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RESUMO

Aedes aegypti (L.), vetor da febre amarela urbana e da dengue, é controlado no Brasil
utilizando-se principalmente o organofosforado Temephos. Tem-se registrado a ocorréncia de
resisténcia deste mosquito ao Temephos aqui e em outros paises. Os Reguladores de
Crescimento de Insetos (IGRs) Diflubenzuron (inibidor de sintese de quitina ) ¢ Methoprene
(anédlogo ao hormdnio juvenil) sdo um grupo de inseticidas que afetam o desenvolvimento do
inseto. A susceptibilidade de A. aegypti a estes IGRs foi investigada em Uberlandia a partir da
obtencdo das concentragdes letais para 50% e 95% da populacio de mosquitos (CL50 e
CL95) e sua atuacdo nas formas imaturas deste mosquito. Também foram investigados outros
aspectos da susceptibilidade tais como, atividade residual destes IGRs e efeitos de dosagens
subletais sobre a simetria, tamanho, peso, fecundidade, fertilidade e longevidade de adultos.
Os experimentos foram realizados em laboratério com individuos de uma coldnia origindria
de ovos colhidos na regido urbana de Uberlandia. O nimero de réplicas dos grupos tratados e
controles se manteve em seis em todos os experimentos. Foi adotado o nivel de confianca de
95% em todas as andlises estatisticas. As CL50 e CLO95 obtidas para Diflubenzuron e
Methoprene foram: 5,19 e 12,24 ppb; 19,95 e 72,08 ppb, respectivamente. Diflubenzuron
mostrou-se efetivo em todos os estddios larvais, enquanto Methoprene causou maior
mortalidade quando o mosquito foi exposto a partir do inicio do quarto estadio larval. As
formulacdes comerciais dos IGRs apresentaram maior atividade residual que suas respectivas
formulagdes técnicas. Niveis aumentados de assimetria flutuante foram observados nos
mosquitos expostos ao Diflubenzuron. Fémeas tratadas com Methoprene apresentaram menor
peso que as ndo tratadas. Por outro lado, a longevidade do mosquito foi reduzida nos grupos
tratados com ambos os produtos. Os valores das CL50 e CL95 registrados para Diflubenzuron
estdo dentro do intervalo de variagdo observados na literatura para este IGR. J4 os valores
registrados para Methoprene estdo acima dos observados em outros locais, indicando uma
relativa tolerancia natural da populacao de A. aegypti de Uberlandia a este IGR. No entanto,
os resultados aqui obtidos indicam Diflubenzuron e Methoprene como alternativas para o

controle do vetor da dengue na regiao de Uberlandia.

Palavras-chaves: Aedes aegypti, IGRs, Diflubenzuron, Methoprene, susceptibilidade.



ABSTRACT

Aedes aegypti (L.), the vector of urban yellow fever and dengue, is controlled in Brazil
mainly by the use of the organophosphate Temephos. Resistance to Temephos has been
described in Brazil and in other countries as well. Insect Growth Regulators (IGRs),
Diflubenzuron (chitin synthesis inhibitor) and Methoprene (juvenile hormone analog), are
insecticides that affect the development of insects by affecting adult emergence. A. aegypti
susceptibility to Diflubenzuron and Methoprene was investigated in Uberlandia, by studying
the 50% and 95% lethal concentrations of both IGRs for the A. aegypti population (LC50 and
LC95) and their action on the immature stages. In addition, other aspects, such as IGRs
residual activity and the effect of sublethal dosages upon adult symmetry, size, weight,
fecundity, fertility and longevity were investigated. The experiments were done in laboratory
conditions using individuals from a colony originated from eggs collected in the urban area of
Uberlandia. The number of replicates was six in all assays. The confidence level adopted in
all the statistical analysis was 95%. The LC50 and LC95 of Diflubenzuron and Methoprene
were 5.19 and 12.24 ppb; 19.95 and 72.08 ppb, respectively. Diflubenzuron was effective in
all larvae instars and Methoprene caused greater mortality when the mosquito was exposed
from the early fourth instar larvae on. Concentrations of commercial IGRs presented greater
residual activity than did the technical formulations. Increased levels of fluctuating
asymmetry were observed in the mosquitoes exposed to Diflubenzuron. Females treated with
Methoprene showed smaller weight than did the untreated females. On the other hand, the
longevity of the mosquito was reduced in the groups treated with both IGRs. The LC50 and
LC95 of Diflubenzuron obtained here are compatible with the values observed for this IGR in
other studies, while the LCs of Methoprene were higher than those generally reported in the
literature. However, the results obtained here indicate that Diflubenzuron and Methoprene are

potential tools to control this mosquito in the region of Uberlandia.

Key words: Aedes aegypti, IGRs, Diflubenzuron, Methoprene, susceptibility.
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1 INTRODUCAO

A humanidade tem enfrentado duas grandes dificuldades para controlar insetos de
importancia médico-veterindria € econdmica com o uso de inseticidas quimicos
convencionais: o amplo espectro de acao destes praguicidas e a capacidade das espécies alvos
de desenvolver resisténcia (WILLIAMS, 1967; GEORGHIOU, 1980; GRAF, 1993). Tem-se
observado o surgimento e o aumento de resisténcia a inseticidas ao longo dos anos entre
artrépodes de importancia agropecudria (SHEPPARD; TORRES, 1998; BARROS; OTTEA;
FOIL, 2001) e em espécies de importancia na sadde publica (LIU; SCOTT, 1997;
RODRIGUEZ et al.,, 2001; CAMPOS; ANDRADE, 2003; CARVALHO et al.,, 2004;
RANSON et al., 2004). O uso de inseticidas de amplo espectro causa forte impacto a0 meio
ambiente, uma vez que coloca em risco outras espécies de animais, incluindo os seres
humanos (WILLIAMS, 1967; KNIGHT; NORTON, 1989; NUNES; TAJARA, 1998).

A intoxicagdo causada por praguicidas tem sido uma preocupagdo ao longo das
ultimas décadas, principalmente nos paises em desenvolvimento, onde se estima em 25
milhdes o nimero de envenenamentos de trabalhadores agricolas a cada ano (WESSELING;
CORRIOLS; BRAVO, 2005). Estima-se também que o seu uso cause cerca de 220 mil
fatalidades anualmente em todo mundo (UNEP, 1997 apud PAOLETI; PIMENTEL, 2000). O
contato direto ou a inalagdo de alguns desses praguicidas pode causar ndo sé intoxicacoes,
mas outras seqiielas graves de cardter crénico, como efeitos teratogénicos e/ou
carcinogénicos, genotoxicidade, problemas de fertilidade e distirbios hormonais (PAIGE;
TOLLEFSON; MILLER, 1999; ROJAS; OJEDA; BARRAZA, 2000; AIUB et al., 2002;
DAHLGREN et al., 2004, PELAEZ et al., 2004; RECIO et al., 2005; MENEGAUX et al.,
2006). Esses efeitos sdo de dificil deteccdo devido as limitagdes dos estudos realizados e
podem estar subestimados (NUNES; TAJARA, 1998; ESKENAZI et al, 2004;

WESSELING; CORRIOLS; BRAVO, 2005).



Assim, deve-se buscar desenvolver e empregar inseticidas menos perigosos a saude
humana e ao meio ambiente, mais especificos e que nido induzam resisténcia nas espécies
alvos. Uma alternativa que poderia auxiliar na solucao destes problemas comegou a surgir ja
na década de 30 com estudos basicos da fisiologia dos insetos (WILLIAMS, 1967,
CHAMBERLAIN, 1975). Em 1936, Wingglesworth, estudando diferentes estdgios de
Rhodnius prolixus (Stal, 1859) (Hemiptera: Reduviidae), descobriu que o hormoénio juvenil
possui duas funcdes principais na fisiologia e ciclo de vida de insetos: controlar a
metamorfose e regular a reproducdo em adultos (HARTFELDER, 2000; NORIEGA, 2004).
No entanto, somente em 1956 foi isolado o hormdnio juvenil do extrato cru do abdome de
machos da mariposa Hyalophora cecropia (L.) (Lepidoptera: Saturniidae) e observado que
sua aplicacdo tdépica impedia a metamorfose e a reproducdo do inseto. Contudo, a
possibilidade do emprego deste hormonio como controlador do desenvolvimento de insetos
foi estudada apenas em 1965 (TUNAZ; UYGUN, 2004). O termo hormonio juvenil refere-se
a uma classe de hormonios reguladores da muda e reprodug¢do pertencente ao grupo dos
sesquiterpendides, sintetizados e liberados por um par de glandulas enddcrinas conectadas ao
cérebro, os corpos alados (LI et al., 2003; NORIEGA, 2004; WILSON, 2004). Apds o
isolamento e identificacio do hormoénio juvenil I (HJI), presente principalmente nos
lepidopteros, foram isolados e identificados pelo menos mais trés compostos homoélogos ao
hormonio juvenil, o HJ0, observado somente em embrides de lepidopteros, o HJII, encontrado
ocasionalmente em lepidopteros e o HJIII, detectado nas outras ordens de insetos. Outros
compostos derivados de hormonio juvenil, como 4cidos e derivados ndo metilados também
circulam na hemolinfa de mariposas € uma nova classe, denominada versdo bisepdxido do
HIIII, esta presente em dipteros ciclorrafos e em alguns hemipteros (HARTFELDER, 2000).
Este mesmo autor, em detalhada revisdo sobre o hormodnio juvenil, destaca suas funcdes

pleiotrépicas, entre as quais a regulacdo da metamorfose dos insetos e da fertilidade de



fémeas. As fémeas de mosquitos necessitam de altos niveis de hormonio juvenil para prepara-
las para a digestao do sangue ingerido e para a oogénese, enquanto o processo de digestao e a
vitelogénese acontecem com baixos titulos deste hormonio (NORIEGA, 2004).

Os principais hormonios envolvidos no desenvolvimento, metamorfose e reprodugao
em insetos sao os neuro-hormonios ou neuro-peptideos, ecdisteréides ou hormodnios de muda
e os hormonios juvenis (HOFFMANN; LORENZ, 1998). No entanto, na maioria dos insetos,
o ecdister6ide 20-hidroxiecdisona é o responsdvel pelo controle destas funcdes numa
interacdo com o hormonio juvenil (ZHU; CHEN; RAIKHEL, 2003). Este modula o processo
de muda afetando a acdo da ecdisona de forma que altos titulos de horménio juvenil
promovem a muda de um instar larval para outro, enquanto os baixos niveis ou sua auséncia
estimulam a ecdisona a promover a muda para adultos (HARTFELDER, 2000; WILSON,
2004).

A muda nos insetos é um evento complexo no qual grande parte das acdes do
horménio juvenil ocorre em interacio com a ecdisona. Esse processo € iniciado por um
aumento de 20-hidroxiecdisona na hemolinfa e concluido apés seu declinio e a liberacdo de
um horménio de eclosio (HOFFMANN; LORENZ, 1998). Quando os titulos de hormonio
juvenil estdo altos, a nova cuticula formada serd larval, mas na auséncia deste hormonio que
ocorre no final do estagio larval, a 20-hidroxiecdisona induzird a metamorfose para a forma
adulta (ZHU; CHEN; RAIKHEL, 2003). Em insetos holometdbolos hd um grupo de células
denominadas discos imaginais (imaginal discs) que carregam caracteristicas do adulto, como
asas e genitdlias, inibidas pelo hormonio juvenil (HOFFMANN; LORENZ, 1998; ZHU;
CHEN; RAIKHEL, 2003). Durante o dltimo estddio larval, o comando para ocorréncia da
transformacdo da larva para pupa requer a acdo do ecdisteréide na auséncia de hormonio
juvenil, enquanto que a produc¢do da cuticula pupal € induzida na sua presenca (HOFFMANN;

LORENZ, 1998; ZHU; CHEN; RAIKHEL, 2003). A presenca deste hormonio na hemolinfa
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do inseto durante o desenvolvimento larval previne uma transformacdo precoce da larva em
adulto, o que justifica sua denominacdo pelos entomologistas de hormdnio “‘status quo”
(HARTFELDER, 2000; WILSON, 2004). Finalmente, a transformagdo de pupa para adulto
ocorre com o aumento dos titulos de ecdisterdides e diminuicdo nos niveis de hormdnio
juvenil (HOFFMANN; LORENZ, 1998; ZHU; CHEN; RAIKHEL, 2003).

