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APRESENTACAO



As doencas transmitidas por mosquitos sdo responsaveis por elevados
indices de mortalidade e morbidade no cenario mundial. No Brasil, a incidéncia
de dengue tem aumentado ascendentemente. As constantes epidemias da
doenca chamam a atencdo dos programas publicos de saude que adotam
como principal estratégia de controle dos vetores o uso intensivo de inseticidas.
E sabido que o uso freqliente de inseticidas pode levar a selecdo de
populacées de mosquitos resistentes, tornando ainda mais dificil o controle
desses vetores favorecendo o incremento dos casos da doenca. Assim, a
eficiéncia dos inseticidas rotineiramente empregados ou o desenvolvimento de
resisténcia por parte dos vetores devem sempre ser avaliados como medida de
seguranca para a populagao envolvida e também como uma economia para 0s
cofres publicos, na medida em que novas alternativas de controle séo
propostas.

O presente trabalho foi desenvolvido em dois capitulos, o primeiro
caracteriza os aspectos gerais do mosquito Aedes aegypti, dos programas de
combate a este vetor, dos mecanismos de resisténcia dos insetos aos
inseticidas e do uso de sinergistas como estratégia racional de controle de
populacdes resistentes de A. aegypti. No segundo capitulo encontram-se os
resultados obtidos da exposicao de linhagens resistentes e suscetiveis de
larvas no estagio L4 de A. aegypti ao inseticida organofosforado temefés
combinado com o sinergista butoxido de piperonil. O objetivo do estudo foi
avaliar os efeitos do sinergista na toxicidade de temefés e o envolvimento de
esterases na resisténcia de A. aegypti ao organofosforado. A freqliente
exposicao do A. aegypti aos inseticidas, a auséncia de informacdes atuais da
susceptibilidade deste vetor ao temefés, a comprovacdo da resisténcia e a
proposta de uma nova forma de controle justificam a importancia desse
trabalho. As referéncias bibliograficas estdo dispostas de acordo com os
padrdes definidos no Index Medicus (http://www.nIm.nih.gov/serials/lii.html).
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O Aedes aegypti e a dengue

Configurada como um problema de saude publica, a dengue, cuja
manifestacdo mais grave é a dengue hemorragica, tem causado preocupacao
em ambito mundial. Os paises tropicais sdo 0s que apresentam maiores
indices de infestagao, pois suas caracteristicas ambientais, climaticas e sociais
favorecerem o desenvolvimento e proliferacdo de seu principal vetor, o
mosquito Aedes aegypti descrito por Linnaeus em 1762 (Forattini 1999).

A dengue é uma arbovirose que ja é considerada uma epidemia no
Brasil. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que entre cinqlienta e
cem milhées de pessoas se infectem anualmente, em mais de cem paises, de
todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes morrem em
consequéncia da dengue (WHO 1992).

A transmissdo da doengca ocorre principalmente pela picada de
mosquitos Aedes infectados com algum dos quatro sorotipos de virus da
dengue. O vetor tem hébito domiciliar, vive em regides predominantemente
urbanizadas onde fatores como crescimento populacional, migragées, viagens
aéreas, urbanizagao inadequada, mau funcionamento dos sistemas de saude e
a falta de saneamento adequado contribuem para a dispersdo ativa do
mosquito e para a disseminacao dos varios sorotipos da doenca (Tauil 2001,
Teixeira et al. 2002).

O controle do vetor da dengue

Em programas publicos de controle do vetor, tém sido utilizados
inseticidas de diferentes classes. Atualmente, os mais utilizados s&o os
organofosforados e os piretroides. Os piretrdides como a cipermetrina, a
permetrina e a deltametrina, empregados no controle de insetos adultos,
possuem atividade neurotoxica e atuam no sistema nervoso provocando
hiperestimulacdo dos impulsos nervosos devido o fato de bloquearem o
movimento iénico de sodio através da membrana dos neurbnios (De Lorenzo et
al. 2006).
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Os principais efeitos causados pelos organofosforados estao
relacionados, primeiramente, a inibicdo da acetilcolinesterase, uma importante
enzima do sistema nervoso que, quando inibida, provoca acumulo de
acetilcolina nas sinapses com consequiente colapso do sistema nervoso,
resultando na morte do organismo contaminado (Fulton & Key 2001). Os
efeitos secundarios, porém muito relevantes, sao resultantes da genotoxicidade
dos organofosforados. O efeito genotdxico € causado por lesées no DNA,
incluindo quebras, bases modificadas e eventos de perdas de cromossomos
durante a divisao celular (Kirsch-Volders et al. 2003).

