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RESUMO

O controle de mosquitos vetores com inseticidas é a ferramenta mais eficiente para
conter a transmissdo de patdgenos, sendo o biolarvicida espinosade um dos agentes de
controle mais utilizados no mundo, devido a sua alta toxicidade para insetos de
diferentes ordens. Neste aspecto, € importante monitorar a eficacia do produto ao longo
de gerac@es, para poder direcionar melhores estratégias de controle. O presente estudo
objetivou verificar a taxa de resisténcia de Aedes aegypti submetido a pressdo de
selecdo com o larvicida espinosade, em condicdes de laboratorio, além de analisar 0s
efeitos desta exposicdo em aspectos do desenvolvimento e da reproducdo. A selecéo foi
realizada por seis geragdes, com andlises nos pardmetros biol6gicos das geragdes F» e
Fs. A CLso (0,036 mg/L) utilizada nos testes, aumentou nas gerac¢des Fs (0,114 mg/L) e
Fe (0,101 mg/L) da populacdo pressionada com o biolarvicida, com diferengas
significativas entre F1 e F3 (p= 0,0019), e entre F1 e Fg (p= 0,0187). No entanto, ndo
houve diferenca significativa entre os valores da Fz e Fs (p>0,05). Os valores de Razdo
de Resisténcia (RR) obtidos neste estudo (1,1; 1,3; 2,8; 3,2) foram considerados baixos.
O tempo médio do estagio larval e do ciclo bioldgico da populacdo pressionada foram
maiores na Fe em comparagdo a populacdo controle (p= 0,0001). O peso corporal das
fémeas da populacdo pressionada nas duas condicBes avaliadas (antes e apds o repasto)
foi inferior ao das fémeas da populagéo controle (p= 0,0001). A taxa de oviposicdo das
fémeas da populacdo pressionada oriundas da F» foi baixa em comparacdo a da
populacéo controle (p= 0,0001). Contudo, mesmo ocorrendo alteracdo da CLsgao longo
das geracdes, a populacdo ainda € considerada com baixo nivel de resisténcia ao
biolarvicida, de acordo com os valores de RR e os parametros da OMS. Portanto, novos
experimentos sd0 necessarios para analisar a evolucdo da resisténcia, em laboratorio.
Além disso, ap0s seis geracles, 0 espinosade afetou negativamente o tempo médio do
estagio larval e do ciclo de vida de A. aegypti, demonstrando que o0s insetos da
populacdo pressionada demoraram mais tempo para se desenvolver. Além do mais, 0
peso corporal das fémeas antes e ap0s o repasto, bem como a fecundidade, foram
prontamente reduzidos. Evidenciando que o larvicida afetou aspectos reprodutivos, 0s

quais sdo relacionados a capacidade vetorial da espécie.

Palavras chave: Suscetibilidade, Inseticidas, Arboviroses, Controle bioldgico.



ABSTRACT

The control of mosquito vectors with insecticides is the most efficient tool to contain
the transmission of pathogens, with spinosad biolarvicida being one of the most used
control agents in the world due to its high toxicity to insects of different orders. In this
regard, it is important to monitor the effectiveness of the product over generations to be
able to target better control strategies. This study aimed to verify the resistance rate of
Aedes aegypti submitted to selection pressure with larvicide spinosad under laboratory
conditions, and to analyze the effects of this exposure on developmental and
reproductive aspects. The selection was performed for six generations, with analyzes on
the biological parameters of generations F2 and Fs. The LCsp (0.036 mg/L) used in the
tests increased in the Fs (0.114 mg/L) and Fe (0.101 mg/L) generations of the
biolarvicide pressured population, with significant differences between F1 and Fz (p=
0.0019), and between F1 and Fes (p= 0.0187). However, there was no significant
difference between Fs and Fe values (p> 0.05). The Resistance Ratio (RR) values
obtained in this study (1.1; 1.3; 2.8; 3.2) were considered low. The mean time of the
larval stage and the biological cycle of the population exposed to the biolarvicida were
higher in F¢ compared to the control population (p= 0.0001). The body weight of the
females of the population exposed to the biolarvicida in the two conditions evaluated
(before and after the repast) was lower than the control females (p= 0.0001). The
oviposition rate of the females of the population exposed to the biolarvicida from F»
was low in comparison to the control population (p=0.0001). However, even if the LCso
changes over the generations, the population is still considered to have a low level of
resistance to the biolarvicide, according to the RR values and WHO parameters.
Therefore, new experiments are needed to analyze the evolution of resistance in the
laboratory. In addition, after six generations, spinosad negatively affected the mean
larval stage and life cycle time A. aegypti, demonstrating that the insects of the
pressured population took longer to develop. In addition, females body weight before
and after the meal, as well as fecundity, were promptly reduced. Evidencing that
larvicide affected reproductive aspects, which are related to the vector capacity of the

species.

Keywords: Susceptibility, Insecticides, Arbovirus, Biological control.
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1. INTRODUCAO
1.1. Mosquitos e importancia médica

Os culicideos popularmente conhecidos como mosquitos, pertencentes a familia
Culicidae, compreendem 3.563 espécies classificadas nas subfamilias Anophelinae e
Culicinae. Estes insetos ocorrem nas cinco regifes biogeograficas do globo terrestre,
sendo em ambientes de florestas tropicais, encontrada a maior diversidade de espécies
(Harbach 2019; WRBU 2019).

Muitas espécies de mosquitos sdo vetores de agentes patogénicos ao homem, tais
como bactérias, virus, protozoarios e nematddeos, causadores de importantes doencas
gue acometem em torno de 60% da populacdo humana (Ferreira e Castro 2016; Fritzell
et al. 2018; Merle et al. 2018). Entre as principais enfermidades que afetam os
humanos, estdo a Filariose, Febre Amarela Urbana, Dengue, Febre de Chikungunya e
mais recentemente, doenca aguda contraida pelo virus Zika, todas bem difundidas e com
muitos casos registrados nas Ameéricas (Ebi e Nealon 2016; Donalisio et al. 2017;
PAHO/WHO 2019).

Os mosquitos do género Aedes Meigen 1818 estdo entre os principais
transmissores de agentes etiologicos ao homem, sendo as espécies Aedes (Stegomyia)
aegypti Linnaeus 1762 e A. (Stegomyia) albopictus Skuse, 1894 consideradas as mais
importantes do grupo, devido as implica¢fes na transmissdo de muitos arbovirus (Vega-
Rua et al. 2014; Campbell et al. 2015; Marcondes e Ximenes 2016; Gould et al. 2017;
Leta et al. 2018).

No Brasil, o A. aegypti possui grande importancia epidemioldgica, pois é
responsavel por transmitir doencas, tais como a Dengue, Chikungunya, Zika e Febre
Amarela Urbana, responsaveis por elevado nimero de internacGes e Obitos (Lima-
Camara 2016; SVS/MS 2019). Além de causarem prejuizos a saude publica, essas
enfermidades impactam a economia, resultando na diminuicdo da mao de obra e
tratamento de pessoas doentes (Stahl et al. 2013; Shepard et al. 2014, 2015; Calvo et al.
2016; Patterson et al. 2016; Loconsole et al. 2018). O virus Zika que adentrou primeiro
na América Central e posteriormente na América do Sul, foi registrado pela primeira
vez no Brasil em Salvador, capital do Estado da Bahia, onde ganhou grande notoriedade
cientifica, principalmente por sua relagdo com a microcefalia (Campos et al. 2015;
Zanluca et al. 2015; Franca et al. 2016; Duarte et al. 2017; Araujo et al. 2018) e a
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sindrome de Guillain-Barré (Aradjo et al. 2016; Salinas et al. 2017; Styczynsk et al.
2017), ambas consideradas graves.

O nudmero de pessoas doentes em consequéncia destas arboviroses tem
aumentado muito nos altimos anos. No Brasil, por exemplo, o nimero de casos por
Febre Amarela quase duplicou em quatro anos, resultando em 778 casos entre 2016,
com 262 mortes, para 1.376 casos, incluindo 483 mortes em 2019. Entre dezembro de
2018 a janeiro de 2019, 361 casos confirmados, incluindo oito mortes foram registradas
em 11 municipios de dois estados do pais (WHO 2019).

De acordo com os resultados da ultima semana epidemioldgica (50%) do
Ministério da Salde, o nimero de casos provaveis de Dengue, Chikungunya e Zika
desde dezembro 2018 a marco de 2019 foram 273.193, 15.352 e 2.344, respectivamente
(SVS/MS 2019). Com relacdo ao numero de doentes pela Sindrome de Guillain-Barré
(SGB), 1.708 casos foram registrados entre janeiro e novembro de 2015 no pais,
consistindo em trés vezes mais internacbes por SGB que em 2014 (WHO 2016; Araujo
et al. 2016; Malta et al. 2017; Nobrega et al. 2018).

Neste contexto, ressalta-se alguns fatores principais de difusdo de arboviroses
como fluxo populacional constante em grandes cidades, auséncia de saneamento basico
adequado favorecendo a proliferacdo dos vetores, ressaltando entre estes o A. aegypti,
além da auséncia de educagdo em salde nas escolas e da populacdo em geral (Bhatt et
al. 2013).

1.2. Aedes aegypti: aspectos gerais

O mosquito A. aegypti é nativo da Africa e, posteriormente, se propagou para 0s
demais continentes por meio de navios de comércio de escravos e, recentemente esta
espécie se encontra distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta (Kamal et
al. 2018; Powell et al. 2018). No Brasil, este mosquito adentrou possivelmente entre 0s
séculos XVI até meados do século XIX e, atualmente, é registrado em todos os estados
e no Distrito Federal (Braga e Valle 2007; Carvalho e Moreira 2017). Em Manaus,
capital do Estado do Amazonas, o primeiro registro foi em novembro de 1996 nos
bairros Praga 14 de Janeiro e S&o José e, em 1997, estava presente em 15 Bairros,
incluindo todo o centro da cidade. No ano seguinte, a espécie se expandiu para 21
bairros, ocasionando consequentemente, a primeira epidemia de Dengue provocada pelo
sorotipo 1 (Pinheiro e Tadei 2002). Alguns fatores ambientais e antropogénicos foram
determinantes para a propagacdo e permanéncia desta espécie, além disso, a capacidade
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dos ovos em resistir as condices adversas por um longo periodo, em virtude de um
processo denominado quiescéncia, foi fundamental para o processo de dispersdo
(Soares-Pinheiro et al. 2017; Dickens et al. 2018).

A espécie possui 0 desenvolvimento do tipo holometabolo, ou seja, passa pelos
estagios de ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto (Figura 1). O ciclo de vida
desde o ovo até a emergéncia do adulto ocorre em um periodo de 7 a 14 dias,
dependendo das condicGes climéticas, da disponibilidade de alimentos e quantidade de
larvas presentes no mesmo criadouro (Clements 1992; Forattini 2002; Carvalho e
Moreira 2017).

Ovos (até 450 dias) Pupas (1,5 a 3 dias)

Adulto (40 dias)
Figura 1. Ciclo bioldgico de Aedes aegypti. Fonte: CDC (2018).

Apds a emergéncia, os adultos realizam a copula e alimentam-se de substancias
acucaradas como as extraidas do néctar e seiva, 0 que constitui parte essencial da dieta
destes mosquitos. As fémeas realizam ainda o repasto sanguineo, 0 que proporciona o
desenvolvimento de seus ovariolos e, consequentemente, o desenvolvimento e
maturacdo dos ovos. Este comportamento hemat6fago ocorre ao amanhecer e pouco
antes do anoitecer, mas pode ser realizado a qualquer hora do dia, caso o hospedeiro
venha se aproximar de seu abrigo (Consoli e Lourenco-de-Oliveira 1994; Forattini
2002; Lourenco-de-Oliveira 2015).

