Resumo

O presente trabalho teve por objetivo verificar alteragdes morfoldgico-estruturais
durante o desenvolvimento bioldgico de larvas e adultos de C. quinquefasciatus (Dipetra —
Culicidae) apos exposicao a dose sub-letal de diferentes inseticidas. Na sua execuc¢do foram
utilizadas mais de 5000 larvas de 3° e 4° instar do mosquito, que foram obtidas de criagdo
semi-natural. As larvas foram colocadas em recipientes plasticos num periodo de 60
minutos de exposicao a solucdo dos inseticidas, e a seguir foram lavadas em agua
desclorada, transferidas para outros recipientes contendo dgua e alimento para posterior
observagao do seu desenvolvimento. Algumas larvas submetidas a concentragdes sub-letais
dos inseticidas, foram utilizadas para o preparo de amostras para estudos em histologia e do
pH do intestino médio, enquanto outras foram separadas e colocadas em gaiolas para
analise do desenvolvimento até adulto. Para a analise de assimetria flutuante, machos e
fémeas adultas do grupo controle e tratado, sobreviventes das larvas expostas a doses sub-
letais de inseticidas, foram selecionados e destes, retiradas suas asas para posterior
observagao através do microscopio estereoscopico com camera de video acoplada. Foram
realizadas medidas de comprimento das nervuras R3, Ra4vs, M, My, M3.4 € do perimetro das
nervuras M; e M,. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os inseticidas em
suas doses sub-letais causam alteragdes morfoldgicas no corpo gorduroso ¢ mudangas no
pH do tubo intestinal médio das larvas, além de demonstrar efeito na assimetria flutuante

nas asas dos adultos.
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Abstract

The aim of the present study was to verify the morphologic and structural
alterations during the biological development of larvae and adults of C. quinquefasciatus
(Diptera — Culicidae) after the exposition to the sub-lethal dose of different insecticides. It
was used more than 5.000 3™ and 4™ stager larvae obtained from a semi natural breeding
colony. The larvae were transferred to plastic containers containing a insecticide solution
for 60 minutes. After the exposition to the solution of the insecticides, the larvae were
washed with declorinated water and maintained in other plastic recipients with water. Some
larvae submitted to sub-lethal concentrations of the insecticides, used for histological
studies and measurement of intestinal pH, others were monitored until adult stage. For
fluctuating asymmetry analyses, males and females adults of the control and treated group
which survived exposure to sub-lethal doses were selected and from them, the posterior
wing was removed for further and observation through stereoscopic microscope with video
camera mounting. R3, R4:s, M|, My, M3.4 nervures and the perimeter of M; and M, nervures
were measured. The results obtained in this work showed that the insecticide in sub-lethal
doses cause morphologic alterations in the fat body and changes in the pH of the larval

midgut, and demonstred fluctuating asymmetry in adults wings.
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Nas regides tropicais e subtropicais, a baixa qualidade de vida decorre entre varios
fatores, das doengas parasitarias humanas (ABERCROMBIE & BERG, 1978), e animais
(SILVEIRA et alii, 1989), que apresentam insetos como vetores.

Alguns destes vetores sdo mosquitos da ordem Diptera pertencentes a familia
Culicidae, conhecidos também como pernilongos, murigocas ou carrapanas. Os adultos sao
alados, possuem pernas e antenas longas e na sua grande maioria sdo hematdfagos,
enquanto as fases imaturas sdo aquaticas. Entre os Culicidae encontramos a maior
subfamilia, Culicinae, com cerca de 3000 espécies divididas em 10 tribos que reunem 34
géneros. Destes, os géneros Aedes e Culex sdo os de maior importancia sanitaria no Brasil,
por serem os vetores do dengue e filariose, respectivamente (PESSOA & MARTINS,
1988).

O Culex quinquefasciatus Say, 1823, mosquito com habitos antropofilicos e
endofilicos, apresenta ampla distribui¢do geografica povoando particularmente as regides
urbanas. As suas larvas sdo capazes de se desenvolverem em quase todos os tipos de
habitats modificados pelo homem, de esgotos a agua limpa, com preferéncia para os
primeiros (SUBRA, 1980; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). A época
das chuvas possibilita maior numero de criadouros, no entanto o desenvolvimento das
larvas ocorre durante todo o ano nas areas meridionais da América do Sul (ALMIRON &
BREWER, 1994).

De acordo com SINTON & SHUTE (1938), a duragdo de vida dos mosquitos €
influenciada por fatores intrinsecos como nutri¢do larval, metabolismo do adulto, postura
de ovos e hibernacdo, e fatores extrinsecos referentes a temperatura, umidade e outras

variaveis ambientais. Segundo SILVEIRA-NETO et alii 1976, a temperatura ¢ um dos
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principais fatores ecoldgicos que influi tanto direta como indiretamente sobre os insetos,
seja no seu desenvolvimento, seja na sua alimentacao.

RIBEIRO (1993) obteve resultados semelhantes a VIANNA et alii (1996a) quando
verificou, em condigdes ambientais, que a temperatura influencia no tempo de
desenvolvimento das larvas de C. quinquefasciatus, cuja variacdo foi de 8 a 48 dias.
Durante seus experimentos a temperatura variou de 6,7°C a 29°C, sendo a temperatura
Otima entre 20°C e 29°C, para periodos variaveis de incubagdo (1 a 8 dias), larval (6 a 31
dias) e pupal (1 a 9 dias). COSTA et alii (1994) observaram que, em condigdes de
laboratério a 5°C e 40°C, ndo houve desenvolvimento de estagios do ciclo aquatico de C.
quinquefasciatus ¢ que a 10°C, apenas as larvas se desenvolveram, mas com baixa
viabilidade (4,54%). A temperatura de 35°C, houve desenvolvimento de ovos e pupas,
enquanto que as larvas ndo se desenvolveram.

Para os adultos, VIANNA et alii (1996b) mostraram que a temperatura média
ambiental maior que 20°C diminui a longevidade, entretanto favorecia o aumento de
posturas de ovos, enquanto que uma temperatura média ambiental entre 15 e 20°C
prolongava a longevidade do C. quinquefasciatus na fase adulta e favorecia a postura de
ovos ao mesmo tempo. No Texas, STRICKMAN (1988) constatou aumento na atividade de
oviposi¢do de C. quinquefasciatus em temperaturas superiores a 22°C, enquanto que em
temperatura inferior a 2°C a oviposi¢do praticamente cessou.

O habito hematoéfago de fémeas desses mosquitos, usualmente necessario para que
se processe a maturagdo dos ovos, resulta na capacidade de transmitirem diversas moléstias
tanto para o homem como para os outros animais (CLEMENTS, 1996). C. quinquefasciatus

constitui uma espécie de grande importancia na saude publica e sanidade animal, sendo o
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principal vetor de Wuchereria bancrofti no Brasil (DEANE, 1951; RACHOU, 1956;
FORATTINI, 2002) e causando consideravel incomodo pelas suas picadas (SUBRA,
1980).

Segundo CONSOLI & OLIVEIRA (1994), C. quinquefasciatus ¢ incriminado como
vetor de arboviroses dentro de vilas rurais e cidades, tendo sido naturalmente encontrado
infectado com virus causadores de encefalites. No Brasil, ¢ também responsavel pela
veiculacdo do virus Oropouche, sendo considerado vetor secundario dessa arbovirose (0
vetor primario € o Culicoides paraensis) em areas do estado do Para, onde a doenca tem
causado epidemias. A sua presenca também foi associada a transmissdo de varias
arboviroses em aves, eqiiinos, canideos e felinos (HURLBUT, 1950; Meyers et alii, 1960;
HARWOOD & JAMES, 1979).

Nos anos 40 do século passado, varias metodologias para controlar mosquitos eram
adotadas em diversas partes do mundo com variados graus de sucesso. Apds a descoberta
dos inseticidas sintéticos de efeito residual, essas metodologias foram revistas,
possibilitando uma melhor padronizacdo (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Os inseticidas
sintéticos continuam sendo os principais suportes dos programas de controles (WRIGTH,
1971; MARICONI, 1980). Neste sentido, a industria quimica vem investindo na busca de
novos produtos, pois existem relatos de varios casos de resisténcia aos empregados
atualmente para controle das espécies de 4. aegypti e C. quinquefasciatus (BROWN, 1986;
GEORGHIOU et alii, 1987; MAZZARRI & GEORGHIOU, 1995; RAWLINS & WAN,
1995; SAMES et alii, 1996; SUAREZ et alii, 1996). No Brasil, varios registros indicam
resisténcia a inseticidas em populagdes de C. quinquefasciatus (YEBAKIMA et alii, 1995;

BRACCO et alii, 1997; GONZALEZ et alii, 1999; CAMPOS & ANDRADE, 2003).
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Os equipamentos, técnicas de aplicacdo e estratégias de planejamento visando o
controle de mosquitos encontram-se minuciosamente discutidos em AMCA (1968), WHO
(1990) e WHO (2006).