Deve-se ressaltar que um dos principais componentes da cuticula dos insetos € a
quitina, um polimero de N-acetilglucosamina e glucosamina que serve de matriz para a
deposicdo de escleroproteinas e também faz parte da membrana peritréfica destes artropodes
(CHAPMAN, 1982; MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003; CHEN et al., 2005). Merzendorfer
e Zimoch (2003), em uma revisdo sobre o metabolismo de quitina em insetos, destacam a
importancia deste aminopolissacarideo para a sua sobrevivéncia. A cuticula dos insetos forma
um exoesqueleto com estrutura mais ou menos rigida devido a presenca de escleroproteinas,
limitando o crescimento do inseto. Desta forma, para crescer e se desenvolver, os insetos
devem substituir periodicamente sua cuticula velha por uma nova que, antes de se
esclerotizar, é suficientemente flexivel para permitir alguma expansdo (CHAPMAN, 1982;
MERZENDORFER, ZIMOCH, 2003). Para que isso ocorra, eles devem perder a cuticula
velha durante a muda, iniciada por uma multiplicacdo celular na epiderme seguida pela
apolise, processo que separa as células epidermais da cuticula precedente pela secrecdo do
fluido de muda e forma¢do da membrana de ecdise (CHAPMAN, 1982; MERZENDORFER;
ZIMOCH, 2003). O fluido de muda contém proteases e quitinases que digerem a endocuticula
velha cujos componentes sdo reciclados. A formacdo da nova cuticula comecga apds o espago
de ecdise se abrir como resultado da secre¢do das proteinas da cuticula e fibras de quitina
pelas membranas apicais das células epidermais. Ha a formagdo de uma cuticula quitinosa nao
esclerotizada, a procuticula e da epicuticula externa. Esta fecha a epiderme e a protege contra

as enzimas digestivas do fluido de muda. Finalmente, ocorre a ecdise, saida do farado da
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cuticula antiga. No final da ecdise ou imediatamente apds este processo, o inseto expande a
nova cuticula antes de seu enrijecimento por esclerotizagio (CHAPMAN, 1982;
MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003). Dessa forma, o crescimento e o desenvolvimento sdo
totalmente dependentes da capacidade dos insetos de remodelar estruturas quitinosas. Eles
sintetizam e degradam a quitina de forma altamente controlada para permitir ndo somente a
ecdise, mas também a regeneragao da membrana peritréfica presente no epitélio do intestino
médio e importante para o processo de digestdo de alimentos e protecdo contra patdgenos
(CHAPMAN, 1982; MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003).

Portanto, qualquer interferéncia na acdo dos hormonios envolvidos nos processos de
muda e desenvolvimento, seja por fontes exdgenas de hormdnios ou de seus andlogos
sintéticos, poderia resultar na interrup¢ao ou até mesmo, anormalidade no desenvolvimento e
reproducdo de insetos (HOFFMANN; LORENZ, 1998). Da mesma forma que os andlogos ao
hormonio juvenil, o desenvolvimento e aplicagdo de compostos quimicos que interferem no
metabolismo da quitina tém tido especial interesse para o controle de pragas
(MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003; CHEN et al., 2005).

O entendimento dos mecanismos envolvidos nos processos de muda dos insetos e a
descoberta de que aplicacio do hormonio juvenil e de seus andlogos poderia interferir no
desenvolvimento dos insetos e até elimind-los, acabou resultando no surgimento dos
Reguladores de Crescimento de Insetos (IGRs) (WILLIAMS, 1967; WILSON, 2004),
pertencentes a uma classe de agentes controladores que diferem amplamente dos inseticidas
convencionais por atuarem provocando mudancas morfofisiolégicas durante o processo de
desenvolvimento e metamorfose do inseto, além de induzirem efeitos morfogenéticos que
podem resultar em completa inibi¢do da emergéncia de adultos (GRAF, 1993; FOURNET et
al., 1995; PAWAR; PISALE; SHARMA, 1995; HOFFMANNN; LORENZ, 1998). Os IGRs

sdo considerados, segundo alguns autores, a “terceira geracdo de inseticidas” (WILLIAMS,



12

1967, CHAMBERLAIN, 1975; GRAF, 1993) e podem ser divididos em trés categorias de
acordo com seu modo de a¢do: os andlogos ao hormdnio juvenil, os inibidores da sintese e/ou
deposicdo de quitina e os derivados do composto organico triazina que também interferem na
muda e pupacdo (GRAF, 1993; CHAVASSE; YAP, 1997). Algumas de suas vantagens sao:
espectro de acdo mais restrito, auséncia ou baixa toxicidade para a maioria dos organismos
nio alvo como insetos benéficos e vertebrados, incluindo o homem e animais domésticos
(FINCHER, 1991; MULLA; DARWAZEH; SCHREIDER, 1989; MULLA, 1995;
CHAVASSE; YAP, 1997, WILSON, 2004; CHEN et al., 2005). Tém como alvo outros
orgdos que ndo os do sistema neural e, devido a sua atuagdo em sistemas especificos dos
insetos, sdo caracterizados como produtos seletivos, apresentando-se como alternativa em
programas de controle de vetores e no manejo de resisténcia a inseticidas convencionais
(GRAF, 1993; MULLA, 1995; VELLOSO et al., 1999).

Os IGRs tém-se mostrado eficazes no controle de vérias espécies alvos. Alguns deles
vém sendo estudados como alternativas para o controle de culicideos como Culex spp., Aedes
spp. € Anopheles spp. (PHONCHEVIN et al., 1985; BARUAH; DAS, 1996; BATRA et al.,
2005), insetos pragas de lavouras (LYRA; FERRAZ; SILVA, 1998; VELLOSO et al., 1999),
de produtos estocados (KOSTYUKOVSKY et al., 2000), moscas simbovinas como Stomoxys
calcitrans (L.), Musca autumnalis De Geer e Haematobia irritans (L.) (Diptera: Muscidae)
(WRIGTH; CAMPBELL; HESTER; 1973; MILLER; UEBEL, 1973; THOMAS, 1984;
SILVA; MENDES, 2002) e também no controle de pulicideos (MILLER et al., 1999;
ZAKSON; GREGORY; SHOOP, 2000) e insetos de importancia sanitiria como mosca
doméstica e baratas (MULLA; AXELROD, 1983; GINARTE; DORTA, 1996; AGUILERA;
MARQUETTI; NAVARRO, 2001).

Dentre as diversas classes de IGRs, os andlogos ao horménio juvenil ou juvendides,

principalmente Methoprene, estdo entre os mais amplamente estudados visando o controle de
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mosquitos (PAWAR et al., 1995; BARUAH; DAS, 1996; SOARES et al., 1996; RITCHIE;
ASNICAR; KAY, 1997; PINKNEY et al., 2000; GELBIC; OLEINICEK; GRUBHOFFER,
2002; NAYAR; ALI; ZAIM, 2002). Uma caracteristica comum destes compostos € nao
provocarem mortalidade rdpida nas larvas. Embora consigam sobreviver nesta fase, morrem
no estagio de pupa ou durante o processo de emergéncia do imago (GORDON; BURFORD,
1984; MULLA, 1995). A atuacdo destes juvendides em mosquitos se dd principalmente
durante um periodo de maior susceptibilidade larval, chamado janela de susceptibilidade, que
ocorre geralmente durante o quarto estidio (MULLA, 1995).

Diferentemente dos andlogos ao hormonio juvenil, os inibidores de sintese de quitina
agem nas larvas durante o processo de muda (VASUKI; RAJAVEL, 1992; MULLA, 1995).
Estas, em processo de muda, ndo conseguem se libertar completamente da cuticula
precedente, possivelmente devido a inibicdo na deposi¢do de quitina, ndo conferindo a
estabilidade necessdria para que as mesmas se livrem da cuticula (GROSSCURT, 1978;
MULLA, 1995). Diflubenzuron é um dos IGRs pertencentes ao grupo das chamadas
benzoilfenilureias, descobertos na década de 70 (CHEN et al., 2005). Este IGR tem a
capacidade de inibir a sintese de quitina, possuindo atividade ovicida e larvicida
(GROSSCURT, 1978; GRAF, 1993). Como no caso de Methoprene, vem sendo estudado
como alternativa em programas de controle de mosquitos (DORTA et al., 1989; ALIL
NAYAR; XUE, 1995; BARUAH; DAS, 1996; MARTINS; SILVA, 2004).

Os IGRs tém se tornado importante ferramenta para o controle de mosquitos desde a
década de 1970 nos Estados Unidos, quando o juvendide Methoprene comecou a ser
empregado para este fim e dez anos depois, também com a utilizagdo de Diflubenzuron
(ESTRADA; MULLA, 1986). Nesse e em outros paises, tem-se investigado ao longo dos
ultimos anos, a acdo de vdérios outros IGRs sobre os insetos (ESTRADA; MULLA, 1986;

PAWAR et al., 1995; MULLA, 1995; LONDERSHAUSEN et al., 1996; SAGAR; SEHGAL;
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AGARWALA, 1999; LEE, 2001; MULLA et al, 2003; SU; MULLA; ZAIM, 2003). No
Brasil, ainda héd poucos estudos sobre estes produtos e o emprego em campo de alguns deles
se restringe a poucas espécies, tais como: moscas em granjas com Cyromazine (Larvadex®)
(PINTO; PRADO, 2001), controle de pulgas de cdes e gatos com Lufenuron (Program®) e
Methoprene (PEREIRA; SANTOS, 1998) e nas pragas de lavoura com Diflubenzuron e
outros inibidores de formagao de cuticula (VELLOSO et al., 1999).

Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) estd entre os mais importantes insetos
transmissores de doencas ao homem. E o vetor da febre amarela urbana e da dengue em virios
paises tropicais (VAUGHAN; CHADEE; FFRENCH-CONSTANT, 1998; CICCIA;
COUSSIO; MONGELLI, 2000). Esta dltima doenga € alvo de uma das maiores campanhas de
saide publica realizadas no Brasil (FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE - FUNASA,
2002). Este diptero possui quatro estddios larvais, apds os quais se transforma em pupa da
qual dois a trés dias depois, emerge o adulto. Utiliza como criadouro os mais variados tipos de
reservatorios de dgua limpa, preferencialmente os artificiais como latas, frascos de vidro,
caixas d’agua e pneus (HON ORIO; OLIVEIRA, 2001). Prefere ovipdr na parede ou borda dos
recipientes (GADELHA; TODA, 1985; CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; FORATTINI, 2002),
mas também pode realizar a ovipostura diretamente na superficie da dgua (MADEIRA;
MACHARELLI; CARVALHO, 2002). Possui hdbitos diurnos e é eclético quanto ao
hospedeiro, mas tem preferéncia pelo homem. Uma caracteristica peculiar deste culicideo € a
persisténcia da fémea para conseguir completar o repasto sanguineo, mesmo quando repelida
pelo hospedeiro (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998; FORATTINI, 2002). Além disso, ela pode
realizar vdrios repastos antes de completar seu ciclo gonotréfico (DONALISIO; GLASSER,
2002). Este fato é altamente relevante, uma vez que a probabilidade de transmissdo de um
patégeno para um hospedeiro depende parcialmente da freqiiéncia de repastos sanguineos

(MACCLELLAND; CONWAY, 1971).
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Atualmente a dengue é uma das principais doencas reemergentes e um dos mais
importantes problemas de saide publica no mundo. Além disso, possui ampla distribui¢ao
geografica e € a principal arbovirose humana em importancia epidemiolégica (TEIXEIRA et
al., 2005), atingindo mais de 100 paises, sendo endémica em quase toda América, Sudeste
Asidtico, Oeste do Pacifico, Africa e Leste do Mediterrineo (GUZMAN; KOURI, 2002).
Devido a auséncia de uma vacina eficaz e dificuldades no tratamento, o principal meio de
reduzir sua transmissdo continua sendo o combate ao vetor (GUZMAN; KOURI, 2002;
TAUIL, 2002).

A. aegypti foi introduzido nas Américas durante o periodo da colonizac¢do e encontrou
um meio ambiente favordvel a sua manutencdo, como clima e acimulo de 4gua em diferentes
tipos de recipientes disponibilizados pelos hdbitos humanos, expandindo-se geograficamente
pelo pais (SILVA; SILVA, 2000; PENNA, 2003). No Brasil, segundo dados da FUNASA
(2001), a primeira epidemia de febre amarela urbana se deu no ano de 1685 em Recife. A
partir de 1850 comecgou a disseminacdo de A. aegypti por todo o pais, até que em 1903,
Oswaldo Cruz iniciou a luta contra a doenca criando o Servigco de Profilaxia da Febre
Amarela. A partir de 1947, o DDT foi empregado no combate ao mosquito e em 1955 foi
eliminado o dltimo foco de A. aegypti no pais. Em 1967 houve reintroducio do vetor no Paré
sendo novamente erradicado em 1973. No entanto, ocorreu nova reintrodu¢do em 1976 na
Bahia. A partir de 1978, o vetor se dispersou por todo territério nacional e em 1998 ja era
encontrado em todos os estados brasileiros. Em 1999 houve registro de transmissdo de dengue
em 23 estados e no Distrito Federal. Ainda de acordo com dados da FUNASA (2002) o
numero de casos de dengue tem aumentado nos ultimos anos no pais, alcancando 421.574
casos registrados em 2001, com 28 dbitos e até julho de 2002, 672.371 casos, sendo que a
regido sudeste ocupava o segundo lugar em nimero de casos. De 1980 a 2003, o nimero de

casos confirmados somente em Minas Gerais alcancou 330.930. Dados da Secretaria de
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Vigilancia em Sadde (BRASIL, 2005) mostraram que até a décima quarta semana
epidemioldgica de 2005 foram notificados 38.989 casos de dengue em todo Brasil.