Morfologicamente, os adultos podem ser identificados por apresentarem um

clipeo com dois tufos de escamas branco-prateadas e o escudo ornamentado com
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escamas branco-prateadas formando um desenho em formato de lira. Além disso, para a
diferenciagdo do sexo, utiliza-se a morfologia da antena e a estrutura do aparelho bucal,
ou seja, os machos podem ser identificados por apresentarem antenas do tipo plumosa e
palpos longos e as fémeas por possuirem antenas do tipo filiforme e palpos curtos
(Harbach 2019; WRBU 2019).

Considerando as circunstancias enfrentadas, como a suscetibilidade de
transmissao dos agentes patogénicos, associado aos aspectos bioldgicos desse artropode
e a grande quantidade de criadouros artificiais disponiveis, que favorece o
desenvolvimento deste vetor, diversos métodos de manejo foram desenvolvidos para
controle das formas imaturas e 0s adultos desta espécie (Braga e Valle 2007; Zara et al.
2016; Carvalho e Moreira 2017; Silva et al. 2018). Neste sentido, torna-se relevante o
equacionamento das estratégias de controle a serem implementadas, as quais sdo
especificas para as condicGes locais, de onde ocorre a transmissdo dos patdgenos,

considerando o foco no vetor.

1.3. Métodos de controle

Estudos acerca da biologia de A. aegypti, ttm mostrado diversas estratégias para
controle dos diferentes estadgios do ciclo biologico deste inseto. Estas medidas
consistem em acdes educacionais, mecanicas, quimicas e bioldgicas (Braga e Valle
2007; Boyer et al. 2012; Baldacchino et al. 2015; Benelli et al. 2016; Achee et al.
2019).

As acles educacionais buscam conscientizar as pessoas sobre os locais e
atividades que visam modificar os ambientes propicios a sobrevivéncia da populacao de
mosquitos e podem ainda ser complementadas com outras medidas do controle
integrado (Santos et al. 2017; Souza et al. 2018). Ac¢des mecanicas consistem na adoc¢ao
de préticas capazes de eliminar os mosquitos e os criadouros, reduzindo desta forma o
contato do homem com o vetor no ambiente urbano (MS 2009; Zara et al. 2016;
Carvalho e Moreira 2017).

Em ac¢des quimicas, sdo utilizadas substancias de origem organica ou inorganica,
sendo a estratégia mais utilizada para o controle de mosquitos vetores e insetos
considerados pragas na agricultura. Os principais produtos quimicos estdo relacionados

as classes dos organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretréides que agem no
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sistema nervoso central, assim como os reguladores de crescimento de insetos (IGRs)
(Braga e Valle 2007; Boyer et al. 2012; Valle et al. 2015; Roiz et al. 2018).

Os organoclorados foram os inseticidas mais utilizados pelos programas de
controle da malaria, durante a segunda guerra mundial. O exemplo mais conhecido
desta classe é o DDT (dicloro-difenil-tricloro-etano), e o0 seu uso continuo ocasionou
muitos prejuizos ao ambiente, a fauna associada e aos seres humanos. Considerando
estes resultados, o DDT foi excluido do programa de controle da maléria, pelo
Ministério da Saude do Brasil (Bisset 2002; Moreira et al. 2012; Shaw e Catteruccia
2018).

Os organofosforados sdo os inseticidas considerados mais benéficos em relacéo
aos produtos quimicos da classe organoclorados, pois podem ser destruidos pela a¢éo de
agentes bioldgicos, além de ndo se concentrarem nos tecidos. A sua desvantagem é por
ser quimicamente instavel e desta forma precisa ser aplicado frequentemente. Além
disso, sdo tdxicos para os vertebrados, mesmo em concentraces consideradas baixas. O
grupo mais conhecido desta classe é o temefés, o qual foi utilizado durante anos no
controle de A. aegypti em areas urbanas (Braga e Valle 2007; Valle et al. 2015).

Os carbamatos sdo compostos organicos, divididos em classes como inseticidas,
herbicidas e fungicidas, sendo os principais representantes o carbaril, carbofurano,
metiocarbe, indoxacarbe e furatiocarbe. Estes produtos sintéticos sdo considerados
bastantes letais para 0s insetos de importancia médica e agricola, porém em decorréncia
da utilizacdo continua, também ocasionou impacto ao ambiente, aos animais, além da
selecdo de insetos naturalmente resistentes (Bisset 2002; Moreira et al. 2012).

Os piretrdides sdo compostos quimicos que tém origem do piretro, uma
substancia natural produzida pelas plantas do género Chrysanthemum. Este inseticida
foi utilizado como alternativa ao organofosforado, pois possui eficiéncia no controle de
mosquitos adultos (Nkya et al. 2013). A contaminag&o do meio ambiente, a eliminagéo
de artropodes aquaticos, fizeram os produtos entrarem em decadéncia (Devine et al.
2008; Zara et al. 2016).

Outra classe de inseticida sdo os IGRs (Insects Growth Regulators), que
interferem na substituicdo do exoesqueleto. Estes produtos atuam na fase imatura dos
artropodes, prolongado o tempo de permanéncia neste estagio, impedindo desta forma a
emergéncia dos adultos (Resende e Gama 2006; Braga e Valle 2007; Gilbert 2010;
Costa e Tadei 2011, 2012; Menn 2012; Shaw e Catteruccia 2018). Alguns estudos sobre

o efeito de IGRs foram realizados, objetivando analisar a resisténcia de A. aegypti frente
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a estes compostos, associando com alguns parametros biologicos das populacdes
utilizadas, porém alguns inseticidas desta classe ainda séo utilizados como alternativas
potenciais para o controle deste mosquito (Belinato et al. 2009; Belinato e Valle 2015).

Em decorréncia dos efeitos negativos ocasionados pelo uso continuo e erréneo
dos inseticidas quimicos, procurou-se utilizar alternativas consideradas ecologicamente
mais seguras e eficientes, para controlar insetos de importancia médica e agricola. Em
meio a estas, ressalta-se 0s agentes bidticos, tais como algumas espécies de peixes e
insetos predadores, além de protozoarios, bactérias, fungos, crustaceos, entre outros
(Lopes 1999; Forattini 2002; Cavalcanti et al. 2007; Darbro et al. 2011; Boyer et al.
2012; Ferreira et al. 2015; Soares-da-Silva et al. 2015; Benelli et al. 2016; Huang et al.
2017; Roiz et al. 2018; Seidlein et al. 2017; Thomas 2018).

Dentre os organismos utilizados no controle bioldgico, a bactéria
Saccharopolyspora spinosa Merts e Yao 1990 é uma das mais empregadas em varios
paises, incluindo o Brasil, pois possui atividade toxica para insetos de diferentes ordens
(Hertlein et al. 2010; Allal-Benfekih et al. 2013; Bacci et al. 2016; Dias et al. 2017;
Raghavendra e Velamuri 2018). Este agente microbiano sintetiza nove metabdlitos
secundarios (A-H e J) denominados espinosinas, sendo 0s compostos organicos A
(componente principal) e D (componente secundario) 0s que possuem maior atividade
inseticida e ainda sdo produzidas em grande quantidade. O produto biolégico a base
desta bactéria € designado comercialmente espinosade, o qual é constituido pelos dois
metabolitos que apresentam maior atividade bioldgica (Salgado 1998; Huseyin et al.
2005; Salgado e Sparks 2010; Dias et al. 2017).

O modo de acdo deste entomopatégeno consiste em atuar no sistema nervoso
central das larvas dos insetos, especificamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina
e nos receptores do 4cido gama-aminobutirico (GABA). A principio, a toxina atua como
agonista nos receptores nicotinicos de acetilcolina, ocasionando a abertura dos canais de
sodio de forma permanente e, posteriormente, como antagonista nos receptores do
GABA, promovendo o fechamento dos canais de cloro. Em virtude de ser uma toxina
diferente que se liga em ambos receptores, esta ndo é reconhecida e degradada pela
enzima acetilcolinesterase, permitindo com isso a passagem constante de cations,
resultando desta forma na transmisséo continua e descontrolada de impulsos nervosos, o
que causa estremecimento, paralisia e morte do organismo (Figura 2) (Salgado 1998;
Thompson et al. 2000; Watson 2001; Orr et al. 2009). O fato das espinosinas atuarem

em sitios alostéricos nos receptores nicotinicos de acetilcolina, evita a ocorréncia de
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resisténcia cruzada com outros tipos de inseticidas que possuem modo de acdo similar
(Bacci et al. 2016; Dias et al. 2017).

Receptores nicotinicos de acetilcolina

Receptores do acido y-aminobutirico
(GABA)

EspinosinasAe D

@ 6 O =

Neurotransmissores acetilcolina

Figura 2. Modo de acdo da bactéria Saccharopolyspora spinosa, no sistema nervoso
central das larvas dos insetos. Silva e Gongalves (2019).

Apesar deste agente de controle ser de origem bioldgica, a grande preocupacdo
em utiliza-lo no controle de insetos é o impacto negativo ao meio ambiente e a fauna
associada, uma vez que o produto bioldgico a base desta bactéria ndo é seletivo e, por
isso afeta os artrpodes benéficos que vivem nos ecossistemas terrestres e aquaticos
(Biondi et al. 2012; Lumaret et al. 2012; Duchet et al. 2015; Lawler 2017; Mossa et al.
2018; Monteiro et al. 2019).

Outro aspecto relevante é a selecdo de insetos naturalmente resistentes,
desencadeada em decorréncia do uso a longo prazo e de maneira improcedente deste
biolarvicida. Este fato foi observado nas pragas agricolas Spodoptera exigua, Tribolium
castaneum, S. litura e Drosophila suzukii (Moulton et al. 2000; Rinkevich e Scott 2009;
Rehan e Freed 2014; Gress e Zalom 2018) e também em populacGes de mosquitos,
como o Culex quinquefasciatus Say, 1823, em condic¢des de laboratério (Su e Cheng
2012, 2014a, 2014b), populacbes de campo de A. albopictus de diferentes regides do
Paquistdo (Khan et al. 2011) e, mais recentemente, de A. aegypti coletadas em regibes
distintas da cidade de Vientiane, capital de Laos, situada no Sudeste Asiatico
(Marcombe et al. 2018).

Considerando esse cenario, torna-se proeminente entender que os produtos de
origem bioldgica podem também ocasionar efeitos negativos aos ecossistemas,
principalmente quando empregados de maneira errada pelos programas de manejo.
Além disso, a influéncia direta na selegdo de insetos naturalmente resistentes € outro

fator desencadeado, uma vez que o processo de resisténcia é considerado complexo e
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comumente depende de multiplos fatores (poligénicos) para aparecer (Liu 2015; Bass
2017; Karunaratne et al. 2018).

1.4. Resisténcia aos inseticidas e 0s mecanismos envolvidos

Segundo a OMS (2016), a resisténcia é definida como a capacidade que um
inseto tem de sobreviver a uma concentracdo do inseticida que é considerada letal para
uma populagdo suscetivel. Esta caracteristica rara presente em alguns organismos, é
conferida por um ou mais alelos de resisténcia, que possibilitam a sobrevivéncia dos
mesmos quando expostos a inseticidas (Feyereisen et al. 2015). Os mecanismos que
conduzem o desenvolvimento da resisténcia sdo quatro (alteragcbes comportamentais,
penetracdo reduzida pela cuticula, resisténcia metabdlica e alteragdes nas proteinas
alvo), e estdo relacionados ao polimorfismo na sequéncia do alelo (s) de resisténcia ou
ainda por uma modificacdo na expressao deste (s) (Hemingway e Ranson 2000; Bisset
2002; Brengues et al. 2003; Paiva 2006; Braga e Valle 2007; Boyer et al. 2012; Nkya et
al. 2013).