CONSOLI & OLIVEIRA (1994) relata que no Brasil, o DDT (Dicloro-difenil-tri-
cloro-etano) ¢ ainda o inseticida quimico mais largamente empregado para o controle de
mosquitos. Entre os anos de 2000 e 2002, este inseticida foi o segundo mais utilizado no
mundo para o controle de vetores de doencas, perdendo apenas para os organofosforados
(Malation, Temefos e Fenitrotion) (WHO, 2004).

Os piretroides pertencem a outro grupo de inseticidas muito usados atualmente no
combate a vetores de doencas e tem como derivados mais utilizados no mundo a
Cipermetrina, Permetrina e Deltametrina (WHO, 2004).

Piretréides (também conhecidos como piretroides sintéticos) sdo inseticidas
quimicos similares as piretrinas encontradas no piretro natural extraido das flores de
crisantemos, conhecidas pelas suas atividades inseticidas (CPCN, 2001). Desenvolvido
primeiramente em 1973, os piretrdides sdo mais fotoestaveis que o piretro natural, além de
possuirem boa atividade inseticida. Atualmente, a classe de piretroides inclui 42
componentes ativos, diferindo na estrutura quimica ou na composi¢ao dos estereoisomeros
(NPTN, 1998).

Nos mosquitos, os piretroéides assim como o DDT, tém uma ligacdo a um gene que
causa a mutagdo no canal de sddio (BRENGUES et alii, 2003). A Deltametrina por contato
ou pela ingestao, atua no sistema nervoso desses artropodes, causando rapida paralisacao e
morte (HAUG & HOFFMAN, 1990). J4 os organofosforados, utilizados contra mosquitos,

entre eles o Temefds, agem inibindo a hidrélise da acetilcolina pela acetilcolinesterase,
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resultando no acumulo de acetilcolina na sinapse neuromuscular. Estes organofosforados
possuem um efeito toxico agudo devido a hiperestimulacdo de receptores muscarinicos e
nicotinicos, resultando em sintomas que variam do aumento de secre¢des a morte pela
depressao respiratoria nos vertebrados (GALLO & LAWRK, 1991).

A resisténcia dos mosquitos aos inseticidas comuns (organoclorados, carbamatos e
piretréides) tem sido freqiientemente detectada (OMS, 1976; PEIRIS & HEMINGWAY,
1990; BISSET et alii, 1991; CHANDRE et alii, 1997). Por exemplo, quando a
Deltametrina foi introduzida no mercado, era 100 vezes mais ativa que o DDT e com o
beneficio de ndo ser acumulativa no meio ambiente (KHAMBAY & JEWESS, 2005). Mais
de 30 novas estruturas do piretro t€ém sido comercializadas nestes ultimos 20 anos
(BRYANT, 1999; TOMLIN, 2000).

Tem se observado também certa tolerancia ao Methoprene - um hormonio regulador
de crescimento (ORTEGA et alii, 1991).

A resisténcia aos inseticidas faz com que haja um constante aumento das doses de
aplicag@o dos inseticidas (WHO, 1970; SUBRA, 1980). Além disso, o uso persistente dos
inseticidas diretamente nos criadouros, em altas concentragdes, faz com que o combate aos
vetores torne-se dispendioso economicamente (ABERCROMBIE & BERG, 1978;
LASALLE, 1993) além de destruir uma importante e rica fauna associada que pode,
juntamente com fatores climaticos, reduzir a presenca destes vetores (SILVEIRA et alii,
1989).

Os inseticidas piretroides sdo frequentemente letais a uma ampla variedade de
insetos, mesmo em baixas doses (KHAN, 1983). No entanto, doses sub-letais de inseticidas

parecem afetar as atividades reprodutivas de varias espécies de insetos (HAYNES, 1988; CLARK
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& HAYNES, 1992). Este fendmeno é chamando hormese (LUCKEY, 1968; NEMOTO et alii,
1984; SOTA et alii, 1998; FUIIWARA et alii, 2002).

Segundo FRANCO et alii (2002) hormese ¢ definida como sendo a estimulacao
positiva de um sistema biologico por quantidades sub danosas de qualquer agente fisico,
quimico ou biologico.

Os efeitos de hormese (por exemplo, o aumento do crescimento, fecundidade,
longevidade, e diminui¢ao da incidéncia de doenca) sugerem mudangas fundamentais além
de afetar milhares de genes. Existem evidéncias, em numerosas espécies, que alteracdes
especificas nos padrdes da expressdo dos genes ocorrem em resposta a exposi¢do de
agentes toxicos. Tais respostas podem ser caracterizadas em duas classes: aquelas
resultantes de uma acentuada capacidade metabdlica para destoxificagdo (por exemplo, a
familia do gene citocromo P450) e aquela que oferta uma prote¢do mais geral contra dano
celular causado por uma variedade ampla de agentes (por exemplo, choque de calor ou
proteinas de estresse) (CALABRASE & BALDWIN, 1988).

Outro aspecto importante também a considerar ¢ o destino no meio ambiente dos
inseticidas e outros compostos quimicos, uma vez que o emprego de moléculas estaveis e
persistentes podem levar a deterioragdo do ambiente na superficie € no fundo d’agua
(HALLBERG, 1989; RICHARDS & BAKER, 1993; LUNDBERGH et alii, 1995).

A procura de moléculas estaveis faz com que as industrias quimicas busquem novas
geracdes de inseticidas tais como as avermectinas, um grupo de lactonas macrociclicas com
baixa solubilidade em agua, derivadas da fermentagdo produzida por um actinomiceto, o
Streptomyces avermetilis (CAMPBELL et alii, 1983). Deste processo fermentativo resulta a

producao de quatro pares de homologos: avermectinas Aj, Ay, B e B,. A avermectina B,
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(Abamectina, MK-936) e 22,23-Dihydroavermectina B; (Ivomec, MK-933) sdo os
principais componentes isolados da fermentacdo, derivados de homoélogos de avermectinas
contendo avermectina B;, (80%) e a avermectina B, (20%) (FISCHER & MROZIK,
1989).

Inicialmente as avermectinas foram utilizadas principalmente contra nematddeos e
acaros parasitos (JACKSON, 1989). Estes compostos tém sido utilizados contra pragas
agricolas, como antiparasitarios no tratamento de animais domésticos (AZIZ et alii, 1982;
CAMPBELL et alii, 1983) e também como inseticida sistémico (JACKSON, 1989).

A seguir demonstrou-se ser uma substancia potente contra moscas (SPRADBERY
et alii, 1985; STRONG, 1986; CVETOVICH et alii 1997; BORGES, 2000) e mosquitos
(TESH & GUZMAN, 1990; CONSOLI et alii, 1986; FOCKS et alii, 1991; JONES et alii,
1992; GARDNER et alii, 1993; FREITAS et alii, 1996; ALVES et alii, 2004), além de
outros insetos (De AZAMBUIJA et alii, 1985; HORTA et alii, 1996a,b; SANT ANA, 1996;
NEVES et alii, 1998; VIANNA, et alii, 2002a,b).

Em ensaios preliminares, foram observados também, em varios outros invertebrados
[Biomphalaria glabrata (FARIA et alii, 1993; BORGES et alii, 1998), Physa sp., Pomacea
haustrum, Dugesia tigrina (ALVES et alii, 1996a,b)], o efeito direto ou indireto da
Ivermectina quando utilizada em diferentes concentragdes.

Mortalidade e paralisia causadas pela Ivermectina em adultos de Aedes aegypti, A.
Sfluviatilis, Anopheles quadrimaculatus, C. quinquefasciatus e outras espécies de mosquitos
também tem sido relatadas (CONSOLI et alii, 1986; TESH & GUZMAN, 1990; FOCKS et

alii, 1991; JONES et alii, 1992; GARDNER et alii, 1993; ALVES et alii, 2004).
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FREITAS et alii (1996) observaram os efeitos da Ivermectina em larvas de C.
quinquefasciatus expostas as concentragdes de 1, 5 e 10ppm, em tempos variados de
exposicao. As larvas expostas a droga apresentaram ataxia e paralisia progressiva, inclusive
as que nao apresentaram mortalidade até 48 horas apds o inicio do experimento. Isto foi
mais claramente observado nos grupos expostos as concentracdes de 5 e 10ppm. Entretanto,
0 grupo exposto a concentracdo de lppm também apresentou paralisia, porém numa
porcentagem menor (65% apds 24 horas/5 minutos de exposi¢do). O menor indice de
mortalidade ocorreu depois de 5 minutos de exposi¢ao a 1ppm enquanto o maior indice foi
24 horas apo6s a exposicao quando as larvas foram expostas a 10ppm por 60 minutos.

