FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO AGGEU MAGALHAES
MESTRADO ACADEMICO EM BIOCIEMCIAS E BIOTECNOLOGIA EM SAUDE

LUIZ FERNANDO DE FREITAS PESSOA

USO DO PYRIPROXYFEN EM NOVAS ABORDAGENS PARA CONTROLE DE
FORMAS JOVENS E ADULTAS DE Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE)

RECIFE
2018



Luiz Fernando de Freitas Pessoa

Uso do pyriproxyfen em novas abordagens para controle de formas jovens e adultas
de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Dissertacdo apresentada ao curso de Mestrado
académico em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacgao
Oswaldo Cruz, para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de concentragéo: Eco-biologia de patdgenos,
vetores e hospedeiros.

Orientadora: Dra. Maria Alice Varjal de Melo Santos.

RECIFE
2018



Catalogacéo na fonte: Biblioteca do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es

P475u Pessoa, Luiz Fernando de Freitas
Uso do pyriproxyfen em novas abordagens
para controle de formas jovens e adultas de Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) / Luiz Fernando de
Freitas Pessoa. - Recife: [s.n.], 2018.
72 p. :il., graf., tab.; 30 cm

Dissertacdo  (Mestrado  Académico em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto
Aggeu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2018.

Orientadora: Maria Alice Varjal de Melo
Santos.

1. Controle vetorial. 2. Reguladores de
crescimento de insetos. 3. Mosquitos. 4. Aedes -
crescimento & desenvolvimento. 5. Aedes - efeitos
de drogas. 6. Controle de Mosquitos - métodos. 7.
Piretrinas - administracédo & dosagem. 8. Piretrinas
- toxicidade. I. Santos, Maria Alice Varjal de Melo.
1. Titulo.

CDU 614.449




Luiz Fernando de Freitas Pessoa

Uso do pyriproxyfen em novas abordagens para controle de formas jovens e adultas

de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).

Dissertacdo apresentada ao curso de Mestrado
académico em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude do Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacéo
Oswaldo Cruz, para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Area de concentracdo: Eco-biologia de patégenos,
vetores e hospedeiros.

Aprovado em: 26/06/2018

BANCA EXAMINADORA

Dra. Claudia Maria Fontes e Oliveira
Depto. de Entomologia/lIAM-FIOCRUZ

Dr. Danilo de Carvalho Leandro
Centro de Educacéo/Colégio Aplicacdo-UFPE

Dra. Maria Alice Varjal de Melo Santos
Depto. de Entomologia/IAM-FIOCRUZ



A minha familia, amigos e colegas de trabalho.



AGRADECIMENTOS

Inicialmente a minha gratiddo vai para o0 universo. A imensiddo e
complexidade existente no infinito me fascinam e me fazem buscar cada dia mais
conhecimento. Eu me refiro ao universo, sobretudo, como algo misterioso e
grandioso, que exerce uma forca incrivel sobre todos nés. Mas vocé pode considerar
iIsso como Deus. Por que n&o?

A minha familia, pois sdo minha base. Especialmente minha méae, irméos e
avo (Mana). Vocés sao meus herais.

Agradeco a Renan, por ter estado ao meu lado durante os momentos mais
sombrios e confusos de toda minha vida (que “coincidiram” com o periodo do
mestrado, a propasito).

Aos meus amigos de dentro e de fora do IAM que, felizmente, sdo muitos
para listar. Ndo ha um dia sequer que eu ndo agradeca aos CEus por ter Vocés.

Um agradecimento bem especial para Dra. Alice, minha orientadora, por ser
tdo paciente comigo (tarefa dificil). Ndo fui o melhor aluno, mas vocé pode ter
certeza que dei o meu melhor dentro das minhas limitacdes.

Bom, no fim de tudo eu espero ter realizado uma contribuicdo, mesmo que
minima, para a ciéncia. Agradeco novamente ao universo por me permitir conhecé-lo

(mesmo que em uma minuscula fracao).



E preciso forca pra sonhar e perceber
gue a estrada vai além do que se Vvé.

Marcelo Camelo



PESSOA, Luiz Fernando de Freitas. Uso do pyriproxyfen em novas abordagens
para controle de formas jovens e adultas de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).
2018. Dissertacao (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto
Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2018.

RESUMO

As fémeas de Aedes aegypti sdo capazes de colonizar os mais variados locais que
possam acumular dgua no ambiente. A permanéncia de areas infestadas pelo
mosquito no Brasil aponta para a baixa efetividade das estratégias de controle
voltadas a eliminacdo de criadouros do mosquito. Inseticidas quimicos como o
analogo do horménio juvenil dos Insetos, pyriproxyfen (Pyr), sdo utilizados no
tratamento de reservatérios de agua potavel, um dos principais tipos de criadouros
no Brasil. O uso do composto associado a ovitrampa tem revelado que 0 mesmo
pode ser levado mecanicamente para outros criadouros pelos préprios mosquitos.
Assim, o objetivo deste estudo foi investigar efeitos primérios e secundarios do Pyr
sobre o potencial reprodutivo de Ae. aegypti, com énfase aplicada ao
desenvolvimento de iscas toxicas. A exposicdo direta de ovos a superdosagens e de
larvas a subdosagens do Pyr, revelou a inexisténcia de efeito ovicida e de custo
biolégico associado a sobrevivéncia dos individuos. Quanto a ingestdo do Pyr, os
mosquitos, machos e fémeas, alimentados com 50 mg/L do composto em sangue,
solucéao de mel (50%) ou de sacarose (20%), observou-se uma reducgéao significativa
sobre a fecundidade e a fertilidade dos individuos, principalmente quando
alimentados com mel ou sangue tratados. Os testes em condi¢cdes simuladas de
campo revelaram que as fémeas foram capazes de carrear o Pyr das unidades
disseminadoras (UD) para criadouros cripticos ou ndo, em quantidades suficientes
para eliminar mais de 90% dos individuos expostos. Ao combinar iscas toxicas de
carboidratos e UD tratadas com Pyr, os resultados encontrados revelaram um efeito
de potencializagdo desta ultima ferramenta. O nosso estudo, de modo geral, revela
gue o uso conjunto das duas técnicas pode ser uma estratégia integrada e inovadora
no controle de Aedes aegypti.

Palavras chave: Controle vetorial. Reguladores de crescimento de insetos.
Mosquitos.
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ABSTRACT

The females of Aedes aegypti are able to colonize the most varied places that can
accumulate water in the environment. The permanence of mosquito-infested areas in
Brazil points to the low effectiveness of control strategies aimed at eliminating
mosquito breeding sites. Chemical insecticides such as the insect juvenile hormone
analog, pyriproxyfen (Pyr), are used in the treatment of drinking water reservoirs, one
of the main types of breeding grounds in Brazil. The use of the compound associated
with trap has revealed that it can be taken mechanically to other breeding sites by the
mosquitoes themselves. Thus, the objective of this study was to investigate the
primary and secondary effects of Pyr on the reproductive potential of Ae. aegypti,
with emphasis applied to the development of toxic baits. The direct exposure of eggs
to overdoses and of larvae to sub-doses of Pyr revealed the absence of ovicidal
effect and biological cost associated with the survival of individuals. As for the intake
of Pyr, male and female mosquitoes fed 50 mg / L of the compound in blood, honey
(50%) or sucrose (20%) solution, there was a significant reduction in fecundity and
fertility of individuals, especially when fed with honey or blood treated. Tests in
simulated field conditions revealed that females were able to carry the Pyr from the
disseminator units (UD) to cryptic breeding sites or not, in amounts sufficient to
eliminate more than 90% of the exposed individuals. By combining toxic baits of
carbohydrates and UD treated with Pyr, the results found revealed a potentiating
effect of this latter tool. Our study, in general, reveals that the joint use of the two
techniques can be an integrated and innovative strategy in the control of Aedes

aegypti.

Key-words: Vector control. Insect growth regulators. Mosquitoes.
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1 INTRODUCAO

Dengue, Chikungunya, febre amarela e Zika s&o consideradas
importantes arboviroses que atingem o homem. No Brasil, surtos epidémicos
destas doencas tém ocorrido em associacdo a diversos fatores, entre eles a
circulacdo simultanea de alguns dos virus em areas endémicas para 0 virus
DENV e a intensa mobilidade de pessoas infectadas em &reas densamente
infestadas por seu principal vetor, o0 mosquito Aedes aegypti (BRASIL, 2015,
2017).

Os mosquitos, de um modo geral, sdo insetos que apresentam elevada
taxa de reproducédo e dispersdo, cujas fémeas ao realizarem a hematofagia,
essencial para producdo e maturagdo dos ovos, podem atuar como vetores de
patdgenos e/ou parasitas. Ae. aegypti € uma espécie invasora, bem adaptada aos
ambientes urbano e suburbano, cujo desenvolvimento é favorecido pelas
condi¢cdes ambientais encontradas nos paises tropicais, onde seu ciclo de vida
pode se completar em aproximadamente 10 dias. As fémeas séo capazes de
utilizar os mais variados locais que possam acumular agua (desde cisternas
abertas a pequenos objetos/residuos solidos localizados no ambiente) para
realizar a deposicdo de seus ovos e 0 crescimento de suas formas imaturas
(larvas e pupas) (FORATTINI, 2002).

As estratégias empregadas no Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD) estéo concentradas na eliminacdo mecanica de potenciais criadouros do
mosquito, na aplicacdo de inseticidas de acéo larvicida em grandes reservatoérios
de agua (caixa d’agua, cisterna, tonel e outros) e na utilizagdo de inseticidas
larvicidas e adulticidas em pontos estratégicos, areas que podem concentrar uma
grande quantidade de criadouros do mosquito (cemitérios, ferros-velhos etc.).

Sabe-se que a baixa cobertura de eliminagc&o dos criadouros representa o
principal problema para o controle destes mosquitos e pelo menos trés aspectos
podem interferir neste processo: 1) a maioria dos criadouros estdo no peri e/ou
intradomicilio dos imoéveis; 2) a dificuldade para deteccdo e eliminacdo dos
criadouros nestes locais e 3) a presenca de criadouros cripticos ou de dificil
acesso que permanecem produtivos e néo tratados no ambiente (ABAD-FRANCH
et al., 2015; WILDER-SMITH et al., 2012).



Uso do pyriproxyfen em novas abordagens... Pessoa, L. F. F. 17

No PNCD, além das dificuldades associadas a cobertura de tratamento dos
criadouros, outros fatores como a resisténcia a inseticidas quimicos,
organofosforado e piretroides, disseminada nas popula¢cfes naturais de Ae. aegypti
tem comprometido ainda mais a efetividade de controle do mosquito (ARAUJO,
2013; BRAGA,; VALLE, 2007b; LIMA et al., 2003; MACORIS et al., 2003;).

Para o manejo da resisténcia, detectada desde 2000, inseticidas biolégicos
ou mesmo quimicos, com mecanismo de acao diferentes dos j& referidos passaram
a ser utilizados no controle vetorial, sobretudo para o tratamento de criadouros do
mosquito. O biolarvicida Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis (Bti) foi
utilizado, de forma pontual, em substituicdo aos organofosforados até 2009, seguido
dos inibidores de sintese de quitina (diflubenzuron e novaluron) até 2013/2014 e
mais recentemente, 2014/2015, do analogo do hormdnio juvenil (Pyriproxyfen)
(ARAUJO et al., 2013; BRAGA; VALLE 2007).

A excecdo do Bti, aqueles outros inseticidas fazem parte do grupo dos
Reguladores de Crescimento de Insetos, Insect Growth Regulatos (IGR), e atuam
interferindo  no desenvolvimento e reproducdo dos individuos expostos aos
compostos (BECKER, 2003). Dentre os IGRs mais utilizados, o grupo dos analogos
do horménio juvenil (AHJ) dos insetos ganha destaque. Estes compostos atuam a
nivel enddcrino, atrasando o0 processo de metamorfose, interferindo no
desenvolvimento ovariano, reduzindo a capacidade reprodutiva, promovendo
esterilidade e até mesmo bloqueando o desenvolvimento embrionario, podendo,
portanto, atuar no controle de diferentes fases do ciclo de vida dos insetos
(BECKER, 2003).

