do A. aegypti em Campos dos Goytacazes foi realizado com Bti, sendo
essa populagcdo com menor pressdo de selecdo comparada com trabalhos
anteriores, em que ainda era usado o temefds. Outro fator que pode justificar as
diferencas deve-se ao espago amostral investigado, que ndo abrangeu todos os

bairros do municipio de Campos.
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A velocidade e o grau de desenvolvimento da resisténcia dependem da
frequéncia do gene resistente (s) na populagéo, o tipo de gene responsavel pela
resisténcia, da dose de inseticida aplicada e da frequéncia de aplicagéo (Nazni et
al., 1998). Luz et al (2009), abordando este assunto, desenvolveram um modelo
matematico da dindmica populacional sazonal do A. aegypti para avaliar a eficacia
das intervencgdes de inseticidas e prever trajetdrias evolutivas de resisténcia em
resposta a frequéncia de aplicagao e ao método utilizado e puderam concluir que
o aumento da frequéncia de aplicacdo de inseticidas nao proporciona,
necessariamente, avangos no controle do mosquito, porém aumento significativo
na frequéncia do gene de resisténcia ao longo de 10 anos.

Tikar et al (2009) induziram a resisténcia em A. aegypti ao temefés e o
decréscimo gradual mortalidade das larvas com a progressao das geragodes foi
atingido, obtendo no final do experimento uma resisténcia 20,3 vezes maior apos
24 geracbes. Estudos de resisténcia cruzada com A. aegypti resistentes ao
temefés mostraram um grau variado de resisténcia cruzada com fenthion,
malathion, clorpirifés e DDT.

Em virtude das constantes dificuldades enfrentadas no controle de
mosquitos com inseticidas quimicos em fungao do surgimento de resisténcia, tem
sido dada uma crescente importancia aos agentes de controle biolégico com o
objetivo de oferecer alternativas ao controle (WHO, 2009).

Dentre os agentes potenciais para o controle do A. aegypti, podem ser
mencionados os fungos entomopatogénicos, com destaque para o M. anisopliae.
Neste intuito, o presente estudo analisou as respostas das larvas de A. aegypti
linhagem Rockefeller e as larvas oriundas de dois bairros de Campos dos
Goytacazes ao isolado de M. anisopliae (ESALQ 818).

O M. anisopliae foi mais virulento as larvas da linhagem Rockefeller
quando comparado com larvas de campo, fato coerente, visto que sao larvas
criadas em laboratério sem exposi¢ao as condicoes ambientais adversas.

Pereira et al (2009) obtiveram 88% de mortalidade em larvas de A.
aegypti (linhagem Rockefeller) expostas ao isolado ESALQ 818 do M. anisopliae e
S50 foi atingido com 2 dias. O presente trabalho alcangou percentuais
aproximados quando as larvas Rockefeller foram tratadas com esse mesmo

isolado, porém a concentracao utilizada foi menor, por isso pode ser explicado o
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valor de Sso de 5 na concentragdo de 10° conidios mL™" e de 4 dias usando 10°
conidios mL™.

As larvas de campo apresentaram respostas diferenciadas conforme a
concentracdo utilizada. Na concentragdo 10° conidios mL" o M. anisopliae foi
pouco virulento as larvas do Parque Califérnia e Parque Gongalves Vicente Dias.
O percentual de mortalidade dessas larvas foi semelhante nessa concentragéo.
Entretanto, quando as referidas larvas foram tratadas com esse fungo na
concentracdo de 10° conidios mL™ , a mortalidade aumentou, porém as larvas de
Parque Gongalves Vicente Dias tiveram o menor percentual.

A menor viruléncia do M. anisopliae as larvas do Parque Gongalves
Vicente Dias pode ser inferida ao estado de resisténcia dessas ao inseticida
temefds. O mecanismo de resisténcia ao temefds, exibido em varias populacdes
de A. aegypti resistente, consiste na elevagado dos niveis de esterases (Mazzari e
Georghiou, 1995; Vaughn e Ffrench-Constant, 1998). Entretanto, Pereira (2008)
presumiu que outro mecanismo, além do aumento da atividade esterasica possa
também estar envolvido na resisténcia dessas populagdes, visto que, o efeito
sinergista de butéxido de piperolina na toxicidade de temefdés ocorreu
parcialmente e a resisténcia nao foi completamente suprimida.

Outro mecanismo de resisténcia, associado a varios insetos, é reducéo da
penetracdo do inseticida pela cuticula, nesse mecanismo alteracdo na
composicao protéica do tegumento pode ocorrer (Apperson e Georghiou, 1975;
Roush e Daly, 1990; Oppenoorth, 1985).