Em algumas ordens, principalmente DIPTERA e COLEOPTERA, ha relatos de
acumulo de 4gua e edema dos individuos em conseqiiéncia da a¢do das avermectinas. Isto
possivelmente ocorre pela interferéncia da droga na funcao dos tubulos de Malpighi e dos
hormonios relacionados com o balango hidrico nos insetos (STRONG, 1993).

E possivel que as avermectinas afetem outros tecidos incluindo o corpo gorduroso
(STRONG & BROWN, 1987; ALVES et alii, 2004). Em mosquitos, ele se apresenta como
uma placa de células aderidas a parede corporal do térax e abdome estendendo-se pela
cavidade corporal, as vezes circundando certos érgdos (CLEMENTS, 1996). E o principal
6rgao de metabolismo intermedidrio em insetos funcionando como 6rgdo armazenador de
proteinas, lipidios e carboidratos, além de sintetizar proteinas da hemolinfa (CHAPMAN,
1998). A quantidade de carboidratos e lipidios presentes no adulto provém das reservas
energéticas armazenadas durante o estadio larval (CLEMENTS, 1996). O corpo gorduroso
de larvas e adultos de dipteros possuem fungdes especificas relacionadas ao estagio de

desenvolvimento. Por exemplo, sintetizando proteinas da hemolinfa em larvas e em adultos,
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além disso, em fémeas, este 6rgdo produz os polipeptideos do vitelo. Ha indicios, também,
do seu envolvimento na resposta de defesa.

De fato, peptideos, entre os primariamente produzidos no corpo gorduroso, sdo
secretados na hemolinfa (HOFFMANN et alii, 1999). Ha varios tipos de peptideos, entre
eles um grupo de moléculas compactas (3 a 5 kD) protease - resistentes com 3 ou 4 pontes
dissulfetos com atividade direta na resposta imune natural contra varias bactérias, fungos e
virus encapsulados conhecido como defensina (ZANETTI et alii, 1997).

A defesa dos insetos também pode estar ligada as glicoproteinas-P, que sao
proteinas de membrana, transportadoras, as quais bombeiam moléculas para fora das
células por mecanismos ATP-dependentes (GERMANN & CHAMBERS, 1998). Segundo
BUSS et alii (2002) a atividade desta proteina parece estar envolvida na defesa de
xenobiodticos ambientais. Além disso, os autores supracitados mostram que a Ivermectina
inibe a glicoproteina-P, podendo ser esta proteina importante para conferir resisténcia
cruzada com outras classes de inseticidas.

Os eicosanoides, além de ajudarem na defesa dos insetos, também estimulam a
oviposicdo em gafanhotos e pode ser importante na reprodu¢ao de todos os insetos
CHAPMAN (1998). KOGAN & HAGEDORN (2000), observaram que a sintese de
poliaminas ¢ um dos primeiros eventos da formacao do vitelo em Aedes aegypti. Quando
essa sintese sofre diminui¢do induzida experimentalmente, ha redug¢do nos niveis de acidos
nucléicos e proteinas, causando um desenvolvimento ovariano anormal. Entretanto quando
ha inibi¢do da sintese, ocorre uma diminui¢cdo da enzima digestiva tripsina (KOGAN &

HAGEDORN, 2000).
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Similar aos vertebrados, o sistema interno de defesa dos mosquitos tem
componentes humoral e celular (CHRISTENSEN & FORTON, 1986; HOFFMANN et alii,
1999; LOWENBERGER et alii, 1995; MARMARAS et alii, 1994). Os hemocitos que tem
a capacidade de liberar moléculas sinalizando o inicio da transcri¢do e translocagdo de
peptideos do sistema imune produzidos no corpo gorduroso (BEERNSTEN et alii, 2000),
tém sido considerados as principais células da resposta imune dos insetos e desta forma
muitos estudos tem concentrado na resposta humoral, enfocando as proteinas
antimicrobianas soluveis como as defensinas e cecropinas (DIMOPOULOS et alii, 2001,
LOWENBERGER, 2001). Todavia, os componentes da resposta humoral tem muita
importdncia na morte de parasitos pro e eucariotos, e segundo HILLYER &
CHRISTENSEN (2002) os hemocitos sdo responsaveis por muitas destas respostas.

Além do sistema imune, um outro componente de defesa dos insetos contra
microorganismos ¢ a matriz peritrofica (MP) (SHAHABUDDIN et alii, 1996, TELLAM,
1996; LEHANE, 1997, TERRA, 2001). A MP ¢é uma lamina acelular que envolve o
alimento separando-o do epitélio do intestino médio de insetos (RICHARDS &
RICHARDS, 1977; PETERS, 1992; TERRA, 1996). Ha dois tipos fundamentais de MP
definidos por seu local de sintese. O tipo I de MP ¢ produzido do epitélio do intestino
médio, freqlientemente em resposta a alimentagdo, enquanto o tipo II de MP ¢ sintetizado
constantemente por um grupo pequeno de células altamente especializadas em um 6rgao
chamado de cérdia, situado na regido anterior do intestino médio. Ambos os tipos de MP
sao compostos de proteinas, proteoglicanos e de quitina, o qual da uma forma estrutural
bem como uma fungdo de protecdo e semi-permeabilidade a matriz. A MP estéd presente na

maioria dos insetos, pelo menos em algum estagio de seu ciclo de vida (TELLAM, 1996).

42



PIMENTA et alii (1997) sugeriram que a MP pode fornecer a protecao a
Leishmania contra a agdo das enzimas digestivas do hospedeiro. Além disso, ja foi sugerido
que a MP também protege os insetos, pelo menos parcialmente, do ataque de agentes
potencialmente toxicos (PETERS, 1992; REGEV et alii, 1996; BARBEHENN &
MARTIN, 1997; LEHANE, 1997). Substancias quimicas toxicas ingeridas podem cruzar a
MP passivamente ou modificar a sua estrutura, afetando a fisiologia do inseto (TELLAM,
1996).

Outro aspecto de importancia relevante que se pode observar contra os insetos ¢ o
efeito de concentragdes sub-letais de drogas. Isso recai dentro de trés categorias: inibigao
alimentar, anormalidades do desenvolvimento e disturbios reprodutivos (STRONG &
BROWN, 1987). Neste sentido, SEIF et alii (1997) observaram os efeitos de concentracdes
sub-letais de alguns inseticidas em larvas de C. pipiens e constataram que o
desenvolvimento de Wuchereria bancrofti foi prejudicado quando os insetos foram
expostos a essas concentracdes, ja que residuos de inseticidas nas larvas podem perdurar no
adulto afetando os fatores nutricionais no mosquito e, conseqiientemente, afetando o
desenvolvimento da larva do nematdide. ALVES (2000) observou os efeitos da dose sub-
letal de Ivermectina em larvas de C. quinquefasciatus e verificou alteracdes no corpo
gorduroso, bem como nas nervuras das asas dos adultos e quantidade de ovos produzidos
durante o ciclo de vida da fémea, no qual a larva foi exposta a dose.

Diferentes insetos t€ém sido usados para se observar o efeito de concentragdes sub-
letais de avermectinas entre eles, fémeas de Rhodnius prolixus que, expostas a solugdo de
avermectina, apresentaram reducdo de 86% na producgdo de ovos (De AZAMBUIJA et alii,

1985). J& em dipteros saprofagicos as concentracdes sub-letais do inseticida, inibiram a
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pupariagdo e o desenvolvimento de adultos (SPRADBERY et alii, 1985; STRONG, 1986;
BORGES, 2000). No entanto, pouco se conhece sobre a morfologia externa dos adultos
quando as larvas sdo expostas a concentragdes sub-letais de inseticidas em larvas de C.
quinquefasciatus.

A estrutura morfoldgica externa, como asas, pode ser afetada pelos inseticidas e
desta forma pequenos desvios da perfeita simetria bilateral que definem a assimetria
flutuante (AF) (VAN VALEN, 1962), freqiientemente aparecem quando um estresse
genético ou ambiental desestabiliza o processo de desenvolvimento de um ser vivo.

A AF tem um padrao que pode ser determinado por um carater em uma populacao,
sendo este, representado pela distribui¢do de freqliéncias da diferenga entre os lados do
carater, em uma distribui¢do normal com média zero, evidenciando a tendéncia natural dos
individuos apresentarem caracteres simétricos. A alteracdo deste padrao pode indicar um
aumento na freqiiéncia de individuos assimétricos na populagdo. As outras formas de
assimetria existentes sdo adaptativas, ocorrendo em caracteres que sdo naturalmente mais
desenvolvidos em um dos lados, de forma casual (antissimetria) ou ndo (assimetria
direcional). Enquanto a antissimetria ¢ representada por uma curva de distribuicdo de
freqiiéncias bimodal, a simetria direcional ¢ representada por uma curva com desvio para
um dos lados (PALMER & STROBECK, 1986).