O mecanismo de resisténcia por alteracdes comportamentais € retratado como o
reconhecimento de superficies que foram expostas aos inseticidas e, desta forma o
inseto evita entrar em areas com o tratamento, o que pode ocasionar a reducdo de
proliferacdo nos locais tratados, bem como a modificacdo do horario de repasto
sanguineo (Mathenge et al. 2001; Paiva 2006; Chareonviriyaphap et al. 2013; Gomez-
Guzman et al. 2017). Esse mecanismo é extremamente questionavel, por conta de
muitas suposicdes em todos os métodos utilizados para avaliar tais resultados. A
hipotese fundamental para os que procuram compreender esse tipo de mecanismo € a
existéncia de uma fundamentacdo genética relacionada a caracteristica selecionada,
onde tal comportamento é provavelmente determinado por varios genes, 0 que torna
dificil que os efeitos de selecdo sejam simples. Outra hipdtese é relacionada a
plasticidade genética do organismo, onde o efeito observado no inseto € uma
consequéncia de alteracdes fisiologicas ou morfoldgicas de acordo com as condic¢des do
ambiente (Zalucki e Furlong 2017).

A resisténcia por penetracdo reduzida € ocasionada por mudangas na
composicdo proteica do tegumento do inseto, o que conduz a uma diminuicdo da
entrada do inseticida. Essa modificacdo na composicao da cuticula ou aumento de sua
espessura, ocasionada pela crescente deposi¢do de macromoléculas estruturais (lipideos

epicuticulares e/ou proteinas cuticulares) pode retardar o acesso das moléculas do



26

inseticida a seus receptores-alvo dentro das células neuronais. Isso é importante para 0s
insetos, pois possibilita que as enzimas de desintoxicagdo tenham mais tempo para agir,
resultando em caracteristicas fenotipicas de resisténcia mais fortes. Estas informacoes,
quando associadas com a compreensdo das propriedades moleculares dos inseticidas,
sdo importantes para entender como o processo de selecdo de insetos naturalmente
resistentes pode acontecer mais rapido (Braga e Valle 2007; Balabanidou et al. 2018;
Karunaratne et al. 2018; Simma et al. 2018).

A resisténcia metabdlica € um dos principais mecanismos envolvidos na
resisténcia a inseticidas, pois abrange varias enzimas responsaveis em eliminar
substancias toxicas ou torna-las menos tdxicas ao organismo. As principais enzimas de
desintoxicacdo envolvidas nesta resposta do inseto séo as esterases, citocromo P450
(P450s) e glutationa S-transferases (GSTs) (Bisset 2002; Poletti e Omoto 2003; Braga e
Valle 2007; Liu 2015; Karunaratne et al. 2018; Valbon et al. 2019).

Ja a resisténcia a inseticidas por alteracbes no sitio-alvo, ocorrem pela
diminuicdo ou dificuldade de ligacdo do composto com a molécula-alvo. Esta
insensibilidade ao sitio-alvo pode ser ocasionada pelas modificacdes na estrutura destes
ou uma mutacdo pontual de genes que codificam as proteinas-alvo que interagem com o
inseticida. Uma vez modificadas as proteinas-alvo, estas ndo ocasionam o mesmo nivel
de resisténcia a todos os inseticidas que pertencem a um grupo especifico. As principais
alteracdes acontecem nos canais de sodio, nos receptores nicotinicos de acetilcolina e
nos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) (Braga e Valle 2007; Liu 2015;
Karunaratne et al. 2018).

Neste contexto, € relevante que a resisténcia aos inseticidas seja considerada um
importante processo evolutivo, tendo como modelo os mosquitos, devido as suas
caracteristicas para uma resposta rapida, como ciclos de vida curtos, com descendentes
abundantes e outras caracteristicas inerentes. Contudo, mesmo sendo um fenémeno pré-
adaptativo, essa mutacdo de resisténcia tem implicacbes importantes nas funcgdes
fisiologicas dos insetos, em virtude da manutencdo de populagdes resistentes no campo,
0 que ocasiona prejuizos nas campanhas de controle de vetores e na aptidao dos insetos
que é prejudicado significativamente (Bass 2017; Viana-Medeiros et al. 2017;

Karunaratne et al. 2018).
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1.5. Efeito da resisténcia a inseticida no fitness de insetos

A resisténcia aos inseticidas conduz ainda uma série de efeitos negativos nas
caracteristicas biologicas de uma populacdo de insetos. Esses agravos podem ser
observados em populagdes submetidas ao uso continuo de inseticidas quimicos e
bioldgicos (Bourguet et al. 2004; Berticat et al. 2008; Paris et al. 2011; Li et al. 2017).
No caso dos inseticidas bioldgicos, observou-se que ha registros de resisténcia de alguns
insetos pragas agricolas ao biolarvicida espinosade, com reflexos negativos sobre as
seguintes caracteristicas bioldgicas: tamanho corporal, comportamento de alimentacao,
taxa de emergéncia dos adultos, fecundidade, eclosdo de larvas e tempo de
desenvolvimento do inseto (Li et al. 2007; Abbas et al. 2014; Li et al. 2017; Khan
2018).

Em mosquitos, até 0 momento, ndo ha estudos relatando efeitos negativos em
aspectos da biologia do inseto, em decorréncia da resisténcia ao biolarvicida espinosade.
Todavia, o trabalho de Romi et al. (2006) ressalta que larvas de A. aegypti suscetiveis
ao biolarvicida espinosade guando expostas a altas concentracdes (1 e 500 ppm) deste
produto, ocasionam diminuicdes na taxa de oviposicdo e viabilidade dos ovos.
Resultados semelhantes foram registrados recentemente por Fernandes et al. (2019),
analisando larvas de A. aegypti suscetiveis ao mesmo larvicida tratadas com diferentes
concentracdes subletais, o que resultou em adultos com intestino danificado,
influenciando diretamente na quantidade de sangue ingerido, assim como na taxa de
oviposicéo e viabilidade de ovos.

Neste contexto, suportar a toxicidade dos inseticidas pode ser oneroso, exigindo
energia para a alocacdo de recursos, garantindo a adaptacdo e sobrevivéncia do
organismo. Varios mecanismos comportamentais, fisioldgicos e genéticos sdo usados
por insetos para diminuir o efeito das toxinas de agentes de controle, levando na maioria
das vezes a resisténcia. Tais acfes sdo dispendiosas e podem ainda ocasionar Varios
efeitos na aptidao do inseto (Kliot e Ghanim 2012; Bass 2017).

Diante dos problemas gerados a partir das epidemias de Dengue, Chikungunya e
Zika no pais, é fundamental analisar aspectos relacionados a utilizacao de biolarvicidas,
aplicados de maneira continua para o controle de vetores. Considerando o cenério atual
de resisténcia do A. aegypti aos inseticidas quimicos é importante avaliar agentes de

controle considerados mais eficientes, menos agressivos ao meio ambiente, a saude
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humana e que ndo levem a selecdo de populacdes resistentes (Benelli et al. 2016; Zara et
al. 2016; Carvalho e Moreira 2017).

Neste sentido, alguns estudos tém ressaltado o impacto negativo ao meio
ambiente, a fauna associada (Biondi et al. 2012; Lumaret et al. 2012; Duchet et al.
2015; Lawler 2017; Mossa et al. 2018; Monteiro et al. 2019), além da selecdo de
populacbes resistentes em virtude da utilizacdo continua e improcedente do produto
bioldgico espinosade, & base da bactéria S. spinosa, utilizado durante anos em Vvarios
paises para o controle de insetos de importancia médica e agricola (Khan et al. 2011; Su
e Cheng 2012, 2014a, 2014b; Rehan e Freed 2014; Gress e Zalom 2018; Marcombe et
al. 2018). Diante disso, é fundamental analisar os efeitos de aplica¢fes continuas sobre
populacbes selvagens de A. aegypti para melhor recomenda-lo aos programas de
controle oficiais do governo em situacdes pontuais.

Embora a resisténcia ao espinosade seja notificada em muitas espécies de insetos
pertencentes a diferentes ordens, este € o primeiro estudo de pressao de selecdo desse
biolarvicida realizado em laboratdrio, utilizando a populacdo de A. aegypti da cidade de
Manaus - AM, com o propdsito de analisar em seis geracOes se este biolarvicida pode
ocasionar a selecdo de espécimes resistentes em curto prazo e, consequentemente,
alterar algumas caracteristicas bioldgicas dos mesmos.

A avaliacdo do efeito subletal na populacdo de A. aegypti submetida a presséo de
selecdo em laboratério, permitira entender melhor a dindmica da resisténcia ao
biolarvicida espinosade, assim como 0s possiveis efeitos sobre os aspectos bioldgicos
do mosquito, tais como a sobrevida de adultos oriundos de larvas expostas, a quantidade
e viabilidade de ovos produzidos. Estas informagfes sdo extremamente relevantes, pois
possibilitardo a elaboracdo de estratégias de controle alternativas, em um cenéario que o

inseticida empregado ndo apresenta mais o efeito desejado.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

v' Avaliar a taxa de resisténcia da populacdo de Aedes aegypti da cidade de
Manaus-AM, exposta ao biolarvicida a base da bactéria Saccharopolyspora

spinosa, em condicdes de laboratorio.

2.2. Especificos

v" Verificar o nivel de suscetibilidade da populacdo de A. aegypti da cidade de
Manaus, ao biolarvicida espinosade.

v" Detectar as concentragdes letais (CLso e CLgs) do biolarvicida e seus limites para
as geracoes F3 e Fe.

v" Analisar a influéncia da pressdo de selecdo do biolarvicida nas caracteristicas
bioldgicas (taxa de oviposicao, tempo médio do estagio larval, tempo médio do
estagio de pupa, tempo de desenvolvimento do inseto e peso corporal das fémeas

antes e apos o repasto sanguineo), referente as geracdes F2 e Fe.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta de ovos de Aedes aegypti em campo

A populacdo de A. aegypti utilizada neste estudo foi obtida a partir de ovos
coletados em um bairro de cada uma das regides administrativas da cidade de Manaus
(Norte, Sul, Leste, Oeste, Centro-Sul e Centro-Oeste). A escolha de cada bairro foi feita
levando em consideracdo a maior densidade vetorial, segundo os resultados do
Levantamento Répido do indice de Infestacdo por A. aegypti (LIRAa) de 2017,
realizado pela Secretaria Municipal de Saude (SEMSA/Prefeitura de Manaus 2017). A
escolha de seis pontos de coleta objetivou amostrar de maneira representativa, a
populacdo de A. aegypti do municipio de Manaus, assim como minimizar a0 maximo o
endocruzamento, fator que pode aumentar a mortalidade dos organismos durante os
testes de laboratorio com estas populacfes. A autorizagdo para as coletas foi concedida
pelo SISBIO/21264-4/2017-2018.

As coletas foram feitas utilizando armadilhas de oviposi¢do, também conhecidas
como ovitrampas (Fay e Eliason 1966). Estas consistem em vasos plasticos de coloragéo
preta e formato circular, medindo 9 x 11 cm, com capacidade de 500 mL (Figura 3). No
interior das armadilhas foram utilizadas palhetas do tipo Duratree, marca Eucatex®, com 5
mm de espessura, 15 cm de comprimento por 3 cm de largura, colocadas verticalmente, com
a superficie aspera do material para o lado externo, de modo a facilitar a ovipostura e adesdo
dos ovos. O principal atrativo nas armadilhas foi uma solugdo contendo infusdo de graminea
(10%) (Reiter et al. 1991), com o volume total de 300 mL, obtida a partir de capim colonido
(Megathyrsus maximus Jacq), fermentado em &gua de pogo artesiano por sete dias em

temperatura ambiente, com média anual de 32°C + 10°C.