O Sumilarv® 0,5G, a base de pyriproxyfen, € um dos poucos produtos
recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para uso em &gua
potavel (BRASIL, 2014). Este produto, formulado em granulos de areia, possui
potencial de acdo em baixissimas concentracdes. Estudos revelam que o produto
pode ser levado a outros criadouros até mesmo pelos proprios mosquitos, quando
impregnados com o inseticida (ABAD-FRANCH et al.,, 2015; SIHUINCHA et al.,
2005). No entanto, pouco se sabe sobre sua efetividade via ingestdo em iscas

toxicas de carboidratos para o controle de Ae. aegypti.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histérico do controle de Aedes aegypti no Brasil

Doencas transmitidas por insetos vetores causam grandes problemas em
saude publica no mundo inteiro, principalmente em regides de clima tropical e
subtropical. Embora haja um esforgo para realizar o controle de tais doengas como
as arboviroses, helmintoses e protozooses, a OMS ainda enfrenta dificuldades em
definir e implantar estratégias que de fato funcionem nas condicdes de cada
localidade. Estimativas apontam que as doencas transmitidas por mosquitos estao
entre as principais causas de morbidade e mortalidade nos paises que ainda estéo
em desenvolvimento (CONDINOI, 2006; CONSOLI, 1994).

No Brasil, até a semana epidemioldgica 49, em 2016, mais de 1.400.000
casos de dengue foram notificados com 621 6bitos ainda em investigacdo, sendo o
Sudeste e o Nordeste as regibes mais afetadas pela enfermidade. O cenério
epidemioldgico ficou ainda mais complexo com a triplice epidemia em 2015/2016
guando circularam simultaneamente os virus Chikungunya e o Zika (BRASIL, 2016).

Campanhas para controle do mosquito vetor de arboviroses como a febre
amarela urbana, o mosquito Ae. aegypti, sdo executadas desde os anos 30, cujas
acOes visavam a erradicacdo do mosquito até meados dos anos 1950. Depois de
considerado erradicado em boa parte das Américas na década de 50, inclusive do
Brasil em dois momentos, 1956 e 1973, sua presenca foi novamente detectada em
territério nacional no final dos anos 70 (FORATTINI, 1996). A partir dai o Ministério
da Saude iniciou a implementacdo de campanhas de combate ao mosquito Ae.
aegypti (BRASIL, 2003; BRAGA; VALLE, 2007; FRANCO, 1969; FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 1996, 2002).

Apos a ocorréncia endémica dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 no pais, em
meados da década de 1990, teve inicio o Plano de Erradicagdo do Ae. aegypti
(PEAa), coordenado pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), o qual
concentrava esfor¢os na utilizacdo de inseticidas quimicos, na compra de veiculos e
equipamentos para sua aplicagdo em campo e na contratacdo de pessoal
qualificado para a execucao das atividades de controle ao mosquito vetor. Embora

muito tenha se investido no controle quimico do mosquito, pouco foi feito no que diz
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respeito ao saneamento basico, ao abastecimento hidrico nas comunidades mais
carentes, na conscientizacdo da populacdo quanto a necessidade de recolhimento
de residuos solidos, dentre outros fatores que juntos culminaram com a expansao
territorial do mosquito e o aumento dos casos de dengue no pais, revelando o
insucesso do PEAa (BRAGA; VALLE, 2007; FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
2001).

Em 2000, uma nova tentativa, desta vez ndo de erradicacdo do mosquito,
mas de reducdo do numero de casos da dengue foi proposta com o Plano de
Intensificacdo das A¢des de Controle da Dengue (PIACD), que recebeu investimento
de quase meio milhdo de reais destinados aos estados e municipios para acfes de
epidemiologia e controle. Além da reducdo do numero de casos, o PIACD tinha
como alvo reduzir as mortes por febre hemorragica a menos de 1% até o final de
2002 e diminuir a infestacdo predial pelo mosquito. Mesmo com abordagens
reformuladas do PEAa, o PIACD continuou investindo no uso de inseticidas
quimicos, sobretudo o larvicida temephos (organofosforado) e adulticidas da classe
dos piretréides, jA em resposta aos indicios de resisténcia ao malathion, em uso
desde o surgimento do PEAa, também da classe dos organofosforados (BRASIL,
2002a,2002b).

Em 2002, com a introducdo do sorotipo DENV-3, houve uma nova
reformulacdo do PIACD, para um programa permanente, o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), agora com acdes para o controle do mosquito e nao
mais para sua erradicacao, enfatizando alguns aspectos essenciais como:

a) Criacdo de programas de controle permanentes, haja vista a dificuldade
eminente de eliminagdo do mosquito vetor;

b) Fortalecimento da vigilancia entomoldgica e epidemiolégica para uma
maior eficacia na deteccéo e previsao de possiveis surtos da doenca,

c) Mobilizagcdo e conscientizagdo da populagédo, criando uma atmosfera de
responsabilidade e cuidado familiar no ambiente domeéstico;

d) Melhoria da qualidade do trabalho de campo dos agentes;

e) Melhoramento das condi¢cbes sanitarias (coleta de lixo, saneamento
basico, armazenamento de agua);

f) Utilizacdo de instrumentos legalizados para vistoria e eliminacdo de

criadouros em pontos comerciais, iméveis abandonados, etc.;
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g) Integracdo das acdes de controle da dengue na atencdo basica, com a
mobilizacdo do Programa de Agentes Comunitarios de Saude (PACS) e
Programa de Saude da Familia (PFS);

h) Acompanhamento e supervisdo das a¢Bes desenvolvidas pelo Ministério

da Saude, estados e municipios através de instrumentos mais eficazes.

O PNCD atualmente amplia suas ac¢Oes de controle do mosquito vetor
visando também impactar a prevencdo de Zika e Chikungunya (BRASIL, 2002a;
FUNDACAO NACIONAL DA SAUDE, 2002).

2.2 Bioecologia e controle de Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti € uma espécie de culicideo com caracteristicas
peculiares que o categoriza como um vetor de agentes patogénicos de grande
importancia epidemiolégica em muitas regides do mundo. Ocorre, principalmente,
em regides tropicais e subtropicais, tendo uma frequéncia menor em regides de
clima temperado (FORATTINI, 1996), com recentes descricdbes de sua presenca
pela primeira vez no Canada (BAJER, 2016). Acredita-se que sua dispersao foi
iniciada a partir da Africa, chegando a diversas partes do globo a partir do transporte
passivo de seus ovos em embarcacdes, possivelmente com o transporte maritimo de
escravos. Atualmente, € considerada uma espécie cosmopolita que acompanhou a
trajetéria de urbanizacdo humana, se adaptando aos mais diversos ambientes e
criadouros, inclusive os destinados ao armazenamento de agua potavel como
tanques, caixas d’agua, cisternas e tonéis, além de outros como pneus em desuso
descartados a céu aberto, vasos de plantas, e muitos outros objetos que possuam
capacidade de armazenar agua, preferencialmente com baixo teor de matéria
organica, considerada limpa. Tais locais sdo utilizados como sitios para a oviposicao
e desenvolvimento das formas imaturas da espécie (CLEMENTS, 1992; CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1996;).

O ciclo biolégico de Ae. aegypti (Figura 1) compreende quatro diferentes
estagios: ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto. Tais estagios sdo
mediados e regulados por substancias produzidas pelo inseto, como os hormonios,

e participam desde o seu desenvolvimento, até sua reproducdo e comportamento
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(GILBERT, 2010). O acasalamento desta espécie se da, normalmente, dentro ou ao
redor dos domicilios, sendo necessario apenas uma ou duas copulas para que 0s
espermatozoides sejam transferidos para o corpo da fémea e estocados nas
espermateca. Ambos 0s sexos se alimentam, naturalmente, de carboidratos para
sobrevivéncia, cujas fontes sdo néctar e outros exsudatos das flores e dos frutos.
Apenas as fémeas necessitam se alimentar de sangue para que haja a maturacao
dos seus ovos, e, no caso de Ae. aegypti, h4 preferéncia por sangue humano, o que
caracteriza esta espécie como fortemente antropofilica (CONSOLI, 1994;
FORATTINI, 2002).

Figura 1 — Ciclo biolégico do Aedes aegypti

ADULTO

cICLO
BIOLOGICO

Aedes aegypti

LARVA

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: 1) Ovos. 2) Larvas. 3) Pupas. 4) Adulto.

Apos o repasto sanguineo, que ocorre preferencialmente durante o dia, as
fémeas repousam, realizam a digestdo e maturacdo dos ovos, e, por fim, buscam
locais para a oviposicdo. A deposicdo dos ovos é realizada nas paredes dos

criadouros, e cada fémea procura ovipositar no maior namero possivel de
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criadouros, comportamento denominado skip-oviposition, ou oviposi¢cdo aos saltos,
Cuja estratégia esta associada a disperséo e a preservacao da espécie no ambiente
(COLTON, 2003).

O controle dos locais onde os mosquitos se reproduzem é a principal
abordagem utilizada, visando uma diminuicdo populacional da espécie, minimizando
assim o contato entre o ser humano e o mosquito. As abordagens de controle
vetorial para Ae. aegypti no Brasil englobam desde ac¢fes fisicas/mecéanicas até
intervengbes quimicas ou biolégicas (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; DONNALISIO;
GLASSER, 2002).

No controle fisico/mecanico estdo incluidas acbBes de reorganizacao
ambiental onde o ser humano esta inserido. Basicamente, consiste em
transformacdes permanentes ou temporérias relacionadas a recursos hidricos, a
vegetacdo ou ao solo visando prevencao, eliminacdo ou diminuicdo de habitats de
vetores. No Brasil existem graves problemas associados ao saneamento,
abastecimento de &gua, coleta e encaminhamento de residuos solidos, que
somados aos habitos da propria populacdo, aumentam a quantidade de criadouros
artificiais do vetor no ambiente (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).
Algumas destas acfes, como o0 proprio saneamento, envolvem um alto investimento
inicial, pois estdo associadas as politicas publicas de carater permanente. Métodos
relacionados a manipulacdo da habitacdo humana também estdo inseridos neste
tipo de controle, como a telagem de portas e janelas, utilizacdo de mosquiteiros
impregnados com inseticida, dentre outros que auxiliam no bloqueio do contato entre
o humano e o mosquito (FERRARI, 1996; FORATTINI, 2002; MACORIS, 1999).

O controle pelo uso de inseticidas quimicos € o mais frequente no mundo,
tanto para insetos vetores de diversos patégenos ao homem, quanto para pragas
agropecuarias. O modo de aplicacdo destes compostos pode abranger modalidades
distintas que séo determinadas pela fase de vida, pelo habito e habitat do inseto
alvo. No caso dos mosquitos, produtos com efeito larvicida sao aplicados
diretamente na agua dos criadouros (aplicacdo focal) e agem por ingestdo e/ou
contato, matando larvas e, eventualmente, pupas. Ja os adulticidas atingem as
formas aladas dos mosquitos que agem por contato e sao aplicados por borrifagéo,
geralmente nas superficies externas dos criadouros ou nos locais de repouso dos

mosquitos, presentes nas areas peridomiciliares (aplicacéo perifocal). Tais produtos
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também podem ser aplicados em ultrabaixo volume (UBV), em veiculos motorizados,
como parte da estratégia para interrupcdo de transmissdo viral, exemplo
(FORATTINI, 2002, FUNDAC}AO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Existem diversos tipos de inseticidas com modos de acgio distintos. Os
larvicidas, ja citados acima, podem ser classificados segundo sua atuagcdo como
asfixiantes (impossibilitando a respiracdo normal do inseto através da obstrucédo dos
seus espiraculos respiratorios), gastricos (que possui acdo apenas ao ser ingerido
pelo inseto) ou de contato (quando conseguem atravessar a superficie corporal do
inseto ou através da respiracdo). JA os adulticidas, possuem diversos sitios de
atuacao dependendo de sua classe, agindo principalmente por contato (FORATINNI,
2002; ORGANIZAC}AO PANAMERICANA DE SAUDE, 1995).