Desta forma, a assimetria flutuante tem sido usada como um indicador da
quantidade do efeito estressante (PARSONS, 1990), podendo ser detectada pela
mensuragdo de algumas partes corporais do organismo, como tibias, nervuras ou areas das

asas nos insetos. Para realizar essas medidas, tem-se usado um analisador de imagens, que
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tem demonstrado maior eficiéncia sobre outros métodos de medidas da AF (KOKKO et
alii, 1996).

A AF tém sido analisada em diferentes insetos sob condi¢des de estresse
[Drosophila melanogaster (WOODS et alii, 1999), Musca domestica (DAVID et alii, 1998;
CHAPMAN & GOULSON, 2000; FLOATE & FOX, 2000), Lucilia cuprina (CLARKE et
alii, 2000), Scathophaga stercoraria (HOSKEN et alii, 2000), dipteros saprofagicos
(BORGES, 2000)]. A AF também foi avaliada em adultos de C. quinquefasciatus apos
estresse larval a densidade (MPHO et alii, 2000), a temperatura e organofosforado (MPHO
et alii, 2001), apds efeitos genéticos e dos organofosforados (MPHO et alii, 2002;
BOURGUET et alii, 2004) e ap0s estresse larval a Ivermectina (ALVES, 2000) e em todos
esses estudos verificaram-se algum tipo de alteragdo na asa dos insetos expostos ao
estresse.

Em ensaios preliminares (ALVES, 2000; ALVES et alii, 2004) foi verificado, apds
exposicao de larvas de C. quinquefasciatus a Ivermectina na concentragdo de 1,5ppb,
alteragdes no corpo gorduroso e na duracdo do desenvolvimento pds-embrionario, na
assimetria flutuante dos adultos, a diminui¢do de postura de ovos pelas fémeas, assim como
o nimero de ovos.

O conhecimento das possiveis alteragdes bioldgicas e morfologicas que inseticidas
podem causar em larvas e adultos de C. quinquefasciatus torna-se interessante e importante
como subsidio para elucidagao de mecanismos que poderdao minimizar a incidéncia deste

inseto, que ¢ capaz de ser vetor de diversas doengas ao ser humano.
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Assim, o presente estudo teve como objetivo geral, verificar alteragdes morfoldgicas

e fisiologicas durante o desenvolvimento biologico de larvas e adultos de C.

quinquefasciatus ap6s exposicao a dose sub-letal de diferentes inseticidas.

b)

d)

g)

h)

Para tanto, o estudo teve como objetivos especificos:

Verificar a suscetibilidade e a concentragdo letal das larvas de Culex
quinquefasciatus aos organofosforado, piretroides e Ivermectinas;

Verificar, apds exposicoes aos organofosforado, piretroides e Ivermectinas,
possiveis alteragdes morfologicas do tubo intestinal e das células do corpo
gorduroso com auxilio de microscopia optica e eletronica de transmissdo, nas larvas
expostas aos agentes quimicos;

Verificar se a exposi¢ado aos inseticidas altera o pH normal do tubo intestinal médio
das larvas;

Analisar, com auxilio de técnicas histoquimicas, as altera¢cdes do corpo gorduroso
das larvas expostas aos agentes quimicos, Cipermetrina, Deltametrina, Temefos,
Ivermectina e Abamectina

Estudar o desenvolvimento dos insetos apos exposicdo a dose sub-letal de
inseticidas por uma geragao;

Verificar a efetividade das telas impregnadas com derivados da avermectina sobre
larvas;

Verificar a possivel suscetibilidade dos adultos expostos a redes de protegao
impregnadas com Ivermectina ¢ Abamectina;

Verificar possiveis alteragdes na freqiiéncia de individuos assimétricos na

populacdo de adultos, apds exposicao das larvas aos inseticidas.
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2- Metodologia
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2.1 Obtencao dos Espécimens

As formas imaturas de Culex quinquefasciatus foram obtidas segundo GERBERG
(1979) com ligeiras modificagcdes, da criagdo mantida no laboratério de Biologia e
Taxonomia de Invertebrados do Departamento de Parasitologia no Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais. Para tanto, as fémeas dos mosquitos
fizeram postura em cubas plasticas (50 X 40 X 25 cm) contendo uma mistura para
mosquito feita a partir de 25 litros de agua de torneira desclorada e cerca de 8 “pelets” (20g
cada) de racdo rotineiramente utilizada para a alimentagdo de camundongos (Labina -
Purina®). As cubas eram preparadas cerca de 10 dias antes da primeira postura e deixadas

em condicdes naturais de temperatura e fotoperiodo.

2.2 Inseticidas

Os inseticidas utilizados foram o organofosforado Temefos S00CE (Fersol), os
piretroides Cipermetrina 200CE (Fersol) e Deltametrina 25CE (Fersol) e os derivados da
avermectina {Ivermectina [Ivomec 1%p/v (Merial do Brasil)] e Abamectina [Vertimec

18CE (Syngenta)]}.

2.3 Concentracdes empregadas

A partir de solugdes estoque de Temefos (125ppm), Cipermetrina (50ppm),
Deltametrina (6,25ppm), Ivermectina (10ppm) e Abamectina (18ppm), foram feitas
dilui¢des adicionais em agua desclorada para um teste preliminar e posteriormente chegar

as concentragdes de trabalho.
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2.4 Teste de suscetibilidade
2.4.1 Bioensaio

Para cada teste de suscetibilidade utilizou-se um minimo de 100 larvas de 3° e 4°
instares de C. quinquefasciatus para cada concentracdo de inseticida. Estas larvas foram
colocadas em niumero de 10 a 20 em cada recipiente plastico. Colocou-se 100ml da solugao
a ser testada e as larvas foram deixadas nos recipientes durante 1 hora. Apos este periodo as
larvas foram lavadas em agua de torneira desclorada e transferidas para outros recipientes
plésticos contendo a mistura para mosquitos até se transformarem adultos. O grupo controle
foi exposto a 100ml de agua desclorada dentro dos recipientes plasticos.

Para todos os testes utilizaram-se recipientes plasticos com a capacidade para

200ml.

2.4.2 Teste de Concentracao

Para os testes de concentracdo letal das larvas em Temefds utilizaram-se as
seguintes concentragdes: 125 e 62,5ppm; 625; 125; 62,5; 6,25 e 1,25ppb. Os mesmos testes
de concentragdo letal foram feitos para a Cipermetrina (50 ¢ Sppm; 500; 250; 50; 25; 5; 2,5
e 0,5ppb) e para a Deltametrina (6,25ppm; 625; 62,5; 31,25; 6,25; 3,125 ¢ 0,3125ppb). Para
os derivados da avermectina utilizaram-se, para os testes de concentracdes letais, a
Ivermectina (10 e Ippm; 100; 10 e 1,25ppb) e a Abamectina (18 e 1,8ppm; 180; 18 e
1,8ppb).

As concentragdes foram determinadas utilizando um total de 3550 larvas para se

conseguir a melhor concentragdo sub-letal para os inseticidas supracitados. Os testes foram
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feitos de acordo com item 2.4.1. Os testes apresentaram um minimo de dez repetigdes e
seguiram o protocolo da Organiza¢do Mundial de Saude (WHO, 1970).

Apos a analise de Probit, foram escolhidas as concentragdes de forma aleatoria para
a verificacdo do pH intestinal das larvas expostas aos inseticidas. No entanto, sempre
dentro da variacdo da CL50 para os inseticidas. Para as andlises morfologicas e de
assimetria flutuante, foram utilizadas concentragcdes proximas a CL50 determinada pela

analise de Probit.

2.5 Analise do pH intestinal das larvas expostas aos inseticidas

Foram utilizados os indicadores azul de Bromotimol (pKa 7), vermelho de Fenol
(pKa 7,9) e azul de Timol (pKa 8,2), todos em solugdo a 0,5%. Foram feitas trés repeti¢des
para cada experimento.

Os tampoes utilizados foram: 2-[N-Morfolino] &cido etanosulfonico (MES)/NaOH
(pH 6 a 6,5); N-[2-hidroxietil]piperazina-N-[2-acido etanosulfonico] (HEPES)/NaOH (pH
7); tris (hidroximetil) aminometano (TRIS)/HCI (pH 7,5 a 8,5) e borato/NaOH (pH 9 a 9,5).
Todos os tampoes foram preparados em solugdes estoque na concentragdo de 0,1M. A
concentracao final usada foi de 0,05M.

As larvas de 3° e 4° instares de C. quinquefasciatus foram expostas as concentragdes
de 80ppb de Temefés, S0ppb de Deltametrina, 20ppb de Cipermetrina, 1,25ppb de
Ivermectina e 90ppb de Abamectina num periodo de 1 hora. Foram utilizadas 180 larvas
divididas em grupos de 10 em cada recipiente plastico que continha 100ml de solucdo, para

os grupos tratados ou adgua desclorada para o grupo controle. Apés o periodo de exposigao,
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as mesmas foram lavadas e transferidas para recipientes plasticos contendo racao e solugao
dos indicadores de pH por uma hora.