,,,,,

Figura 3. Ovitrampa utilizada
para a coleta de ovos de Aedes
aegypti. Fonte: Silva (2019).
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As cinco semanas de amostragens foram realizadas no periodo entre dezembro de
2017 e janeiro de 2018 (estacdo chuvosa). As amostragens foram iniciadas apds o
deferimento dos moradores no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(Anexo 1). Trinta ovitrampas foram distribuidas em cada um dos pontos de coleta,
perfazendo 180 armadilhas por semana. Em cada bairro foi selecionada aleatoriamente
uma residéncia por quarteiréo, totalizando 30 residéncias. A instalacdo das armadilhas
foi feita no peridomicilio, ao nivel do solo, abrigada do sol e da chuva, e em local com
pouca movimentacao de pessoas e animais.

A cada sete dias, as palhetas foram substituidas e encaminhadas para o insetario do
Laboratorio de Controle Bioldgico e Biotecnologia de Malaria e Dengue (LCBBMD),
localizado no Campus, | do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). As
palhetas foram armazenadas, etiquetadas por localidade e colocadas para secar (Figura
4A). Em seguida, foi quantificado o nimero de palhetas positivas para a presenca de

ovos (Figura 4B), referente a cada bairro.

Figura 4. Acondicionamento das palhetas em laboratorio: A) Palhetas com ovos de
Aedes spp.; B) Contagem de ovos em microscopio estereoscopico. Fonte: Silva (2018).

3.2. Manutencao de imaturos de Aedes aegypti coletados nas diferentes regides da
cidade de Manaus, em condicdes de laboratdrio

Ovos da primeira e segunda semana de coleta foram imersos em bandejas de
plastico (45x30x7,5 cm), contendo agua destilada para estimular a eclosdo das larvas
(Figura 5A). As bandejas foram identificadas conforme a regido de coleta. Estas larvas
foram mantidas no insetario em condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo

controlado (27+2°C, 80-90% e 12L:12D) e alimentadas com mistura de ragdo para gato
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(Whiskas®) e roedores (Teklab global®) na proporgdo 1:1, triturada em particulas finas
(Figura 5B). A 4gua das bandejas foi trocada a cada trés dias, para impedir a formagao de
pelicula de gordura na superficie e, consequentemente, o crescimento bacteriano que pode
ocasionar a morte das larvas. Todas as bandejas foram cobertas com tela do tipo filé para
evitar a evasdo dos mosquitos.

Apds a emergéncia, os adultos foram capturados com capturador de Castro e a
identificagdo da espécie foi realizada utilizando caracteres morfolégicos externos,
principalmente do térax, com auxilio de microscopio estereoscopico ZEISS Stemi 2000 50X
e chaves de identificacdo propostas por Forattini (2002), Harbach (2019) e WRBU (2019).
Os adultos machos e fémeas da mesma localidade foram colocados para copular em
gaiolas de papeldo (17 x 20 cm) (Figura 5C). Dois copos plasticos revestidos com tiras
de papel filtro e preenchidos com 70 mL de &gua destilada foram utilizados como
substrato para oviposicdo. Além disso, como fonte de carboidratos foi adicionado um
erlenmeyer contendo rolo de gaze com pedacos de algoddo no centro, embebido com agua
acucarada a 12%, assim que estivesse seco 0 algodao era substituido. O repasto sanguineo foi
realizado duas vezes por semana, durante 30 minutos com a utilizacdo de hamster
(Mesocricetus auratus) devidamente anestesiado, conforme o procedimento aprovado pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais do INPA (CEUA: 054/2018 — “Criagio de mosquitos
vetores, em condi¢des de laboratdrio”) (Figura 5D).

Ovos da geracdo F1 foram colocados para secar sobre papel absorvente, durante
72 horas (Silva e Silva 1999) (Figura 5E) e, em seguida, foram imersos em recipientes
contendo &gua destilada para a ecloséo das larvas (Figura 5F). Estas foram alimentadas
até atingirem o terceiro estadio, e utilizadas no bioensaio de concentragdo diagndstica. Os
mesmos procedimentos de criagdo foram realizados com A. aegypti cepa Rockefeller,
linhagem cedida pela Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) do
municipio de Marilia, S&o Paulo. Estas larvas foram utilizadas como referéncia de
suscetibilidade para comparacao de mortalidade da populacéo de A. aegypti coletada em
campo. As larvas de terceiro instar proveniente da geragdo Fss desta estirpe foram

separadas para realizacdo de bioensaios quantitativos.
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Figura 5. Criacdo de Aedes aegypti em laboratorio: A) Palhetas com ovos imersas em
bandeja de plastico com agua destilada para obtencdo de larvas; B) Criacdo de imaturos
de Aedes spp.; C) Captura, identificacdo e insercdo de adultos em gaiolas de papeldo; D)
Repasto sanguineo com hamster anestesiado; E) Acondicionamento de papéis filtro contendo
ovos da geragdo F1; F) Ovos imersos em bandeja de plastico com agua destilada para ecloséo
de larvas. Fonte: Silva (2019).

3.3. Bioensaios quantitativos com Aedes aegypti cepa Rockefeller

Os bioensaios quantitativos foram realizados para detectar a estimativa das
Concentracdes Letais (CLso e CLog) da formulacdo liquida do biolarvicida espinosade
(Natular™ 20EC — 20,6% Spinosad a.i., Clarke Mosquito Control Products, Inc.). A
primeira concentragdo foi utilizada no célculo de Razdo de Resisténcia e a Ultima
auxiliou como parametro para a obtencdo da concentracdo diagndstica do biolarvicida.
Os bioensaios foram realizados conforme o protocolo da Organizagdo Mundial de
Saude (WHO 2005).

Os testes foram conduzidos com sete concentragdes do biolarvicida (0,04; 0,06;
0,08; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4 mg/L) avaliadas de forma a obter 50-100% de mortalidade.
Cada concentracao foi realizada trés vezes, em dias diferentes e em quintuplicata, que
correspondeu a cinco copos plasticos com 150 mL de agua destilada, 20 larvas de
terceiro estadio, a quantidade correspondente de cada concentracdo do biolarvicida e

alimento para larvas. Além disso, cada bioensaio era composto de um controle negativo,
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com as mesmas condicdes de agua, larvas e alimento, porém sem o biolarvicida (Figura
6). Em cada concentragdo foram utilizadas 360 larvas e as leituras eram realizadas em
intervalos entre 24 e 48 horas, apos aplicacdo do biolarvicida, com contagem de larvas
vivas e mortas. Os recipientes foram mantidos em uma sala com temperatura de 27 +
2°C, umidade 80-90% e fotoperiodo de 12L.:12D.

As concentragdes utilizadas em todos os bioensaios realizados nesse trabalho

foram estabelecidas de acordo com as recomendacdes dos fabricantes.

Figura 6. Disposi¢do dos copos pléstico contendo larvas de Aedes aegypti cepa
Rockefeller na realizagdo de um bioensaio quantitativo. Fonte: Silva (2019).

3.4. Bioensaio de concentracdo diagnéstica com a populacdo de Aedes aegypti
coletada em campo

ApoOs constatar a estimativa da Concentracdo Letal (CLgg) por meio dos
bioensaios quantitativos com a cepa Rockefeller, o dobro desta concentragéo, referente
ao intervalo de 48 horas, foi avaliado como concentracdo diagndstica, para verificar o
nivel de suscetibilidade da populacdo de A. aegypti da cidade de Manaus ao
biolarvicida.

Os bioensaios foram realizados, conforme descrito no item 3.1, porém,
utilizando larvas de terceiro instar proveniente da geracdo F1 e a quantidade

correspondente do biolarvicida (dobro da CLgg). Os experimentos foram conduzidos em
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concordancia com os parametros estabelecidos pela OMS para testes de inseticida e de
suscetibilidade a larvicidas bacterianos, em condi¢des de laboratério (WHO 1981,
2016).

3.5. Bioensaios quantitativos com a populagdo de Aedes aegypti coletada em campo

O processo de criagdo seguiu as mesmas etapas descritas no item 2.2, porém
foram utilizados 25 machos e 25 fémeas da populagéo de campo (Fo) referente a cada
um dos pontos de coleta. Os 50 mosquitos foram colocados em gaiola de papelao para
copula e obtengdo da geracdo Fi. As larvas de terceiro estddio desta geragdo foram
utilizadas nos bioensaios quantitativos para detectar a estimativa da concentracao letal
mediana CLso, a qual foi utilizada no experimento de pressdo de selecdo e célculo
Raz&o de Resisténcia.

Os testes foram realizados conforme descrito no item 3.1, utilizando 10
concentracgdes (0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,08; 0,06 e 0,04 mg/L), estabelecidas de
forma a obter mortalidade de 50-100%.

3.6. Criacao de Aedes aegypti em laboratorio e exposi¢cdo ao biolarvicida espinosade

Ovos da terceira a quinta semana de coleta foram utilizados para a criagéo de A.
aegypti conforme descrito no item 2.2. Entretanto, para evitar o endocruzamento, uma
vez que adultos machos e fémeas de localidades diferentes foram colocados em gaiolas
de papeldo para copular. Este procedimento foi realizado na populacdo de campo (Fo)
para obtencdo da geracdo F1 (Figura 7). Cada grupo de cruzamento foi representado por

uma gaiola, totalizando seis gaiolas por geragéo.
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Figura 7. Cruzamento realizado para a obtencdo das geracdes referente as linhagens do insetario espinosade e controle. F=
Geracdes; G= Gaiolas. Fonte: Gongalves e Silva (2019).
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Os adultos da populagéo de campo (Fo) foram alimentados com solugéo de agua
acucarada a 12% e as fémeas, duas vezes por semana realizaram repasto sanguineo, durante
30 minutos em hamster (M. auratus) anestesiado. Apos o periodo de oviposic¢do, quatro
dias em média, o papel filtro contendo ovos foi retirado e colocado para secar sobre
papel absorvente, durante 72 horas.

Ovos da geracdo F1 foram divididos igualmente para a criagdo dos insetarios
espinosade e controle. Posteriormente, os ovos foram imersos em bandejas de plastico
contendo agua destilada e alimento para estimular a eclosdo das larvas. Estas foram mantidas
até atingirem o terceiro estadio e, em seguida, foram utilizadas nos bioensaios de
pressdo de selecdo. A criacdo do insetario controle objetiva investigar a eficiéncia do
esquema de cruzamento, possibilitando diminuir fatores como a endogamia e a deriva
genética, principalmente na linhagem pressionada, mantendo um fundo genético comum para
as linhagens provenientes dos dois insetarios. Além de possibilitar que a resposta de
mortalidade aconteca em virtude da presséo de selecdo com o produto bioldgico.

Os testes foram realizados em trés dias diferentes, utilizando 500 larvas em cada
dia, mantidas em recipiente contendo 1 litro de &gua destilada, alimento e a
concentragédo letal mediana (CLso) do biolarvicida, onde ficaram expostas por 48 horas.
Considerando todas as geragdes, 1500 larvas de cada grupo de cruzamento foram
expostas ao produto bioldgico. As larvas do insetario controle procedentes de cada
grupo de cruzamento foram utilizadas como um controle negativo, as quais ficaram
mantidas em recipientes, contendo 1 litro de agua destilada e alimento (Figura 8). Os
testes foram realizados em salas com temperaturas de 27 = 2°C, umidade 80-90% e
fotoperiodo de 12L:12D.