O grande problema decorrente do uso intensivo de inseticidas se deve
ao fato de que esses produtos ndo afetam somente organismos alvos, como
também provocam efeitos em outros organismos e até mesmo na espécie
humana (Titenko-Holand et al. 1997). Ao atingir os ambientes aquaticos, por
exemplo, os organofosforados afetam os organismos alvo e ndo alvo, alterando
a estrutura dos ecossistemas, podendo matar, inclusive, os predadores
naturais das larvas de A. aegypti (Das & John 1999, Cakir & Sarikaya 2005,
Pifia-Guzman et al. 2006). Os efeitos dos inseticidas em animais nao alvos vao
desde alteracdes fisiologicas, relativamente simples, até a morte do organismo,
entretanto, a exposicdo as concentragdes subletais dessas substancias podem
resultar em alteracbes metabdlicas em niveis individuais, que implicardo em

mudancas nos parametros populacionais (Duquesne 2006).

Resisténcia a inseticidas

A frequente exposicdo das populacbes de Aedes aos inseticidas
promove uma intensa pressao seletiva que favorece o aumento do numero de
insetos resistentes, comprometendo o controle e favorecendo a transmissao da
dengue. Diversos casos de populacbes de A. aegypti resistentes tém sido
registrados no Brasil (Andrade & Modolo 1991, Marcoris 1995, 1999).

A susceptibilidade de mosquitos a inseticidas pode ser avaliada pela
realizacdo de testes em laboratério. E possivel testar uma dose conhecida ou
uma concentragao-diagnoéstica. Segundo recomendagdes da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), por exemplo, uma concentragcdo de 0,012 mg/L
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(ppm) de temefos deve ser suficiente para causar a morte de 99,9% de toda
uma amostra de larvas de A. aegypti (WHO 1992).

E importante salientar que além da deteccdo de resisténcia para a
formulacao das estratégias de controle, também é fundamental o conhecimento
dos seus mecanismos. Os mecanismos de resisténcia de insetos a inseticidas
podem resultar de diferentes fenbmenos como a redugdo da penetracado do
inseticida pela cuticula do inseto; alteracées nos alvos de acao do inseticida ou
por mudancas nos sistemas enzimaticos para uma rapida detoxificacao,
envolvendo vaérias enzimas como as oxidases, esterases e transferases
(Hemingway 2000, Hemingway et al. 2004) que permitem ao inseto converter o
inseticida em uma forma nao toéxica ou elimina-lo rapidamente do organismo.
Quanto a insensibilidade do sitio de acdo, os mecanismos se relacionam as
alteragdes na enzima acetilcolinesterase e nos canais de sédio (Karunaratne
2001, Soderlund 2003).

O metabolismo ou detoxificacdo vem sendo o mecanismo mais estudado
de resisténcia de insetos a inseticidas. Por meio desse processo, 0 inseto
consegue modificar ou detoxificar o inseticida a uma taxa minima, reduzindo o
alcance dessas moléculas ao sitio alvo. Freqlientemente, apds esse processo,
o inseticida é convertido em uma forma menos téxica ou pode ser expulso
rapidamente do corpo do inseto (Hemingway 2000).

Esterases, oxidases, transferases e outras enzimas estdo diretamente
envolvidas nos processos metabodlicos de resisténcia. Essas enzimas atuam no
aumento da eficiéncia do processo de forma proporcional aos niveis de
expressdo das mesmas. Enzimas ubiquas como as oxidases e as transferases
estdo relacionadas na detoxificacao de diversos compostos. As esterases, no
entanto, atuam especificamente na detoxificacdo de organofosforados
(Conyers et al. 1998).