A atual organizacdo dos grandes centros urbanos tem contribuido para o aumento da
populacdo deste mosquito e inviabilizado sua erradicag¢do. Desta forma, o Ministério da Satde
passou a recomendar o seu controle e ndo mais a eliminacdo (PENNA, 2003). As estratégias
de controle de A. aegypti adotadas pelo Programa Nacional de Controle da Febre Amarela e
Dengue no Brasil baseiam-se principalmente na utilizacdo de inseticidas quimicos entre os
quais, organofosforados e piretrdides e que busca reduzir a densidade populacional deste
vetor. Outra medida adotada € a eliminag@o de latas, pneus usados e outros recipientes que
servem de criadouro para o mosquito, bem como a aplicagdo de larvicidas nos criadouros e
nos depdsitos de dgua potavel dos domicilios (SOARES et al., 1996; FUNASA, 2001; LUNA
et al., 2004).

Em 1996, o Ministério da Satde lancou o Programa de Erradicacdo de A. aegypti
(PEAa), que visou a descentralizacdo das acOes na drea de controle de endemias com os
repasses de recursos federais diretamente a estados e municipios, 0 que resultou em um
fortalecimento das agdes de combate ao vetor e significativo aumento dos recursos utilizados
para essas atividades. No entanto, as acdes de prevencdo continuaram centradas quase que
exclusivamente nas atividades de campo com o uso de inseticidas contra 0 mosquito € ndo
tém se mostrado eficazes no controle da dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Devido
ao aumento da incidéncia de dengue a partir do final dos anos 90 e a introducdo e ripida
disseminagdo do sorotipo DEN-3, o Ministério da Saude lancou, em agosto de 2001, o Plano
de Intensificacdo das A¢des de Controle da Dengue (PIACD) que incorporou elementos como
a mobilizacdo social, a participacdo comunitdria e a criagdo do “Dia D” de combate a dengue
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Em julho de 2002 foi instituido o Programa Nacional de

Controle da Dengue que se prop6s a ndo s6 redirecionar a politica para controle do vetor, mas
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também estabelecer objetivos e metas mais consistentes (FUNASA, 2002). Apesar de todas
estas medidas, o nimero de casos de dengue alcancou indices epidémicos em quase todo
Brasil e somente em Uberlandia o niimero confirmado de casos em 2005 alcancou 2969 e, até
meados de junho de 2006, chegou a 5186 casos (VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA -
PREFEITURA MUNICIPAL DE UBERLANDIA - VIGEP- PMU, 2006).

Em todo o pais, a FUNASA utiliza desde a década de 80, o organofosforado
Temephos (Abate®) para o controle das larvas de A. aegypti e recomenda a substituicdo deste
por produtos a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) ou IGRs, como Methoprene
somente nos casos em que a resisténcia ao Temephos é verificada (CHAVASSE, YAP, 1997,
CAMPOS, ANDRADE, 2001; FUNASA, 2001). O controle dos adultos € realizado
basicamente pelo sistema de aplicagdes aeroespaciais, ultrabaixo-volume (UVB) e
termonebulizagdo (FUNASA, 2001; PINHEIRO; TADEI, 2002).

A resisténcia de A. aegypti aos inseticidas quimicos convencionais (organofosforados
e piretrdides) utilizados rotineiramente em seu controle vem sendo monitorada e registrada
em alguns paises (RAWLINS; WAN, 1995; VAUGHAN; CHADEE; FFRENCH-
CONSTANT, 1998; WIRTH; GEORGHIOU, 1999; RODRIGUEZ et al., 2002). Também no
Brasil o problema tem se tornado crescente nos tltimos anos (CAMPOS; ANDRADE, 2001;
CAMPOS; ANDRADE, 2003; LIMA et al., 2003; MACORIS et al., 2003; CARVALHO et
al., 2004; CUNHA et al., 2005). O desenvolvimento de resisténcia de insetos aos IGRs tem
sido registrado em alguns estudos (PINTO; PRADO, 2001; KRISTENSEN; JESPERSEN,
2003), inclusive a resisténcia de mosquitos (DAME; WICHTERMAN; HORNBY, 1998;
CORNEL et al., 2000; CORNEL et al., 2002). No entanto, apesar de o desenvolvimento de
resisténcia ndo poder ser evitado, deve-se observar se ela reflete apenas uma situacio
tempordria e se atinge nivel de importancia bioldgica ou econémica (PINTO; PRADO, 2001;

KRISTENSEN; JESPERSEN, 2003). No caso da resisténcia apresentada por A. aegypti aos
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inseticidas organofosforados, principalmente ao Temephos em vérias partes do mundo,
verifica-se que hé a necessidade da busca de novas alternativas de controle.

Diante da importancia epidemioldgica deste vetor e dos problemas enfrentados com
seu controle em todo o mundo, estudos tém apresentado a viabilidade de ado¢ao de medidas
adicionais, entre as quais a utilizacdo de inimigos naturais (MICIELI; MARTI; GARCIA,
2002; KAY et al., 2002; KOSITYACHINDA; BHUMIRATANA; KITTAYAPONG, 2003) e
com substancias naturais de origem vegetal (CICCIA; COUSSIO; MONGELLI, 2000;
CAVALCANTI et al., 2004; SIVAGNANAME; KALYANASUNDARAM, 2004).

Embora estejam sendo estudadas diversas medidas alternativas para o controle de
mosquitos, os inseticidas quimicos ainda se mantém fundamentais e amplamente utilizados
nos programas de controle deste e de outros mosquitos (PHONCHEVIN et al., 1985). A
eficacia dos inseticidas rotineiramente empregados, assim como o desenvolvimento de
resisténcia pelos vetores e seus mecanismos sao parametros que devem ser sempre avaliados e
monitorados ndo sé como medida de seguranca para a populagcdo envolvida, mas também para
a formulacdo e ajustes nas estratégias de controle (CAMPOS; ANDRADE, 2001). Nao se
devem desconsiderar os problemas advindos do uso dos inseticidas convencionais, tais como,
a resisténcia e/ou tolerancia das pragas, sua acdo sobre espécies nio alvo, inclusive sobre seus
inimigos naturais (SOARES et al., 1996) e as conseqiiéncias da exposicdo ambiental e
humana aos mesmos.

Soares e colaboradores (1996), no Rio de Janeiro, realizaram um estudo comparativo
com o larvicida organofosforado Abate® e o andlogo ao hormonio juvenil, Altosid®
(Methoprene) no controle de A. aegypti. Os autores observaram menor efeito residual de
Altosid quando comparado com o Abate e, segundo eles, como conseqiiéncia disso haveria a
necessidade de ciclos de tratamento menores que o utilizado até entdo pela FUNASA

(intervalos de trés meses), caso viessem a utilizar o IGR no controle de A. aegypti. Entretanto,
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deve-se salientar que o efeito residual de um inseticida pode sofrer variacdo de acordo com a
formulacdo e maneira de aplicacio (MULLA, 1995). Além do efeito residual, hd véarios outros
aspectos que devem ser analisados para definicdo do uso de um inseticida como, seu espectro
de acdo, estabilidade sob condi¢des externas, compatibilidade com outras estratégias de
controle e sua toxicidade para humanos e outros animais (HOFFMANN; LORENZ, 1998).
Dentre as etapas do ciclo de vida dos mosquitos, a oviposi¢do € um evento
fundamental e sua ocorréncia depende tanto do controle fisiolégico quanto genético
(VASUKI, 1999). Varios autores tém verificado os efeitos dos IGRs neste e em outros
aspectos fisiologicos de A. aegypti e demais mosquitos vetores de doengas em todo o mundo.
Sawby, Klowden e Sjogren (1992), nos Estados Unidos, registraram reducdo na longevidade
de fémeas de A. aegypti expostas durante o estdgio larval a concentracdes subletais de
Methoprene, assim como uma reducdo nas reservas de glicogénio em pupas de ambos 0s
sexos. Gelbi¢, Olejnicek e Grubhoffer (2002), na Republica Tcheca, submetendo larvas de
Culex quinquefasciatus Say e C. molestus Forskal ao Methoprene registraram alta mortalidade
das larvas, alteracdes morfoldgicas e prolongamento no periodo entre as mudas de cada
estddio larval. Esses autores também observaram uma diminuicdo da atividade de
hemaglutinacdo no intestino dos adultos. Mulla e colaboradores (2003), avaliando Novaluron
contra A. aegypti em laboratério e campo nos Estados Unidos e Tailandia, registraram alta
mortalidade de larvas de segundo e quarto estddios em laboratério e alta inibicdo de
emergéncia do mosquito em campo nas maiores concentragdes usadas. Também nos Estados
Unidos, Nishiura, Ray e Murray (2005) observaram que larvas de quarto estadio de A. aegypti
tratadas com Methoprene conseguiam empupar, mas o intestino posterior das pupas se
apresentava morfologicamente similar ao das larvas e o nivel de alteracdo era dose-

dependente.
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Na India, hd um ndmero considerdvel de estudos sobre a acdo de IGRs sobre
mosquitos. Pawar, Pisale e Sharma (1995) registraram reducdo na fecundidade e fertilidade de
adultos de A. aegypti que foram tratados durante o quarto estddio larval com quatro IGRs
produzidos a partir do composto geraniol. A sobrevivéncia de adultos também foi reduzida
em ambos os tratamentos. Vasuki (1999) verificou o efeito subletal de Hexaflumuron em trés
espécies de mosquitos, C. quinquefasciatus, A. aegypti € Anopheles stephensi Liston e
observou uma reducdo significativa na oviposi¢ao de fémeas origindrias de larvas de quarto
estadio e pupas tratadas com este composto. Houve reducdo também na quantidade de sangue
ingerido em fé€meas expostas a concentracdo letal para 50% da populagao (CL50). Mittal,
Adak e Batra (2001) fizeram comparag¢des entre a toxicidade dos IGRs, Methoprene e
Pyriproxyfen e dos larvicidas a base de Bacillus thuringiensis (Bti) contra An. sthefensi e A.
aegypti e observaram que os IGRs foram altamente téxicos as duas espécies. Ansari, Razdan e
Sreehari (2005) testaram a eficdcia de duas formulagdes de Hilmilin (Diflubenzuron) sobre
An. stephensi, An. culicifacies Giles, A. aegypti e C. quinquefasciatus. Estes autores
observaram que todas as espécies foram susceptiveis a ambas as formulacdes do produto,
tanto em campo como em laboratério e sugerem mais estudos com este IGR para seu possivel
emprego nas dreas urbanas daquele pais, endémicas para varias doengas transmitidas por estes
vetores.

No Brasil, Martins e Silva (2004) avaliaram a atividade inibidora de Diflubenzuron na
edcdise das larvas de A. aegypti e constataram que este IGR apresentou atividade larvicida em
todos os estadios, tanto em laboratério quanto em campo, sendo a concentracdo 1 ppm (parte
por milhao) letal para 100% das larvas. Braga e colaboradores (2005a) analisaram o efeito de
Methoprene sobre A. aegypti em laboratorio e registraram grande mortalidade, principalmente

em pupas, além de diferentes graus de alteragdes morfoldgicas.
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Os individuos resistentes a exposi¢do aos inseticidas nas concentragdes subletais
podem apresentar padroes de aptidao inferiores aos observados em populagdes nao expostas.
Aspectos como longevidade, fecundidade e fertilidade podem sofrer alteragdes em
decorréncia desta exposicdo, como descrito anteriormente. Desta forma, os efeitos subletais
de inseticidas podem ser tdo importantes quanto o efeito letal e conhecé-los seria de grande
utilidade no desenvolvimento de programas de controle integrados de pragas (ROBERT;
OLSON, 1989). E possivel fazer inferéncias sobre alguns dos aspectos fisiolégicos de
mosquitos, a partir de andlises morfométricas comparativas de individuos expostos e nao
expostos ao fator em estudo.

Mudancas gendmicas ou ambientais podem ocasionar alteragdes na estabilidade do
desenvolvimento de um individuo, reduzindo a homeostase ou aumentando a instabilidade
(PARSONS, 1990; MARKOW, 1995). Estressores tais como, temperaturas extremas,
densidade larval, poluicdo quimica e deficiéncia nutricional podem aumentar os niveis de
assimetria flutuante (AF) em uma populacdo (MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001)
fornecendo uma medida de instabilidade no desenvolvimento (PARSONS, 1990; PALMER;
STROBECK, 1996; M@LLER; SWADDLE, 1997). AF é definida como pequenos desvios
aleatdrios da simetria perfeita de qualquer cardter de um organismo com simetria bilateral
(VAN VALEN, 1962; FLOATE; FOX, 2000; ANTIPIN; IMASHEVA, 2001) e € um
parametro muito utilizado para estudar variagdes fenotipicas causadas por um ruido ambiental
(LOMONACO; GERMANOS, 2001). O grau de assimetria de um organismo serve como
uma medida do quanto ele conseguiu tamponar seu desenvolvimento contra condi¢des
estressantes (DEL LAMA; GRUBER; GOD()Y, 2002). Além disso, AF também chama
atencdo de estudiosos pelos registros de sua correlacdo negativa com componentes de aptiddao
dos individuos (MITTON; GRANT, 1984; PALMER; STROBECK, 1986; LEARY:;

ALLENDORF, 1989; PARSONS, 1990). A relac@o entre a exposi¢do aos inseticidas, AF e
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aptiddo de insetos submetidos ao tratamento vem sendo fonte de aten¢do de varios estudos
(MACKENZIE; CLARKE, 1988; CLARKE; RIDSDILL-SMITH, 1990; MPHO;
HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001; SILVA; MENDES; LOMONACO, 2004). Populagdes
de moscas e mosquitos expostas e resistentes a concentracdes subletais de inseticidas
convencionais podem sofrer aumento no indice de AF (MCKENZIE; CLARKE, 1988S;
CLARKE; RIDSDILL-SMITH, 1990; MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001).