Embora se mostrassem Uteis no controle de diversos tipos de pragas
urbanas, algumas classes de inseticidas quimicos (como os organofosforados e
carbamatos) apresentavam certa toxicidade a mamiferos (KING, AARON, 2015). Em
outros casos, a utilizacdo em larga escala de classes de inseticidas como a dos
organofosforados e piretroides causava selecdo de populacbes de mosquitos
contendo caracteristicas de resisténcia a estes compostos, demonstrando a
necessidade de métodos alternativos para o0 manejo do uso dos agentes de controle
(MACORIS, 2011).

O controle utilizando agentes bioldgicos surgiu com a premissa de se utilizar
de agentes sustentaveis para um controle mais seletivo, agindo como uma
ferramenta eficiente na reducéo populacional de insetos vetores. Dentre 0os agentes
utilizados, estdo inclusos predadores naturais, parasitas, espécies competidoras,
patégenos e seus subprodutos (MITTAL, 2003).

Atualmente, a utilizacdo de bactérias entomopatégenas esta sendo
amplamente empregada, pela sua eficiéncia e seletividade. Trata-se de espécies de
bactérias que produzem toxinas com acao larvicida em mosquitos de importancia
médica. Espécies como Bacillus thunringiensis sorovariedade israelensis (Bti) produz
cristais protéicos que sdo ingeridos pelas formas larvais mosquitos Culex, onde
agem em células epiteliais intestinais por meio de interacdo com receptores
especificos para a toxina, causando efeitos citopatolégicos, matando a larva
(BRAVO, 2011; DARBOUX, 2001; LACEY, 2007).
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Estratégias de controle genético também estdo se mostrando eficientes no
controle de Ae. aegypti, e mais estudos estdo sendo realizados para o
aprimoramento destas técnicas. Dentre os métodos conhecidos, podemos citar a
técnica do gene letal, que inclui a utilizagdo de mosquitos modificados
geneticamente contendo genes que sao transferidos para a prole, 0s quais séo letais
na auséncia de um inibidor de ativacdo ndo presente no ambiente. Apenas 0s
machos transgénicos produzidos em massa nas biofabricas séo liberados em campo
(BOYER, 2012; MASSONNET-BRUNEEL, 2013). Outra técnica que tem se
mostrado promissora € a técnica de esterilizacdo de insetos por irradiacdo, onde
apenas pupas machos de Ae. aegypti passam por um tratamento com doses de
raios gama ou X, sofrendo rearranjos cromossdmicos aleatorios, levando a
esterilizacdo destes insetos, os quais, por fim, sdo liberados na natureza para
controle da populacao local (ARAUJO, 2015). Ambas as técnicas citadas necessitam
de um bom processo de sexagem, pois apenas individuos machos podem ser
liberados no ambiente (ALPHEY, 2010).

2.3 Inseticidas quimicos

Os inseticidas utilizados no controle de insetos sdo classificados em cinco
grupos quimicos principais: os organoclorados (OC), os organofosforados (OP),
carbamatos, piretroides (Pl) e uma classe especial chamada de reguladores de
crescimento de insetos (IGR) (BRASIL, 2005; GILBERT, 2010).

A primeira geracao de inseticidas cujo modo de acao inclui, principalmente,
acdo toxica estomacal por ingestdo, tem como um dos principais componentes 0
arsénio. A segunda geragcdo de inseticidas inclui 0os compostos que agem por
contato, representados pelos organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides. A terceira geragcdo envolve compostos que atuam desregulando o
metabolismo do inseto de forma néo tdxica, mas levando-o a morte por comprometer
0 seu desenvolvimento. Os reguladores de crescimento tém como principais
representantes os inibidores de sintese de quitina (CSI) e os analogos do hormbnio
juvenil (JHA). A quarta geracdo abrange apenas o0s inseticidas biolégicos,
representados especialmente por microorganismos patogénicos ou seus
subprodutos, a exemplo do biolarvicida Bti (BECKER, 2003).
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2.3.1 Organoclorados, Organofosforados, Carbamatos e Piretréides

Na classe dos Organoclorados se encontram 0S compostos que possuem
carbono, hidrogénio e cloro em sua composi¢cao quimica. Um dos organoclorados
mais famosos, o diclorodifeniltricloroetano (DDT), pertence ao grupo dos difenil-
alifaticos, muito utilizado durante o século XX contra pragas agricolas e vetores de
patégenos, auxiliando no combate a diversas arboviroses como febre amarela e
malaria. Com isso, concedeu o Prémio Nobel de Medicina ao entomologista suico
Paul Muller pela sua descoberta (WARE, 2004). Seu modo de acdo ainda néo foi
claramente descrito, mas sabe-se que ele atua no sistema nervoso central do inseto,
interferindo no equilibrio dos ions de soédio e potassio nos axénios, descoordenando
a passagem dos impulsos nervosos e levando o inseto a morte (ROBERTS et al.,
1999).

A utilizacdo de organoclorados como o DDT trouxe resultados satisfatorios
por um longo periodo nos programas de controle de insetos, porém o seu uso foi
suspenso e até mesmo proibido em muitos paises devido a sua longa persisténcia
no ambiente, toxicidade e seu acumulo em tecidos de vertebrados (CHEN; ROGAN,
2003; PALCHICK, 1996). O uso do DDT, todavia, ainda é permitido e até mesmo
indicado pela OMS em alguns paises para utilizacdo no controle de insetos vetores,
como ferramenta de manejo juntamente com inseticidas de outras classes
(ROBERTS et al., 1999).

A classe dos organofosforados (OPs) inclui todos os inseticidas que
possuem fésforo em sua composicdo. Surgiram logo apds os organoclorados, e
seus principais representantes sdo o malation (adulticida utilizado em ultra-baixo
volume — UVB) e o temephos (larvicida de aplicacdo direta em criadouros de
mosquitos). Sao todos compostos biodegradaveis e nao se acumulam nos tecidos,
porém, sdo quimicamente instaveis, necessitando de uma renovacdo periddica
constante na sua aplicacao (PALCHICK, 1996).

Os OPs atuam no sistema nervoso central, inibindo a enzima
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel pelo controle dos niveis de
acetilcolina (ACE), importante neurotransmissor de impulsos elétricos. O inseticida
atua através da ingestdao e/ou contato, inibindo a acdo da AChE através da

fosforilacdo da mesma, deixando-a irreversivelmente inativada. Este efeito causa um
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acumulo da acetilcolina nas sinapses, interrompendo a propagacdo do impulso
elétrico, levando a um processo de paralisia que pode resultar na morte do inseto
(BECKER, 2003).

Os carbamatos possuem o acido carbamico como composto derivado, e sua
comercializacao iniciou-se por volta dos anos 60. Seus principais representantes sao
o0 bendiocarb, propoxur e o carbaril. Seu modo de acdo € similar ao dos
organofosforados na inibicdo da AChE, levando a uma carbamilagdo da enzima,
fazendo dos carbamatos compostos mais rapidos e letais sobre os insetos do que os
organofosforados. A acdo dos carbamatos, diferentemente dos organofosforados,
pode ser reversivel ao longo do tempo sobre o inseto tratado (WARE, 2004).

Os piretroides fazem parte de uma geracdo de inseticidas sintéticos
derivados do acido crisantémico e do &cido pirétrico de alta atividade (DAVIES et al.,
2007). Surgiram em resposta a necessidade de criacdo de um composto quimico
estavel e eficiente contra diversos tipos de insetos considerados pragas urbanas.
Sao biodegradaveis, foto e termoestaveis e possuem baixa toxicidade aos
mamiferos (BECKER, 2003).

Esta classe de inseticidas possui rapida acdo neurotdéxica no SNC, em
proteinas chamadas canais de sodio regulados por voltagem (Nav), as quais sao
responsaveis pela passagem dos ions de sdédio nos axénios, permitindo, assim, a
passagem dos impulsos nervosos de forma correta. Os piretréides atuam na
membrana do axénio modificando as proteinas Nav e levando a uma
descoordenacdo da resposta nervosa do inseto através de uma propagacao
continua do impulso nervoso. Os niveis de danos dependerdo da dosagem, podendo
levar o inseto a morte (BECKER, 2003; HEMINGWAY; RANSON, 2000).

No Brasil, os piretrdides substituiram os Organofosforados no controle das
fases adultas de Ae. aegypti no ano 2000, e alguns dos seus representantes mais
conhecidos sdo a deltametrina, a permetrina, a cipermetrina e a lambda-cialotrina
(BRITO et al., 2013; SANTOS, 2008).

2.3.2 Requladores de crescimento de insetos (IGRS)

Com o surgimento da resisténcia aos inseticidas quimicos utilizados na

rotina de controle de pragas dos anos 70, houve a necessidade de se desenvolver
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compostos que apresentassem uma acdo alternativa e eficiente para manejo da
resisténcia a compostos como os organofosforados, por exemplo, amplamente
utilizados na época (MULLA, 1979).

O grupo dos inseticidas reguladores de crescimento de insetos, também
conhecidos como IGRs, sdo compostos que atuam causando modificacbes
fisiolégicas e morfolégicas que comprometem o desenvolvimento do inseto. Tais
compostos surgiram no inicio dos anos setenta com o primeiro inibidor de sintese de
quitina, a benzoilfenilureia, descoberta pelos cientistas da Philips-Duphar BV (atual
Crompton Corporation), e comercializado como “Dimilin” pela Uniroyal Chemical
Company, nos Estados Unidos (GILBERT, 2010).

Desde entdo, diversos compostos da classe tém sido sintetizados e
comercializados para controle de pragas com a promessa de acao em sistemas
fisiolégicos e bioquimicos presentes apenas em artropodes, da classe Insecta,
apresentando toxicidade apenas nesta classe de animais, tendo alvos moleculares
bem definidos além de serem biodegradiveis e seguros para o0 ambiente.
Compostos desta classe podem apresentar acdo na regulacdo enddcrina do
crescimento, desenvolvimento, reproducdo e metamorfose do individuo alvo. O
desenvolvimento de resisténcia a estes compostos, até entdo nao-detectada,
apresenta baixa probabilidade de ocorrer, tendo em vista que essas substancias
quimicas possuem receptores hormonais naturais especificos, sendo assim, o risco
de populacdes expostas ao IGRs desenvolverem algum tipo de resisténcia seria
minimo (BEADLES et al., 1975; GILBERT, 2010).

Todo o processo de desenvolvimento e crescimento de um estagio para
outro num inseto é regulado por dois horménios principais, 0 hormonio esteroide do
inseto (ou ecdisona) e o horménio juvenil (JH), pertencente a classe dos
sesquiterpenoides. As mudas que ocorrem de um estagio para 0 outro sdo
reguladas pela ecdisona desde a fase larval até a fase adulta. Ja o hormonio juvenil
atua regulando o tempo e os processos de desenvolvimento desde o ovo. Na fase
adulta, ambos os hormdénios possuem seus papéis modificados para regular os
processos reprodutivos do inseto (MENN, 2012).

Atualmente existem dois grupos principais de reguladores de crescimento de

insetos, os quais séo caracterizados pelo seu modo de acao:
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a) Os inibidores de sintese de quitina, como o diflubenzuron, que atuam
interferindo na formacéo da nova cuticula, resultando no insucesso da muda
do inseto.

b) Os anélogos do horménio juvenil dos insetos, como o pyriproxyfen, que
interferem no processo de metamorfose afetando o progresso até o estagio

adulto do individuo.

2.3.2.1 Inibidores de sintese de quitina

A cuticula dos insetos faz parte de um conjunto de estruturas muito
importantes para a formacdo do seu exoesqueleto. Ela necessita ser impermeéavel
para protegé-lo e ao mesmo tempo macia e flexivel para permitir seu movimento. Ao
longo do tempo, com a alimentacdo e o crescimento, a cuticula precisa ser
extensivel entre cada um de seus segmentos, mas rigida para fornecer pontos
firmes para que possa haver a ligacdo muscular ou para possibilitar a formacao de
estruturas como mandibulas e garras. Tendo sua formacéo realizada por células
epidérmicas e composta principalmente por quitina (30-60%, dependendo do inseto),
problemas relacionados com a formacao da cuticula podem ser letais para o inseto
(GILBERT, 2010).