O aumento nos indices de casos confirmados de dengue confirma a
necessidade de melhorias na vigilancia do vetor. Monitorar a ocorréncia de
resisténcia aos inseticidas de forma periddica e em diferentes regides do pais é
uma importante ferramenta para definicdo de estratégias racionais que
envolvam fundamentacao investigativa sobre o perfil resistente do vetor e os

mecanismos atuantes na populacdo estudada que apresenta essa
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caracteristica. Esse tipo de estratégia € importante para a prevencao de novas
epidemias (Conyers et al. 1998).

Controle alternativo de Aedes aegypti

As primeiras campanhas de combate ao A. aegypti basearam-se na
utilizacdo de inseticidas organofosforados no controle de larvas e adultos. A
deteccdo de populacdes resistentes fez com que a Fundagcdo Nacional de
Saude (FUNASA) tomasse a medida de substituir os organofosforados por
piretréides para o controle de adultos, visando a utilizagdo do método de
rotacao de inseticidas com modos de acao diferentes para larvas e adultos
(Fulton & Key 2001).

Entretanto, a utilizacao freqlente de piretroides também seleciona
populacoes resistentes de A. aegypti. A confirmacdo de casos de resisténcia
incentivou sucessivas substituicobes dos inseticidas empregados nas
campanhas de controle (De Lorenzo et al. 2006).

Recentemente, tém sido utilizadas formulagcdes contendo bactérias com
potencial larvicida. No entanto, existem alguns problemas decorrentes da baixa
persisténcia desse larvicida no ambiente quando comparado com o
organofosforado temefés (Andrade e Modolo, 1991).

A OMS indicou outro larvicida, o methoprene, um analogo de horménio
juvenil, que é diferente dos inseticidas convencionais. O principal problema
desse inseticida € que sua eficacia ndo pode ser quantificada pelo uso das
metodologias de estimativa de densidade larvaria (Braga et al. 2005a).

Um ensaio sobre o efeito de methoprene na morfogénese, mortalidade e
a inibicdo da emergéncia de adultos foi conduzido com a finalidade de definir
uma metodologia para avaliacdo do efeito de analogos de horménio juvenil em
condicoes laboratoriais e de campo (Braga et al. 2005b). Também existe relato
de uso combinado de methoprene e temefés no combate as larvas de A.
aegypti (Braga et al. 2005b).

Além do methoprene, um outro analogo de horménio juvenil, o
pyriproxifen, foi recomendado pela OMS para controlar larvas de Aedes sp.
(Estrada & Mulla 1986, Mulla 1991).
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Inibidores da sintese de quitina como o diflubenzuron e o triflumuron
também encontraram emprego entre os larvicidas devido sua acdo durante a
ecdise (Estrada & Mulla 1986). Expostas a esses inibidores, as larvas nao
eliminam a cuticula velha e acabam por morrer. Entretanto, o uso desses
inibidores é restrito, pois ndo sao aplicaveis em ambientes com agua potavel
(Mulla 1995).

Ainda na tentativa de superar o problema de resisténcia em insetos
vetores de doencas, os sinergistas tém sido recentemente empregados. Os
sinergistas agem minimizando a quantidade de inseticida quimico necessaria
para atuar com eficacia nos alvos especificos do organismo do inseto. Isso
ocorre gracas ao fato dos sinergistas funcionarem como um substrato
alternativo, diminuindo os niveis de detoxificacdo ou por reagirem com outro
sitio no sistema enzimatico prevenindo a detoxificacdo do inseticida, o que
eleva as taxas de mortalidade nas populagcdes de insetos resistentes (Beckel
2004).

Raffa & Priester (1985) ainda enfatizam que os sinergistas, ao serem
misturados com inseticidas, ndo sé minimizam os mecanismos resistentes do
inseto como também reduzem os niveis de contaminagcdo ambiental residual,
preservando, inclusive, insetos benéficos e outros organismos ndo-alvos.

Subramanyan et al. (1989) comprovou a resisténcia bioquimica em
algumas espécies de coledpteros por meio da combinacao de inseticidas com
sinergistas.

Lorini & Galley (2000) constataram que o sinergista butoxido de
piperonila (PBO) induziu um aumento dose-dependente na toxicidade do
inseticida deltametrina em populagdes resistentes de algumas espécies de
coledpteros.