A mensuracao do pH foi feita mediante comparagdo de cores de solugdes de pH
preparadas e armazenadas em tubos, com o tubo intestinal de larvas expostas ao corante por
uma hora. Aos tubos com corantes foram adicionadas 3 gotas de cloroférmio para impedir
o crescimento de microorganismos. Este tratamento assegurou que a coloragdo
permanecesse inalterada por varios meses apds o término dos ensaios. Os resultados
puderam ser observados com a dissecagdo do tubo intestinal das larvas, sob
estereomicroscopio. Cerca de 8 a 10 observagdes foram feitas para cada tratamento e para

cada corante.

2.6 Analise histologica das larvas expostas aos inseticidas
2.6.1 Preparacio do material para microscopia dptica

Para andlise histoldgica, utilizaram-se 180 larvas de 3° e 4° instares de C.
quinquefasciatus que foram expostas a concentragdes de 50ppb de Temefos, 30ppb de
Deltametrina, 20ppb de Cipermetrina, 1,5ppb de Ivermectina e 54ppb de Abamectina num
periodo 30 e 60 minutos. As larvas foram divididas em grupos de 10 para cada grupo de
inseticida testado e para o grupo controle. Logo apo6s serem retiradas da exposi¢do as
solucdes inseticidas, retirou-se a cabega e o sifao respiratdrio das larvas para posterior
fixagdo em glutaraldeido a 4,5% em tampao fosfato pH 7,2 a 0,1M, desidratadas em
mondmero de glicol metacrilato (GMA) (Electron Microscopy Sciences - EMS) e agua

destilada para banhos posteriores de GMA. Para a infiltragdo, colocaram-se as larvas em
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GMA e catalisador por um periodo de 12 horas. A embebicdo ocorreu em seguida, onde as
larvas foram colocadas em céapsulas de gelatina com a mistura de GMA, agua destilada,
butil metacrilato e 2,4-peroxido de diclorobenzoil (EMS). As larvas ficaram expostas a luz
ultravioleta até a completa polimerizacdo. A desidratagdo, infiltragio, embebicdo e
polimerizagao foram feitos de acordo com o fabricante do metacrilato.

Os cortes foram realizados em micrétomo (Porter-Blum MT2-B, Du Pont-Sorvall),
utilizando navalhas de vidro e espessura de 0,4um. As sec¢des foram submetidas as
seguintes coloragdes: (1) azul de Bromofenol para proteinas totais, (2) sulfato azul do Nilo
para lipideos, sendo aqueles corados em vermelho lipidios acidos e aqueles corados em azul
ou preto lipidios neutros, (3) azul de Toluidina-Borax a 1% e (4) Hematoxilina-Eosina (HE)
para evidenciacao da estrutura celular e nuclear das células. Todos os testes de coloragdao
foram feitos de acordo com PEASE (1964). A seguir as secgdes foram analisadas e
fotografadas sob microscopio Optico no aumento de 100X no Laboratorio de Biologia

Celular da Universidade Federal de Vigosa.

2.6.2 Preparacao do material para microscopia eletronica de transmissao

As larvas obtidas foram fixadas em solucdo de glutaraldeido a 3% em tampdo
fosfato de sodio, 0,1M pH 7,2, durante 5 horas a temperatura de 4°C. Apos este periodo o
material foi lavado em solucao tampao durante 10 minutos por duas vezes. Em seguida, o
material foi fixado em solugdo de tetroxido de 6smio a temperatura de 4°C durante 1 hora.
Apo6s este periodo, foi feita a desidratagdo do material utilizando-se séries crescentes de
etanol, seguindo-se a clarificagdo em 6xido de propileno, a infiltragdo com resina a base de

epon 812 (EMS) e inclusdo definitiva do material em cépsulas de plastico. A polimerizacao
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da resina foi realizada em estufa a 60°C por 24-48 horas. Todo o procedimento seguiu o
protocolo do fabricante da resina.

Com auxilio de ultra micrétomo (Porter-Blum MT2-B, Du Pont-Sorvall), foram
realizados cortes semi-finos que, em seguida, foram corados com azul de Toluidina
contendo 1% de borax, segundo PEASE (1964), para escolha das areas de observacgao.

Apo6s delimitagdo da area adequada, foram realizados cortes ultrafinos que,
montados em telas de cobre, foram corados por acetato de uranila a 2% durante 30 minutos
(WATSON, 1958), seguida de coloragdo pelo citrato de chumbo durante 10 minutos,
segundo a técnica descrita por REYNOLDS (1963). O material corado foi estudado e
fotografado em microscopio eletronico de transmissdao (Zeiss, EM 109) do Nucleo de

Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

2.7 Manutencio dos insetos apos exposicao as drogas para verificar parametros
biologicos

Utilizou-se um total de 500 larvas de 3° e 4° instar de C. quinquefasciatus divididas
em grupos de 20 para cada recipiente plastico. O recipiente continha 100ml de solucao de
50ppb de Temefos, 30ppb de Deltametrina, 20ppb de Cipermetrina, S4ppb de Abamectina
ou apenas agua desclorada. As larvas foram expostas por um periodo de 60 minutos e
posteriormente foram lavadas em 4gua de torneira desclorada e transferidas para recipientes
plésticos contendo a mistura para mosquitos de acordo com o item 2.1.

Cinco casais dos grupos controle e tratado, sobreviventes do experimento, foram

colocados em gaiolas teladas. Trés vezes por semana oportunizou-se a hematofagia dos

53



insetos, expondo-se em cada gaiola Nothura minor (codornas) in natura. As codornas eram
mantidas livres dentro de gaiolas com grade para que os mosquitos pudessem atravessar e
realizar a hematofagia. Também era mantido um frasco com capacidade de 30ml onde foi
colocado uma solucdo de mel e dgua, na concentragdo de 10% embebida em algodao, para
a alimentacao dos adultos. Na gaiola onde foram mantidos os mosquitos também havia um
frasco com capacidade de 100ml de mistura para mosquito para a oviposi¢ao. Todo o
experimento foi realizado em temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 12h. Foram
analisados a quantidade de postura por da fémea; quantidade de ovos por postura da fémea;

duracdo do ciclo aquatico e quantidade de adultos originados na geragao F1.

2.8 Teste de efetividade das telas impregnadas com derivados da avermectina

sobre as larvas

Para testar a efetividade da impregnacao das telas com os derivados da avermectina,
20 telas de filo, medindo 30x10cm, com malha 156, foram mergulhadas nas concentragdes
de 10ppm de Ivermectina ou 18ppm de Abamectina (10 redes para Ivermectina e 10 para
Abamectina) durante 20 minutos, para posteriormente deixa-las expostas no ambiente, por
10 dias. Durante este tempo, uma tela por dia, impregnada com Ivermectina e outra com
Abamectina, foi mergulhada em recipiente contendo 500ml de agua desclorada, por 1
minuto e posteriormente retirada. A seguir 50 larvas de 3° e 4° instares de C.
quinquefasciatus foram divididas em grupos de 10 e colocadas em recipientes plasticos,

contendo 100ml da solug@o durante 1 hora. Apos este periodo as larvas foram lavadas em
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agua de torneira desclorada e transferidas para recipientes plasticos contendo mistura para
mosquitos. As larvas foram analisadas por 48 horas.

O mesmo procedimento foi feito para o grupo controle.

2.9 Bioensaios em gaiolas teladas com derivados da avermectina

Os adultos de C. quinquefasciatus foram colocados em gaiolas de madeira teladas
medindo 50x40x50cm. Dentro das gaiolas foram montados suportes de arame para que
pudessem ser colocadas telas de filo, medindo 30x10cm, com malha 156, embebidas em
solucdes dos inseticidas Ivermectina ou Abamectina nas concentragdes de 10ppm e 18ppm,
respectivamente. Utilizou-se 100 insetos para cada gaiola, sendo que estes ficaram livres
para movimentarem, podendo ou ndo pousarem na tela impregnada com o pesticida. As
observagdes foram feitas por um periodo de 10 dias. Os insetos tiveram como alimentados
solucdo de mel e dgua em concentragao de 10%, embebida em algodao, e, além disso, as
fémeas tiveram Nothura minor (codornas) in natura como fonte para hematofagia, trés
vezes por semana, durante a noite. As codornas eram mantidas livres dentro de gaiolas com
grade para que os mosquitos pudessem atravessar e realizar a hematofagia. Todo o
experimento foi feito em temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 12h. O experimento
apresentou duas repetigdes.

Para o grupo controle, a tela de fil6 foi embebida em agua desclorada.
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2.10 Assimetria Flutuante

Para a andlise de assimetria flutuante utilizou-se 1200 larvas das quais foram
selecionados 50 machos e 50 fémeas adultas dos grupos controle e experimentais
sobreviventes da exposi¢ao a 50ppb de Temefés, 30ppb de Deltametrina, 20ppb de
Cipermetrina e 54ppb de Abamectina num periodo de 1 hora. Seguindo o item 2.4.1.