Além da AF, outros parametros podem ser avaliados para se fazer inferéncias sobre a
aptidao de um individuo; entre eles, tamanho e peso. O tamanho de mosquitos adultos pode
ser um determinante para fatores tais como, fecundidade, longevidade e freqii€éncia de
repastos sanguineos que contribuem para a eficiéncia da transmissdo de um patdégeno pelo
vetor (SCHNEIDER et al., 2004). Individuos expostos a concentracdes subletais de
inseticidas podem sofrer alteracdes em seu tamanho (BJORKSTEN, 2000; SILVA;
MENDES; LOMONACO, 2004, MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001) e
conseqiientemente em sua aptidao, incluindo potencial reprodutivo, longevidade e outros, uma
vez que tamanho também esta usualmente relacionado a aptidao de um individuo.

Devido a importancia epidemioldgica de A. aegypti e as dificuldades encontradas
atualmente no controle deste vetor, é necessdrio buscar alternativas para seu controle,
preferentemente menos ou ndo danosas a organismos ndo alvos e a saide humana. Diante do
potencial dos IGRs como alternativa de controle deste e de outros insetos de importancia
médica no Brasil, propds-se neste estudo investigar a atuacdo de dois representantes deste
grupo de larvicidas, Diflubenzuron e Methoprene, em populacdes de A. aegypti na regidao de

Uberlandia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

-Verificar a susceptibilidade de Aedes aegypti a diferentes concentracdes de dois

Reguladores de Crescimento de Insetos, Diflubenzuron e Methoprene.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar as concentracdes letais destes produtos para 50% e 95% (CL50 e CL95)

da populagdo.

- Observar a atuagdo destes produtos nas formas imaturas de A. aegypti.

- Avaliar a atividade residual destes IGRs.

- Verificar os efeitos de concentragdes subletais destes produtos na simetria, no

tamanho e no peso dos adultos emergidos.

- Obter e comparar dados referentes a fertilidade, fecundidade e longevidade de
adultos tolerantes a concentragdes subletais destes produtos com dados de individuos ndo

€Xpostos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populacao de Aedes aegypti testada e sua manutencao em laboratoério

Foram realizadas colheitas em trés bairros da cidade de Uberlandia com auxilio de
armadilhas de oviposicdo (ovitrampas) para obtencao de formas imaturas de A. aegypti com a
finalidade de manter a colonia em laboratério. A obtencdo de oviposturas no campo ocorreu
quinzenalmente durante dois anos - fevereiro de 2003 a margo de 2005 - e mensalmente
durante o restante do ano de 2005 para manuten¢do da colonia. As ovitrampas constituiram-se
de um frasco plastico de cor preta, com cerca de 15cm de didmetro por 15cm de altura e furos
laterais a Scm da borda, contendo dgua limpa e uma palheta de Duratex® parcialmente
mergulhada na dgua (Figura 1). As armadilhas ficavam expostas no campo por, no maximo,
cinco dias e, em seguida, eram recolhidas ao Laboratério de Entomologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UFU para verificacdo da presenca de ovos, larvas e/ou pupas. No
Laboratério, as palhetas de Duratex® eram examinadas com auxilio de microscGpio
estereoscopico e aquelas que continham ovos de A. aegypti eram transferidas individualmente
para frascos de vidro transparentes (I14cm x 8cm) contendo a mesma dgua da ovitrampa,
porém inicialmente, sem submergir os ovos (Figura 2). Apés um periodo de 48h, tempo
necessdrio para embrionamento dos ovos, estes eram submersos para estimular a eclosdo das
larvas. Cerca de 30mg de racdo para roedores macerada (Nuvilab CR1, Nuvital® S/A, Brasil)
eram adicionados em cada frasco como fonte de alimentacdo larval. Os frascos eram cobertos
com um pedaco de organza branca presa por um elastico e monitorados até a emergéncia de
adultos (FO). Os imagos eram transferidos para gaiolas entomoldgicas a medida que emergiam
(45cm x 50cm x 50cm).

Uma ovitrampa era colocada em cada gaiola com o objetivo de obter oviposturas das

fémeas presentes. A cada trés dias, um roedor era acondicionado em uma pequena gaiola
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(25cm x 15cm), que, em seguida, era colocada e mantida por cerca de trés horas dentro da
gaiola contendo os mosquitos adultos, viabilizando o repasto sanguineo das fémeas. Também
era oferecida ad libitum aos adultos uma solug@o de dgua com agucar contida em frascos de
plastico, renovada a cada cinco dias. Os ovos obtidos em condi¢des de laboratério foram
submetidos aos mesmos procedimentos acima descritos para 0os ovos provenientes do campo.
Os adultos obtidos (geracdo F1) eram liberados em outras gaiolas e sua progénie (F2) foi
utilizada na realizagdo dos testes. Freqiientemente eram feitas novas introdugdes de
individuos (F1) visando manter a variabilidade genética da coldonia mantida em laboratério
similar & da populagdo do campo, no decorrer do periodo em que os experimentos foram

realizados.

N
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Figura 1. Ovitrampa utilizada para colheita de imaturos de Aedes aegypti em campo.
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b)

Figura 2. Palheta com ovos de Aedes aegypti (a) e frasco de vidro para o qual eram

transferidas as palhetas positivas (b).
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3.2 Verificacao da susceptibilidade de A. aegypti aos IGRs Diflubenzuron e Methoprene.

Foram preparadas duas solugdes estoques com o0s respectivos produtos técnicos
testados: Diflubenzuron a 99,4%, formulacdo em pé (Champion Farmoquimico Ltda.) e
Methoprene a 94,7%, emulsdo concentrada (Novartis Saide Animal Ltda). Estas solucoes
foram preparadas a partir da diluicdo em acetona de uma quantidade dos produtos
previamente pesada em balanga analitica. A seguir, foram feitas diluicdes seriadas das
solucdes em 2L de 4gua destilada, obtendo-se as concentracdes desejadas dos produtos em
partes por bilhdo (ppb). As concentracdes utilizadas para Diflubenzuron foram: 2; 3; 3,5; 5;
10; 15 e 20 ppb e as concentracdes utilizadas para Methoprene foram: 5; 10; 15; 20; 25; 30;
35; 45; 70; 100, 200 e 300 ppb. As concentracdes inicialmente testadas foram definidas a
partir de informagdes obtidas na literatura. As demais foram definidas a partir dos resultados
obtidos quanto ao grau de susceptibilidade as concentragdes precedentes até a obtengdo de
100% de mortalidade. Foram montadas seis réplicas para cada concentragdo e produto em
frascos de vidro contendo 250mL da solucdo e transferidas 20 larvas de quarto estddio para
cada um dos frascos. Os frascos controles tinham o mesmo nimero de réplicas e larvas do
grupo tratado e continham somente dgua destilada e as respectivas quantidades de acetona
adicionadas aos frascos contendo a solucdo de IGR. Em seguida, 30mg de racdo para roedores
previamente macerada foram adicionados em cada um dos frascos. Estes eram cobertos com
um pedaco de organza fixo por um eldstico e transferidos para uma estufa para B.O.D. a
temperatura de 25 + 1°C, 65 £+ 5% de umidade relativa e fotoperiodo 12:12h. Os individuos
foram acompanhados diariamente até a emergéncia de adultos ou morte de todos os

individuos.
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3.3 Determinacao das CL50 e CL95 dos produtos para a populacao de A. aegypti.

Para o cdlculo das concentracdes letais de Diflubenzuron e Methoprene para 50% e
95% da populacdo de mosquitos (CL50 e CL95) foi utilizada a andlise de regressdo de Probit

(FINNEY, 1971) com o emprego do software Minitab® realize 14 for Windows.

3.4 Verificacao do efeito de Diflubenzuron e Methoprene nas formas imaturas de A.

aegypti.

Para realizacdo deste experimento, foram escolhidas concentragcdes subletais proximas
as CL95 de cada produto. Foram utilizadas larvas recém-eclodidas (até 2h de vida), larvas
com 24, 48, 72 (quarto estadio recente), 96, 120, 144h e pupas com até 24h de idade. Para
cada tempo de desenvolvimento, 20 imaturos foram adicionados a cada um dos frascos de
vidro contendo 250mL da solucdo com a concentragdo testada (grupo tratado) ou contendo
somente dgua destilada e a mesma quantidade de acetona utilizada como solvente nas
respectivas concentragdes (grupo controle). Foram utilizadas seis réplicas e duas repeticoes
para cada produto. Os individuos foram acompanhados diariamente até a emergéncia de

adultos ou morte de todos os individuos.

3.5 Avaliacao da atividade residual de Diflubenzuron e Methoprene.

Para avaliacdo do efeito residual de Diflubenzuron e Methoprene, foram utilizadas
duas formulacdes de cada produto: a formulacdo técnica com graus de pureza ja mencionados
anteriormente e a formulacdo comercial, Diﬂy® 25% i.a., p6 (Diflubenzuron) e Altosid XR-
G® 1,5% i.a., granulos (Methoprene). Acetona foi utilizada como diluente na preparacio das
solucdes estoques elaboradas com os produtos técnicos, enquanto as solugdes estoques
origindrias dos produtos nas suas respectivas formulagdes comerciais foram diluidas

diretamente em 4gua destilada. Para cada produto e formulagdo, 20 larvas em inicio de quarto
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estddio foram transferidas para 1L de solucdo aquosa com concentracdes proximas as CL95
de cada produto, contida em frascos plasticos com capacidade para 1,5L. Foram utilizadas
seis réplicas dos grupos tratados e controles para cada produto e formulacdo. Os individuos
foram mantidos em estufa a 25 = 1°C e 65 + 5% de umidade. Apds a emergéncia de todos 0s
adultos nos grupos controles, fato que ocorria em média uma semana apds a introducdo das
larvas, novas baterias de 20 larvas de quarto estddio eram transferidas para cada frasco.
Larvas e/ou pupas remanescentes nos frascos do grupo tratado, no momento da transferéncia
do novo grupo de larvas, eram descartadas antes da introducdo, consideradas invidveis e
registradas como mortas (NAYAR; ALI; ZAIM, 2002). A introdu¢do de novos grupos de
larvas foi encerrada quando a emergéncia de imagos nos grupos tratados se mostrou similar a

dos grupos controles.

3.6 Verificacao do efeito dos IGRs na simetria e tamanho dos adultos sobreviventes as

concentracoes subletais.

Foram utilizados para a andlise morfométrica, mosquitos adultos sobreviventes as
diferentes concentragdes subletais de Diflubenzuron e Methoprene testadas para determinar os
parametros CL50 e CL95. Os individuos foram separados por sexo e tiveram suas asas direita
e esquerda removidas e montadas entre lamina e laminula. Foram utilizados 30 individuos -
15 machos e 15 fémeas sobreviventes as concentracdes: 2, 3 e 3,5 ppb de Diflubenzuron e o
mesmo nimero de individuos sobreviventes as concentracdes: 5, 10 e 20 ppb de Methoprene,
totalizando 90 individuos utilizados para cada IGR. Foram também escolhidos aleatoriamente,
cinco individuos pertencentes aos grupos controles de cada concentracido totalizando 15
machos e 15 fémeas para cada IGR. Cada asa foi fotografada individualmente utilizando uma
camera digital DP70 com resolu¢do de 12 megapixels acoplada a um microscépio Olympus

com a objetiva de 4x. Em seguida, cada imagem foi ampliada e arquivada num aumento de
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20x. Foram definidos quatro pontos para a medi¢do de duas distincias entre eles (Figura 3):
Medida A = distancia entre ponto de bifurcacdo da nervura CuA em CuA; e CuA; até a
extremidade da nervura R4,s na margem da asa; Medida B = distincia entre ponto de
encontro da extremidade distal da nervura R; na costa até extremidade da CuA| na margem da
asa. Cada medida foi efetuada trés vezes com auxilio do programa de andlise e processamento
de imagens, Image J 1.35 S. Os valores obtidos na repeticdo das medidas foram utilizados

para determinar a dimensdo do erro nas medicoes.