Constituida por uma longa cadeia de N-acetil-D-glicosamina, um composto
derivativo da glicose, a quitina esta principalmente presente nos exoesqueletos de
artrépodes, sendo um dos compostos biolégicos mais abundantes na Terra. O
metabolismo da quitina pode ser classificado de acordo com o0 seu processo de
sintese e degradacdo, os quais contam com enzimas especificas como a quitina
sintase (CS), que catalisam sua formacdo através da transferéncia de N-acetil-D-
glicosamina. Basicamente, polimeros individuais deste aclUcar sdo translocados
através da membrana plasmatica e se unem para formar cristais rigidos. Os cristais
formados sdo partes que integram as estruturas quitinosas de septos e paredes
celulares de fungos, e de cuticulas de invertebrados como os insetos (COHEN,
2001). As enzimas responsaveis pela degradacdo da quitina sdo as quitinases, e
atuam regulando a sua producédo, sendo cruciais em processos relacionados ao

desenvolvimento pos-embrionario, durante a muda larval e pupagéo (PALLI, 1998).
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A atividade inseticida do primeiro composto inibidor de sintese de quitina foi
descoberta por volta de 1970 por cientistas da Crompton Corporation (Holanda), e o
primeiro produto comercial foi o diflubenzuron (Dimilin®). Atuando como um
regulador de crescimento n&do sistémico, por ingestdo ou contato, o diflubenzuron
age principalmente no momento da muda do inseto ou na eclosdo dos ovos
(DAALEN, 1972).

2.3.2.2 Analogos do horménio juvenil

Estudos conduzidos na Polbnia e publicados em 1922 demonstraram que, ao
se extirpar o cérebro de uma lagarta, havia um impedimento da mesma alcancar o
estagio de pupa, interrompendo ali 0 seu desenvolvimento. Com isso, o pesquisador
responsavel pelo estudo, Stefan Kopec, atribuiu este fendbmeno a um fator humoral
que seria responsavel pelo desenvolvimento do inseto e que era produzido no
cérebro. Outro estudo realizado pelo pesquisador Vincent Wigglesworth, em 1936,
demonstrou que glandulas localizadas na base do cérebro, denominadas corpora
allta (CA), secretam substancias hormonais que seriam responsaveis pelo atraso ou
impedimento da metamorfose no inseto. A tal substancia foi dado o nome de
horménio juvenil (JH) (KOPEC, 1922; WIGGLESWORTH, 1936).

A estrutura do hormdonio juvenil o caracteriza como um composto terpenoide,
mais especificamente um sesquiterpeno. Os sesquiterpenos séao hidrocarbonetos de
formula quimica CisHzs4, formados por trés unidades isopreno. Tais compostos sdo
muito encontrados em plantas e insetos cumprindo os mais diversos papéis, mas
principalmente como agentes de defesa ou hormoénios. A forma mais comum dos

sesquiterpenos encontrados nos insetos € mostrada na figura 2.
Figura 2 — Estrutura quimica do hormdnio juvenil natural mais comum entre os insetos
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Fonte: Becker (2003).
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A producéo e a inibicdo do HJ pela corpora allata séo regulados por dois
neuro-hormoénios que agem determinando o0s niveis do mesmo no sistema
circulatorio do inseto. Os horménios neurossecretérios que estimulam a corpora
allata a produzir o HJ sado chamados de alatotropinas, e 0s que inibem sua
producdo, por sua vez, sdo as alatostatinas. Ja na circulacdo de hemolinfa, o HJ é
eliminado pela HJ esterase, a qual cliva o éster metilico, inativando o horménio
circulante (RANKIN, 1986).

O hormoénio juvenil é conhecido por sua acdo sobre diversos aspectos
funcionais da metamorfose, na reproducdo e no comportamento dos insetos. Sua
principal funcéo é realizar a manutencédo do estado larval, ou, em outras palavras,
proporcionar o chamado “efeito juvenil”, o qual proporciona ao inseto condi¢gdes de
se desenvolver de forma correta. Os titulos de HJ durante os estadios larvais iniciais
na hemolinfa sdo altos. Durante os ultimos estadios larvais, ocorre uma suspensao
na producéo do HJ, ao passo de um aumento na producdo da ecdisona (Figura 3), 0
que resulta numa sinalizacdo e direcionamento a pupacdo. Na fase adulta, o HJ
volta a estar presente em titulagcbes variadas (GILBERT, 2010; MENN, 2012;
RIDDIFORD, 2003).

Figura 3 — Titulos do Horménio Juvenil (HJ) e Ecdisona (20E) em est4gios diferentes de um inseto
homometabolico
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Fonte: Riddiford (2003)
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Na fase adulta, o HJ é responsavel pela diapausa, onde os ovarios acabam
nao se desenvolvendo por conta da auséncia do hormoénio, em resposta a situacoes
adversas do ambiente. Porém, este efeito pode ser reversivel através de nova
producdo de HJ. O horménio juvenil atua em outros papéis importantes, como na
determinacdo de castas (em insetos sociais), producdo de feromdnios, migracao,
producdo de proteinas anticongelantes, secrecdo de glandulas acessorias
masculinas, comportamento sexual, etc. (BECKER, 2003; WYATT; DAVEY, 1996). E
importante salientar que perturbagbes nos titulos hormonais em determinados
periodos do ciclo de vida do inseto ir4 afetar negativamente sua metamorfose. Além
disso, a inducdo de uma determinada titulacdo pode ter um “efeito domind”,
perturbando outras fungdes controladas por horménios (BECKER, 2003).

O modo de acdo do HJ no processo de muda ainda nao foi completamente
entendido a nivel molecular. Algumas teorias citam sua acdo de forma direta, onde
ele induz a secrecao de produtos relacionados ao desenvolvimento do inseto, outras
citam sua acdo de forma indireta, onde o HJ modula a acdo da ecdisona no
organismo (DUBROVSKY, 2005).

Desde a descoberta de sua existéncia e funcdo, o horménio juvenil dos
insetos foi sendo cada vez mais estudado e caracterizado, até ter sua estrutura
quimica sintetizada em laboratdrio, e seu uso incorporado como “pesticida de
terceira geragao”. Segundo Riddiford (1967), esta nova classe de inseticidas atuaria
como agente de controle de pragas ecologicamente seguro, ao qual o inseto nao
seria capaz de desenvolver resisténcia, como ocorreu com 0S compostos de primeira
e segunda geracao.

Embora algumas dificuldades tenham sido enfrentadas, conseguiu-se, entao,
sintetizar moléculas até mesmo mais ativas que o proprio horménio nativo, e que,
desta forma, poderiam ser utilizadas no controle de pragas. Até 0 momento, existem
diversos compostos analogos do hormonio juvenil disponiveis, com diversas
estruturas quimicas diferentes, tornando-os, consequentemente, diferentes entre si
em seus modos de acdo (RANKIN, 1986; RIDDIFORD, 1967). Alguns exemplos

mais representativos destes compostos sdo apresentados na figura 4.
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Figura 4 — Principais representantes de compostos quimicos analogos de horménio juvenil
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Fonte: Becker (2003).

2.3.2.2.1 Methoprene

Registrado pela primeira vez pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA) como um pesticida quimico convencional em 1975 e passou
a ser classificado como um pesticida bioquimico por seu modo de agao no controle
dos insetos-alvo em 1982. Ao invés de atuar com toxicidade direta, o methoprene
(C19H3403) atua interferindo no ciclo de vida do inseto, impedindo-o de atingir
maturidade ou se reproduzir.

Dentre os IGRs analogos de hormonio juvenil mais utilizados para controle
de insetos, 0 methoprene ganha destaque sendo aplicado em diversas areas, desde
industrias alimenticias (utilizado como aditivo alimentar para animais) até saude
publica para controle de insetos vetores de doencas, sendo eficaz no controle
seletivo de uma vasta gama de espécies de “pragas”, e seguro para 0s seres
humanos (BECKER, 2003; HENRICK, 2007).

Em geral, o methoprene se mostra muito ativo no controle de dipteros,
sendo utilizado, por exemplo, na indUstria agropecuaria contra espécies de moscas
que se desenvolvem em estrume de bovinos. Nestes casos, o methoprene é
incorporado nos suplementos alimentares ou minerais que séo oferecidos aos
bovinos, os quais o0 ingerem, processam e através das fezes controlam espécies
como a mosca-dos-chifres (Haematobia irritans), impedindo sua reproducdo. A

pequena percentagem de methoprene que esta contida nas fezes, mesmo apdés o
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seu processamento, € suficiente para controlar de forma eficaz esta espécie
(HARRIS, 1974).

O methoprene é muito eficaz também no controle de ovos e na prevencao
do desenvolvimento de larvas de pulgas, assim como na emergéncia de adultos.
Como exemplo, o CL50 (concentracdo letal para mortalidade de 50%) de
methoprene para prevenir a emergéncia de pulgas da espécie Xenopsylla cheopis
que parasitam ratos é de 0.00011ppm quando incorporado numa ninhada de larvas
desta pulga, mostrando sua eficiéncia mesmo em doses baixissimas (KAWADA,
1996).

2.3.2.2.2 Fenoxycarb

Os fenoxi-etil-carbamatos sdo compostos reguladores de crescimento de
insetos pertencentes a classe dos carbamatos (Ci7H19NO4). S8o0 compostos néo-
terpénicos e ndo toxicos a mamiferos, mas com alta atividade como analogo de
hormdnio juvenil. Existem diversas formulacdes de fenoxycarb disponiveis no
mercado para uso no controle de Solenopsis invicta (formiga-de-fogo) (Logic®),
pulgas e baratas (Torus™) e larvas de mosquitos (Varikill™), dentre outros insetos
considerados pragas urbanas ou rurais (HAENNI, 1988).

Os efeitos do fenoxycarb como analogo do horménio juvenil sdo,
principalmente, implicados na morfogénese, bloqueando a metamorfose até o final
do ultimo estadio larval. Além destes efeitos nas larvas e pupas, podem ocorrer
também complicacbes na embriogénese, reproducdo, producdo de feromonios,
diapausa, dentre outros. Os efeitos do fenoxycarb, embora sejam principalmente por
contato, também sdo notados através de processos digestivos. Trabalhos
demonstram que os mesmos resultados inibitérios foram observados numa dieta
com doses diferentes do composto em insetos do género Oncopeltus, o qual
apresentou dificuldades em realizar a muda e suas larvas apresentaram
deformacgdes ao chegarem ao quarto estadio (GRENIER et al., 1993).

A alta eficiéncia e a persisténcia do fenoxycarb estdo diretamente ligadas a
sua composigdo quimica, que o faz ser uma molécula estavel com a¢do em baixas
doses, chegando a ser até 100 vezes mais eficiente que o methoprene, embora o
seu modo de agédo ainda n&o seja totalmente conhecido (BECKER, 2003).
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2.3.2.2.3 Pyriproxyfen

Em busca de novos compostos juvendides desde 1975, pesquisadores e
quimicos japoneses vém, desde entdo, obtendo sucesso na utilizacdo de compostos
isoprendides na formulacdo de substancias mais eficazes e seguras. Um dos
juvenodides japoneses mais bem-sucedido para uso pratico, desenvolvido pela
Sumitomo Corporation, foi um composto de férmula [[2-[1-methyl-2(4-
phenoxyphenoxy) ethoxy] pyridine]] chamado Pyriproxyfen (C20Hi9NOs), o qual
cumpriu todos os critérios e exigéncias para ser um analogo de horménio juvenil
altamente eficaz. Semelhantemente ao fenoxycarb, o pyriproxyfen possui uma taxa
de atividade elevada para diversas espécies de insetos, podendo ser maior ou
menor que o0 seu antecessor, dependendo da espécie alvo. Foi comercializado,
desde entdo, sob os nomes Knack®, Admiral® ou Sumilarv® (MIYAMOTO, 1993;
TUNAZ, 2004).