Os adultos tiveram suas asas retiradas e montadas entre lamina e laminula em
balsamo do Canada. Estas asas foram observadas em microscopio estereoscoOpico com
camera de video acoplada. As imagens captadas pela camera eram digitalizadas e as
medidas foram obtidas, utilizando o software de andlise de imagem “KS 300” da Zeiss
localizado no Laboratério de Triatomineos do Centro de Pesquisas René Rachou da
Fundagao Oswaldo Cruz em Belo Horizonte, MG.

Foram realizadas medidas de comprimento das nervuras Rz, R4:s, M, My, M3.4 € do
perimetro das nervuras M; e M, de acordo com ALVES (2000).

A assimetria da amostra (Figura 1) foi calculada pela formula da assimetria absoluta
(PALMER & STROBECK, 1986):

2|E-D)

N

Onde, A = assimetria absoluta; E = medida do comprimento do lado esquerdo do
carater; D = medida do comprimento do lado direito do carater; N = numero de individuos

da amostra.
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Figura 1: Asa de C. quinquefasciatus utilizada para andlise da assimetria flutuante dos
mosquitos emergentes das larvas expostas a concentragdo de 1,5ppb de Ivermectina. As
letras indicam os pontos marcados para a realizacdo das medidas, enquanto os numeros
correspondem as nervuras. 1 — R3, ponto a — b; 2 — Ryys, ponto ¢ — d; 3 — M, ponto e — f; 4

— M, ponto e — g; 5 — perimetro da M; e My, pontos € — f —g —¢; 6 — M344, ponto h — 1

2.11 Analise Estatistica

Os valores para a determinacdo das concentracdes letais foram submetidos a analise
de Probit através do programa Micro-Probit (1987). Para a verificagdo da normalidade
utilizou-se a andlise de regressao através do programa SAS 8.0.

Para os parametros biologicos foi usado o teste ¢ para verificar se houve ou nao
diferenca entre os grupos expostos as solucdes em doses subletais dos inseticidas por um
periodo de 60 minutos e o grupo controle.

Os resultados obtidos das larvas de C. quinquefasciatus apds a exposicao a solugdes

de agua e redes impregnadas com os derivados da avermectina foram submetidos a analise
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do teste ¢ para duas amostras presumindo variancias diferentes. Ja a exposicao dos adultos a
rede impregnada com derivados da avermectina, a significancia da analise foi feita através
do teste-F de duas amostras para varidncias da mortalidade dos adultos de C.
quinquefasciatus.

A presenca da AF em cada medida foi verificada através de teste de normalidade
[teste W de Shapiro-Wilk (STATSOFT, 1999)], utilizando os valores da diferenca entre o
lado esquerdo e o direito. A média do lado esquerdo e do direito foi utilizada como indice
de tamanho e realizou-se uma regressao linear desta média pela assimetria absoluta, para
verificar se 0 aumento da assimetria estava ligada ao aumento do tamanho.

Foi realizada uma analise de varidncia de duas vias para cada medida, para cada

inseticida e para cada espécie da assimetria em relagdo ao tratamento e ao sexo.
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3- Resultados
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3.1 Suscetibilidade das larvas de Culex quinquefasciatus

A tabela 1 mostra a concentracgao letal (CL) para os diferentes inseticidas.

Tabela 1: Concentragdo letal (CL) para os inseticidas em ppm, para larvas de C.

quinquefasciatus ap6s 1h de exposicao

Concentragéo Letal | Cipermetrina Deltametrina Temefés Ivermectina Abamectina
CcL10 9x10™ 4,1 x10™ 9x10° 5x10™ 2,8 x10”
< 2,8x10* 1,8 x10™ 5x10° 1x10° 1,9 x10
> 2x10° 8 x10™ 1,4 x10 3x10° 3,7 x10%
CL50 2,6 x10 56x10°  6,9x107 4 x10° 8,8 x10™
< 1,3 x107 3,8x102  51x10% 1,7x10* 7,1 x107
> 5x107 8,2x102  92x10% 1,5x10? 1,1 x10™
CL90 7,7 x10™ 7,5 54x107  3,4x107 2,7 x107
< 3,7x10" 3,7 3,8x10"  8,6x10° 2,1x10™"
> 1,9 18,8 8,3x10"  22x10" 3,8x10™
CL95 2 30,4 9,6 x107  6,1x107 3,8x10™
< 8,9 x10™ 12,8 6,4x10" 1,7 x10% 2,8x10™
> 5,8 92,5 1,6 7,3x107 5,7 x10"

< = menor concentragao indicada pela analise de probit
> = maior concentragao indicada pela analise de probit

Os testes efetuados em larvas de C. quinquefasciatus procurando determinar as

concentracdes letais (CL) resultaram em diferentes concentracdes para os inseticidas. Nos

testes verificaram-se indices de mortalidade para as menores doses utilizadas que variaram

de 2% para Abamectina a 1,8ppb a 39% para Ivermectina a 1,25ppb (Grafico 1).

Verificou-se também, que o organofosforado, os piretréides e a Abamectina

causaram mortalidade mais acentuada nas primeiras 24 horas do que aquelas expostas a

Ivermectina (Gréfico 1). Os testes mostraram também que a Ivermectina foi o inseticida

que apresentou menor dosagem para as CL50, 90 e 95 (Grafico 2).
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Grafico 1: Percentual de mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus apdés 1 h de

exposi¢do a diversas concentracdes de inseticidas em intervalos de tempos diferentes
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Os experimentos mostraram que nas concentragdes mais elevadas,
independentemente do inseticida, houve 100% de mortalidade (Graficos 3 a 7). Nesses
mesmos graficos pode-se observar a fung@o da analise de regressao nao linear que serve
para estimar a mortalidade para cada inseticida utilizado.

A Cipermetrina mostrou eficiéncia na mortalidade que variou de 62% a 76% nas 96
h apds a exposicao em concentragdo de S00ppb e em concentragdao de 250ppb a variagdo no

mesmo periodo foi de 25,4% a 29% (Tabela 2 e Grafico 3).

Tabela 2: Mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus apos exposicao de 1 h a diferentes

concentracdes de Cipermetrina

Tempo apos Diluigao do Inseticida
exposi¢ao 50ppm Sppm 500 ppb 250ppb 25ppb Sppb 2,5ppb 0,5 ppb Controle
0 —24hs 110 104 69 72 42 15 28 4 0
24 — 96hs - 1 15 10 9 17 4 2 0
Total 110 105 84 82 51 32 32 6 0
% de Mortalidade 100 95 76 75 46 29 29 5 0
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y=89,152*exp( 0,014*x)+eps

99,559 99,6 99,739 99,768997

100 98,83 99,32

96,050003

90

Percentual de Mortalidade

80

0,098 0,195 0,391 0,781 1,563 3,125 6,25 12,5 25 50

Concentragio em ppm

Grafico 3: Regressdo ndo linear para o percentual de Mortalidade de larvas de C.
quinquefasciatus apds exposi¢ao de 1 h a diferentes concentracdes de Cipermetrina. Linha

em vermelho significa o ajuste do modelo

A Deltametrina em concentracdo de 625ppb apresentou indice de mortalidade em
24h foi de 69%, entretanto em concentragdo de 62,5ppb, a mortalidade foi de 43% no
mesmo periodo, permanecendo inalterado até 96 horas. Mantendo-se as redugdes, mantém-
se a diminuicdo de mortalidade nessas 24 primeiras horas ap6s a exposi¢do (Tabela 3 e

Grafico 4).
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Tabela 3: Mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus ap6s exposicao de 1 h a diferentes

concentracoes de Deltametrina

Tempo apos Dilui¢do do Inseticida
Exposigao 6,25 ppm 625ppb 62,5ppb 31,25ppb 6,25 ppb 3,125 ppb 0,3125 ppb  Controle
0 —24hs 110 76 47 27 31 20 10 0
24 — 96hs - 8 0 15 8 7 0 0
Total 110 84 47 42 39 27 10 0
% de Mortalidade 100 76 43 38 35 26 9 0

y=28,117*exp( 0,117*x)+eps

Percentual de Mortalidade

20

0,006 0,012 0,024 0,049 0,098 0,195 0,391 0,781 1,563 3,125 6,25

Concentragéo em ppm

Grafico 4: Regressdo ndo linear para o percentual de Mortalidade de larvas de C.
quinquefasciatus apos exposi¢ao de 1 h a diferentes concentragdes de Deltametrina. Linha

em vermelho significa o ajuste do modelo

A exposicao das larvas em 125ppb de Temef6s, apresentou indice de mortalidade

nas primeiras 24hs, de 0,036%. No entanto, nas concentragdes de 125ppb e 6,25ppb, entre
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24 e 96hs, o inseticida mostrou 22,4% e 0,04% de mortalidade, respectivamente (Tabela 4 e

Grafico 5).