Informacgdes que relacionam o potencial toxicolégico de inseticidas com
a identificagcdo de mecanismos de resisténcia, distinguindo os sistemas
enzimaticos envolvidos no fenbmeno, podem ser alcancadas por meio de
estudos em que os sinergergistas sdo utilizados apropriadamente. Essas
informagdes s&o relevantes no sentido de oferecerem meios alternativos para o
controle eficaz de vetores importantes como o A. aegypti (Daglish et al. 1985,
Lorini & Galley 2000).
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CAPiTULO Il

Efeitos do butoxido de piperonila na toxicidade
do organofosforado temefds e o envolvimento de
esterases na resisténcia de Aedes aegypti

(Diptera: Culicidae) ao temefos
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RESUMO:

A resisténcia aos inseticidas continua sendo um grande problema para o
efetivo controle de Aedes aegypti, que é o vetor da dengue. O inseticida
organofosforado temefés (TE) tem sido usado para controlar populacdes de A.
aegypti resistentes a piretréides. O butéxido de piperonila (PBO) é utilizado
como um sinergista de inseticidas para controlar insetos resistentes. PBO é
conhecido por inibir a bioativagao de inseticidas organofosforados. Este estudo
foi conduzido para avaliar os efeitos de PBO na toxicidade de temefds
utilizando alguns bioensaios. Estes bioensaios, realizados nas linhagens
resistentes ou suscetiveis de larvas no estagio L4 de A. aegypti ao TE
revelaram que nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 € 2%, o PBO teve significante
(p< 0,05; Teste do Qui-quadrado para heterogeneidade) efeito sinergista na
toxicidade de TE. Nés demonstramos que elevadas atividades esterasicas
estiveram associadas com a sobrevivéncia das larvas L4 de A. aegypti
expostas somente ao TE. Resultados de ensaios bioquimicos sugerem que o
PBO teve significante (p< 0,05; Tukey, Kramer) efeito inibidor na atividade
esterasica total das larvas de A. aegypti. O alto efeito sinergista observado nas
concentragbes mencionadas de PBO na toxicidade de temefds as larvas pode

ser explicado pela reducao da atividade esterasica devido a inibicao por PBO.

Palavras-chaves: Temef6s — Resisténcia — Sinergismo — Esterases - Aedes

aeqgypti
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ABSTRACT

Resistance to insecticides remains a major problem for the successful
control of Aedes aegypti, which is currently one of the most widespread disease
vectors in the world. The organophosphorous insecticide temephos (TE) has
been used to control pyretroid-resistant populations of A. aegypti. Piperonyl
butoxide (PBO) has been used as a synergist of insecticides to control insects.
PBO is known to inhibit the bio-activation of organophosphorous insecticides.
This study was conducted to evaluate the effect of PBO on TE toxicity to A.
aegypti using some bioassay techniques. These bioassays in both the
susceptible and TE-resistant L4 larvae of A. aegypti strains revealed that at
0.25, 0.5, 1 and 2% conentration, PBO significantly (p< 0.05; Chi-square test for
heterogeneity) synergized TE toxicity. We demonstrated that enhanced
esterase activity was associated with survivability of L4 larvae of A. aegypti
exposed to TE alone. Results of biochemical assays suggest that PBO had
significant (p< 0.05; Tukey, Kramer) effect on the esterase activity in the A.
aegypti. The observed synergistic effect of PBO at mentioned concentrations on
TE toxicity to A. aegypti could be explained by reduced esterase activity due to
PBO inhibition.

Key words: Temephos — Resistance — Synergism — Esterases — Aedes aegypti
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INTRODUCAO:

A dengue, uma das principais doencas transmitidas por virus, € um
problema gravissimo especialmente em paises tropicais como o Brasil, onde o
clima e os hébitos urbanos oferecem condi¢6es 6timas para o desenvolvimento
e proliferagcdo de seu principal vetor, o mosquito Aedes aegypti descrito por
Linnaeus em 1762 (Forattini 1999).