Apbds o tempo de exposicdo ao biolarvicida, as larvas sobreviventes foram
transferidas para novos recipientes contendo agua destilada e alimento, onde foram
mantidas até atingirem o estagio adulto. Conforme a emergéncia, machos e fémeas
provenientes de cruzamentos diferentes foram colocados em gaiolas de papeldo para
copular e obter a geracdo F». Esse procedimento foi repetido até a obtencdo da geracao
Fe (Figura 7).
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Figura 8. Disposicdo das bandejas de plastico contendo larvas de Aedes aegypti na
realizacdo do bioensaio de presséo de selecdo. Fonte: Silva (2019).

3.7. Bioensaios quantitativos com larvas de Aedes aegypti, das geragdes F3 e F6,
expostas ao espinosade e controle

O mesmo processo de criagdo foi realizado conforme descrito no item 2.2; no
entanto, utilizando 25 machos e 25 fémeas referentes aos grupos de cruzamento das
geragdes F3 e Fe (Figura 7). Os adultos de cada geracdo foram colocados para copular
em gaiolas de papeldo separadas para obter a geragcdo Fi. As larvas de terceiro instar
obtidas foram utilizadas nos bioensaios quantitativos, com o propdsito de verificar a
modificacdo da estimativa da CLso e, consequentemente, a alteragdo do nivel de
suscetibilidade das larvas procedentes das geracGes Fs e Fg, em relacdo aos mosquitos
pertencentes a geragao Fi.

Os bioensaios foram realizados conforme descrito no item 3.1, utilizando as
mesmas concentragdes (0,7; 0,6; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1; 0,08; 0,06 e 0,04 mg/L),
estabelecidas para detectar a estimativa das Concentracfes Letais (CLso e CLgs), antes

de iniciar os experimentos de pressdo de selecdo na geracéao F.
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3.8. Ensaios para avaliacdo de aspectos reprodutivo e do desenvolvimento

3.8.1. Ciclo de vida dos mosquitos. O delineamento amostral utilizado foi
descrito por Paris et al. (2011), Brito et al. (2013) e Tabbabi e Daaboub (2018), com
modificagfes. Ovos referentes as geragdes F» e Fe foram retirados dos insetarios
espinosade e controle (Figura 9A) e imersos em recipientes contendo 1 L de agua
destilada por 24 horas para estimular a eclosdo das larvas (Figura 9B). Apos a
incubacgédo, 600 larvas de primeiro instar (L1) foram selecionadas e divididas em 30
pools de 20 larvas, colocadas em copos com 150 mL de agua destilada e 0,01 g de
alimento (mistura de ragdo para gato e roedores na proporcéo 1:1), adicionado a cada trés
dias (Figura 9C). Os recipientes foram mantidos nos seus respectivos insetérios, em
condicGes de temperatura, umidade e fotoperiodo controlados (27+1°C, 80-90% e
12L:12D, respectivamente). O tempo de desenvolvimento dos imaturos até a

emergéncia dos adultos foi analisado diariamente.

Figura 9. Criacdo, manutencdo e analise do ciclo de vida de Aedes aegypti: A)
Acondicionamento de papéis filtro, contendo ovos das geracdes F» e Fe expostas ao
espinosade e individuos controle; B) Ovos imersos em bandeja de plastico com agua
destilada para eclosdo de larvas; C) Disposicdo dos copos plastico, contendo larvas de A.
aegypti para avaliacéo do ciclo de vida dos mosquitos. Fonte: Silva (2019).

3.8.2. Tempo médio do estagio larval: foi determinado por meio da contagem
diaria de larvas que atingiram o estagio de pupa.

3.8.3. Tempo médio do estagio de pupa: foi determinado levando em
consideracao o tempo que o inseto permanece neste estagio imaturo até a emergéncia do

adulto.
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3.8.4. Peso corporal das fémeas antes e ap06s o repasto sanguineo. O desenho
experimental proposto foi realizado conforme descrito por Belinato et al. (2009) e
Viana-Medeiros et al. (2017), com modificagdes. Ovos referentes as geragdes F. e Fe
foram retirados de cada populacdo (controle e pressionada) (Figura 10A) e imersos em
recipientes, contendo 1 L de agua destilada durante 24 horas para estimular a eclosao
das larvas (Figura 10B). Apo6s a eclosdo, 2500 larvas de primeiro instar (L1) foram
selecionadas e divididas em cinco grupos de 500 larvas, mantidas em recipientes
contendo 1 L de agua destilada e 0,5 g de racdo, colocado a cada trés dias até atingirem
0 estagio de pupa (Figura 10C). Apos a emergéncia, 420 fémeas e 420 machos de cada
insetario foram capturados e divididos em dois grupos, contendo 210 espécimes de cada
sexo, mantidos em gaiolas de papeldo para copular por quatro dias (Figura 10D). Para
saber o0 peso corporal das fémeas antes e apds 0 repasto sanguineo, essas foram
separadas em dois grupos, respectivamente: i) fémeas que ndo realizaram o repasto
sanguineo e ii) fémeas que realizaram o repasto sanguineo em hamster anestesiado
durante 30 minutos (Figura 10E). Posteriormente, as fémeas de cada grupo foram
divididas em 21 pools de 10 mosquitos e foram colocadas no freezer (-20°C) por 5
minutos. Apds este periodo, as fémeas foram pesadas utilizando balanca eletronica de
precisdo - Bel Engineering Mark® M214A (Figura 10F).

Populagédo Grupo de fémeas
pressionada

Populagéo controle

Grupo de fémeas
com repasto

sem repasto

Figura 10. Criacdo dos adultos e pesagem da proporcdo de sangue ingerido:
A) Acondicionamento de papéis filtro contendo ovos das geracdes F2 e Fes do
insetario espinosade e controle; B) Ovos imersos em bandeja de plastico com
agua destilada para eclosdo de larvas; C) Disposicdo de vasilhas de pléastico
contendo agua destilada, larvas e alimento; D) Gaiolas de papel&o contendo fémeas
do grupo controle e pressionado; E) Grupo de fémeas submetidas ao repasto
sanguineo e grupo de fémeas sem repasto; F) Fémeas de cada insetario (espinosade
e controle) pesadas na balanca analitica. Fonte: Silva (2019).
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3.8.5. Taxa de oviposicdo. O delineamento amostral utilizado foi descrito por
Martins et al. (2012) e Brito et al. (2013), com modificagdes. Os processos de criagéo,
copula e alimentacdo foram os mesmos descritos no item acima. No entanto, apos a
emergéncia, foram utilizados 60 fémeas e 60 machos de cada insetario (espinosade e
controle), os quais foram capturados e colocados em gaiolas para copular por quatro
dias (Figura 11A). Para as fémeas, foi oferecido um repasto sanguineo em hamster
anestesiado durante 30 minutos (Figura 11B). Apds a alimentacdo sanguinea, 30 fémeas
de cada insetario foram capturadas e adicionadas individualmente em copos plastico de
180 mL cobertos com tela do tipo filo, contendo 70 mL de agua destilada e papel filtro
como substrato para oviposic¢do (Figura 11C). Os recipientes foram mantidos nos seus
respectivos insetarios durante cinco dias e ap6s este periodo, as fémeas foram

removidas e 0s ovos contabilizados em microscopio estereoscdpico (Figura 11D). Este

experimento foi realizado nas geracGes F» e Fe.

- - B8 | c | e
Figura 10. Criacdo dos adultos e contagem de ovos: A) Gaiola de papeldo contendo 60
machos e 60 fémeas; B) Fémeas de Aedes aegypti realizando o repasto sanguineo em
hamster anestesiado; C) Disposi¢do dos copos plasticos contendo agua destilada, papel
filtro e uma fémea de A. aegypti; D) Quantificacdo dos ovos em microscopio
estereomicroscopio. Fonte: Silva (2019).
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3.9. Analise de dados
Os dados de mortalidade foram analisados pelo teste de normalidade de

Lilliefors (K amostras) para saber se possuem distribui¢do normal ou n&o. Para dados
com distribuicdo normal, foi utilizado o teste t de Student, enquanto os que ndo
apresentaram distribuicdo normal, foram analisados pelo teste de Mann-Whitney, com
nivel de significancia de 95% (p<0,05). Ambos os testes foram feitos com auxilio do
programa BioEstat 5.0 for Windows (Ayres et al. 2007).

As estimativas das concentracOes letais foram obtidas a partir dos dados de
mortalidade, submetidos a analise de Probit p<0,05 (Finney 1981), com a utilizacdo do
programa estatistico POLO PLUS (LeOra Software 2005). As concentracdes letais
obtidas nas geracOes avaliadas, foram analisadas no teste de normalidade Lillierfors (K
amostras) e, posteriormente submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), seguida por
teste de Tukey (p<0,05), com auxilio do programa estatistico BioEstat 5.0 for Windows
(Ayres et al. 2007).

Os dados dos bioensaios, utilizando-se a concentracdo diagnéstica foram
avaliados de acordo com os critérios de Davidson e Zahar (1973), Macoris et al. (2005)
e WHO (2016), no qual ressaltam que a mortalidade de 98-100% indica suscetibilidade,
mortalidade de 97-80% perda de suscetibilidade e inferior a 80% define resisténcia.

Os valores de Razéo de Resisténcia (RR) foram obtidos a partir da divisao entre
a CLso da terceira geracdo (F3) da populagéo pressionada ao espinosade com a CLsg da
cepa Rockefeller (WHO 2016), assim como a partir da divisdo entre a CLsg da terceira
geragdo (F3) da populagdo pressionada pela CLso da primeira geracdo (Fi) obtida na
populacdo antes da pressdo de selecdo desse larvicida. O mesmo célculo foi realizado,
utilizando a CLso da sexta geracdo (Fs) da populacdo pressionada. Conforme os
parametros de Mazzarri e Georghiou (1995) e WHO (2016), o nivel de resisténcia das
populacdes sdo classificados em: baixo nivel de resisténcia quando o valor € menor que
5; resisténcia moderada com valores entre 5 e 10 e alto nivel de resisténcia quando o
valor estiver maior que 10.

Os dados das populages controle e pressionada referente as caracteristicas
bioldgicas avaliadas (tempo de desenvolvimento do inseto, tempo médio do estagio
larval, tempo médio do estagio de pupa, taxa de oviposicdo e peso corporal das fémeas
antes e apos o repasto sanguineo) foram analisados no teste de normalidade Lilliefors

(K amostras). A partir dos testes iniciais, os dados que apresentaram normalidade,
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optou-se por utilizar o teste paramétrico t de Student (p<0,05), enquanto 0s que néao

apresentaram normalidade, utilizou-se o teste ndo paramétrico Mann-Whitney (p<0,05).

4. RESULTADOS

4.1. Porcentagem de mortalidade e estimativa das CLso e CLgg em mg/L para Aedes
aegypti cepa Rockefeller

Foi observado uma relacdo positiva entre as concentracdes utilizadas e a
mortalidade observada, ou seja, quanto mais alta a concentracdo maior a mortalidade
(Figura 12). Verificou-se ainda maior mortalidade das larvas na leitura de 48 horas,
constatando diferenca significativa entre os tempos de observacao (24 e 48 horas) para
cada concentracdo (p<0,05).
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Figura 11. Comparagdo da mortalidade entre 24 e 48 horas das larvas de Aedes aegypti
cepa Rockefeller, nos bioensaios com o biolarvicida espinosade, em condices de
laboratério. Letras diferentes entre as linhas (tempo de observagdo) indicam diferenca
significativa (p<0,05) para cada concentragdo de acordo com o teste de Mann-Whitney.