1.0 mm

Figura 3. Asa direita de uma fémea de Aedes aegypti mostrando as distancias medidas para
célculo da assimetria flutuante e do tamanho dos individuos pertencentes aos grupos expostos

ao Diflubenzuron e Methoprene e aos respectivos grupos controles.
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As diferengas entre as medidas dos lados direito e esquerdo foram consideradas para
se avaliar a ocorréncia de assimetria flutuante (AF) que foi calculada utilizando-se a seguinte
formula: [(X | D-E | )/n]. Primeiramente, utilizou-se uma analise de varidncia de dois fatores
(ANOVA) para determinar se a variagdo entre os dois lados era significativamente maior que
o erro das medidas (WOODS; HERCUS; HOFFMANNN, 1998; PERFECTTI; CAMACHO,
1999). Como os erros mostraram-se insignificantes para ambas as medidas nos individuos
expostos aos dois IGRs e respectivos controles, ou seja, houve interacdo significativa lado x
repeti¢cdo, decidiu-se utilizar o valor da primeira medida nas andlises subseqiientes
(Diflubenzuron - Medida A: F = 196591, p < 0,001; Medida B: F = 49,93, p < 0,001;
Methoprene - Medida A: F = 114,19, p < 0,001; Medida B: F = 353,77, p < 0,001). De acordo
com Palmer e Strobeck (1986), faz-se necessario a distin¢cdo entre AF e assimetria direcional,
que € a tendéncia do maior desenvolvimento de um dos lados. Para descartar a ocorréncia de
assimetria direcional, aplicou-se o teste-t para verificar se a distribuicdo das médias do lado
direito menos o esquerdo (DE) ndo diferiam de zero. Segundo estes mesmos autores, a
ocorréncia de antissimetria, definida como uma diferenca significativa entre os lados onde o
lado maior € distribuido aleatoriamente dentro de uma amostra, € testada utilizando-se o teste
de Kolmogorov-Smirnov, ou seja, verificando-se o ajuste da distribuicio DE a uma curva
normal. A correlagdo entre assimetria e tamanho também foi verificada utilizando-se a anélise
de correlacdo de Pearson. Quando esta relacdo de dependéncia € encontrada, deve-se obter
uma medida relativa de AF que ¢ feita dividindo-se o valor de AF pela medida do carater de
um dos lados (PALMER; STROBECK, 1986; EGGERT; SAKALUK, 1994). Finalmente,
optou-se por utilizar o teste de Kruskal-Wallis para verificar se havia diferengas nos niveis de
AF entre os tratamentos.

A andlise multivariada de Componentes Principais foi utilizada para verificar a

natureza e a magnitude das variacdes nas caracteristicas morfoldgicas. Estimou-se um indice
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geral de tamanho a partir da matriz de correlacdo dos caracteres originais. Os caracteres
usados para obtencdo dos escores do primeiro componente foram aqueles correlacionados
significativamente - medidas A e B da asa direita. Na andlise morfoldgica, o primeiro
componente € interpretado como uma representagdo de tamanho (MANLY, 1994). Diferencas
de tamanho entre os grupos tratados e controles foram averiguadas pelo teste de Kruskal-

Wallis, uma vez que os escores obtidos ndo apresentaram distribui¢ao normal.

3.7 Averiguacio do efeito dos IGRs no peso, na fecundidade, fertilidade e longevidade de

A. aegypti

Larvas de quarto estddio foram expostas a uma concentracdo proxima as CL50 dos
dois IGRs: Diflubenzuron em sua formulacdo técnica e Methoprene na formulacdo comercial.
Os adultos sobreviventes foram liberados em gaiolas entomoldgicas (45cm x 50cm x 50cm)
na razdo sexual de 1:1 - 12 machos e 12 fémeas em cada gaiola. As fémeas foram pesadas
individualmente apds a emergéncia e antes de serem liberadas nas gaiolas. Machos e fémeas
foram mantidos juntos por um periodo médio de cinco dias, quando entdo foi colocado um
roedor dentro de cada gaiola por 8h para repasto sanguineo das fémeas. Dois dias apds a
retirada do roedor, as fémeas presentes em cada gaiola foram recontadas e duas ovitrampas
foram colocadas e deixadas por 48h em cada gaiola. A fecundidade foi calculada por meio do
nimero médio de ovos produzidos por fémea neste periodo. As gaiolas contendo os adultos
foram mantidas dentro do laboratério em temperatura ambiente. Os ovos foram armazenados
por sete dias em estufa a 25 + 1°C e 65 + 5% de umidade e a fertilidade foi calculada a partir
da proporcao de ovos vidveis que resultaram em eclosdo de larvas até 24h apds submersdo. Os
estudos de fecundidade e fertilidade também foram realizados utilizando-se seis réplicas para
cada grupo e produto. Apds a retirada das ovitrampas, machos e fémeas expostos aos produtos

foram recontados e transferidos para uma unica gaiola. O mesmo aconteceu com o0s
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individuos do grupo controle. A longevidade foi determinada a partir do registro didrio de
mortalidade em cada gaiola desde a emergéncia dos imagos. O tnico alimento oferecido aos
adultos apds a obtencao dos dados referentes a sua fecundidade e fertilidade foi uma solucao
de 4gua com acucar, renovada a cada cinco dias até a morte de todos os individuos.

Os pesos das fémeas dos grupos tratados e controles foram comparados pelo teste de
Kruskal-Wallis. Para andlise dos dados referentes a fecundidade, as médias de ovos por fémea
obtidas em cada gaiola (réplicas) foram transformadas para Log;( €, em seguida, submetidas
ao teste-t. Nos testes de comparacao de fertilidade, as propor¢des de larvas eclodidas dos ovos
foram transformadas para arco-seno e, em seguida, também foram submetidas ao teste-t. Os
dados referentes a longevidade também foram transformados para Log;y e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA). Os procedimentos estatisticos foram realizados usando o
pacote estatistico SYSTAT for Windows, versao 10.2 (2002). O nivel de significancia

adotado para todas as anélises foi igual a 0,05.

3.8 Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos laboratoriais referentes a manipulagdo dos agentes quimicos
(larvicidas e acetona), bem como dos mosquitos em todos os seus estidgios de
desenvolvimento seguiram as normas de biossegurancga descritas por Chaves-Borges e Mineo

(1997).
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4 RESULTADOS

As percentagens de emergéncia de adultos obtidas nos grupos controles ficaram
proximas de 90% em todos os testes e foram utilizadas para correcdo da mortalidade dos
grupos tratados de acordo com Abbott (1925).

Observou-se que A. aegypti mostrou distinta susceptibilidade aos dois IGRs. Apds
andlise de residuos das retas geradas preliminarmente pela regressdo probitica, dois pontos de
cada reta foram descartados e os testes de Pearson e Deviance indicaram um melhor ajuste
dos pontos de Diflubenzuron (p = 0,777; p = 0,656) e Methoprene (p = 0,373; p = 0,422) as
respectivas retas preditas (Figura 4). Foram observadas diferencas significativas entre as
inclinacdes das retas dos dois IGRs (p < 0,001). Os valores das CL50 e CL95 dos dois
produtos e seus respectivos intervalos de confianga, assim como os valores de inclinacdo das

retas sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. ConcentracOes letais de Diflubenzuron e Methoprene para 50% e 95% (CL50 e
CL95) da populacdo de Aedes aegypti exposta em Uberlandia - MG.

IGR CL50 (ppb) IC - 95% CLO95 (ppb) IC - 95% Inclinacdo da reta

(b)
Diflubenzuron 5,19 4,59 -5,79 12,24 10,77 - 14,30 1,91 +£0,15
Methoprene 19,95 18,39 - 21,54 72,08 62,85 - 85,29 1,28 £ 0,08

ppb = partes por bilhdo; IC = Intervalo de Confianga.
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Figura 4. Mortalidade de Aedes aegypti sob acdo de diferentes concentracdes de

Diflubenzuron (a) e Methoprene (b) em Uberlandia - MG.
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Enquanto as maiores concentragdes de Diflubenzuron causaram mortalidade nos
mosquitos principalmente nas primeiras 48h de exposi¢do, as menores concentragdes, 2 € 3
ppb promoveram menor mortalidade e de forma mais lenta (Tabela 2). Parte das larvas
expostas a este IGR prolongou seu desenvolvimento por varios dias e morreu somente quando
todos os individuos do grupo controle ja haviam emergido. Uma pequena quantidade de

individuos (0,7%) emergiu de forma incompleta e morreu presa a exuvia.

Tabela 2. Susceptibilidade de Aedes aegypti a diferentes concentracdes de Diflubenzuron em

Uberlandia — MG.

Mortalidade (%)

Concentragdo (ppb) n Grupo controle Grupo tratado”

2 120 5,0 8,7

3 120 9,0 13,9

3,5 120 7,5 64,8

5 120 9,2 82,6

10 120 12,5 87,6

15 120 10,0 98,1

20 120 8,3 100,0

* Valores de mortalidade ajustados segundo Abbott (1925).

Methoprene causou 100% de mortalidade na concentragdo de 300 ppb (Tabela 3) e em
todas as concentragdes testadas a mortalidade ocorreu principalmente durante o periodo de
pupa. Uma pequena parte de imagos (3,6%) que ficou presa a exuvia no momento da
emergéncia, também foi considerada invidvel e somada aos individuos que morreram no

estagio de pupa.
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Tabela 3. Susceptibilidade de Aedes aegypti a diferentes concentracdes de Methoprene em

Uberlandia — MG.

Mortalidade (%)
Concentragao (ppb) n Grupo controle Grupo tratado”

5 120 0,8 5,9
10 120 0,8 18,5
15 120 2,5 38,5
20 120 5.8 48,7
25 120 7,5 63,0
30 120 5.8 76,1
35 120 2,5 84,6
45 120 6,7 86,6
70 120 5,0 90,3
100 120 9,2 97,2
200 120 3,8 99,2
300 120 8,5 100,0

* Valores de mortalidade ajustados segundo Abbott (1925).

O efeito dos IGRs nos diferentes tempos de desenvolvimento de A. aegypti mostrou-se
distinto para os dois produtos. A concentracdo letal préxima a 95% de Diflubenzuron, 10 ppb,
promoveu alta mortalidade sobre larvas de todas as idades e estddios (Tabela 4). Quase todas
as larvas acima de 72h de idade (inicio de quarto estddio) expostas a este IGR morreram num
periodo de 48h. Sua acdo em larvas de quarto estddio mais velhas (acima de 72h) promoveu
mortalidade principalmente durante a forma intermedidria entre larva e pupa (larva-pupa). As
larvas mortas geralmente permaneciam presas a cuticula precedente e o abdome permanecia
com formato similar ao das larvas naqueles individuos que morriam apresentando a forma
intermedidria de larva-pupa.

Methoprene causou maior mortalidade quando as larvas de A. aegypti foram expostas
a este IGR a partir de 72h de idade (Tabela 4) e as mortes ocorreram principalmente quando
elas alcancaram a fase de pupa recém formada (pupas brancas). Aquelas larvas expostas com

menor tempo de desenvolvimento apresentaram menor mortalidade (Tabela 4) e as mortes
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ocorreram principalmente quando as pupas estavam mais velhas e mais pigmentadas. Dentre
as aberracdes morfologicas apresentadas pelos individuos mortos estdo a ocorréncia de
intermedidrios larva-pupa e pupa-adulto, pupas desmelanizadas com abdome semelhante ao
das larvas e adultos incompletamente emergidos.

Os individuos expostos ao Diflubenzuron e Methoprene durante o estidgio de pupa

mostraram-se tolerantes aos dois IGRs (Tabela 4).

Tabela 4. Susceptibilidade de imaturos de Aedes aegypti de diferentes idades ao

Diflubenzuron e Methoprene em Uberlandia, MG.

IGRs Diflubenzuron 10 ppb Methoprene 70 ppb
Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Tempo de
desenvolvimento Grupo Controle  Grupo Tratado.  Grupo Controle  Grupo Tratado”

(horas)
<2 8,9 96,8 7,6 75,6
24 33 99,6 4,6 39,3
48 9,7 99,6 2,9 55,8
72 33 97,4 2,1 90,7
96 0,8 98,4 0,4 91,3
120 11,2 98,2 1,7 100,0
144 7,9 86,4 2,1 98,3

Pupas 2,2 0,0 1,7 1,3

*Valores de mortalidade ajustados segundo Abbott (1925).

As concentragdes proximas as CL95 das formulacdes técnica e comercial de
Diflubenzuron (10 ppb) e Methoprene (70 ppb) apresentaram variacdes em sua atividade
residual a partir da segunda semana de exposicdo das larvas (Figura 5). As formulagdes
comerciais (Fc) dos dois IGRs apresentaram maior efeito residual que suas respectivas
formulacdes técnicas (Ft) e as diferencas entre as formulagdes foram observadas a partir de

uma semana (Figura 5). A mortalidade provocada pelas Ft dos IGRs ficou préxima a dos



grupos controles trés semanas apds o inicio dos ensaios € uma semana antes que suas
respectivas Fc. A redugdo no efeito residual das duas formulagdes de Diflubenzuron e

Methoprene induziu mortalidade mais lentamente, fato também observado nos testes de

susceptibilidade nas menores concentragdes utilizadas.

100

Mortalidade (%)
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Figura 5. Mortalidade de Aedes aegypti decorrente do efeito residual de Diflubenzuron e

Methoprene nas concentracdoes de 10 e 70 ppb, respectivamente em Uberlandia, MG. Fc

Formulagao comercial; Ft = formulagdo técnica.
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A Tabela 5 apresenta os valores médios e desvios-padrdes da diferenca de medidas
dos lados direito e esquerdo (DE), assim como os resultados dos testes de assimetria

direcional, antissimetria e correlacdo da assimetria com tamanho observados nas asas de A.

aegypti.