O pyriproxyfen é um regulador de crescimento de insetos considerado como
um dos mais potentes analogos do horménio juvenil disponiveis no mercado. S&o
utilizados como pesticidas contra pragas da salde publica como moscas
domésticas, mosquitos, baratas, pulgas, etc. assim também como na agricultura e na
horticultura (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2001). Através do desequilibrio
hormonal, o pyriproxyfen atua suprimindo a embriogénese dos insetos, interferindo
diretamente na metamorfose e na emergéncia dos adultos. Seus efeitos também
podem incluir acdo sobre os ovos e esterilidade em alguns insetos (MENN, 2012;
RIDDIFORD, 2008)

Sua formulacdo comercial pode ser encontrada na forma liquida ou sélida
(granulada), e é utilizado principalmente no tratamento de criadouros de insetos de
importancia epidemiolégica como mosquitos, que possuem parte do seu
desenvolvimento em ambientes aquaticos. Estudos mais atuais apontam a utilizagéo
dos préprios mosquitos, especificamente os da espécie Ae. aegypti, como agentes
disseminadores do inseticida em sua forma granular, através do habito de
oviposicao dispersiva desta espécie. Outros estudos mostram o uso do pyriproxyfen
como instrumento no manejo da resisténcia a outros inseticidas quimicos, como 0s

piretréides, utilizando de redes impregnadas com ambos os compostos, levando a
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uma reducdo da propagacdo de mosquitos resistentes (ABAD-FRANCH, 2015;
TIONO, 2015).

Os efeitos deste analogo do hormoénio juvenil j& foram avaliados em uma
infinidade de espécies de insetos, de diversas formas, surtindo diversos efeitos.
Estudos em colénias de formigas Monomorium pharaonis em laboratoério utilizando
iscas de pyriproxyfen juntamente com 6leo de manteiga de amendoim provocou uma
reducdo drastica na producdo de ovos pela rainha, reduzindo drasticamente os
individuos da colénia (VAIL; WILLIAMS, 1995).

Estudos também foram realizados com pulgas da espécie Ctenocephalides
felis, onde individuos adultos foram submetidos a uma dieta de sangue contendo
pyriproxyfen em concentrac¢des variadas. Como resultado, foi verificado que os ovos
produzidos pelas pulgas alimentadas n&o resultaram em larvas, indicando, com isto,
uma atividade de esterilizacdo nestes ovos (MEOLA, 2000). Outros estudos com
pulgas submetidas ao contato com o pyriproxyfen demonstraram que ovos postos
pelos individuos tratados continham quantidades anormais de gema, levando ao
insucesso no desenvolvimento e eclosdo dos mesmos (PALMA, 1993).

Em outro estudo liderado pelo pesquisador japonés Hatakoshi (1992), foi
aplicado o mesmo IGR em pupas recém-formadas da espécie de mariposa
Spodoptera litura, provocando inibicdo na oviposi¢cdo no ciclo seguinte. Os autores
comentam que este efeito esteja relacionado a suspensdo da producdo de uma
substancia responsavel pelo estimulo de oviposi¢do, substancia esta, presente
apenas na hemolinfa das fémeas ndo tratadas. Através deste estudo, foi
demonstrado que doses subletais desde HJ podem atuar prejudicando diversos

processos no desenvolvimento do inseto alvo (HATAKOSHI, 1992).
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3 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o cenério epidemioldgico brasileiro de 2018, caracterizado
pela circulagdo simultdnea de Chikungunya e Zika virus em &reas ja endémicas para
a dengue, a efetividade do controle do mosquito Ae. aegypti, vetor primario de todos
estes arbovirus se apresenta como um grande desafio para o sistema de saude
brasileiro.

O PNCD tem alcancado resultados pouco expressivos no controle de Ae.
aegypti, seja por dificuldades ligadas a baixa cobertura de tratamento e eliminacéo
de criadouros do mosquito, a operacionalizacdo das acfes em campo ou por
problemas associados a disseminacdo da resisténcia aos inseticidas quimicos
orgafosforados e piretrdides, detectada nas popula¢des do mosquito nos ultimos 10
anos.

Em 2014, o Ministério da Saude/SVS/PNCD, em sua estratégia de manejo
da resisténcia e controle vetorial, passou a utilizar pyriproxyfen para controle de
formas imaturas do mosquito. Trata-se de um composto analogo do hormonio juvenil
dos insetos, que apresenta baixos niveis de toxicidade para seres humanos e para a
fauna ndo-alvo de vertebrados e invertebrados aquéticos.

Formulacdes em granulos de areia, como o Sumilarv® 0,5G, séo utilizadas
em baixissimas concentracdes e apresentam longa persisténcia de controle em
grandes reservatorios de agua potavel. Estudos recentes sugerem que o
pyriproxyfen pode ser disseminado para outros criadouros mecanicamente pelas
fémeas do mosquito, no momento de oviposicéo, através das particulas aderidas ao
seu corpo. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos secundarios associados a
doses subletais do pyriproxyfen, bem como da sua ingestdo, sobre a sobrevivéncia,
potencial reprodutivo e embriogénese de Ae. aegypti, objetivos do presente estudo.
As informacdes obtidas poderdo ser utilizadas pelas Secretarias de Saude e o
PNCD para o uso do produto em estratégias inovadoras e mais efetivas de controle

vetorial.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

O inseticida Pyriproxyfen pode comprometer o potencial reprodutivo de
Aedes aegypti e atuar para seu controle em iscas téxicas de carboidratos?
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5 HIPOTESE

Efeitos diretos e indiretos do inseticida pyriproxyfen podem reduzir a
capacidade reprodutiva de Aedes aegypti, sobretudo quando utilizado em iscas

toxicas de carboidrato.
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6 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do inseticida pyriproxyfen sobre o potencial reprodutivo
de Aedes aegypti, com énfase aplicada ao desenvolvimento de iscas toxicas para
controle.
6.1 Objetivos especificos

a) Investigar o potencial ovicida do pyriproxyfen para Ae. aegypti;

b) Avaliar a longevidade e o potencial reprodutivo de machos e fémeas de Ae.
aegypti sobreviventes a exposi¢ao a subdoses de pyriproxyfen;

c) Investigar o efeito da ingestdo do pyriproxyfen sobre a viabilidade reprodutiva
de fémeas e machos de Ae. aegypti;

d) Avaliar, em condi¢des simuladas de campo, o efeito combinado das iscas
toxicas de pyriproxyfen com as unidades disseminadoras desse inseticida,

para o controle de Ae aegypti.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Coldnia de Aedes aegypti

A espécie-alvo deste estudo foi o mosquito Ae. aegypti proveniente da
colénia Recife-Laboratério (RecL), mantida desde 1996 no Departamento de
Entomologia/Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz (ARAUJO et al., 2007). As formas
jovens e adultas desta espécie foram mantidas no insetario, em salas com
condi¢cbes controladas de temperatura (26°C + 1°C), umidade relativa (50 a 60%) e
fotoperiodo (14:10 claro:escuro). As formas adultas foram mantidas em gaiolas de
contencéo, alimentadas diariamente com uma solucao de sacarose a 10%, e para as
fémeas também foram oferecidas alimentacdes artificiais com sangue desfibrinado
de coelho (Oryctolagus cuniculus raca Nova Zelandia) semanalmente, para a
obtencdo de ovos. As formas jovens (larvas e pupas) foram acondicionadas em

cubas contendo 4gua potavel, alimentadas com racao para gatos Friskas®.

7.2 Inseticida analogo do hormadnio juvenil

O pyriproxyfen (Pyr) foi avaliado neste estudo em duas composicdes. A
primeira delas, o principio ativo puro (P.A.) (Piriproxifeno Pestanal®; 99,3%, Lote:
SZBE185XV); a segunda, o produto comercial Sumilarv® 0,5G (Sumitomo Chemical
do Brasil. Lote: 5701F4), cuja formulacdo em granulos de areia contém 0,5% de

principio ativo.

7.3 Avaliagéo de efeito ovicida

O efeito do pyriproxyfen (Pyr) sobre a embriogénese de Ae. aegypti foi
avaliado utilizando o P.A. e o Sumilarv® 0,5G.

Numa primeira abordagem, quantidades ja conhecidas de ovos com 24 e 48
horas da postura foram diretamente expostos a agua tratada com Sumilarv® 0,5G,
na dosagem de 2mg/L (0,01mg/L de Pyr), recomendada pelo PNCD para tratamento
focal nos reservatorios de agua potavel. Um grupo controle de ovos com 24h foi

exposto apenas a agua.
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No teste seguinte, substratos para oviposicdo de Ae. aegypti representados
por papel Kraft absorvente (4 x 7cm) (papelotes), foram submetidos a um tratamento
com solugdes de 500 mg/L do Sumilarv® 0,5G (2,5 mg/L de Pyr) e 50mg/L do P.A.,
equivalentes, respectivamente, a 250 e 5.000 vezes a concentragdo de Pyr
recomendada para campo. Posteriormente, os papelotes foram submersos por uma
hora na agua tratada, para garantir a absorcdo e impregnacdo do produto,
permanecendo em contato parcial com a mesma agua tratada durante cinco dias
consecutivos.

Trés grupos compostos por 10 casais de Ae. aegypti foram formados. As
fémeas com cinco dias de vida foram alimentadas com sangue, apés o
acasalamento, e submetidas ao contato com os papelotes tratados com o Pyr. Trés
dias apoOs a oviposicao, os ovos foram contados e os papelotes foram novamente
imersos em agua, por até cinco dias, para promover a eclosdo das larvas. A
mensuracdo do efeito ovicida se deu pela contagem das larvas que eclodiram do

total de ovos em cada grupo.

7.4 Efeitos de concentracdes subletais de pyriproxyfen sobre a longevidade e

reproducado de Aedes aegypti

Ensaios foram realizados no insetario do departamento do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM), utilizando mosquitos da linhagem RecL, para avaliar os efeitos
causados por concentracdes subletais/residuais do analogo do horménio juvenil na
formulacdo comercial Sumilarv® 0,5G. Os testes foram conduzidos com a finalidade
de determinar a longevidade dos insetos sobreviventes, assim como as taxas de
fecundidade e fertilidade dos mesmos.

Os sobreviventes as exposi¢des foram submetidos a cruzamentos entre si
para avaliagdo do potencial reprodutivo destes individuos. Os dados obtidos foram
comparados ao grupo controle, formados apenas por individuos n&o tratados,
cruzados entre si na mesma proporcdo. A exposicado das larvas foi realizada em
cubas de 4 litros tratadas com duas concentragdes distintas do Sumilarv® 0,5G: 0,12
e 0,04 mg/L (equivalentes a 5% e 2% da dose preconizada para uso em campo pelo
PNCD, respectivamente), onde 400 larvas jovens de quarto estagio (L4) foram
inseridas, sendo diariamente alimentadas com 3mg de ragcédo para gato Whikas®. O
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desenvolvimento das larvas foi acompanhado até a mortalidade ou emergéncia dos
mosquitos. Apos o periodo de desenvolvimento, os adultos foram transferidos para
gaiolas, separados por sexo e alimentados com solucdo de sacarose a 10%. Dois
grupos foram formados para os cruzamentos neste ensaio: 1) Machos expostos x
fémeas expostas (grupo tratado); 2) Machos nao expostos x fémeas ndo expostas
(grupo controle). O teste de Tukey foi utilizado para comparacdo do numero de
médio de ovos e de larvas entre os grupos, com nivel de significancia p<0,05. A
longevidade dos mosquitos foi registrada diariamente até a morte do ultimo individuo
e, posteriormente, os valores foram submetidos a uma analise de variancia

(ANOVA), quando as médias foram comparadas entre 0os grupos tratados por sexo.

7.5 Efeito da ingest&o do Pyriproxyfen sobre a reproducéo de Aedes aegypti

Testes foram conduzidos com mosquitos adultos de Ae. aegypti para avaliar o
efeito da ingestdo do Pyr associado a alimentacdo sanguinea ou a diferentes fontes
de carboidrato, sobre a fecundidade e fertilidade destes insetos.

No primeiro ensaio, fémeas do mosquito com até cinco dias de vida foram
submetidas a alimentacéo artificial com sangue (desfibrinado de coelho) tratado com
o P.A. do Pyr na concentracdo de 50 mg/L. No total, 40 fémeas por grupo,
inseminadas, foram submetidas a alimentacdo durante 1 hora. Apds esse intervalo,
as fémeas ingurgitadas foram transferidas para uma gaiola de contengcdo onde foram
disponibilizados os papelotes para oviposicdo. Os ovos postos foram contados e
colocados em agua para eclosao das larvas.