Tabela 4: Mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus ap6s exposicao de 1 h a diferentes

concentracdes de Temefos

Tempo apos Diluicdo do Inseticida

Exposic¢do 125ppm  62,5ppm  625ppb  125ppb  6,25ppb  Controle

0 —24hs 110 109 102 43 4 0
24 —96hs - - - 15 4 0
Total 110 109 102 68 8 0
% de Mortalidade 100 99 93 62 7 0

y=85,353*exp( 0,02*x)+eps

90468 99,844 100 100

100 98,72

97,241996

90

80

Percentual de Mortalidade

70
0,244 0,488 0,977 1,953 3,906 7813 15,625 31,25 62,5 125

Concentra¢do em ppm

Grafico 5: Regressao ndo linear para o percentual de mortalidade de larvas de C.
quinquefasciatus apds exposi¢ao de 1 h a diferentes concentragdes de Temefds. Linha em

vermelho significa o ajuste do modelo
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Os testes mostraram que as larvas expostas a Ivermectina nas primeiras 24 horas em

concentracdo de 500ppb, o indice de mortalidade foi de 49%. Reduzindo estas

concentragdes para S0ppb e 10ppb, o indice foi de 16% e 2%, respectivamente. No entanto,

a eficiéncia do inseticida foi de 100% na concentragdo inicial e quando reduzida para

100ppb, a eficiéncia foi de 95% nas 96 horas ap6s a exposicao (Tabela 5 e Grafico 6)

O inseticida Abamectina mostrou uma eficiéncia de 74,5% na concentragdo de

18ppm nas 24 primeiras horas apds a exposi¢do. Reduzindo para 1,8ppm e 180ppb, a

eficiéncia do inseticida foi de 44,5% e 22,7%, respectivamente, nas 24 primeiras horas.

Entretanto, a reducdo abaixo de 18ppb, o inseticida s6 mostrou-se eficiente apos as 24

primeiras horas (Tabela 6 e Grafico 7).

Tabela 5: Mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus ap6s exposicao de 1 h a diferentes

concentracdes de Ivermectina

Tempo apos Dilui¢do do Inseticida
eXposicdo 500ppb 100ppb 50ppb 10ppb 1,25ppb Controle
0 —24hs 49 49 16 2 9 0
24 — 96hs 51 49 79 44 30 0
Total 100 98 95 46 39 0
% de Mortalidade 100 98 95 46 39 0
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y=6,337*exp( 0,312*x)+eps

99,516 99,898 99,9 99,9

100

80

60

40

Percentual de Mortalidade

20

0,000488 0,000977 0,001953 0,003906 0,007813 0,015625 0,03125  0,0625 0,125 0,25 0,5

Concentra¢do em ppm

Grafico 6: Regressdo ndo linear para o percentual de Mortalidade de larvas de C.
quinquefasciatus ap6s exposi¢ao de 1 h a diferentes concentracdes de Ivermectina. Linha

em vermelho significa o ajuste do modelo

Tabela 6: Mortalidade de larvas de C. quinquefasciatus ap6s exposicao de 1 h a diferentes

concentracdes de Abamectina

Tempo apos Dilui¢do do Inseticida

exposi¢do 18ppm 1,8ppm 180ppb 18ppb 1,8ppb Controle

0 —24hs 82 49 25 0 0 0
24 — 96hs 28 58 62 4 2 0
Total 110 107 87 4 2 0
% de Mortalidade 100 97 79 4 2 0
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y=28,117*exp( 0,117*x)+eps

Percentual de Mortalidade

20
0,006 0,012 0,024 0,049 0,098 0,195 0,391 0,781 1,563 3,125 6,25

Concentra¢do em ppm

Grafico 7: Regressdo ndo linear para o percentual de Mortalidade de larvas de C.
quinquefasciatus ap6s exposi¢ao de 1 h a diferentes concentragdes de Abamectina. Linha

em vermelho significa o ajuste do modelo

3.2 Analise do pH intestinal das larvas expostas aos inseticidas
Quando as larvas foram expostas aos inseticidas e posteriormente aos corantes,

puderam-se observar mudangas na alcalinidade do intestino médio (Tabela 7 e Figuras 2-3).

Tabela 7: pH do intestino médio das larvas de C. quinquefasciatus expostas aos diferentes

inseticidas

Inseticida | Ivermectina Abamectina Temefos Deltametrina Cipermetrina Controle

pH 70-75 70-75 70-75 7,0-175 75-8,0 >9.5

68



Figura 2: Tubo intestinal de larva de C. quinquefasciatus ap6s exposi¢ao a agua desclorada
por 1 h e posterior exposi¢do ao indicador de pH azul de Bromotimol por 1 h. Notar as

glandulas cecais (CG), intestino médio anterior (IA) e intestino médio posterior (EP)

Figura 3: Tubo intestinal de larva de C. quinquefasciatus apds exposi¢ao a concentragdo de
20ppb de Cipermetrina por 1 h e posterior exposi¢do ao indicador de pH azul de timol por 1

h

69



3.3 Analise histoquimica e morfologica

3.3.1 Analise histoquimica

A Tabela 8 mostra diferencas nos resultados para as reagdes histoquimicas.

Tabela 8: Resultados das reagdes histoquimicas em intestino e corpo gorduroso de larvas

de C. quinquefasciatus apds exposi¢ao aos inseticidas por um periodo de 1 h

Cipermetrina | Deltametrina | Temefos Ivermectina | Abamectina
Controle 20ppb 20ppb 50ppb 1,5ppb 54ppb
AB NA |AB AN |AB AN |AB AN |AB AN |AB AN
LA LN LA LN LA LN LA LN LA LN LA LN
ACI | +++ ++ + + + .
NCE | +++ ++ + + + ++
GPT |+++ - ++H| + - + |+ + - |+ + - |+ + - |+ + -

ACI = Apice das células intestinais; NCE= Nucleo das células epiteliais do intestino; GPT=Granulos
pequenos dos trofocitos no corpo gorduroso; AB=Azul de Bromofenol, AN=Azul do Nilo; LA=Lipidios
acidos; LN=Lipidios neutros; (+++) alta positividade; (++) média positividade; (+) baixa positividade; (-)

negativo.

3.3.2 Analise morfologica das larvas em microscopia oOptica
3.3.2.1 Larvas do grupo controle
Os cortes histologicos realizados em metacrilato corados em HE, visaram analisar

as alteracdes na morfologia das células do intestino médio e corpo gorduroso das larvas
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submetidas ao tratamento com os inseticidas e compard-las com a morfologia normal,
encontradas nas células do intestino médio e corpo gorduroso do grupo controle.

A figura 4A mostra o intestino médio e parte do corpo gorduroso destas larvas.
Observou-se que as células que constituem a parede do tubo digestivo apresentou-se com
morfologia normal e constituido por células cilindricas dispostas em uma unica camada,
com citoplasma heterogéneo quanto a coloragdo, mostrando regides mais € menos
acidofilas e, na sua superficie apical evidenciou-se uma borda em escova, representada por
uma delgada linha pouco corada. O nucleo celular apresentou-se esférico e basal, exibindo
areas de eucromatina e heterocromatina bem evidentes. O nucléolo, quando observado,
apresentou-se unico e esférico, indicando a alta atividade celular. Nesta regido, observou-se
a presenga de uma fina membrana refringente a luz, que se inicia na transicdo entre o
intestino anterior ¢ o médio e que envolve todo o conteudo alimentar, denominada
membrana peritrofica.

Algumas células cilindricas, desta regido, mostraram aspectos morfoldgicos
diferenciados, evidenciando na superficie apical irregular a presenga de vesiculas secretoras
que mostraram uma regido central palidamente corada, circundada por uma porgao
periférica altamente basoéfila, indicando provavelmente algum processo de secrecao.

As células do corpo gorduroso apresentaram-se com o nticleo de tamanho e forma
variada, exibindo areas de eucromatina e heterocromatina bem evidentes. O nucléolo,
quando observado, apresentou-se unico e esférico, indicando a alta atividade celular. As
vesiculas apresentaram-se amorfas, com tamanho variado e revestidas por uma membrana.

As secgoes coradas pelo azul de Toluidina-Borax, mostraram que o tubo digestivo e

o corpo gorduroso seguem o padrdo morfologico descrito para outros insetos, ou seja,
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células cilindricas do tubo digestivo e células do corpo gorduroso bem desenvolvidas com
citoplasma apresentando consideravel granulagao.

Quando da utiliza¢ao de azul de Bromofenol, as células do epitélio de revestimento
do tubo intestinal apresentaram-se intensamente coradas em azul, indicando a presenga de
proteinas totais (Figura 4B). O corpo gorduroso apresentou granulos pequenos corados
intensamente em azul, apresentando reag¢do positiva para o corante. No entanto, os granulos
maiores nao coraram, indicando auséncia das proteinas nestes.