Tabela 5. Resultados dos testes de assimetria direcional, antissimetria e correlagdo da

assimetria com tamanho em dois caracteres de Aedes aegypti para Diflubenzuron e

Methoprene.
Correlacao de
. Assimetria assimetria
IGR Média DE + DP (n)’ direcional Antissimetria ~ com tamanho
Diflubenzuron t P Dif . nax P r P

Medida de asa A 0,001 £0,005 (116) 2,982 0,003 0,497 <0,001 -0,017 0,858
Medidade asaB 0,002 £ 0,010 (116) 1,663 0,099 0486 <0,001 -0,112 0,232

Methoprene

Medida de asa A 0,000 + 0,004 (107) 0,585 0,560 0,496 <0,001 0,029 0,766
Medidade asaB 0,003 £ 0,012 (107) 2,655 0,009 0493 <0,001 0,146 0,133

*DE = valor direito - valor esquerdo; DP = desvio-padrao; n = nimero de individuos.

As medidas de asa A dos individuos tratados com Diflubenzuron e B daqueles tratados
com Methoprene foram omitidas das andlises subseqiientes, uma vez que o teste-t indicou
ocorréncia de assimetria direcional (Tabela 5). Verificou-se com o teste de Kolmogorov-
Smirnov que as medidas de assimetria ndo se ajustaram a distribui¢do normal. Diante disso,
aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparar os niveis de AF entre os grupos tratados e
controles. Nas duas medidas analisadas - B de Diflubenzuron e A de Methoprene - o teste
demonstrou nao haver diferenca significativa nos niveis de AF entre os sexos (p =0,151 ep =
0,408). Apenas a medida de asa B dos individuos do grupo tratado com Diflubenzuron

mostrou diferenca nos niveis de AF entre as diferentes concentracdes (p = 0,028). O teste “a
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posteriori” de Tukey (ZAR, 1984) indicou que os individuos tratados com Diflubenzuron

eram significativamente mais assimétricos que os nao tratados (Figura 6).
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Figura 6. Niveis de assimetria flutuante observados em Aedes aegypti sobreviventes as
diferentes concentracdes de Diflubenzuron e dos controles (C). Diferencas significativas entre
os grupos sao indicadas por letras diferentes. As barras acima das colunas referem-se ao erro-

padrao.

Na andlise de Componentes Principais, o primeiro componente, que estd relacionado
aos eixos que exibem maior variancia entre os individuos, explicou 97,92% da variancia total
observada nos individuos tratados com Diflubenzuron e 97,03% naqueles tratados com
Methoprene (Tabela 6). A analise de Kruskal-Wallis ndo indicou diferencas de tamanho entre
0os mosquitos expostos as diferentes concentracdes de ambos IGRs e controles. J4 entre os
sexos, observou-se que machos mostraram-se significativamente menores que as fémeas
independentemente de tratados ou ndo com Diflubenzuron (X2 = 86,154; p < 0,001) e

Methoprene (y* = 56,515; p < 0,001).
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Tabela 6. Componentes principais extraidos da matriz de correlacdo fenotipica dos dois
caracteres morfolégicos medidos em machos e fémeas de Aedes aegypti usando andlise de

Componentes Principais.

IGR Primeiro componente
Diflubenzuron
Medida de asa A 0,990
Medida de asa B 0,990
Total da variancia explicada (%) 97,92
Methoprene
Medida de asa A 0,985
Medida de asa B 0,985
Total da variancia explicada (%) 97,03

O peso médio das fémeas tratadas com Diflubenzuron foi 1,876 + 0,453mg e o das
fémeas do grupo controle foi 1,838 + 0,416mg. Nao se observou diferenca significativa entre
os pesos dos dois grupos (p > 0,05). As fémeas tratadas com Methoprene pesaram em média
1,871 £ 0,334mg e as do grupo controle pesaram 1,973 + 0,381mg. Considerando que o peso
das fémeas tratadas com Methoprene foi menor que o das ndo tratadas ao nivel de confianca
de 94,5%, esta diferenca entre os dois grupos serd aqui considerada significativa.

Os resultados encontrados referentes a fecundidade - nimero médio de ovos por fémea -
e fertilidade - proporcdo de larvas eclodidas destes ovos - das fémeas de A. aegypti
sobreviventes a concentracio 3 ppb de Diflubenzuron e 20 ppb de Methoprene estdao
demonstrados nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Observou-se que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a fecundidade (p = 0,338) e fertilidade (p = 0,657) das
fémeas do grupo tratado com Diflubenzuron com a fecundidade e fertilidade obtidas daquelas
do grupo controle. Também nao foram encontradas diferencas significativas entre fecundidade
(p = 0,294) e fertilidade (p = 0,138) das fémeas tratadas com Methoprene com os resultados

obtidos do grupo controle.
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Tabela 7. Fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti expostas durante o quarto estddio larval a concentracdo 3 ppb de Diflubenzuron

em Uberlandia, MG.

Grupo controle Grupo tratado
Gaiola Numero  Numero Média de Numero de larvas Gaiola  Numero Numero Média de Numero de larvas
de fémeas de ovos ovos/fémea (xDP) eclodidas (%) de fémeas de ovos ovos/fémea (+DP) eclodidas (%)
1 4 99 24,7 79 (79,8) 1 7 264 37,7 231 (87,5)
2 7 126 18,0 85 (67,5) 2 7 111 15,9 72 (64,9)
3 12 92 7,7 90 (97,8) 3 11 71 6.4 58 (81,7)
4 5 106 21,2 87 (82,1) 4 2 66 33,0 57 (86,4)
5 10 14 1,4 11 (78,6) 5 6 110 18,3 99 (90,0)
6 8 291 36,4 196 (67,3) 6 5 252 50,4 218 (86,5)
Total 46 728 18,2 (£ 12,4) 548 (75,3) Total 38 874 26,9 (£ 16,2) 735 (84,1)

Tabela 8. Fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti expostas durante o quarto estiddio larval a concentragdo 20 ppb de Methoprene

em Uberlandia, MG.

Grupo controle Grupo tratado
Gaiola Nuimero  Numero Média de Numero de larvas Gaiola ~ Numero Numero Média de Numero de larvas
de fémeas de ovos  ovos/fémea (+ DP) eclodidas (%) de fémeas de ovos ovos/fémea (+DP) eclodidas (%)

1 9 36 4,0 28 (77,8) 1 10 53 53 31 (58,5)
2 10 166 16,6 117 (70,5) 2 7 72 10,3 53 (73,6)
3 2 91 45,5 78 (85,7) 3 3 93 31,0 75 (80,6)
4 9 437 48,5 280 (64,1) 4 6 101 16,8 7 (6,9)

5 12 431 35,9 282 (65,4) 5 8 35 4.4 5(14,3)
6 9 224 24,9 134 (59,8) 6 2 66 33,0 39 (59,1)

Total 51 1385 292 (+ 17.,3) 919 (66.,4) Total 36 420 16,8 (£ 12,6) 210 (50,0)
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A longevidade de machos e fémeas de A. aegypti expostos as concentragdes subletais
3 ppb de Diflubenzuron e 20 ppb de Methoprene durante o quarto estddio larval é mostrada
nas Figuras 7 e 8, respectivamente. No experimento com Diflubenzuron, as fémeas do grupo
controle viveram em média 49,2 + 24,8 dias, enquanto as expostas a este IGR viveram 39,1 +
26,0 dias. J4 os machos submetidos ao tratamento viveram em média 21,9 + 15,3 dias,
enquanto os nao tratados viveram 26,4 + 15,3 dias. Observou-se que machos e fémeas do
grupo tratado viveram menos que machos e fémeas do grupo controle (p < 0,05) e que dentro
dos grupos tratados e controles, machos viveram menos que fémeas (p < 0,001). No
experimento com Methoprene foi observada situagao similar. As fémeas tratadas viveram em
média 28,9 + 26,2 dias, enquanto as do grupo controle viveram 49,5 + 23,9 dias. J4 os machos
submetidos ao tratamento com este IGR viveram 24,9 + 18,8 dias e os pertencentes ao grupo
controle, 35,3 + 20,6 dias. Também aqui se observou menor longevidade de adultos do grupo
tratado em relacdo aos do grupo controle (p < 0,001) e menor longevidade de machos em

relacdo as fémeas em ambos os grupos (p < 0,05).
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Figura 7. Longevidade de fémeas (a) e machos (b) de Aedes aegypti expostos durante o quarto

estadio larval a concentracio 3 ppb de Diflubenzuron.
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Figura 8. Longevidade de fémeas (a) e machos (b) de Aedes aegypti expostos durante o quarto

estadio larval a concentracio 20 ppb de Methoprene.
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5 DISCUSSAO

Os resultados da andlise de regressdo probitica indicam que a susceptibidade de Aedes
aegypti aos IGRs, Diflubenzuron e Methoprene € concentracao-dependente, concordando com
outros estudos realizados com IGRs em diferentes paises (PHONCHEVIN et al., 1985; DORTA
et al., 1989; MULLA et al., 2003). A reducd@o na atividade residual ao longo do tempo esta
relacionada com a redug¢do nas concentracdes dos ingredientes ativos dos IGRs no meio
(EXTOXNET, 2000). Nesse sentido, os dados obtidos no experimento de poder residual
também confirmam essa relagdao concentragdo-dependente.

Os valores das CL50 e CL95 de Diflubenzuron aqui obtidos estdo dentro do intervalo
de variacdo observado para este inibidor de sintese de quitina em trabalhos realizados em
outros paises (DORTA et al., 1989; FOURNET; SANNIER; MONTENY, 1993). No entanto,
as concentragdes obtidas para Methoprene sdo maiores que aquelas usualmente registradas em
outros locais (PHONCHEVIN et al., 1985; SAWBY; KLOWDEN; SJOGREN, 1992;
O’DONNEL; KLOWDEN, 1997; RITCHIE; ASNICAR; KAY, 1997, WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2001), incluindo resultados obtidos no Rio de Janeiro utilizando
uma cepa reconhecidamente susceptivel a este IGR (BRAGA et al., 2005a). Diferencas nas
caracteristicas da dgua e dos recipientes utilizados nos experimentos, assim como temperatura
e umidade nos quais os estudos sdo desenvolvidos podem ter influenciado os resultados
(LIMA; MELO; VALLE, 2005). Outros aspectos tais como, estadio larval utilizado para
realizar os testes, critérios adotados para definir individuos invidveis (PHONCHEVIN et al.,
1985; FOURNET; SANNIER; MONTENY, 1993; BRAGA et al., 2005a) e utilizacdo de
diferentes formulacdes do IGR também podem explicar parcialmente algumas diferengas nos
resultados obtidos em diferentes estudos (MULLA et al, 1989). Além disso, avaliagdes em
campo geralmente mostram diferencas nos valores dos parametros de susceptibilidade,

quando comparadas aquelas obtidas sob condi¢des de laboratério (NAYAR; ALI;, ZAIM,
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2002; MARTINS; SILVA, 2004). No entanto, diferencas na metodologia aqui adotadas nao
sao suficientes para explicar a disparidade nos resultados. Desta forma, os valores de CL50 e
CL95 maiores que os observados na literatura podem ser atribuidos a uma relativa tolerancia
natural da populagdo de A. aegypti de Uberlandia ao Methoprene.

Resisténcia de outras espécies de Aedes ao Methoprene tem sido observada em alguns
paises onde o controle com este IGR vem sendo realizado ha alguns anos (DAME;
WICHTERMAN; HORNBY, 1998; CORNEL et al., 2000). No Brasil, o desenvolvimento de
resisténcia-cruzada entre este IGR e o organofosforado Temephos foi descrita apds exposi¢ao
seqliencial em laboratério de diferentes populacdes de A. aegypti a estes dois produtos
(BRAGA et al., 2005b). Contudo, os resultados observados por estes autores mostraram
razdes de resisténcia ao Methoprene que nao inviabilizariam o uso deste produto para o
controle das populacdes de A. aegypti resistentes ao organofosforado em algumas localidades
do Brasil. Deve-se ressaltar ainda que Methoprene nao é utilizado rotineiramente para o
controle de A. aegypti em Uberlandia. Portanto, este vetor ndo estaria sofrendo pressdao
seletiva de resisténcia a este IGR. Por outro lado, devido ao fato deste mosquito ter sido
submetido a pressdo induzida por Temephos em Uberlandia, a expressdo de um mecanismo
de tolerancia cruzada ao Methoprene poderia explicar as CLs aqui obtidas para este IGR. De
qualquer forma, estudos mais detalhados devem ser realizados para melhor investigar esta
suposi¢ao.