Cinco dias apés a primeira postura, os grupos foram realimentados com
sangue limpo, sem o Pyr, para verificar se o efeito associado ao produto persistia
nas fémeas expostas e consequentemente nos ovos postos por elas (segunda
oviposi¢cdo). A analise dos resultados deste teste considerou os seguintes fatores:
namero de ovos postos por cada grupo e percentual de eclosdo das larvas tanto na
primeira, quanto na segunda oviposicao.

Uma segunda modalidade de teste envolvendo alimentagcdo com Pyr foi
conduzida com machos e fémeas, utilizando uma solucdo de sacarose a 20%

tratada com 50mg/L de P.A. do Pyr. Esta solucdo foi disponibilizada para
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alimentacdo dos insetos desde o instante da sua emergéncia. O grupo controle foi
alimentado apenas com a sacarose a 20%.

No quinto dia de vida, os mosquitos de todos os grupos foram submetidos a
cruzamentos entre si, onde individuos tratados e nado tratados participaram da
seguinte forma: 1) fémeas tratadas (FT) x machos tratados (MT); 2) fémeas né&o
tratadas (FN) x machos tratados (MT); 3) fémeas tratadas (FT) x machos né&o
tratados (MN) e 4) fémeas nao tratadas (FN) x machos né&o tratados (MN) (controle)
(Fig. 8). Apos 48h, as fémeas de todos os grupos foram alimentadas com sangue e
substratos para oviposicdo foram disponibilizados nas gaiolas por cinco dias
consecutivos. Os ovos resultantes deste teste foram contabilizados e a andlise

seguiu o0 mesmo procedimento da alimentagéo sanguinea.

Figura 5 — Cruzamentos realizados nos testes de exposi¢cao ao pyriproxyfen.

~

CRUZAMENTOS ENTRE INDIVIDUOS TRATADOS E NAO
TRATADOS COM PYRIPROXYFEN

S5 %

MACHOS TRATADOS X MACHOS TRATADOS X
FEMEAS TRATADAS FEMEAS NAO TRATADAS

MACHOS NAO TRATADOS X FEMEAS MACHOS NAO TRATADOS X FEMEAS
TRATADAS NAO TRATADAS (CONTROLE)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Individuos vermelhos: Tratados/Expostos; individuos marrons: Nao tratados/ndo expostos.
Nota: Este esquema de cruzamento foi utilizado em outros testes, onde mosquitos tratados/expostos
foram postos para acasalar com mosquitos néo tratados/ndo expostos.

A outra fonte de carboidrato testada foi o mel/Manuka (Kiwi Manuka™ ®),
também considerada atrativa para os mosquitos. Duas solu¢gfes de mel a 50% foram
utilizadas como iscas atrativas, a primeira tratada com 50mg/L do P.A. do Pyr e a
segunda com 10g/L do Sumilarv® 0,5G, correspondendo a 50mg/L do P.A. O grupo
controle foi alimentado apenas com a solugao de mel a 50%.

As iscas foram preparadas e oferecidas a grupos de 10 mosquitos (machos

e fémeas) desde o momento de sua emergéncia. Nestes testes, tanto com sacarose,
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guanto com mel, também foram registrados dois eventos de postura, sendo apenas
o primeiro precedido pela alimentacéo tratada com Pyr.

Para a andlise estatistica de todos os testes foram utilizadas andlises de
variancia (ANOVA) juntamente com teste a posteriori de Tukey, onde o valor de

p<0,05 indicou a significancia dos resultados obtidos.

7.6 Avaliacdo do potencial de dispersdo do pyriproxyfen por fémeas do

mosquito

O produto comercial utilizado nessa avaliacdo foi o Sumilarv® 0,5G. O
produto foi submetido a um processo adicional de maceragao para a reducao da sua
granulometria, visando favorecer sua adesao as patas e outras partes do corpo dos
mosquitos.

A dispersédo do produto foi avaliada em condi¢des de laboratério, através de
armadilhas de oviposi¢cdo (ovitrampas) adaptadas do modelo descrito por Abad-
Franch et al. (2015), denominada unidade disseminadora (UD). A UD foi composta
por um recipiente plastico preto, revestido internamente por um tecido 100%
poliéster, de cor escura, impregnado com 20 g/m? do inseticida em forma de pé
umido e preenchido com 200 ml de agua. Para a deteccdo da dispersdo do
inseticida foram utilizadas ovitrampas sentinelas (OVT-S), compostas por um
recipiente plastico de cor preta, preenchido com 200 ml de agua. No geral, foram
utilizadas quatro gaiolas com as seguintes dimensdes: Gaiola Al (Figura 6A),
medindo 1,6 x 1,6 x 2,0 m (= 5 m?); gaiolas B1 e B2 (Figura 6B), ambas medindo 0,5
x1,1x0,5m (20,3 m?); e gaiola B3 (Figura 6B), medindo 1 x 0,8 x 0,8 m (= 0,6 m?).
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Figura 6 — Gaiolas utilizadas nos testes de disperséo de pyriproxyfen por fémeas de Aedes aegypti.

Fonte: elaboradd pelo éutdf.
Legenda: A: Gaiola Al, localizada na area externa do IAM; B: Gaiolas B1 (acima), B2 (posicionada
por tras da B1) e B3 (abaixo), localizadas nas dependéncias do Departamento de Entomologia /IAM.

Os testes de dispersdo foram realizados em gaiolas considerando as
seguintes quantidades de fémeas com relacdo ao espago, numero de UD e OVT-S:
na gaiola Al, foram utilizadas 30 fémeas/m2, com o posicionamento de uma UD e
trés OVT-S, distantes no minimo 1,6 m e no maximo de 2,5 m entre si; nas gaiolas
B1, B2 e B3, foram posicionadas uma UD e uma OVT-S distantes 0,8 m entre si, nas
extremidades opostas de cada gaiola. Cinco fémeas/0,3 m2 foram liberadas na
gaiola B1, 10 fémeas/0,3 m2 na B2 e 15 fémeas/0,6 m2, na B3. Todas as fémeas
estavam acasaladas, alimentadas com sangue e permaneceram nas gaiolas por
cinco dias. Apds este periodo, todas as OVT-S foram recolhidas e o seu contetdo foi
transferido para recipientes plasticos, colonizados com 15 larvas L3, cujo
desenvolvimento foi acompanhado até a emergéncia dos adultos ou morte das
pupas (inibicdo da emergéncia).

Outro teste de disperséo foi realizado na gaiola B3, onde foram utilizados
duas formas distintas de disponibilizacdo do criadouro artificial, com o objetivo de
verificar a capacidade de disseminacdo do produto e de preferéncia do local do
criadouro. O criadouro foi representado por um copo plastico de cor preta,

preenchido com 200 ml de agua, contendo um papelote (3 x 8 cm). Na primeira
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forma, o criadouro foi inserido em uma caixa de papeldao medindo 15 x 15 x 7 cm,
com abertura superior de 3 x 4 cm, simulando um criadouro criptico ou de dificil
acesso, e na segunda forma, o criadouro foi deixado livre na gaiola. Uma UD foi
posicionada no centro da gaiola B3 e os dois criadouros, nas extremidades opostas.
Um grupo de 15 fémeas acasaladas e alimentadas com sangue foi liberado na
gaiola, onde permaneceram por cinco dias, cujo procedimento de colonizacdo e
acompanhamento dos sobreviventes foi semelhante ao referido no item 7.5. Os ovos
postos nos papelotes também foram contados e submetidos a eclosdo das larvas
em cubas contendo agua limpa e fervida.

Um ultimo teste de dispersao foi realizado nas gaiolas B1 e B2 para avaliar o
efeito conjunto da isca de mel tratada com Pyr e da técnica de disperséo do produto.
Para tanto, uma OVT-S contendo o papelote e uma UD foram posicionadas nas
extremidades opostas da gaiola, e no centro foi colocado um recipiente contendo um
algodao embebido com a solucdo de mel tratado com o P.A. do Pyr. Foram liberadas
na gaiola 15 fémeas acasaladas e recém-alimentadas com sangue, onde
permaneceram por sete dias. No final deste periodo, o conteido das sentinelas foi
recolhido, colonizado com 15 larvas L3 e acompanhado, assim como 0S 0voS postos
nos papelotes foram contados e postos para eclosao das larvas, como apresentado
no teste anterior. Um grupo controle também foi testado, onde a variavel foi a isca de
mel, que ndo possuia nenhum tipo de tratamento.

Neste teste, além da avaliacdo da dispersdo, dada pelo percentual de
mortalidade das pupas e/ou emergéncia de adultos nas OVT-S, o potencial
reprodutivo das fémeas liberadas nas gaiolas também foi verificado através da taxa
de oviposicdo e o percentual de eclosdo das larvas provenientes dos ovos postos
nos papelotes disponibilizados durante o teste, comparados ao controle.
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8 RESULTADOS

8.1 Efeito ovicida

No primeiro teste, quando os ovos com 24 e 48 horas da postura foram
expostos diretamente a agua tratada com Sumilarv® 0,5 G (2 mg/L), foi observado
cerca de 90% de eclosdo das larvas nos dois grupos, tratado e controle, até o final
do quinto dia de exposi¢cdo ao produto (Tabela 1). A analise de variancia (ANOVA)

indicou ndo haver diferencas entre os grupos tratados e controle (p>0,05).

Tabela 1 — Viabilidade de ovos de Aedes aegypti com diferentes tempos de embriogénese, expostos
a 4gua tratada com 2 mg/L do Sumilarv® 0,5G (dosagem de rotulo), correspondendo a 0,01 mg/L do
pyriproxyfen. Ovos e larvas apresentados como média + desvio padrao.

Grupos Embriogénese  Total N° médio de ovos N° médio de  Ecloséao (%)
(horas) ovos (xDP) larvas (xDP)
24 675 225+ 125 213 +129 94,6
Sumilarv® 0,5G
48 765 255 + 88 230 + 88 90,3
Controle 24 664 221+ 96 206 + 93 93,3

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferiram entre si estaticamente pela
andlise de variancia (p>0,05).

Os testes realizados com os papelotes tratados com o Sumilarv® 0,5G e o
P.A. do Pyr, em superdosagens, 250 e 5000 vezes a quantidade de Pyr da dosagem
de rotulo, respectivamente, revelaram uma taxa de eclosdo das larvas um pouco
menor do que o grupo controle, cuja analise da variancia ndo mostrou diferencas

significativas (p>0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Viabilidade de ovos de Aedes aegypti recém postos, expostos a agua tratada com
superdosagens do Pyriproxyfen P.A. e do Sumilarv® 0,5G, inferida pela eclos@o das larvas. Ovos e
larvas apresentados como média + desvio padrdo (DP).

Grupos/concentracdo de Pyr Total ovos N° médio de N° médio de Ecloséo
expostos ovos (x DP) larvas (= DP) (%)
Pyriproxyfen P.A./50 mg/L 2152 717 + 87 555 + 201~ 77,4
Sumilarv® 0,5G/2,5 mg/L 2560 853 + 138 672 + 180 78,8
Controle 2510 836 + 199 811 + 185~ 97,0

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: valores seguidos da mesma letra nas colunas néo diferiram entre si estatisticamente na
analise de variancia (p>0,05).

8.2 Efeitos de concentracdes subletais sobre a longevidade e reproducao de

Aedes aegypti

Os ensaios conduzidos em cubas com capacidade para 4L de &gua tratada
com doses do Sumilarv® 0,5G inferiores as recomendadas pelo Ministério da Saude,
revelaram uma alta mortalidade nas duas concentracdes testadas, 0,04 mg/L e 0,1
mg/L, quando o produto matou em média 78,7% e 87,3%, respectivamente. A
triagem dos sobreviventes ndo revelou alteragdes na proporcdo de machos e
fémeas associadas a exposicdo ao produto. Os resultados obtidos, no entanto,
foram influenciados pela quantidade reduzida de sobreviventes, 0os quais permitiram
apenas 0s cruzamentos entre os individuos sobreviventes ao tratamento comparado
ao grupo controle (fémeas e machos ndo expostos).