As estratégias de controle do principal vetor da dengue, A. aegypti, estao
baseadas na utilizacdo de produtos quimicos e biolégicos integrado com
programas de manejo ambiental. Os programas publicos que visam controlar o
mosquito baseiam-se no uso de inseticidas industrializados, dos quais se
destacam os organofosforados e piretréides. O organofosforado temefés (TE)
e o piretréide cipermetrina, utilizados no controle de larvas e adultos,
respectivamente, de Aedes, tém sido empregados continuamente (Carvalho et
al. 2004)

O uso freqliente de temefdés pode levar a selecao de populagbes do
mosquito resistentes ao inseticida (Karunaratne & Hemingway 2001),
favorecendo o aumento das populacbes de A. aegypti e dos indices de casos
de dengue (Marcoris et al. 1999, Campos & Andrade 2001). O numero de
casos de resisténcia aos inseticidas estd aumentando em paises da Asia e
Américas Central e do Sul, especialmente, no Brasil (Carvalho et al. 2004).

A detoxificacdo ou metabolismo € um dos mais estudados processos de
resisténcia de insetos a inseticidas. Varias enzimas e sistemas enzimaticos
estdo envolvidos como as oxidases, esterases e transferases (Hemingway
2000). Essas enzimas permitem ao inseto converter o inseticida em uma forma
nao toxica ou elimina-lo rapidamente do organismo.

Para tentar superar os problemas de resisténcia dos insetos aos
inseticidas, sinergistas, como o butéxido de piperonila (PBO), tém sido
amplamente empregados. Os sinergistas agem como um substrato alternativo,
competindo com o inseticida e reduzindo a detoxificacdo. Sinergistas também
agem inibindo alostericamente outros sitios enzimaticos em esterases e
oxidases multifuncionais (MFQOs), minimizando a quantidade de inseticida
necessaria para o controle dos insetos e os niveis de contaminagdo ambiental

dos residuos inseticidas (Gunning et al. 1999)
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Varios trabalhos demonstraram o sucesso do uso de sinergistas no
controle de insetos pela agao inibidora da atividade esterasica e de MFOg em
linhagens resistentes (Samson et al. 1990, Daglish et al. 1995, Lorini & Galley
2000). Entretanto, sdo raros os estudos que envolvem a acao desses
sinergistas em A. aegypti.

O objetivo deste estudo foi determinar o envolvimento de esterases na
resisténcia de larvas de Aedes aegypti ao TE, testando os efeitos de PBO na
toxicidade do inseticida ao avaliar os padrées de atividade esterasica em

linhagens suscetiveis e resistentes do mosquito.

MATERIAIS E METODOS:

Material bioldgico:

Amostras das linhagens suscetiveis ou resistentes de Aedes aegypti
foram fornecidas pelo Centro de Controle de Zoonoses de Uberlandia. Para a
realizagdo dos experimentos foram utilizadas larvas no estagio L4 de
desenvolvimento de Aedes aegypti como estabelecido pela Organizacao
Mundial da Saude (WHO 1992).

Linhagens de Aedes aegypti:

Para a confirmacao das diferencas de resisténcia entre as linhagens, as
larvas foram submetidas a dose diagnéstica de 0,012 mg/L de TE, segundo
metodologia padronizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO 1981).
Quando a taxa de mortalidade foi igual ou superior a 98%, a populacao foi
considerada suscetivel; populacdes que apresentaram taxa de mortalidade
entre 80 e 98% foram submetidas a repeticdo do teste para confirmacéao;
populacées em que as taxas de mortalidade foram iguais ou menores que 80%

foram consideradas resistentes.

Pré-tratamento com PBO e exposicdo ao TE:

Grupos suscetiveis ou resistentes de larvas L4 foram pré-tratadas com
solugbes de PBO diluido em acetona em varias concentracdes (0,125; 0,25;
0,5; 1 e 2%) por 24 horas e expostos a concentracdo diagnostica de 0,012
mg/L de solucdo aquosa de TE. Para cada teste, grupos de 10 larvas foram

expostos em placas de Petri com 40 mL da concentracao diagnostica de 0,012
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mg/L de solugao aquosa de TE, enquanto os grupos controles foram expostos
somente a 40 mL de agua. A mortalidade das larvas foi avaliada durante 2 h de

exposicao.