Dessa forma, se o mecanismo de resisténcia dessas larvas for, também,
devido a modificagao na cuticula, o fungo utilizado encontrara maior barreira fisica
nas larvas resistentes, sendo isso a provavel causa da baixa viruléncia, visto que,
os fungos entomopatogénicos iniciam seu processo infeccioso pela cuticula do
inseto (Alves, 1998; Castrilho et al., 2005).

Alguns inseticidas tém a capacidade de diminuir o metabolismo e afetar o
comportamento dos insetos, o que pode aumentar o desempenho de
entomopatdgenos, para isso deve ser investigado o efeito do inseticida em
questao sobre os processos infecciosos e viabilidade do microorganismo (Santos
et al., 2007). Na atual pesquisa o temefés nao influenciou a germinacao do M.
anisopliae na concentracao testada. Contudo, Mohamed et al (1987) mostraram

que o temefds foi altamente toxico para a esporulagcdo do M. anisopliae.
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A acado combinada do M. anisopliae e temefds resultou em menor
mortalidade que o fungo sozinho. A concentragdo subletal do inseticida
influenciou a viruléncia do fungo, diminuindo sua agéo sobre larvas do A. aegyptfi,
evidenciando que na interagcdo entre o inseticida e o fungo houve efeito
antagbnico. Esse tipo de efeito pode ocorrer quando interagem agentes de
naturezas distintas (Benz, 1971).

Alves e Leucona (1998) afirmaram que os inseticidas podem ter uma
variedade de efeitos sobre fungos entomopatogénicos, tais como a inibigcdo da
germinacgao, desenvolvimento do tubo germinativo e até mesmo mutagbes que
podeM alterar a viruléncia.

Benz (1971) cita que algumas das provaveis causas de antagonismo
entre inseticidas e patogénos podem estar relacionadas com a capacidade do
patdogeno em degradar metabolicamente a molécula do inseticida, impedindo ou
diminuindo sua agao sobre o inseto; a utilizagdo de doses subletais do inseticida
pode produzir no inseto um aumento nas taxas metabdlicas e um consequente
aumento na resposta imune ao patégeno; ou na incompatibilidade do produto
(formulacado) com entomopatégeno.

Apesar de o temefds diminuir a viruléncia do M. anisopliae a larvas do A.
aeqgypti, varios  inseticidas  utilizados  conjuntamente com  fungos
entomopatogénicos n&o proporcionaram efeito adverso, e na verdade tém efeitos
positivos. Segundo, Mohamed et al. (1987), os piretroides (piretrina, permetrina e
resmetrina) e os reguladores de crescimento de insetos (diflubenzuron e
methoprene) ndo foram inibitérios para as varias fases de desenvolvimento do
fungo M. anisopliae. Moino Jr. e Alves (1998) observaram que imidacloprid e
fipronil foram compativeis com Beauveria bassiana e M. anisopliae, quando
utilizados nas concentragdes médias recomendadas ou em concentragdes
subletais. Santos et al. (2007) mostraram que o inseticida imidacloprid aumenta a
suscetibilidade de infecccdo de formigas Atta sexdens rubropilosa ao fungo B.
bassiana.

Essas constatacbes remetem a necessidade futura de trabalhos
complementares, em que possam determinar os fatores responsaveis pela
interacdo entre patdgenos e inseticidas, e de que modo esses fatores podem

contribuir para uma melhoria nas abordagens do controle associado.
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O monitoramento para detectar nas populacbes do mosquito, a
resisténcia aos inseticidas deve ser realizado constantemente, dessa forma, é
possivel definir estratégias de manejo, como a troca de principios ativos dos
inseticidas e utilizagdo de agentes de controle bioldgico, objetivando o controle de

espécies vetores de doengas, como A. aegypti.
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7. CONCLUSOES

¢ A populagao de Parque Califérnia esta em fase de desenvolvimento de
resisténcia ao temefds;

e As populagcdes de A. aegypti pertencentes aos bairros de Jardim
Carioca, Parque Gongalves Vicente Dias e Parque Sao José mostraram
resistentes ao temefos;

¢ O fungo M.anisopliae (ESALQ 818) proporcionou na concentragéo de
10° conidios mL™" maior mortalidade nas larvas provenientes do bairro com status
incipiente resisténcia ao temefos (Parque Califérnia) do que no bairro com status
de resisténcia estabelecida (Parque Gongalves Vicente Dias);

e O temefds nao afetou a germinacao do M. anisopliae;

e M. anisopliae combinado com temefds causou menor mortalidade que o
M. anisopliae sozinho a larvas de A. aegypti;

e O temefés combinado com fungo M. anisopliae para controle do A.
aegypti néo é viavel;

e O desempenho do fungo M. anisopliae combinado com outros
inseticidas deve ser estudado visando o controle de A. aegypti em campo.

e Estudos complementares devem ser realizados para detectar os fatores

responsaveis pela interagdo antagdnica entre temefds e o M. anisopliae.
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