Nas duas subdoses avaliadas foram detectadas reducdes significativas do
namero médio de ovos (p=0,0008) e da sua viabilidade (p=0,0003) em relacdo ao
grupo controle (Gréfico 1), cujos percentuais variaram de 43% a 53% e de 92% a

93%, respectivamente.
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Grafico 1 — Oviposicao resultante do cruzamento entre individuos sobreviventes a exposicao de duas
concentracdes (0,04 e 0,12mg/L) do Sumilarv® 0,5G e controle.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando a longevidade de machos e fémeas em ambos os tratamentos foi
avaliada em comparacdo com o0 grupo controle, foi observada uma reducao
significativa (<0,005) no tempo total de vida dos individuos sobreviventes as
subdoses do Sumilarv® 0,5G. Na maior dosagem (0,12 mg/L), os machos
sobreviveram em média 6,5 dias e as fémeas 12,6, respectivamente. Para o0 grupo
com a menor concentracéao (0,04 mg/L), a média foi de 12,8 para os machos e 13,4
para fémeas. Os individuos do grupo controle sobreviveram bem mais, 20,8 dias os

machos e 29,3 fémeas (Grafico 2).



Uso do pyriproxyfen em novas abordagens... Pessoa, L. F. F. 50

Grafico 2 — Longevidade média de machos e fémeas de Aedes aegypti sobreviventes a subdosagens
(0,04 e 0,12 mg/L) do Sumilarv® 0,5G.
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Fonte: elaborado pelo autor.

8.3 Efeito daingestdo do Pyriproxyfen sobre areproducédo de Aedes aegypti

Neste teste, onde o principio ativo do Pyr foi diluido em sangue desfibrinado
de coelho e oferecido as fémeas de Ae. aegypti ja acasaladas, foi observada uma
diminuicdo significativa do nimero médio de ovos (F=44,27; p<0,001) entre os
grupos tratado e controle. No entanto, os valores de reducédo observados na 12 e na
22 oviposicdo do grupo tratado ndo variaram (F=1,63; p>0,05), indicando a
permanéncia do efeito do pyr sobre a fecundidade das fémeas expostas.

Quanto a eclosdo das larvas, o comportamento de reducdo diferiu
estatisticamente intra e intergrupos (F=243.99; p<0,001) (Grafico 3), embora, na 12
oviposicdo 99,2% dos 2001 ovos estivessem inviaveis e na 22, apenas 55,7% dos
2.330 ovos (F=9.67; p<0.001). Neste ultimo caso a diferenca apontou para o
aumento da viabilidade dos ovos, haja vista que o percentual antes inferior a 1%
passou para 44,3%. A tabela 3 traz os resultados do efeito da ingestdo do Pyr na
reducdo da fecundidade e fertilidade das fémeas.

As fémeas submetidas a uma segunda alimentacdo com sangue sem
tratamento com o Pyr permaneceram ovipositando menos do que as do grupo

controle, porém este efeito quimioesterilizante do Pyr reduziu drasticamente quando
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comparado a primeira oviposicdo das fémeas tratadas. Estes resultados revelam

que a concentracdo testada (50 mg/L) promoveu um efeito semi-esterilizante

temporario nos individuos expostos, que ndo se manteve igual e em niveis elevados

apos dois ciclos de oviposicao.

Tabela 3 — Efeito da alimentacdo de sangue tratado com o pyriproxyfen (50 mg/L) sobre a
fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti, em dois ciclos sequenciais de oviposicao.

Numero de ovos e larvas apresentados como média + desvio padrao.

Grupo N de fémeas Total N° médio de ovos N° médio de Larvas
ovos (= DP) (= DP)

12 Oviposicdo — alimentagéo de sangue com Pyriproxyfen
Tratado 30 2001 309 + 1164 8+ 144
Controle 30 3452 710+ 1108 667 £ 1108

22 Oviposigéo — alimentagdo de sangue sem tratamento
Tratado* 30 2330 450 £ 1744 215+69¢
Controle 30 3712 738 + 588 685+ 718

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: *: Dados referentes ao grupo que recebeu repasto sanguineo tratado apenas na primeira
oviposi¢do; médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferiram entre si estaticamente na

andlise de variancia (p>0,05); médias com letras diferentes = p<0,05.
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Grafico 3 — Efeitos da ingestédo do repasto de sangue tratado com 50 mg/L de pyriproxyfen sobre a
fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti, em dois ciclos sucessivos de oviposicao.
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Os testes utilizando as iscas de carboidrato tratadas com pyriproxyfen
mostraram respostas variadas na reducédo da fecundidade e fertilidade, em funcéo
da fonte utilizada (sacarose ou mel) e dos diferentes cruzamentos entre 0s
individuos expostos e ndo expostos. A reducdo mais expressiva no numero de ovos
e em sua viabilidade ocorreu no grupo em que ambos os sexos foram tratados
(Tabelas 4 e 5).

Ao realizar cruzamentos com apenas um dos sexos tratados com o Pyr ndo
foram observadas diferencas significativas sobre a fecundidade das fémeas
alimentadas com sacarose (F=3,65; p=0,07), sendo apenas a fertilidade afetada
(F=4,81; p=0,04) (Tabelas 4 e 5). A comparacao entre os grupos alimentados com

sacarose e mel revelou que esse ultimo foi mais efetivo em diminuir tanto a
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guantidade de ovos postos (F=36,32; p<0,001) quanto sua viabilidade, haja vista que
em mais de 79% deles as larvas nao eclodiram. Quando ambos, machos e fémeas,
foram expostos, esse valor foi ainda maior, aproximadamente 97% (F=113,24;,
p<0,001). Na segunda oviposi¢cdo, quando o tratamento com Pyr foi suspenso, as
taxas de viabilidade aumentaram em todos 0s grupos, embora permanecessem
significativamente menores (F=6,03; p<0,001) do que o grupo controle (tabelas 4 e
5).

Tabela 4 — Comparacéo dos efeitos da ingestdo de iscas de sacarose e mel tratados com P.A. do
pyriproxyfen na reproducdo de Aedes aegypti em dois ciclos de oviposicdo. Ovos e larvas
apresentados como média + desvio padréo.

Grupos N° médio de ovos N° médio de larvas (xDP) Eclosao (%)
(xDP)
N casais Sacarose P.A. mel Sacarose P.A. mel Sacarose P.A. mel
12 oviposicao — Iscas tratadas com o pyriproxyfen P.A.
1L.3TxQT 30 439 +£904 325+60 181+ 106~ 9+6° 41,2 29
2. 8N x QT 30 536 £ 608 430+ 498 271 + 658 90 + 94 57,9 20,4
3. 8T x @N 30 541 + 558 384 +394 313 £ 558 78 + 164 56,5 20,9
4. AN x 2N 30 615+ 52¢ 687 +21¢ 582 +43C 642 + 378 94,7 93,5
22 oviposicdo- Iscas nédo tratadas com o pyriproxyfen
1L.3TxQT 30 507 £ 74~ 355 + 844 288 + 94 137 + 46~ 52,3 38,7
2. 3N x QT 30 559 + 704 442 + 528 341 + 58~ 245 + 1004 64,0 52,6
3. 8T x 9N 30 505 + 644 404 +68® 363 + 36~ 212 + 684 61,1 42,7
4. AN x 2N 30 658 + 36" 627 + 60¢ 624 + 208 559 + 448 94,7 89,2

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: JdQT: Machos/Fémeas tratados/expostos ao pyriproxyfen; d@N: Machos/Fémeas néo
tratados/ndo expostos ao pyriproxyfen; médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferiram
entre si estaticamente na analise de variancia (p>0,05); médias com letras diferentes = p<0,05.
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Gréafico 4 — Fecundidade de fémeas de Aedes aegypti resultante do cruzamento entre individuos
alimentados com iscas de sacarose a 20% tratadas e néo tratadas com pyriproxyfen (P.A.). Valores
observados em dois ciclos sequenciais de oviposicao.
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Tabela 5 — Comparacéo dos efeitos da ingestdo de iscas de sacarose e mel tratados com P.A. do
pyriproxyfen e Sumilarv® 0,5G na reproducéo de Aedes aegypti em dois ciclos de oviposi¢do. Ovos e
larvas apresentados como média + desvio padrao.

Grupos N° médio de ovos N° médio de larvas Ecloséo (%)
(= DP) (= DP)
N casais Mel P.A. Sumilarv® Mel P.A. Sumilarv® Mel P.A. Sumilarv®
12 oviposicao - alimentacdo de mel tratado com o pyriproxyfen
1. 3Tx QT 30 325604 254 + 664 9+6" 27 £ 114 29 10,7
2. 3T x 2N 30 4301498 330 + 468 90 £ 9A 83+ 124 20,4 25,3
3.8Nx QT 30 3841398 261 + 428 78 £ 167 60 £ 5° 20,9 22,9
4. 3N x @N 30 687+21¢ 753 £ 90¢ 642 + 378 704 + 808 93,5 93,5
22 oviposicdo - alimentacao de carboidrato sem tratamento
1. 3Tx QT 30 355+844 418 £ 67A 137 + 467 195 + 38~ 38,7 46,7
2. 3T x 2N 30 442+528 393+984 245+ 1004 184 + 444 52,6 53,8
3.8Nx QT 30 404+688 451 + 607 212 + 684 243 + 504 427 46,8
4. 3N x @N 30 627+60° 639 * 568 559 + 448 600 + 668 89,2 94,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: &QT: Machos/Fémeas tratados/expostos ao pyriproxyfen; J@N: Machos/Fémeas n&o
tratados/ndo expostos ao pyriproxyfen; médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferiram
entre si estaticamente na andlise de variancia (p>0,05); médias com letras diferentes = p<0,05.

O impacto negativo nos processos reprodutivos dos mosquitos foi similar
entre o produto comercial Sumilarv® 0,5G e o principio ativo puro do pyriproxyfen
(Tabela 5), indicando que qualquer um dos dois poderia ser utilizado na preparacao
da isca toxica.

Os testes utilizando as iscas de carboidrato com pyriproxyfen mostraram
respostas de reducdo da fecundidade e fertilidade similares aquelas observadas
com sangue, embora o efeito de esterilizagdo parcial tenha sido mais pronunciado

neste ultimo grupo.
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Grafico 5 — Fertilidade de Aedes aegypti resultante do cruzamento entre individuos alimentados com
iscas de sacarose a 20% tratadas e ndo tratadas com pyriproxyfen (P.A.). Valores observados em
dois ciclos sequenciais de oviposi¢ao.
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Grafico 6 — Fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti resultante do cruzamento entre
individuos alimentados com iscas de mel/Manuka a 50%, tratadas e ndo tratadas com Sumilarv®
0,5G. Valores observados em dois ciclos sequenciais de oviposigao.
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8.4 Dispersédo de pyriproxyfen por fémeas de Aedes aegypti

Nos testes realizados com a liberacdo de quantidades diferentes de
fémeas/m2, em gaiolas com uma sentinela e uma UD, foi verificada a disperséo para
as ovitrampas sentinelas (OVT-S), cujo percentual médio de inibicao foi = 90% para
todas as situacdes testadas (Grafico 1). Resultados semelhantes foram obtidos,
também, quando o numero de OVT-S foi aumentado de 1 para 3 na gaiola Al, onde
30 fémeas/m? foram liberadas, levando a uma inibicdo de emergéncia de >97% em
todas as OVT-S. A analise de variancia (ANOVA) revelou néo haver diferencas
(F=0.1905; p=0.8314) entre os testes, demonstrando que o Pyr foi transferido da UD
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para as OVT-S em quantidades suficientes para inibir a emergéncia da maioria das

larvas expostas, em todas as repeticoes.

Grafico 7 — Inibicdo da emergéncia de Aedes aegypti promovida pelo pyriproxyfen em ovitrampas-
sentinelas (OVT-S) da dispersdo do produto por fémeas, em gaiolas sob condi¢cbes simuladas de
campo.
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Fonte: dados do autor.

Os testes realizados para avaliar a capacidade de dispersao do Pyr pelas
fémeas revelou que 2.275 ovos foram postos nos criadouros cripticos e 1.644 ovos
nos criadouros expostos, ndo havendo, portanto, pelo teste T de Studant, diferenca
estatistica (p=0,09) que indicassem a preferéncia por qualquer um dos criadouros. A
constatacdo da completa inibicdo da emergéncia dos individuos expostos nas OVT-
S, demonstrou que as fémeas foram capazes de transferir o produtor mesmo para o
criadouro menos acessivel.