Atividade esterasica

A atividade esterasica de extratos de larvas pré-tratadas com diferentes
concentracées de PBO e expostas ao temefds em trés tempos de exposicao
diferentes foi determinada com a-naftil acetato como substrato para o uso da
técnica em placas de microtitulacdo (Devonshire 1986) com modificacdes de
Pruett et al. (2000). As esterases foram extraidas por pulverizacdo das larvas
(grupos de 10 larvas foram utilizados para cada teste ou controle) em 100 pL
de tampdo de extracdo (tampao fosfato de sédio 20 mM, pH 7,0). O
sobrenadante obtido da centrifugacao (4°C, 15.000 G, 15 min) foi coletado e
diluido na proporgao 1:50 com o tampao de extragdo. As amostras diluidas (50
puL) foram incubadas com 150 puL de tampéo de extracdo contendo a-naftil
acetato 0,5 mM por 30 min a 30°C em local escuro por 15 min. Em seguida, 50
UL de tampao de extragdo contendo 0.15 % de o-dianizidina e 1,75% de
dodecil sulfato de sédio foi adicionado. Os valores de densidade éptica foram
mensurados em leitor de ELISA (Titertek Multiskan Plus MKIl, Flow
Laboratories, McLean, EUA) utilizando filiros de 450 nm. Os valores de
densidade éptica foram convertidos em micromoles de naftol por minuto por mg
de proteina (mmol.mg'.min" prot) de acordo com uma curva padréo,
utilizando-se o programa Microplate Manager PC versdao 4.0 (Bio-Rad

Laboratories, Inc., Hercules, EUA).

Andlises estatisticas

As taxas de mortalidade das larvas foram comparadas entre as
linhagens suscetivel e resistente, utilizando-se o Teste do Qui-quadrado para
heterogeneidade entre as populagdes. Por meio da combinagcao dos testes de
Tukey e Kramer HSD, os indices de atividade esterasica foram comparados
entre as linhagens suscetivel e resistente nos diferentes perfis de exposicao as
cinco concentracbes de TE testadas. Para todos os testes, valores de P
inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos (Callegari-
Jacques 2006).

26



RESULTADOS:

Susceptibilidade e resisténcia ao TE: efeitos de PBO na toxicidade de TE

Os resultados da exposicao a concentracao diagnéstica de 0,012 mg/L
de temefés em 2 h de exposi¢do das larvas de Aedes aegypti das linhagens
suscetiveis e resistentes nos testes controles (sem pré-tratamento com PBO) e
nos testes experimentais (com pré-tratamentos em diferentes concentragdes de
PBO) sdao mostrados na Tabela |I.

No controle realizado somente com agua nao houve morte em qualquer
das linhagens estudadas. Larvas da linhagem suscetivel expostas a dose
diagnoéstica de 0,012 mg/L de temefés sem pré-tratamento com PBO
apresentaram alta taxa de mortalidade (98%), porém as larvas da linhagem
resistente apresentaram 51,3% de mortalidade.

Os resultados dos bioensaios com constante concentracdo de temefés
(0,012 mg/L) aplicadas as larvas pré-tratadas com concentracdes variaveis de
PBO revelaram que as larvas da linhagem suscetivel ndo apresentaram
alteragOes significativas nas taxas de mortalidade. Entretanto, as larvas do
grupo resistente apresentaram mortalidade significantemente diferente (p<
0,05) do grupo controle para as concentracdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% de PBO
nos pré-tratamentos, sendo que as maiores taxas de mortalidade foram obtidas

com o pré-tratamento de 1% de PBO.

TABELA |: Percentual de mortalidade de larvas de A. aegypti nos controles e

testes com concentracdes diferentes de PBO.