Considerando os valores das CLso nos dois intervalos de observagéo, verificou-
se que a maior toxicidade foi obtida no intervalo de 48 horas, para o qual foi verificado
0 menor valor desta concentracdo (p= 0,01) (Tabela 1). O mesmo resultado foi
constatado para a CLgg (p= 0,0417).



a4

Tabela 1. Estimativa das concentracdes letais (CLso € CLoo) € intervalo de confianca de
95%, no periodo de 24 e 48 horas para o biolarvicida espinosade com toxicidade para
larvas de Aedes aegypti cepa Rockefeller, em condicgdes de laboratdrio.

Horas CLso mg/L CLgs mg/L x2 Slope = SE

24 0,123 2 0,798 2 8,1424 2,866 (0,106)
(0,113 - 0,134) (0,640 - 1,051)

48 0,089 ° 0,452 3,486 3,289 (0,151)
(0,084 - 0,094) (0,398 - 0,527)

Legenda: CL= Concentracdo Letal; y2= qui-quadrado; Graus de Liberdade (GL) - 24
horas = 5 e 48 horas = 4; SE= Erro padrédo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas (p<0,05), de acordo com o teste t de Student.

4.2. Concentracdo diagndstica

A concentracdo diagnostica (0,904 mg/L) do biolarvicida utilizada nos
bioensaios foi obtida a partir do dobro da CLog (0,452 mg/L) adquirida no intervalo de
48 horas para a cepa Rockefeller. Apos utilizacdo da concentracdo diagnostica, foi
verificada uma mortalidade de 100% dos insetos provenientes de cada zona
administrativa da cidade de Manaus, Amazonas. O que demonstra alto nivel de

suscetibilidade dos mosquitos ao produto biolégico, independente da regido amostrada.

4.3. Porcentagem de mortalidade e estimativa da CLso em mg/L para larvas da
geracdo F1, procedentes da populacé@o de Aedes aegypti coletada em campo

Considerando a geragdo F1, observou-se uma resposta diretamente proporcional
entre as concentracdes empregadas e a mortalidade observada (%), ou seja, quanto mais
alta a concentracdo, maior a mortalidade das larvas (Figura 13). Verificou-se ainda que
0s maiores valores de mortalidade foram observados no intervalo de 48 horas,
resultando uma diferenca estatistica significativa (p= 0,0001) no percentual de
mortalidade entre a leitura de 24 e 48 horas para as concentracdes menores (0,04; 0,06;
0,08), porém, essa diferenca ndo foi observada nas demais concentragdes (p>0,05).
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Figura 12. Comparacdo da mortalidade das larvas de Aedes aegypti da geracdo F1, entre
os intervalos de 24 e 48 horas, nos bioensaios com o biolarvicida espinosade, em
condicdes de laboratorio. Letras diferentes entre as linhas indicam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) para cada concentragdo entre os tempos de observacéo de acordo
com o teste t de Student ou Mann-Whitney.

Analisando os valores das ClLso, constatou-se que a maior toxicidade do
biolarvicida foi obtida no intervalo de 48 horas, para qual foi verificado o menor valor
desta concentracdo (Tabela 2). Todavia, ndo houve diferenca estatistica significativa
quando comparada as estimativas das CLso e 0s respectivos intervalos de confianga,

entre os periodos de observacéo (p>0,05).

Tabela 2. Estimativa da CLso e intervalo de confianca de 95%, no periodo de 24 e 48
horas para o biolarvicida espinosade com toxicidade para larvas de Aedes aegypti, em
condicdes de laboratdrio.

Horas CLso mg/L 12 Slope + SE
24 0,071° 19,540 2,186 (0,134)
(0,032 - 0,102)
48 0,036 2 4,831 1,956 (0,161)

(0,019 - 0,051)

Legenda: CLso= Concentracdo Letal Mediana; y2= qui-quadrado; Graus de Liberdade
(GL) - 24 e 48 horas = 3; SE= Erro padréo. Letras iguais na mesma coluna, ndo diferem
de acordo com o teste t de Student (p>0,05).
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Comparando a CLsg (0,036 mg/L) da populagdo Fi do laboratorio e a CLso
(0,089 mg/L) da cepa Rockefeller, verificou-se que o valor obtido nesta Ultima
populagédo foi quase trés vezes maior que o valor observado para a primeira,
constatando-se diferenca estatistica significativa entre os respectivos valores (p=
0,0052).

4.4. Nivel de resisténcia da linhagem de Aedes aegypti exposta ao biolarvicida
espinosade, em condicdes de laboratdrio

Considerando a estimativa da CLsp (0,036 mg/L) do biolarvicida utilizada em
todas as geracgdes, verificou-se uma modificacdo no valor da concentragdo obtida nas
geragdes F3 e Fe de A. aegypti pressionada (Tabela 3), resultando em uma diferenca
significativa (p= 0,0019) na CLso inicial (0,036 mg/L) observada na F1 antes da presséo
de selecéo (Tabela 2), em comparacdo ao valor observado na Fz. O mesmo resultado foi
averiguado entre a CLso da F1 e Fe (p= 0,0187). Nao foi contatada diferenca estatistica

significativa entre Fs e Fe (p>0,05).

Tabela 3. Estimativa da CLso e intervalo de confianga de 95% nas geracdes Fsz e Fe da
populacdo de Aedes aegypti pressionada com o biolarvicida espinosade, em condicGes
de laboratorio.

Geracoes CLso mg/L 12 Slope + SE

Fs 0,114 ° 1,736 1,977 (0,094)
(0,104 - 0,124)

Fs 0,101° 7,767 2,427 (0,146)
(0,075 - 0,124)

Legenda: CLso= Concentracdo Letal Mediana; y2= qui-quadrado; Graus de Liberdade
(GL) — geracdes Fs= 3 e Fe= 4; SE= Erro padréo. Letras iguais ha mesma coluna nédo

diferem de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com o calculo de Razédo de Resisténcia (RR), os valores obtidos para
a Fz da linhagem pressionada foram 1,3 e 3,2 considerando a relagdo com a cepa
Rockefeller e a populacéo F1 do laboratorio, respectivamente. Por outro lado, os valores
adquiridos na Fes da cepa pressionada foram 1,1 e 2,8 utilizando a Rockefeller e a
populacdo F1 mantida em laboratério, respectivamente. Conforme os parametros de

Mazzarri e Georghiou (1995) e WHO (2016), a populacdo pressionada ainda é
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considerada com baixo nivel de resisténcia ao produto bioldgico, pois apresenta valores

menores do que 5.

4.5. Estimativa da CLso em mg/L do biolarvicida espinosade nas geracoes Fi1 e Fe
da populagéo de controle

A CLso obtida para a Fes da populacédo controle foi praticamente o dobro da CLsg
inicial averiguada na F1, observando-se diferenca estatistica significativa (p=0,0297) na

comparacao das estimativas das CLso entre as duas geragdes avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa da CLso e intervalo de confianga de 95% do biolarvicida
espinosade nas geracdes F1e Fe da populacéo controle, em condi¢des de laboratério.

Geragoes CLso mg/L 12 Slope = SE
F1 0,036? 4,831 1,956
(0,019 - 0,051) (0,161)
Fs 0,068 ° 1,434 2,592
(0,062 - 0,073) (0,143)

Legenda: CLso= Concentragdo Letal Mediana; 2= qui-quadrado; Graus de Liberdade
(GL) - geragdes F1= 3 e Fe= 4; SE= Erro padrdo. *Letras diferentes na mesma coluna
diferem de acordo com o teste de t de Student (p<0,05).

4.6. Fitness: Parametros de desenvolvimento

Tempo médio do estagio larval

N&o houve diferenca estatistica significativa entre o tempo médio do estagio
larval de A. aegypti controle e pressionado, oriundos da F2 (p>0,05) (Figura 14). No
entanto, essa diferenca foi observada nas amostras de A. aegypti procedentes da Fs, com
maior tempo médio de duracdo do estagio larval obtido para a linhagem pressionada (p=
0,0001).
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Figura 13. Tempo de meédio de duracdo do estagio larval de Aedes aegypti oriundos das
amostras controle e das pressionadas, procedentes da F, e Fe. Letras diferentes entre as
colunas, indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as populagdes dentro de cada
geracdo para o teste de Mann-Whitney.

Tempo médio do estagio de pupa

Considerando a geracdo F», ndo foi observado diferenca estatistica significativa
no tempo médio de duracdo do estagio de pupa entre as populagGes controle e
pressionada (p>0,05) (Figura 15). Na geracdo Fe foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos, com maior média de tempo no estagio de pupa para a populacao
controle (p=0,0001).
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Figura 14. Tempo médio de duracdo do estagio de pupa dos insetos oriundos da
populacdo controle e da pressionada, procedentes da F2 e Fe. Letras diferentes entre as
colunas, indicam diferenca significativa (p<0,05) entre Aedes aegypti dentro de cada
geracdo para o teste t de Student ou Mann-Whitney.

Tempo do ciclo biolégico

O tempo de desenvolvimento até o estagio adulto considerando a F», foi menor
no controle em comparagdo a pressionada, porém, essa diferenca ndo foi corroborada
pela analise estatistica (p>0,05) (Figura 16). Por outro lado, essa diferenca foi observada
entre as populagdes da geracdo Fs, onde a populacdo pressionada levou até dois dias a
mais para completar o ciclo de desenvolvimento (p=0,0001).
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Figura 15. Tempo de desenvolvimento de Aedes aegypti oriundo da populagdo controle
e pressionada, procedentes das geraces F. e Fe. Letras diferentes entre as colunas,
indicam diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre A. aegypti dentro de cada
geracdo para o teste t de Student ou Mann-Whitney.

4.7. Fitness: Parametros reprodutivos

Avaliacéo do peso corporal das fémeas de Aedes aegypti

Antes do repasto sanguineo, para as duas geracoes avaliadas (F2 e Fs), as fémeas
da populacéo pressionada apresentaram peso médio corporal inferior ao das fémeas da
populacdo controle (p= 0,0001) (Figura 17 A). Apo6s realizar o repasto sanguineo,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre a média de peso das fémeas da
segunda geracdo da populacdo controle e pressionada (p>0,05) (Figura 17 B).
Entretanto, essa diferenca foi observada na sexta geracdo, com menor média de peso
obtida para a populacédo pressionada (p= 0,0040).
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Figura 16. Peso corporal das fémeas de Aedes aegypti controle e pressionado. A) Antes
do repasto sanguineo; B) apds realizar o repasto sanguineo. Letras diferentes entre as
colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras dentro de cada
geragdo para o teste t de Student ou Mann-Whitney.
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Taxa de oviposicdo das fémeas de Aedes aegypti do controle e da

pressionada

A média de ovos na F foi significativamente maior para as amostras controle
em comparagdo as pressionadas (p= 0,0001) (Figura 18). No entanto, diferenca

estatistica significativa nao foi verificada entre os individuos de Fe (p>0,05).
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Figura 17. Média de ovos obtidos de Aedes aegypti controle e pressionado,
provenientes das geracOes F2 e Fe. Letras diferentes entre as colunas, indicam diferencga
significativa (p<0,05) entre as amostras dentro de cada geracdo para o teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

A efetividade do produto bioldgico espinosade para o controle de mosquitos
pode ser explicada pela presenca dos metabolitos secundérios, as espinosinas A e D na
proporcdo de 85:15, respectivamente. Esses metabolitos sintetizados pela bactéria S.
spinosa, possuem elevada atividade inseticida e sdo produzidos em grande quantidade
em relagdo aos outros compostos organicos produzidos (Bacci et al. 2016).