A maioria dos efeitos e anormalidades observados nos individuos expostos ao
Diflubenzuron neste trabalho também tem sido descrita em outros estudos como resultado da
exposicdo de mosquitos ao Diflubenzuron e a outros compostos inibidores de sintese de
quitina (GROSSCURT, 1978; VAZUKI; RAJAVEL, 1992; MULLA, 1995; MULLA et al.,
2003; SU; MULLA; ZAIM, 2003; MARTINS; SILVA, 2004). Estes efeitos se devem,

provavelmente, a interferéncia de Diflubenzuron sobre a sintese e/ou a deposi¢do de quitina
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no decorrer do desenvolvimento do mosquito. As larvas tratadas podem se desenvolver
normalmente até uma préxima muda, mas ndo conseguem completd-la (GROSSCURT, 1978,
TUNAZ; UYGUN, 2004). Como conseqiiéncia, elas tornam-se incapazes de deixar a cuticula
precedente morrendo durante ou logo apds a ecdise (GROSSCURT, 1978; MULLA, 1995).
Porém, o mecanismo molecular preciso da a¢do deste IGR ainda € pouco conhecido (ABO-
ELGHAR; FUJIYOSHI; MATSUMURA, 2004; TUNAZ; UYGUN, 2004). Abo-Elghar,
Fujiyoshi e Matsumura (2004) conseguiram demonstrar que em Blattella germanica (L.)
(Dictyoptera: Blattellidae) e Drosophila melanogaster Meigen (Diptera: Drosophilidae),
Diflubenzuron atua no mesmo sitio alvo da glibenclamida, uma sulfoniluréia comumente
utilizada para estimular a liberacdo de insulina em pacientes com diabetes tipo II. Este sitio é
constituido por proteinas que compdem o receptor de sulfoniluréias (SUR) e a atuacdo de
Diflubenzuron neste sitio seria a causa do seu efeito inibitério na sintese de quitina.
Diflubenzuron atua comumente em todos os estddios larvais de insetos, mas em algumas
espécies, os primeiros ou os ultimos estddios podem ser mais ou menos susceptiveis
(GROSSCURT, 1978). Em Haematobia irritans (L.), o terceiro estiddio larval é o mais
susceptivel a acdo de Diflubenzuron (HOPKINS; CHAMBERLAIN, 1976; SILVA;
MENDES, 2002). Entre os efeitos das concentracdes subletais neste diptero, verificou-se
principalmente deformagdes nos puparios (SILVA; MENDES, 2002). Em B. germanica,
Diflubenzuron provoca maior mortalidade entre a segunda e a terceira semanas de
desenvolvimento ninfal decorrente principalmente da adesdo das ninfas a exuvia
(AGUILERA; MARQUETTI; NAVARRO, 2001). De acordo com revisdo feita por Grosscurt
(1978), Diflubenzuron atua de forma eficaz contra todos os estadios larvais da maioria das
espécies de culicideos. Esse autor sugere que uma das vantagens deste IGR, principalmente
em insetos com comportamento assincronico, € sua maior atuagdo em estadios mais jovens

que sdo mais sensiveis. Martins e Silva (2004), em estudo sobre a atividade inibidora de
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Diflubenzuron na ecdise das larvas de A. aegypti, observaram atividade larvicida deste IGR
em todos os estadios larvais, tanto em laboratério quanto em campo, mas notaram maior
tolerancia no terceiro estddio larval. No presente estudo, observou-se alta mortalidade em
todos os estddios do desenvolvimento larval testados com ligeira redu¢do na mortalidade
somente em larvas de quarto estddio mais velhas (144h), prontas para pupacdo. A grande
mortalidade de larvas em concentragdes subletais mais altas de Diflubenzuron e mortalidade
mais lenta em menores concentracdes, também foram verificadas por Mulla e colaboradores
(2003) em larvas A. aegypti tratadas com Novaluron, outro inibidor de sintese de quitina.

A maior acdo de Methoprene em larvas de quarto estddio recém formadas ¢é
relativamente bem conhecida (PHONCHEVIN et al., 1985; MULLA, 1995; LAN; GRIER,
2004). Os andlogos ao hormonio juvenil sdo mais efetivos no inicio da metamorfose e da
embriogénese nos insetos (TUNAZ; UYGUN, 2004). Esse periodo é denominado “janela de
sensibilidade” (MULLA, 1995, WILSON, 2004). A presenca de Methoprene ou de qualquer
outro andlogo ao hormoénio juvenil quando a larva ndo requer este hormoénio endégeno
interfere na regulacdo da metamorfose pela ecdisona, alterando o desenvolvimento e
conseqiientemente resultando em morte da pupa ou do adulto, durante o processo de
emergéncia (MULLA, 1995; WILSON, 2004; LAN; GRIER, 2004). As aberracoes
morfoldgicas aqui observadas devido a atuacdo deste IGR, principalmente alteracdes
encontradas nas pupas, sdo similares aquelas descritas por Phonchevin e colaboradores
(1985), por Gelbi¢, Olejnicek e Grubhoffer (2002) e também por Braga e colaboradores
(2005a). Esta acdo de Methoprene pode ser explicada pelo seu papel como agonista do
hormonio juvenil, tornando-o capaz de mimetizar fielmente a agdo do hormonio juvenil, HJIII
(WILSON, 2004). Assim, Methoprene atuaria afetando diretamente os tecidos por se ligar a
proteinas envolvidas no processo de metamorfose, alterando a expressdo de genes

responsaveis pelo controle do desenvolvimento do inseto (WILSON, 2004). Lan e Grier
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(2004) observaram que a aplicacdo de Methoprene em larvas de A. aegypti com até 15h apds a
muda para o quarto estddio causou um dano significante na pupagdo, enquanto o tratamento
apds 19h ndo afetou a formagdo da pupa. Estes resultados levaram os autores a conclusdo de
que o periodo critico para o comprometimento pupal estd entre 15 e 19h apds a muda para o
quarto estddio e que haveria dois picos de ecdisterdides neste estddio, fato observado pela
evidéncia de dois picos de transcricdo do gene EcR (receptor de ecdisona). O primeiro pico
estaria correlacionado com o periodo sensivel ao hormonio juvenil. Este fato indicaria que o
comprometimento pupal em larvas de A. aegypti ocorre durante o inicio do quarto estadio.
Desta forma, o dano provocado em pupas origindrias de larvas de quarto estddio tratadas com
Methoprene € provavelmente causado pela repressio de um grupo de genes expressos
especificamente em pupas e adultos.

O menor poder residual das formulacdes técnicas (Ft) em comparacdo as respectivas
formulacdes comerciais (Fc) de IGRs sobre mosquitos também foi descrita por Mulla,
Darwazeh e Schreider (1989) que utilizaram as duas formula¢des do IGR XRD-473 contra A.
aegypti e Culex quinquefasciatus Say em laboratério. Todavia, neste mesmo trabalho o IGR
AC-291898 (Diflubenzuron) mostrou agdo similar em ambas formulagdes sobre as duas
espécies, diferentemente do observado no presente estudo.

A reducdo do efeito residual de Methoprene a partir da segunda semana apds tratamento
contra A. aegypti também foi observada em campo e laboratério por Nayar, Ali e Zaim (2002)
na Flérida, EUA. Os pesquisadores utilizaram as concentracdes 20 e 50 ppb de Methoprene,
préximas as concentracdes aqui utilizadas. Na India, Batra e colaboradores (2005) estudaram a
atividade residual de Starycide 480 SC (Triflumuron) em campos de arroz, piscinas e tanques
de cimento contra diferentes espécies de anofelinos, principalmente Anopheles culicifacies

Giles e também contra C. quinquefasciatus em &4reas de dgua parada em torno da cidade de
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Nova Delhi. Os autores registraram 100% de inibicdo na formagdo de pupas de todas as
espécies nos diferentes locais de criacdo por 3 a 7 semanas.

Lima, Melo e Valle (2005) registraram, no Rio de Janeiro, uma atividade residual de
Methoprene (Metoprag S-2G®) sobre A. aegypti em condicdes de semi-campo por 15 dias, com
mortalidade acima de 70%, em recipientes de pldstico e metal, mas de apenas 7 dias em
recipientes de concreto. Segundo esses autores, as diferencas na persisténcia deste IGR nos
diferentes tipos de recipiente podem refletir a afinidade de Methoprene por certos tipos de
material. Resultados diferentes foram encontrados por Resende e Gama (2006) em Belo
Horizonte, MG ao testarem a persisténcia e eficicia de outro andlogo ao hormodnio juvenil,
Pyriproxyfen em condi¢des simuladas de campo sobre A. aegypti. Os autores observaram que a
concentracdo 0,01 ppm causou uma reducdo acentuada na inibicdo de emergéncia de adultos em
baldes de pléstico no decorrer de 60 dias apds o tratamento, de 100% para 25%; enquanto a
redugdo no efeito residual observada em frascos de vidro, de 100% para 80% e em caixas
d’4gua, de 100% para 68%, ocorreu somente apds de 120 dias de tratamento. No presente
estudo, os ensaios de atividade residual foram realizados somente em laboratério utilizando-se
recipientes de plastico. Ensaios adicionais empregando recipientes de diferentes materiais sob
condi¢des de campo devem ser realizados para melhor investigar a influéncia desta varidvel
sobre a atividade residual destes dois IGRs.

Diversos estudos tém demonstrado uma correlacdo negativa entre assimetria flutuante
(AF) e componentes de aptidao dos individuos, tais como potencial reprodutivo, longevidade
ou taxa de crescimento (MITTON; GRANT, 1984; PALMER; STROBECK, 1986; LEARY;
ALLENDOREF, 1989; PARSONS, 1990). No entanto, outros estudos também tém indicado
que nem sempre esta correlacdo negativa entre AF e componentes de aptidao deve ser
esperada, pois ha circunstancias em que ela ndo é detectada (UENO, 1994; ANTIPIM;

IMASHEVA, 2001; LENS et al., 2002).
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A adocdo de procedimento estatistico ndo paramétrico para verificacdo de diferenca nos
niveis de AF, se justifica pelo ndo ajuste dos dados a distribuicdo normal. Este fato pode ser
decorrente do pequeno dimensionamento da amostra, como sugerido por Babbit, Kiltie e Bolker
(2006) que também defendem a ndo obrigatoriedade de AF apresentar distribui¢do normal.

Neste trabalho, observou-se um aumento significativo nos niveis de AF entre os
individuos expostos durante o inicio do quarto estddio larval as concentragdes subletais 2, 3 e
3,5 ppb de Diflubenzuron. Mpho, Holloway e Callaghan (2001) observaram um aumento nos
niveis de AF somente em machos de C. quinquefasciatus expostos ao Temephos, parcialmente
correlacionado com o nivel de estresse ou concentragdo a que o individuo foi submetido. Esses
autores chamam atenc@o ao fato de que machos e fémeas responderam de forma distinta aos
estresses ambientais empregados em seus estudos - diferentes temperaturas e exposi¢do a
inseticida - e que essas respostas podem ter sido ocasionadas pela maior selecdo larval de
individuos machos durante a realizacdo do experimento, ji que estes se desenvolvem mais
rapidamente que as fémeas na maioria das espécies de dipteros. Os mesmos autores aventam a
possibilidade de que apenas um sexo tenha sido exposto e este resultado poderia ndo estar
representando uma resposta global como quando ambos o0s sexos sdo expostos. Deve-se
ressaltar que a propor¢do de machos e fémeas submetidos as medi¢des para verificagdo de AF
no presente estudo foi préxima a 1:1, garantindo, assim, a exposicao e a¢ao dos dois IGRs sobre
membros de ambos 0s sexos.

A exposi¢do ao Methoprene, independente da concentracdo, ndo resultou em aumento
concomitante e significativo nos niveis de AF. Geralmente apenas um estresse ambiental
relativamente severo pode induzir alteragdes significativas na AF (PARSONS, 1992). AF
também pode ser um indicador da capacidade do individuo em tamponar distirbios ambientais
ou qualquer outro problema durante seu desenvolvimento (PARSONS, 1992; CLARKE;

OLDROYD; HUNT, 1992; MARKOW, 1995). Desta forma, a auséncia de diferenca
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significativa nos niveis de AF nos caracteres analisados, pode ser resultante do fato da
exposicdo a este IGR ndo ter sido suficientemente intensa, ndo gerando a necessidade de
tamponamento ou neutralizacao do estresse por meio de ajustes metabdlicos capazes de garantir
a estabilidade homeostédtica nos padrdes de desenvolvimento (LOMONACO; GERMANOS,
2001). Floate e Fox (2000) também levantam esta hipdtese, denominada “mortalidade
diferencial”, como uma das explicacdes por nao terem encontrado diferencas nos niveis de AF
entre populacdes de Musca domestica (L.) (Diptera: Muscidae) expostas a diferentes
concentracdes de ivermectina. Segundo os autores, moscas sobreviventes a exposi¢do a este
inseticida podem representar um subgrupo mais forte da populagdo, cujas simetrias nao sao
afetadas pelos efeitos do estresse. A outra hipétese considerada por eles € a chamada teoria do
“refligio” na qual moscas podem ter sobrevivido, minimizando ou evitando seu contato com a
Ivermectina. Segundo Antipin e Imasheva (2001), o fato de nao terem sido encontradas
variagdes significativas nos niveis de AF em populagdes de Drosophila melanogaster expostas
a um organoclorado seria decorrente da maior mortalidade dos individuos assimétricos em
estagios precoces do desenvolvimento. Outra explicacdo dada pelos autores € a possibilidade do
efeito de diferentes estressores quimicos ser especifico, dependendo do estdgio metabdlico no
qual o estressor atua. Uma vez que as variacoes na AF de uma populacdo s@ao muito sutis, o
tamanho da amostra é outro fator que pode ter contribuido para o ndo encontro de altos niveis
de AF entre as populagdes expostas ao Methoprene.