Controles Testes

TE (0,012 mg/L) apéds pré-tratamento com PBO (%)

. TE
Agua (0,012 0,125 0,25 0,5 1 2
mg/L)
Linhagem M M M M M M M
Suscetivel 0 98 100 96 100 100 98
Resistente 0 51,3 52 °67,3 °78,6 90,6 °77,3

M= mortalidade das larvas (%), C°diferenca ao nivel de significAncia de 5%,
ddiferenca ao nivel de significancia de 1%; N= 150 - Teste X° de
heterogeneidade entre populagoes.
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Efeitos de PBO na atividade esterasica

Os valores de atividade esterasica em larvas das linhagens suscetivel ou
resistente tratadas com cada uma das cinco concentragdes diferentes de PBO
e 0s respectivos grupos controles (tratados somente com solvente) em trés
diferentes tempos de exposicao (30, 60 e 120 min) sdo mostrados na Tabela II.
Nao houve diferenca (p> 0,05) entre os valores de atividade esterasica dos
grupos controle (nao tratados com PBO) dentre os individuos da linhagem
suscetivel e também dentre os resistentes nos trés tempos diferentes de
exposigao. Os valores da atividade esterasica em larvas resistentes expostas a
0,25; 0,5 e 1% foram significantemente menores do que os do grupo controle
quando o tempo de exposicao foi estendido para 60 e 120 min (p< 0,05). Para
as larvas suscetiveis, somente as concentracées de 0,5 e 1% de PBO em 60
ou 120 min foram efetivas para reduzir significativamente a atividade esterasica

no grupo (p< 0,05).

TABELA |lI: Atividade esterasica de larvas das linhagens suscetivel ou
resistente tratadas com concentracées diferentes de PBO em diferentes
tempos de exposicao

Linhagem
Tempo PBO Resistente Suscetivel
(min) (%) 3(mmol.mg".min"" prot.) 3(mmol.mg™".min"" prot.)

30 0 339 (164) {0} 410 (144) {0}
0,125 436 (89) {0} 402 (67) {0}

0,25 367 (91) {0} 398 (84) {0}

0,5 353 (51) {0} 377 (54) {0}

1 337 (77) {0} 363 (49) {0}

2 331 (62) {1} 349 (78) {1}

Continua...
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Continuagao...

Linhagem
Tempo PBO Resistente Suscetivel
(min) (%) 3(mmol.mg™.min"" prot.) 3(mmol.mg™".min"" prot.)
60 0 395 (231) {0} 315 (103) {1}
0,125 321 (87) {0} 279 (51) {0}
0,25 277 (61)°(0} 277 (32) {0}
0,5 281 (36)°{0} 201 (90)°{0}
1 263 (66)°{1} 198 (101)°(1}
2 329 (85) {0} 292 (56) {0}
120 0 422 (156) {0} 424 (129) {0}
0,125 375 (58) {0} 431 (69) {0}
0,25 310 (53)°{0} 375 (71) {0}
0,5 303 (71)°(2} 302 (58)°{0}
1 246 (55)°{1} 271 (43)°{0}
2 355 (96) {0} 360 (72) {0}

3Média (desvio padrdo), ° diferenca ao nivel de significancia de 5%; n= 10.

Teste de Tukey-Kramer; {numero de mortes na condigdo avaliada}.
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DISCUSSAO:

Em insetos, inseticidas organofosforados sao detoxificados por algumas
enzimas como colinesterases, transferases e oxidases que atuam reduzindo a
quantidade de moléculas de organofosforado livre ou hidrolisando-as (Terriere
1984, Kaliste-Korhonen et al. 1998). O metabolismo ou detoxificacao é,
provavelmente, o mecanismo mais estudado de resisténcia de insetos a
inseticidas. Sinergistas tém sido empregados na tentativa de superar o
problema de resisténcia em diversas pragas e vetores (Beckel et al. 2006,
Wilson et al. 1999, Young et al. 2005). Neste estudo, nés demonstramos que o
PBO, nas concentracbées de 0,25; 0,5; 1 e 2% aumentou a toxicidade de
temefés sobre as larvas da linhagem resistente de A. aegypti, sendo que 0s
maiores efeitos foram encontrados na concentracdo de 1% de PBO, em que
houve um acréscimo de 39,3% na mortalidade das larvas em relagcao ao grupo
controle.