Neste estudo, observou-se alta mortalidade em 24 horas, todavia, a agao efetiva
do espinosade para larvas de A. aegypti cepa Rockefeller foi maior no intervalo de 48
horas, uma vez que os menores valores de CLso ocasionaram maior mortalidade
cumulativa. Esses resultados corroboram os observados, em laboratdrio, por Santos et
al. (2019) que analisaram a toxicidade do espinosade em larvas de A. aegypti e por
Jiang e Mulla (2009) e DeLisi et al. (2017) em larvas de Cx. quinquefasciatus. Estes
dados confirmam os observados por Hertlein et al. (2010) em larvas de diferentes
espécies de mosquitos de importancia médica e Khan et al. (2011) em larvas de A.
albopictus.

O maior percentual de mortalidade das larvas dos culicideos no intervalo de 48
horas, pode ser atribuido a acdo gradual do biolarvicida comparado a determinados
inseticidas quimicos sintéticos procedentes de classes distintas, utilizados no controle
larval de mosquitos vetores (Khan et al. 2011). Esta mortalidade cumulativa é devido a
varios fatores que abrangem desde a lenta penetracdo das toxinas através da cuticula,
quantidade de toxinas ingeridas e o mecanismo de acdo Unico do larvicida (Salgado
1998; Salgado e Sparks 2005; Orr et al. 2009).

A ClLso (0,123 mg/L) obtida neste estudo para a Rockefeller em 24 horas, é
considerada maior do que os valores encontrados para cepas de referéncia suscetiveis
em outros trabalhos. Isso pode ser constatado no trabalho de Dias et al. (2017), no qual
detectaram para a mesma cepa, a CLs0=0,023 mg/L do espinosade em 24 horas, assim
como por Su et al. (2019) que detectaram a CLso= 0,0104 mg/L do mesmo produto em
24 horas para uma populacgéo de referéncia suscetivel de A. aegypti. Além disso, o valor
da CLso (0,089 mg/L) para a cepa suscetivel obtida em 48 horas neste estudo, é também
superior aos valores observados em outros trabalhos, como constatado na revisdo de
Hertlein et al. (2010) que ressaltam seis trabalhos, nos quais analisaram a toxicidade do
espinosade em larvas suscetiveis de A. aegypti, demonstrando variacdo desta

concentragéo entre 0,01 e 0,06 mg/L.
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A diferenga nos valores de CLso pode ser atribuida as diferentes formulagdes
utilizadas, apresentando concentra¢Ges distintas de ingrediente ativo e compostos
inertes, que podem influenciar diretamente na poténcia e na eficacia do efeito residual
do agente de controle (Hertlein et al. 2010). Além do mais, essa discrepancia pode ser
atribuida as diferencas nos protocolos de teste utilizados em laboratorio, que se
diferenciam desde o nimero de larvas utilizadas até o tempo de exposi¢do destas ao
produto, demonstrando que tais fatores podem influenciar diretamente nos resultados, o
que dificulta a comparacédo dos dados (Dias et al. 2017; Moyes et al. 2017).

Neste estudo, o protocolo de teste (WHO 2005) e a formulacdo (Natular —
concentrado emulsionavel) utilizados foram os mesmos empregados por Del Rio-
Galvan et al. (2016) e Dias-Martinez et al. (2016). Pode-se observar que a estimativa da
CLso (0,123 mg/L) obtida em 24 horas para a cepa de referéncia Rockefeller, & proximo
dos valores 0,193 e 0,12 mg/L observados respectivamente, no mesmo intervalo de
tempo por esses autores, que utilizaram uma populacdo de A. aegypti referéncia em
suscetibilidade. Esses achados evidenciam que a utilizagdo de um Unico protocolo
padrdo pode promover a comparacdo dos resultados entre diferentes populacbes
suscetiveis ao produto em questao, de maneira mais fidedigna.

A mortalidade de 100% no bioensaio com a concentragdo diagnostica do
biolarvicida, evidencia que o A. aegypti da cidade de Manaus sao suscetiveis ao agente
de controle. E importante ressaltar que a concentracdo diagndstica obtida neste estudo,
foi estimada pela utilizacdo da cepa Rockefeller como referéncia de suscetibilidade,
devido A. aegypti ser utilizado no Programa Nacional de Monitoramento da Resisténcia.
Por ser mantida em condicGes de laboratério ha anos, esta linhagem é utilizada como
padrdo em varios trabalhos (Mazzarri e Georghiou 1995; Canyon 1999; Campos e
Andrade 2001; Belinato et al. 2009; Brito et al. 2013; Macoris et al. 2014; Viana-
Medeiros et al. 2017).

A alta suscetibilidade de A. aegypti da cidade de Manaus pode ser explicada pelo
fato do espinosade ainda néo ser utilizado no programa de controle deste mosquito, na
regido. Esses dados podem ainda demonstrar que o0s experimentos de pressdo do
biolarvicida foram realizados desde o inicio com insetos suscetiveis. Neste sentido, a
evolugédo para um processo de resisténcia na linhagem pressionada pode acontecer como
uma resposta natural, onde os alelos de resisténcia serdo selecionados e os individuos
que 0s possuem sobreviverdo e passardo para seus descendentes, aumentando suas

frequéncias na populacéo.
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A deteccdo da concentracdo diagnostica depende da escolha do fator de
multiplicacdo (2, 3 ou 4) para obter a discriminagdo desejada (Macoris et al. 2005;
WHO 2016). Neste estudo, o menor fator de multiplicagdo (dobro da ClLgo) foi
suficiente para ocasionar 100% de mortalidade de A. aegypti. Diante destes resultados, a
concentracdo pode ser recomendada como parametro para uso dos programas de
controle da cidade de Manaus, e no monitoramento anual da taxa de suscetibilidade de
A. aegypti oriundo do campo, quando esse produto bioldgico for empregado
efetivamente em campanhas de controle.

Comparando com a cepa Rockefeller, as CLso obtidas nos intervalos de 24 e 48
horas para A. aegypti, da cidade de Manaus foram menores no mesmo periodo de
observacdo. Isso pode ser explicado pelo background genético destes mosquitos, sendo
que a primeira linhagem € oriunda do municipio de Marilia, S&o Paulo, mantida ha mais
de 50 anos no laboratério (Dias et al. 2017), enquanto a segunda é proveniente da
cidade de Manaus, Amazonas. Alguns estudos ressaltam que o background genético é
uma caracteristica importante nas linhagens de mosquitos, pois estas podem apresentar
respostas de suscetibilidade diferentes frente ao inseticida em questdo (Marcombe et al.
2018; Su et al. 2019). Apesar da diferenca, as duas linhagens sdo consideradas
suscetiveis ao biolarvicida e os valores adquiridos para cada populacdo mostram apenas
variacOes de concentracdes letais em populacBes suscetiveis (Hertlein et al. 2010; Dias
et al. 2017).

Neste estudo, o valor da CLso (0,071 mg/L) obtido em 24 horas para a geracdo
F1 da populacdo coletada em campo, é préximo do valor (0,069 mg/L) encontrado no
mesmo periodo por Marcombe et al. (2018) em larvas de A. aegypti coletadas em
Vientiane, Laos - Asia, tratadas com o espinosade em laboratério. Por outro lado, o
valor da CLso (0,036 mg/L) de 48 horas encontrado neste estudo, foi quase trés vezes
menor que o valor (0,0853 mg/L) observado por Santos et al. (2019) no mesmo
intervalo, utilizando uma populacdo de A. aegypti coletada em diferentes bairros da
cidade de Uberlandia, Minas Gerais, e exposta ao espinosade no laborat6rio. Embora
ocorram variagles de CLso, todas as populagfes sdo suscetiveis, conforme a razédo de
resisténcia baseada na linhagem de referéncia, demonstrando novamente que
populacdes de origens distintas apresentam variacdes quanto a sensibilidade ao produto
em questéo.

Os bioensaios quantitativos realizados para a obtencdo das ClLso nos dois

intervalos de observagao (24 e 48 horas) sdo considerados testes iniciais para confirmar
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0 periodo correto do registo de mortalidade. Comparando as CLsg obtidas nos dois
periodos, foi observado uma sobreposicao no intervalo de confianga, indicando que as
diferencas encontradas ndo foram significativas, possibilitando manter a CLso (0,036
mg/L) de 48 horas como ideal para o experimento de pressao do biolarvicida.

A modifica¢do no valor da CLso ao longo das geragfes do experimento com 0
espinosade, pode ser atribuida a perda de suscetibilidade. Apesar desta mudanca, a
linhagem ainda é caracterizada com baixo nivel de resisténcia, uma vez que os valores
obtidos na Razdo de Resisténcia (RRso) sdo considerados baixos. Esses resultados
corroboram com os observados por Su e Cheng (2012), onde pressionaram uma
populagcdo de Cx. quinquefasciatus com o espinosade por 17 geracdes e verificaram
mudangas no valor da CLso e CLgo nas geragdes iniciais (F3, Fs, F7 € Fg), demonstrando
a perda de suscetibilidade. No entanto, os valores de RRso € RRgo Se apresentaram
baixos, mostrando que A. aegypti ainda estava com baixa resisténcia, apresentando
resisténcia moderada somente a partir da geragao Fi1.

E importante ressaltar que o pardmetro RR utilizado neste estudo foi analisado
de acordo com as recomendagfes de Mazzarri e Georghiou (1995) e WHO (2016). No
entanto, outros protocolos de Razdo de Resisténcia também sdo utilizados como
pardmetros para diagnosticar o nivel de resisténcia de mosquitos, como observados nos
trabalhos de Khan et al. (2011), Su e Cheng (2012, 2014a, 2014b) e Viana-Medeiros et
al. (2017). A diferenca de protocolos empregados para caracterizar populacdes
pressionadas com inseticidas em laboratorio, dificulta a comparacdo dos resultados.
Demonstrando desta forma, a necessidade da padronizacdo de um tnico documento para
ser utilizado como referéncia em estudos de monitoramento da resisténcia, de modo a
viabilizar a comparacdo dos resultados entre os diferentes trabalhos.

Neste estudo, os resultados obtidos ao longo de seis geracfes do experimento de
pressao deste biolarvicida espinosade, demonstram que é necessario aumentar o nimero
de geracOes A. aegypti para detectar a caracteristica de resisténcia moderada ou
completa deste mosquito da cidade de Manaus. Essas informagdes podem ser
evidenciadas em amostras de Cx. quinguefasciatus pressionadas com o espinosade,
onde a resisténcia moderada ao produto foi observada apenas na geracao F11, enquanto a
caracteristica de altamente resistente foi constatada na geragéo Fs7 (Su e Cheng 2014b).
Este achado assemelha-se ao observado em uma populacdo de mosca-das-frutas

(Ceratitis capitata) pressionada com o espinosade em laboratorio, que apresentou niveis
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moderados e altos de resisténcia nas geragdes Fos e Fao, respectivamente (Urefia et al.
2019).

Analisar a eficiéncia do agente de controle, antes de sua aplicagdo em operagdes
de campo, € aconselhavel para explorar o potencial desenvolvimento de resisténcia e
estratégias de manejo antes que a resisténcia ocorra em populacdes de mosquitos
selvagens (Dias et al. 2017; Marcombe et al. 2018). A selecdo controlada de inseticidas
no laboratério permite o estudo da dindmica de resisténcia, assim como os seus efeitos
sobre varios parametros adaptativos. Tais respostas norteiam aspectos relacionados a
correta utilizacdo do inseticida, a possivel exclusdo deste em programas de manejo ou
ainda a indicacdo em situacOes especificas, isto €, onde ndo foi utilizado anteriormente,
além do monitoramento devido a seu Uso excessivo.