Por fim, nos testes utilizando as UD associadas as iscas de carboidrato
tratadas com Pyr, os resultados demonstraram que as fémeas ao se alimentarem
com o mel tratado com o analogo do HJ, tiveram uma reducdo de 24% na
fecundidade (F=16.84; p=0.006), 64,3% na fertilidade (F=66.07; p<0.001) e 100% de
inibicAo da emergéncia das larvas presentes nas OVT-S. Além disso, também foi
detectado um elevado percentual (33,6%) de ovos com aparente ma formacdes
associadas a coloracdo atipica, coérion colabado e auséncia de embrido, néo

observadas no grupo controle.
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Gréfico 8 — Teste de dispersao utilizando iscas téxicas de mel tratadas com pyriproxyfen. Dados
apenas dos efeitos das iscas toxicas comparadas ao grupo controle.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 — Ovos postos por fémeas de Aedes aegypti alimentadas com mel tratado com pyriproxyfen
(A) e ndo tratado (B).

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Setas vermelhas indicam ovos que possuem algum tipo de deformacéo.
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9 DISCUSSAO

Este trabalho traz evidéncias importantes dos efeitos adversos do
pyriproxyfen sobre a longevidade, fecundidade e fertilidade de Ae. aegypti, tanto
para individuos expostos ao contato em criadouros aquaticos, quanto por ingestéao
do composto, em iscas alimentares de carboidrato.

Uma das comprovadas vantagens deste analogo do HJ é sua efetividade e
elevada persisténcia de controle em criadouros de Ae. aegypti e Ae. albopictus, em
baixas concentracfes, sobretudo o produto comercial Sumilarv® 0,5G (OO et al.,
2018; SUZUKI, et al.,1989).

Nossos resultados corroboram a existéncia de impactos negativos de doses
subletais do Sumilarv® 0,5G sobre a fecundidade e a fertilidade de Ae. aegypti, tal
como referidos por MIURA et al., (1976) e FOURNET et al., (1993), acrescentando
gue o efeito também se estende a reducédo da longevidade dos mosquitos adultos. O
aparente custo biolégico associado a sobrevivéncia reduziu em até 50% o potencial
biotico dos individuos. Outros relatos com espécies de Anopheles também
confirmam o efeito das subdosagens do Pyr sobre o desempenho reprodutivo dos
individuos expostos (MBARE et al., 2013). Os poucos trabalhos que avaliam os
efeitos secundarios causados pelo Pyr estdo associados a resisténcia metabdlica ao
composto em outros insetos, como Musca domestica e Bemisia tabaci (MA et al.,
2010; SHAH et al., 2015; ZHANG et al., 1992).

O impacto sobre os parametros reprodutivos e a longevidade observados em
nossos testes pode ser explicado pelo aporte exdgeno do pyriproxyfen, mimetizando
a acao do hormodnio juvenil natural em momentos onde ele ndo deveria estar
atuando. Desta forma é possivel sugerir que mesmo que ndo exista a concentracao
necessaria para matar todas as larvas e pupas em um criadouro, seja pela reposicao
sistematica da agua nos reservatorios tratados ou pela insuficiéncia de produtos
carreados por outras técnicas de dispersao, subdoses superiores a ClLso, poderéo
levar a formacgéo de adultos com baixo rendimento reprodutivo. Tais efeitos adversos
sao relevantes sob o ponto de vista de controle populacional de Ae. aegypti.

Nosso estudo também trouxe como resposta a inexisténcia do efeito ovicida
do pyriproxyfen para Ae. aegypti, mesmo quando utilizado em concentracdes

maiores do que 250 vezes a recomendada para campo, tanto em sua apresentacao
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comercial Sumilarv® 0,5G como no principio ativo (P.A.). Harburguer et al. (2014)
testando a dosagem de rétulo deste mesmo produto também referiram a auséncia
do efeito sobre os ovos. Segundo os autores, a concentracdo do principio ativo e/ou
0 tempo de exposicdo ao composto podem ter sido insuficientes para produzir um
efeito sobre a eclosdo das larvas. Um outro argumento levantado foi que o cérion
poderia apresentar uma baixa permeabilidade a moléculas grandes, tais como as
dos inseticidas. E de conhecimento comum que ao serem postos sobre a superficie,
0s ovos de Ae. aegypti estdo envoltos apenas pelo corion, que é secretado pelo
epitélio folicular do ovario. O coérion permite a entrada de agua durante as primeiras
horas ap0s a postura, esta permeabilidade vai sendo diminuida com o passar do
tempo, provavelmente em funcdo da secre¢do de uma camada de cera associada a
cuticula serosa, que ajuda 0os ovos a resistirem a perda excessiva de agua para o
ambiente (CLEMENTS 1992; LAZZARO et al., 2008). Nossos resultados parecem
indicar que o simples aumento da concentracdo ndo explica a auséncia de efeito
sobre a embriogénese, mas talvez que o curto tempo de contato com o produto,
antes do enrijecimento definitivo do cérion, tenha bloqueado a entrada do
pyriproxyfen, impermeabilizando o ovo e protegendo o embrido do contato
prolongado com o analogo do HJ.

Outros estudos também ja demonstravam que a exposicdo ao pyriproxyfen
ndo afetava o desenvolvimento embrionario, nem a morfogénese de ovos de
mariposas e moscas (RIDDIFORD et al., 1967; TRUMAN et al., 1999).

Nossos resultados, por outro lado, revelaram que por ingestao o pyriproxyfen
tem efeito quimioesterilizante parcial na concentracédo testada (50 mg/L) capaz de
diminuir o desempenho reprodutivo de Ae. aegypti.

As fémeas do mosquito ndo hesitaram em se alimentar de sangue contendo
uma alta concentracdo do Pyr, que ndo se mostrou letal para as fémeas
alimentadas, porém, reduziu sua fecundidade e sobretudo sua fertilidade. Estes
achados corroboram as pesquisas realizadas por Meola (2000), que também, em um
sistema artificial, alimentou pulgas da espécie Ctenocephalides felis, com sangue
tratado com concentracbes de até 100 mg/L do pyriproxyfen. Embora altas, as
concentracdes oferecidas ndo se mostraram letais para as pulgas, porém, 0s ovos

postos pelos individuos tratados estavam inviaveis.
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Em outro trabalho, Meola et al. (1996) demonstraram que a razdo pela qual
as pulgas tratadas com pyriproxyfen depositavam ovos inviaveis era a degeneracao
dos ovacitos, que ja eram encaminhados para o oviduto com o cérion enfraquecido.
A acdo de contracdo muscular realizada pelo oviduto, aparentemente, danificava o
ovulo levando a deposicdo de ovos vazios, quebrados e inviaveis. Resultados
semelhantes de esterilizacdo também foram observados em outros trabalhos com
pulgas, mostrando que esta técnica de tratamento com pyriproxyfen, diretamente no
sangue ou na superficie onde estes insetos se alimentam, pode ser muito eficiente
na inviabilizacdo da prole dos individuos tratados (BRATTSTEN, 1986; DONAHUE,
1993; PALMA, 1993).

Experiéncias utilizando “iscas alimentares toxicas” para o controle de insetos
e em especial de mosquitos, séo reportadas desde década de 1960 (FIORENZANO,
2017).

Em nossos testes em condi¢cées simuladas de campo, pareceu existir uma
preferéncia pela solucao feita com o mel Manuka como fonte de carboidrato, embora
a sacarose (acucar comum) também tenha se mostrado um candidato eficiente para
a associacao com o pyriproxyfen. Este comportamento pode estar relacionado a
maior ingesta da solucdo de mel devido a maior concentracao de carboidrato (50%)
do que a de acucar (20%), como também a sua composi¢cao, mais rica em frutose,
fonte de carboidrato encontrada com mais frequéncia na natureza (GOUAGNA et al.,
2010; MARTINEZ-IBARRA et al., 1997).

Os testes combinando as iscas de mel tratado com pyriproxyfen com as
unidades disseminadoras (UD) do produto revelaram: uma reducdo no quantitativo
de ovos, a diminuicdo do numero de larvas que eclodiram destes ovos e a completa
eliminagcdo daquelas que entraram em contato com a &agua dos criadouros-
sentinelas. A presenca da isca toxica potencializou o efeito da UD, uma vez que as
fémeas alimentadas com o pyriproxyfen foram tdo capazes quanto as néao
alimentadas em carrear o produto para os criadouros-sentinelas. Embora estas
respostas sejam animadoras, o efeito sobre tais parametros reprodutivos decai apos
a primeira oviposicao, se os individuos nao realizarem novas alimentacdées com o
pyriproxyfen.

A dispersdo do pyriproxyfen para habitats larvais através das fémeas
gravidas de Ae. aegypti e Ae. albopictus tem sido comprovada em situacdes de
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laboratorio, campo simulado e campo, em diferentes contextos (ABAD-FRANCH et
al., 2015, 2017; CAPUTO, 2012; CHANDEL, 2016; ITOH, 1995; DEVINE, 2009;
SIHUNINCHA, 2005; SUMAN, 2014). Um estudo em particular, realizado por
Chandel et al., (2016), sugere que as fémeas que Ae. albopictus, contaminadas com
o Pyr, sdo capazes de dispersar o produto para criadouros mais escondidos
(criadouros cripticos). O comportamento de preferéncia foi constatado em laboratério
por verificar que 70% dos ovos foram postos em tais criadouros e que o pyr carreado
para 0s mesmos inibiu a emergéncia de 30-40% dos individuos expostos.
Resultados preliminares do nosso estudo ndo indicam um comportamento similar
para Ae. aegyptic, haja vista que as fémeas colonizaram indistintamente criadouros
“cripticos” e expostos, com a mesma eficiéncia na disseminagéo do Pyr, cuja inibicao
da emergéncia foi de aproximadamente 100%, em todas as repeticoes do teste.

Larvas de mosquitos como Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo frequentemente
encontradas em objetos como garrafas, latas, canos, pneus em desuso, calhas e
outros locais que acumulam agua e podem apresentar algum grau de natureza
criptica (DEVINE, 2009; FARAJOLLAHI, 2013; FONSECA, 2013; LI, 2014;) ou de
dificii acesso para a aplicacdo rotineira de inseticidas pelo PNCD. Este
comportamento ajuda a entender a complexidade envolvida com a eliminacdo de
criadouros daquelas espécies. Algumas areas como cemitérios, borracharias, pontos
de reciclagem e ferros-velhos sdo consideradas pontos estratégicos, por
acumularem um grande ndamero de criadouros em um espaco bem reduzido. Nossos
resultados revelaram que 6 fémeas/m?disseminaram, em até cinco dias,
guantidades suficientes do produto para tratar trés OVT-S, cada uma com 200 ml de
agua, e promover aproximadamente 100% de inibicio da emergéncia dos
individuos.

Os resultados observados em nosso estudo, de modo geral, trouxeram
informacdes pioneiras sobre o potencial do uso do pyriproxyfen em iscas toxicas de
carboidrato, e ainda da sua possibilidade de associacdo as UD’s de pyriproxyfen,

como estratégia inovadora no controle de Ae. aegypti.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

O pyriproxyfen ndo apresentou efeito letal direto sobre os embrides de Ae.
aegypti (efeito ovicida), quando os ovos foram submetidos a agua tratada com

do produto, mesmo em concentracdes muito elevadas;

Concentracdes subletais do pyriproxyfen, que eliminam cerca de 80% de
larvas/pupas de Ae. aegypti, comprometem a longevidade e capacidade

reprodutiva dos mosquitos adultos sobreviventes;

c) A ingestdo do pyriproxyfen por fémeas e machos de Ae. aegypti, em iscas

d)

alimentares de carboidrato, reduz a fecundidade e a fertilidade dos individuos

expostos, funcionando como um quimioesterilizante;

O uso da isca toxica de carboidrato tratada com pyriproxyfen potencializou
em mais de 50% o controle de Ae. aegypti promovido pela técnica de

dispersédo do pyriproxyfen, pelas fémeas do mosquito.
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