De acordo com os resultados obtidos pela analise da atividade
esterasica nas populacdes resistentes, € possivel inferir que o efeito sinergista
de PBO na toxicidade de temeféds ocorreu, pelo menos parcialmente, devido ao
decréscimo da atividade esterasica geral destas populagdes, porém o efeito
inibidor da atividade esterasica nao foi considerado dose-tempo dependente
em ambas as linhagens de larvas. Além disso, como a resisténcia nao foi
completamente suprimida, é possivel presumir que outro mecanismo, além do
aumento da atividade esterasica possa também estar envolvido na resisténcia
dessas populacoes.

As larvas da linhagem resistente, pré-tratadas com PBO 2%,
apresentaram menor mortalidade que as larvas pré-tratadas com PBO na
concentracao de 1%. Esta reducdo na taxa de mortalidade pode ser explicada
por um efeito antagonista de PBO devido a uma provavel ativacao metabdlica
do citocromo P450 responsavel pela inibicado de PBO, visto que existem
isoformas de citocromos P450 responsaveis pela inibicado de organofosforados
e de PBO (Scott & Wen 2001).

O PBO pode atuar como um inibidor de P450, suprimindo a bioativagao
de TE e reduzindo a toxicidade do organofosforado. Foi demonstrado neste

estudo que PBO reduziu a toxicidade de TE, mas somente na mais alta
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concentragdo. PBO nao teve efeito significativo na toxicidade de TE na
concentragdo de 0,125%. Entretanto, PBO sinergizou de forma crescente a
toxicidade nas concentracoes de 0,25% a 1%. A taxa de sinergismo de PBO
foi mais alta nas concentracdes de 0,5% e 1% para a linhagem resistente, mas
sofreu uma reducao na concentracao de 2%.

Este resultado pode ser explicado pela existéncia de uma resisténcia
metabdlica baseada no citocromo P450 na linhagem resistente. E sabido que
multiplos isdmeros de P450 existem em muitas espécies de artrépodes e todos
sao substrato-especificos (Li et al 2006). Alguns isdmeros de P450 podem ser
responsaveis pela ativacdo de TE enquanto outros estdo envolvidos na
detoxificacdo metabdlica por serem muito mais sensiveis a inibicdo de PBO do
que os primeiros. Isto explica como PBO sinergizou a toxicidade de TE nas
concentracbes mais baixas (0,25; 0,5; e 1%) e a inibiu na concentracao mais
alta (2%). Na concentracao de 2%, os isOmeros responsaveis pela bioativacao
de TE tiveram seu efeito aumentado, anulando parte do efeito dos isdmeros
envolvidos na detoxificacdo metabdlica (Kotze & Sales 1995, Li et al. 2005,
Pisani-Borg et al. 1996, Sabourault et al. 2001, Siegfried & Scharf 2001).

Os efeitos diferenciais de PBO sobre a toxicidade dos inseticidas nas
linhagens resistentes observados nesses estudos foram atribuidos aos efeitos
inibitérios de PBO em diferentes isbmeros de P450 envolvidos na ativacao ou
detoxificacdo das moléculas de organofosforados.

Para a linhagem suscetivel, os pré-tratamentos com PBO nao conferiram
alteracdes nos niveis de toxicidade, pois é provavel que os individuos desta
populacao tenham expressado sua tolerancia normal ao inseticida (Gunning et
al. 1999).

Os resultados dos ensaios toxicol6gicos e de esterases realizados em
mosquitos da linhagem resistente indicaram que a habilidade de sobrevivéncia
destes insetos estd associada com a maior expressdo de esterases.
Resultados similares foram encontrados em outros ensaios que envolveram
outras classes de organofosforados (Sabourault et al. 2001, Siegfried & Scharf
2001, Zhou et al. 2004).

Efeitos semelhantes aos apresentados nesse estudo foram encontrados

em diferentes ensaios em que baixas concentracdes de PBO sinergizaram os
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efeitos de organofosforados a diferentes espéces de insetos (Beckel et al.
2006; Li et al. 2003; 2006; Wilson et al. 1999).

O elevado nivel de sinergismo de PBO 1% nos efeitos larvicidas de
temefés tem uma importante aplicacdo no controle de larvas de A. aegypti.
Formulagcdes de temefés com esta concentracdo de PBO poderdo ser
favoraveis nas campanhas de combate as linhagens suscetiveis e resistentes

das larvas de A. aegypiti.
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