No presente estudo, o A. aegypti pressionado com espinosade em Fg, apresentou
aumento no tempo médio do estdgio larval e do ciclo de vida. Estes resultados
corroboram os achados por Li et al. (2017), no qual verificaram que Frankliniella
occidentalis (Thysanoptera: Thripidae) resistente ao espinosade, apresentou efeitos
deletérios significativos na duracdo do desenvolvimento larval, no ciclo bioldgico,
longevidade dos adultos e fecundidade. O mesmo resultado foi constatado por Khan
(2018), analisando o efeito da resisténcia ao espinosade em varios aspectos do
desenvolvimento e da reproducdo da Musca domestica (Diptera: Muscidae), em
condicdes de laboratdrio.

Nos mosquitos, o tempo de desenvolvimento é um aspecto fundamental para a
densidade populacional. Cada atraso no desenvolvimento, reduz as chances de
sobrevivéncia dos imaturos, uma vez que estes podem facilmente virar alvos na
presenca de predadores naturais e parasitas. Além de serem eliminados tanto pela
remocdao de criadouros, quanto por falta de alimento em virtude da baixa eficiéncia em
competir com espécimes suscetiveis, ocasionando desta forma, a diminuicdo de
geracOes e, consequentemente, da populacdo de adultos (Agnew e Koella 1999;
Bourguet et al. 2004; Rivero et al. 2010; Van Uitregt et al. 2012; Belinato e Martins
2016).

Os efeitos subletais de inseticidas sintéticos no tempo de desenvolvimento das
larvas de mosquitos sdo relatados em diversos estudos, 0s quais ressaltam que 0s
imaturos sdo incapazes de evitar os efeitos toxicos em um criadouro contendo
inseticida, como os adultos fazem em campo (Chareonviriyaphap et al. 2013; Rahim et

al. 2017; Tabbabi e Daaboud 2018), demonstrando que a sobrevivéncia do inseto
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depende especialmente de fatores genéticos, condi¢cdes ambientais e as interacdes entre
eles (Grech et al. 2007; Kliot e Ghanim 2012).

A diferenca de um dia a mais no tempo médio do estagio de pupa observado na
sexta geracdo controle, provavelmente esta atribuida a determinadas caracteristicas
fisioldgicas de cada linhagem. Apesar deste resultado, o achado demonstra que néo
ocorreu influéncia direta no tempo de desenvolvimento destes insetos, ou seja,
considerando desde a imersdao dos ovos na agua até a emergéncia dos adultos, uma vez
que o maior tempo do ciclo bioldgico foi obtido para os insetos provenientes da
populacgéo pressionada.

O baixo peso das fémeas antes e apds o repasto sanguineo, observado na
segunda e sexta geracdo de A. aegypti pressionado, corrobora os dados observados por
Fernandes et al. (2019) em que verificaram larvas de A. aegypti tratadas com o
biolarvicida espinosade produzem adultos com intestino médio danificado, o que
ocasiona consequentemente, fémeas com peso inferior, fecundidade reduzida e apoptose
no intestino médio, diminuindo a proliferacdo de células-tronco e o nimero de células
enteroendocrinas.

Os efeitos deletérios sobre os varios aspectos reprodutivos, podem ser atribuidos
a ma formacdo do intestino médio durante o desenvolvimento. Fémeas adultas com
intestino médio danificado tém sua digestdo sanguinea e absorcdo de nutrientes
prejudicadas e seus efeitos negativos parecem afetar a ativacdo do ovario em mosquitos
hematofagos, que dependem da digestdo de sangue e assimilagdo de nutrientes para
desencadear a producdo de ovos (Briegel 1990; Attardo et al. 2005; Blanford et al.
2011; Gulia-Nuss et al. 2011; Sugiharto et al. 2016; Fernandes et al. 2019).

A quantidade de sangue ingerido é certamente um parametro essencial em
relacdo a capacidade vetorial e a aptiddo geral, pois influencia diretamente na
quantidade de agentes patogénicos adquiridos e transmitidos, bem como no nimero de
ovos colocados nos criadouros (Martins et al. 2012; Viana-Medeiros et al. 2017; Wen et
al. 2018). Neste Gltimo aspecto, o sucesso reprodutivo da espécie esta diretamente
relacionado tanto ao numero de descendentes obtidos, quanto as chances de
sobrevivéncia destes em um ambiente considerado extremo, devido a presenga de
diversos fatores bidticos e abioticos (Clements 1992; Forattini 2002).

Neste estudo, a maior taxa de oviposi¢cdo observada na segunda geracdo da
populacdo controle em comparacdo & populacdo pressionada, assemelha-se com o0s

resultados observados em outros trabalhos, nos quais verificaram que fémeas maiores e



59

suscetiveis a inseticidas tendem a ingerir mais sangue e colocar mais ovos (Blackmore e
Lord 2000; Belinato et al. 2009, 2012; Belinato e Valle 2015). No entanto, a auséncia
de diferenca significativa entre as médias de ovos obtidas para as duas populagdes da
sexta geracdo, possivelmente esta relacionada ao processo de adaptacdo dos insetos
oriundos da linhagem pressionada, como uma resposta de diminuir 0s prejuizos na
aptiddo, garantindo desta forma, o sucesso reprodutivo da espécie frente a exposicdo
continua ao biolarvicida.

Apesar de varios estudos ressaltarem que os aspectos bioldgicos dos insetos sdo
afetados de forma negativa em decorréncia dos inseticidas, a literatura mostra que a
resisténcia a determinado produto quimico ou biolégico ndo, necessariamente, ocasiona
efeitos deletérios na aptiddo. Isso foi observado em uma populagdo de Chrysoperla
carnea (Neuroptera: Chrysopidae) resistente ao espinosade, que apresentou maior taxa
de emergéncia de adultos, fecundidade e na eclosdo de larvas; e menor duracdo do
estagio larval, do estagio de pupa e no tempo de desenvolvimento em comparagdo com
a populacdo suscetivel (Abbas et al. 2014).

E essencial levar em consideracdo que as caracteristicas bioldgicas dos insetos
qguando avaliadas em laboratério, subestimam a extensdo dos efeitos em termos de
resisténcia ou suscetibilidade. Em campo, onde as condi¢fes sdo mais rigorosas, como
mudancas drasticas de temperatura, umidade, nutricdo, competicdo e até mesmo
predacdo, podem desencadear consequéncias mais severas, em virtude da compensacéo
de resisténcia aos inseticidas (Kishony e Leibler 2003; Hardstone et al. 2009; Belinato e
Martins 2016). Apesar desses fatores, uma analise detalhada em laboratério sobre o
efeito da resisténcia na biologia de A. aegypti, pode contribuir diretamente para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle, assim como para 0 manejo da

resisténcia desse mosquito em campo.
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6. CONCLUSOES

A concentragdo diagndstica (0,904 mg/L) do larvicida mostrou-se efetiva para A.
aegypti, demonstrando que pode ser recomendada para uso nos programas de controle,
para monitorar anualmente o nivel deste mosquito.

As alteragdes no valor da CLsoao longo das geracdes de A. aegypti, demonstra a
perda de suscetibilidade da populagdo pressionada ao larvicida, tanto na geracdo F3
como na Fe. Logo, mais experimentos sdo necessarios para analisar a evolucdo da
resisténcia, em condicgdes de laboratdrio.

ApOs seis geracdes, o0 espinosade afetou negativamente o tempo médio do
estagio larval e do ciclo de vida de A. aegypti, demonstrando que os insetos desta
populacdo demoraram mais tempo para se desenvolver. Além disso, o peso corporal das
fémeas antes e apos o repasto, bem como a fecundidade, foram prontamente reduzidos.
Evidenciando que o larvicida afetou aspectos reprodutivos, os quais sao relacionados a

capacidade vetorial da espécie.
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8. ANEXO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Monitoramento da resisténcia e efeitos em parametros bioldgicos
de Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae), exposto ao biolarvicida
espinosade, em condicdes de laboratorio, Manaus, Amazonas, Brasil

Caro morador,

A Dengue, Chikungunya, Zika e Febre Amarela Urbana s&o doencas importantes
transmitidas por mosquitos, sendo Aedes aegypti o principal transmissor desses virus
nas Américas. Com o objetivo de aprofundar os estudos envolvendo o controle destes
insetos, sera realizado um projeto de pesquisa com o objetivo de analisar a resisténcia
destes mosquitos ao larvicida bioldgico espinosade, objetivando melhorar as acdes de

controle.

Dessa forma, pedimos que leia com atengdo os itens abaixo com relacdo as

etapas do projeto:

01 — Do Estudo

Esse estudo serd realizado nas seis zonas administrativas da cidade de Manaus
(Norte, Sul, Leste, Oeste, Centro-Sul e Centro-Oeste), onde alunos de mestrado do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) e Agentes de Combate a Endemias da
Prefeitura Municipal, devidamente identificado, visitardo as residéncias durante o
trabalho de pesquisa. As casas visitadas receberdo armadilhas para captura de ovos de
A. aegypti. O monitoramento das armadilhas sera semanal, por um periodo de quatro
semanas e apos este tempo serdo recolhidas e encaminhadas para o Laboratério de
Controle Bioldgico e Biotecnologia da Maléaria e Dengue do INPA para a realizacdo dos

estudos.
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Esse estudo € uma parceria entre o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia,
Fundacgdo de Vigilancia em Salde do Estado do Amazonas (FVS/AM) e a Secretaria
Municipal de Saude (SEMSA).

02 — Das Armadilhas
As armadilhas instaladas nas residéncias seréo do tipo ovitrampa, especialmente
desenvolvidas para a captura de ovos do mosquito transmissor dos virus

Dengue/Chikungunya/Zika.

A armadilha é composta por um recipiente plastico de cor preta e formato
circular, medindo 10 cm de didmetro e 12 cm de altura, com capacidade de 500 mL. No
interior da armadilha serd adicionado uma palheta de madeira do tipo Duratree, marca
Eucatex®, com cinco mm de espessura, 15 cm de comprimento por trés cm de largura,
colocadas verticalmente e uma solucéo que serve como atrativo para 0 mosquito, obtida a
partir de capim colonido (Megathyrsus maximus Jacq) fermentado em agua de torneira por 07
dias em temperatura ambiente. A armadilha é um método de monitoramento e controle de
mosquitos, pois retira ovos do ambiente e ndo possui material toxico que apresente risco

a saude de pessoas ou animais.

Importante: deve-se evitar mexer na armadilha ou mesmo impedir que criangas
e animais se aproximem para garantir o perfeito andamento do projeto. Somente 0s
pesquisadores responsaveis pela pesquisa, os Agentes de Endemias ou os Técnicos da

Secretaria de Saude fardo a instalacéo e retirada das armadilhas.

03 — Dos Responsaveis
Qualquer davida em relacdo ao projeto ou relacionado as armadilhas, por favor,
entre em contato com: William Ribeiro da Silva; Thamiles das Chagas Gongalves; Dr.

Wanderli Pedro Tadei; ou Dra. Rosemary Aparecida Roque.

04 — Da Declaragéo
a) Declaro para os devidos fins que recebi informagdes a respeito do projeto,

sendo estas explicitadas neste documento por mim assinado;

b) Declaro que, para participar deste projeto, nenhum tipo de gratificacdo ou
pagamento em dinheiro me foi oferecido, sendo de livre e espontanea vontade a minha

participacdo e de minha familia;
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c) Declaro que tenho o direito de me retirar desse estudo a qualquer momento,

sem qualquer tipo de retaliagdo ou danos.

d) Declaro que, uma vez lido e assinado o presente termo, cumprirei todas as

recomendacgdes com relagdo ao cuidado com as armadilhas.

e) Comprometo-me a avisar aos responsaveis pelo estudo, qualquer problema

com relacdo ao funcionamento das armadilhas.

Local: Data:

Nome do morador (legivel):

Assinatura do MORADOR: Assinatura do ENTREVISTADOR:

Obrigado por sua participagao!!!!