O tamanho corporal de fémeas de mosquitos também pode estar relacionado com vérios
fatores de importancia ecoldgica e epidemioldgica, entre os quais, fecundidade, longevidade,
sucesso na hematofagia e conseqiientemente na capacidade vetorial (FOCKS et al., 1993;
SCHNEIDER et al., 2004; GAMA et al., 2005). A densidade larval no criadouro leva a uma
maior ou menor competi¢cao por alimento e € o principal fator responsdvel pelo tamanho dos

mosquitos (FOCKS et al., 1993; BEDHOMME et al., 2003; SCHNEIDER et al., 2004). Assim
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como em outras espécies de mosquitos, em A. aegypti o tempo de desenvolvimento € o fator
mais importante para a aptidao de machos, enquanto tamanho e peso corporal sdo fundamentais
para a aptidao de fémeas (BEDHOMME et al., 2003). A vantagem de um desenvolvimento
mais rapido nos machos seria o de maximizar o acesso as fémeas virgens e conseqiientemente o
maior sucesso reprodutivo, uma vez que fémeas de mosquitos, geralmente se tornam refratarias
a acasalamentos adicionais apds uma primeira cépula bem sucedida. Para as fémeas, conseguir
um maior tamanho também é uma garantia de maior aptiddo reprodutiva, j4 que existe uma
forte correlacdo entre tamanho e fecundidade em fémeas de mosquitos (BEDHOMME et al.,
2003). O menor tamanho de machos em relagao ao tamanho das fémeas é bem conhecido em
diferentes espécies de insetos. De acordo com Bedhomme e colaboradores (2003), ocorreria,
em nivel individual, uma “escolha” entre ser um individuo maior e emergir precocemente. Isto
aconteceria nos dois sexos. Mas, como a correlagdao entre tamanho corporal e fecundidade €
mais acentuada em fémeas, a “escolha” entre tempo de desenvolvimento e tamanho do adulto
combinada a correlagdo entre tamanho do adulto e fecundidade de fémeas, levaria a uma
selecdo de tamanho maior em fé€meas; porém, com desenvolvimento mais lento. Esta mesma
“escolha” combinada as vantagens na aptiddo reprodutiva de machos em emergir antes das
fémeas, resultaria na selecdo de menor tamanho nestes, mas com desenvolvimento mais rapido.
Silva, Mendes e Lomodnaco (2004), em estudo sobre o estresse provocado por
Diflubenzuron no desenvolvimento de Haematobia irritans, registraram redugdo significativa
no tamanho das moscas expostas, proporcional as concentracdes usadas. Gelbi¢, Olejnicek e
Grubhoffer (2002) observaram que a exposicdo larval de Culex quinquefasciatus ao
Methoprene, a partir do primeiro estddio até pupas, causou um prolongamento na duragdo do
ultimo estddio larval e da pupa e que este fato resultou na emergéncia de adultos maiores.
Robert e Olson (1989) verificaram que machos desta espécie expostos ao Methoprene eram

maiores que os machos do grupo controle, enquanto as fémeas submetidas ao tratamento,
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exibiram menor tamanho que as nado tratadas. Contrariamente, Mpho, Holloway e Callaghan
(2001), observaram uma reducdo no tamanho de machos deste mosquito apds exposicdo a
maiores concentracoes de Temephos. No presente estudo, machos mostraram-se menores que
fémeas em todos os grupos, tratados e nao tratados com os dois IGRs. No entanto, ndo se
observou diferenca significativa no tamanho dos individuos expostos as diferentes
concentracdes de Diflubenzuron e Methoprene em relacio aos individuos do grupo controle.

Fémeas adultas de mosquitos podem apresentar fenétipos de tamanhos distintos quando
origindrias de larvas criadas sob diferentes dietas. Noriega (2004) e Caroci, Li e Noriega (2004)
verificaram que fémeas de A. aegypti criadas em meio com menores quantidades de alimento,
eram significativamente menores e apresentavam reduzidas reservas de lipidios, proteinas e
glicogénio que aquelas criadas em meio com maiores quantidades de alimento. Além disso,
estas fémeas com menores reservas nutricionais tinham a sintese de hormonio juvenil reduzida,
interferindo, assim, no desenvolvimento previtelogénico do ovario, uma vez que a presenca
deste hormdnio é muito importante na determinacdo do amadurecimento dos foliculos
ovarianos. Os autores observaram uma correlagdo entre reservas nutricionais, desenvolvimento
previtelogénico do ovario e sintese de hormonio juvenil em A. aegypti.

No presente estudo, observou-se que o peso das fémeas expostas durante o quarto
estadio larval ao Methoprene foi menor que o peso das fémeas ndo submetidas ao tratamento.
Assim como tamanho, o peso corporal ¢ um dos pardmetros considerados fundamentais para o
sucesso reprodutivo de fémeas (FOCKS et al., 1993; BEDHOMME et al., 2003). Fémeas com
menor peso também apresentariam menores reservas nutricionais, altamente necessdrias para o
desenvolvimento normal dos ovarios, permitindo que uma unica alimentagdo sanguinea seja
suficiente para completar a oogénese (FOCKS et al., 1993). Armbruster e Hutchinson (2002)
observaram que a fecundidade de Aedes albopictus (Skuse) e A. geniculatus Olivier aumentou

com o aumento do peso pupal ou com o maior comprimento da asa. Concluiram, desta forma,
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que qualquer dos dois parametros indicadores de tamanho corporal pode ser utilizado com
confianca em estudos para estimar fecundidade de mosquitos.

Diversos estudos tém demonstrado a interferéncia de IGRs sobre o potencial reprodutivo
de mosquitos, seja diminuindo a fecundidade e fertilidade de fémeas, seja alterando a
capacidade de acasalamento dos machos (ROBERT; OLSON, 1989; PAWAR; PISALE,;
SHARMA, 1995; O’DONNELL; KLOWDEN, 1997; VASUKI, 1999). No presente estudo,
Diflubenzuron e Methoprene pareceram nao alterar a fecundidade e fertilidade de fémeas
tratadas de A. aegypti. Resultados similares foram encontrados por Fournet, Sannier e Monteny
(1993) que nao observaram interferéncia de Diflubenzuron sobre a fecundidade e fertilidade de
A. aegypti e também por Braga e colaboradores (2005a) que ndo verificaram alteracdo na
fecundidade de fémeas de A. aegypti tratadas com Methoprene. Resultados diferentes foram
registrados por Robert e Olson (1989) em C. quinquefasciatus tratados com Methoprene. Estes
autores verificaram reducgao significativa na fertilidade de fémeas deste culicideo sobreviventes
a CL50 do IGR. Gaaboub e colaboradores (1981) verificaram que fémeas desta mesma espécie
sobreviventes ao tratamento com Dimilin (Diflubenzuron) e Altosid (Methoprene)
apresentaram maior nimero de foliculos ovarianos basais que as fémeas ndo tratadas,
principalmente quando o tratamento era realizado em larvas de quarto estadio. No entanto, os
autores ndo descartaram a possibilidade deste aumento ser devido a uma casualidade. Eles
discutem ainda que ha dificuldade em encontrar uma razdo para este efeito e que, se esse
aumento no nimero de foliculos basais ocorresse em outras espécies de mosquitos, fémeas
sobreviventes as medidas de controle com estes IGRs poderiam ser aquelas com maior aptidao
reprodutiva e, como conseqii€ncia, originariam maior progéenie.

Vasuki (1999) fez uma correlagdo entre a quantidade de sangue ingerido pelas fémeas
de C. quinquefascatus, A. aegypti e Anopheles stephensi Liston expostas € ndo expostas a

Hexaflumuron, com a fecundidade, pesando individualmente cada uma, antes e depois da
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realizacdo do repasto sanguineo. Este autor verificou uma correlacdo positiva no nimero de
ovos colocados com a quantidade de sangue ingerido pelas fémeas tratadas e controles nas trés
espécies e uma redugdo consideravel na producao de ovos nas fémeas tratadas, resultante da
menor ingestdo de sangue quando comparadas com as fémeas do grupo controle. Segundo esse
autor, o tratamento com este IGR afetou adversamente a fecundidade das fémeas das trés
espécies, mas de forma mais acentuada a de A. aegypti. Reyes-Villanueva, Juarez-Eguia e
Flores-Leal (1990) observaram que fémeas de A. aegypti expostas ao Temephos, ovipuseram
somente durante os dois primeiros ciclos gonotréficos, enquanto as fémeas ndo tratadas
puseram ovos até o terceiro ciclo, embora em menor quantidade. A fecundidade foi reduzida
proporcionalmente ao aumento das concentragdes utilizadas decorrente da menor ingestdo de
sangue por estas fémeas, em comparagdo as do grupo controle.

No presente estudo, observou-se que tanto Diflubenzuron quanto Methoprene
interferiram negativamente na longevidade de adultos sobreviventes as concentragdes proximas
as CL50. Resultado semelhante foi verificado por Robert e Olson (1989) que verificaram
diminui¢do no tempo de sobrevivéncia de machos e fémeas de C. quinquefasciatus expostos a
CL50 de Methoprene. J4 Sawby, Klowden e Sjogren (1992) observaram diminui¢do na
longevidade de fémeas de A. aegypti tratadas com Methoprene, mas nao na longevidade de
machos. A maior longevidade de fémeas em relacdo a dos machos nos grupos tratados e
controles também foi registrada por estes mesmos autores. Reyes-Villanueva, Juarez-Eguia e
Flores-Leal (1990) registraram fato interessante: fémeas origindrias de larvas expostas ao
Temephos viveram mais que as ndo tratadas. Os autores argumentam que as causas deste efeito
sdo desconhecidas. Como ndo foram encontrados relatos na literatura sobre o efeito de
Diflubenzuron na longevidade de mosquitos, o presente trabalho pode ser o primeiro a relatar

este efeito.
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A diminuicdo no tempo de vida de mosquitos, especialmente de vetores, ¢ um fato
altamente relevante; uma vez que quanto menor a longevidade dos machos, menores as chances
de acasalamento com vdrias fémeas. Por outro lado, quanto menor a longevidade de fémeas,
menor o nimero de ciclos gonotréficos e, conseqiientemente, o nimero de descendentes e de
repastos sanguineos, diminuindo também a possibilidade de transmissdo de patdégenos. Assim
como em grande parte dos estudos, o presente trabalho estudou a interferéncia de fatores
ambientais na fecundidade e fertilidade de mosquitos tendo como referéncia a primeira
ovipostura das fémeas. Embora o presente estudo nao tenha observado interferéncia dos IGRs
na aptidao reprodutiva das fémeas, baseando-se na andlise da primeira postura, deve-se
considerar como provavel uma acao indireta destes IGRs na aptidao reprodutiva deste mosquito
resultante da reducdo da sua longevidade.

Lens e colaboradores (2002) afirmam que, em ambientes totalmente isentos de estresse,
a qualidade individual pode estar fracamente relacionada a sua aptidao, uma vez que a maioria
dos individuos pode ser capaz de reservar energia suficiente para os varios componentes de
aptiddo. J4 em ambientes com algum grau de estresse, como a exposicdo a um inseticida,
somente aqueles individuos mais capazes estariam aptos a compensar a energia gasta para a
sobrevivéncia, enquanto os menos capazes sucumbiriam. Methoprene e Diflubenzuron, nas
concentracdes subletais, podem ter selecionado individuos capazes de sacrificar um dos seus
componentes de aptiddo, como sua longevidade, para garantir outros no inicio da vida adulta,
como fecundidade e fertilidade (UENO, 1994). Essa perda de um ou mais componentes de
aptiddo por parte dos individuos tolerantes ao agente estressor pode, num primeiro momento,
ser positiva do ponto de vista do controle da espécie alvo. No entanto, a instabilidade no
desenvolvimento devido a exposi¢do a inseticidas pode resultar em selecdo genética para
resisténcia (MACKENZIE; CLARKE, 1988). Assim, deve-se considerar também a

possibilidade de essa exposi¢do a concentracdes subletais, se continuada ao longo do tempo, vir
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a ser um ponto de partida para o surgimento de resisténcia em geracdes futuras aos estressores

estudados (SILVA; MENDES; LOMONACO, 2004).
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6 CONCLUSOES

1. A populacdo de Aedes aegypti testada mostrou susceptibilidade distinta ao Diflubenzuron e
Methoprene. Enquanto Diflubenzuron atuou de forma efetiva em todos os estddios larvais,

Methoprene foi mais efetivo nas larvas em inicio de quarto estadio.

2. Os valores das CL50 e CL95 encontrados para Diflubenzuron estdao dentro do intervalo de
variacdo registrado em outros paises. J4 os valores registrados para Methoprene estdo acima
daqueles comumente descritos na literatura, indicando uma tolerancia relativa de A. aegypti a

este IGR em Uberlandia.

3. Diflubenzuron e Methoprene mostraram uma redug@o em sua atividade residual a partir da
segunda semana apos a exposi¢ao de A. aegypti. Em ambos IGRs, as formulagdes comerciais

apresentaram maior efeito residual que suas respectivas formulagdes técnicas.

4. Individuos expostos as concentracdoes subletais sofreram alteracdes em parametros

indicadores de aptiddo e apresentaram redugcdo em sua longevidade.

5. Embora Diflubenzuron tenha apresentado melhores indicadores para os parametros aqui
avaliados, os resultados obtidos apontam ambos IGRs, Diflubenzuron e Methoprene, como

alternativas para o controle de A. aegypti na regido de Uberlandia.
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