Ja as larvas coradas com sulfato azul do Nilo ndo apresentaram células do tubo
intestinal coradas em vermelho, indicando a auséncia de lipidios acidos nesta regido. No
entanto, os trofocitos, apresentaram granulos pequenos com a coloragdo de tonalidade

avermelhada, indicando a presenca de lipidios acidos (Figura 4C).
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3.3.2.2 Larvas do grupo exposto aos inseticidas
No que se refere as laminas das larvas que foram submetidas aos inseticidas,
verificou-se que houve alteragdes no tubo intestinal e corpo gorduroso para os diferentes

tipos de pesticidas.

3.3.2.2.1 Larvas expostas a concentracio de 20ppb de Cipermetrina por 1 hora

A figura 5A mostra, em corte longitudinal, a regido mediana do intestino médio, de
larvas coradas em HE. Pode ser observado uma mudanga na morfologia destas células
quando comparadas com as células do grupo controle para a mesma regido (Figura 4A).
Verificou-se que, uma grande parte das células, apresentou o citoplasma e nucleo mais
claros, mostrando cromatina menos densa e nucléolo evidente. Além disso, algumas células
apresentaram vesiculas secretoras que mostraram uma regido central palidamente corada,
circundada por uma por¢ao periférica mais basofila. A superficie apical das células do tubo
intestinal apresentou a borda em escova com uma colora¢ao mais palida.

Nao se observou alteragdo no corpo gorduroso, ja que os trofocitos apresentaram-se
com o nucleo e vesiculas lipidicas semelhantes ao do grupo controle. O mesmo padrdo
morfologico pode ser evidenciado quando as larvas foram submetidas ao corante azul de
Toluidina.

Aquelas larvas coradas com azul de Bromofenol apresentaram as células do epitélio
de revestimento do tubo intestinal com pouca intensidade de azul, nicleo menos denso ¢
nucléolo mais evidente. A superficie apical das células epiteliais, também mostraram-se
mais palidas. O corpo gorduroso ndo apresentou granulos pequenos como o grupamento

controle corado em azul, apresentando reacao negativa para o corante (Figura 5B).
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As larvas coradas com sulfato azul do Nilo mostraram as células do tubo intestinal
com padrdes morfologicos semelhantes ao grupo controle. No entanto, os trofdcitos,
apresentaram granulos pequenos com a coloragdo de tonalidade azulada, indicando a
presenca de lipidios neutros (Figura 5C), diferindo do observado nas larvas do grupo

controle.
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3.3.2.2.2 Larvas expostas a concentracio de 30ppb de Deltametrina por 1 hora

O corte longitudinal da regido mediana do intestino médio de larvas coradas em HE,
mostrado na figura 6, apresenta um padrao morfoldgico semelhante ao daquelas larvas
expostas a concentragdo de 20ppb de Cipermetrina, porém com um dapice celular
apresentando microvilosidades de tamanho menor.

Os trofocitos também apresentaram padrdes morfologicos semelhantes ao daquelas
larvas expostas ao grupo exposto a solucao testada de Cipermetrina.

Os cortes das larvas coradas com azul de Toluidina mostraram padrao morfologico
semelhante aqueles cortes corados em HE.

Para o teste histoquimico com azul de Bromofenol, pdde-se notar que as células do
epitélio de revestimento do tubo intestinal apresentaram-se com pouca intensidade de azul,
com nucleo menos denso e nucléolo mais evidente. A superficie apical das células
epiteliais, também mostraram-se mais palidas, assemelhando-se ao grupo exposto a
Cipermetrina (Figura 5B). No entanto, as células do corpo gorduroso apresentaram
granulos pequenos como o grupamento controle, corado em azul, diferindo do grupo
exposto a concentra¢dao de Cipermetrina.

Para o outro teste histoquimico, as larvas coradas com azul do Nilo mostraram as
células do tubo intestinal com padrdes morfologicos semelhantes ao grupo controle. No
entanto, os trofocitos, apresentaram granulos pequenos com a coloragdo de tonalidade
azulada, indicando a presenca de lipidios neutros, assemelhando-se ao grupo exposto a

concentracao de Cipermetrina.

77



Figura 6: Fotomicrografias da regido mediana do intestino médio de larvas de 3° instar de
C. quinquefasciatus do grupo exposto a 30ppb de Deltametrina durante 60 minutos e corada
por HE. Notar células epiteliais cilindricas (CE) com microvilos baixos (seta) e varias

vesiculas na base das células (V). Bar = 1lum

3.3.2.2.3 Larvas expostas a concentracio de S0ppb de Temefos por 1 hora

Uma visdo geral do intestino médio das larvas expostas a concentracdo de Temefos
coradas em HE e azul de Toluidina, sugere uma mudanca na morfologia destas células
quando comparadas com as células do grupo controle da mesma regido. Verificou-se que, a
maioria das células, apresentou o citoplasma cheio de pequenas estruturas esféricas,
semelhantes a vacuolos e nucleo palidamente corado em rdseo, mostrando cromatina
descondensada e nucléolo evidente. O aspecto do tubo intestinal diferiu ndo s6 do grupo

controle, mas também do grupo exposto as concentragoes de piretrodes (Figura 7A).
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O corpo gorduroso das larvas coradas em HE, mostrou padrdo morfologico
semelhante ao do grupo controle.

O teste histoquimico realizado com azul de Bromofenol mostrou as células do
epitélio de revestimento do tubo intestinal com pouca intensidade de azul, com nucleo
menos denso e nucléolo mais evidente (Figura 7B), além de pequenas vesiculas ndo
coradas. A superficie apical das células epiteliais, também se mostrou mais palida. As
células do corpo gorduroso ndo apresentaram granulos controle corados em azul, diferindo
do grupo controle e daqueles expostos aos piretroides.

As células do tubo intestinal coradas pelo sulfato azul do Nilo apresentaram-se com
padrdes morfologicos semelhantes ao grupo controle. No entanto, alguns trofocitos,
apresentaram granulos pequenos corados em azul, indicando a presenga de lipidios neutros,

assemelhando-se aos grupos expostos as concentracdes de piretroides.
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Figura 7: Fotomicrografias de cortes em resina de larvas de 3° instar de C.
quinquefasciatus do grupo exposto a 50ppb de Temefos durante 60 minutos

A: Regido mediana do intestino médio das larvas corada por HE. Notar células epiteliais
cilindricas (CE) com grande numero de vesiculas na base e no apice das células (V). Bar =
Tpum

B: Regido mediana do intestino médio das larvas corada pelo azul de Bromofenol. Notar
baixa positividade na base das células epiteliais cilindricas (CE) e nos trofocitos do corpo

gorduroso (CG). Bar = 1lum
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3.3.2.2.4 Larvas expostas a concentracio de 1,5ppb de Ivermectina por 1 hora

O padrao morfolégico da regido mediana do intestino médio, mostrado na figura 8A
de larvas coradas em HE, difere do grupo controle e dos grupos expostos a piretrdides e
organofosforados. As células epiteliais estdo mais altas e sem nenhuma vesicula secretora
como apresentado no grupo exposto ao Temefos. No entanto apresentam citoplasma mais
claro e ntcleo com cromatina mais descondensada e nucléolo pouco evidente.

O mesmo padrao morfologico pode ser evidenciado quando as larvas foram
submetidas ao corante azul de Toluidina.

Para o teste histoquimico com azul de Bromofenol, pdde-se notar que as células do
epitélio de revestimento do tubo intestinal apresentaram-se com pouca intensidade de azul,
com nucleo menos denso e nucléolo mais evidente, assemelhando-se aos grupos expostos
aos piretroides. As células do corpo gorduroso apresentaram granulagdes coradas em azul,
sendo as menores com coloracdo mais intensa, diferindo dos demais grupos (Figura 8B).

As células do tubo intestinal das larvas coradas pelo sulfato azul do Nilo
mostraram-se com epitélio alto, sem nenhum tipo especial de lipidios. No entanto, o corpo
gorduroso apresentou trofocitos com pequenas granulagdes coradas em azul, indicando
lipidios neutros. As granulacdes azuladas mostraram-se semelhantes aquelas evidenciadas

para os grupos tratados com piretrdides e organofosforado.
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Figura 8: Fotomicrografias de cortes em resina de larvas de 3° instar de C.
quinquefasciatus do grupo exposto a 1,5ppb de Ivermectina durante 60 minutos

A: Regido mediana do intestino médio das larvas corada por HE. Notar células epiteliais
cilindricas (CE) com ntucleo basofilo (N). Bar = lum

B: Regido do corpo gorduroso das larvas corada pelo azul de Bromofenol. Notar reagao
positiva nos trofocitos do corpo gorduroso (CG) e grande quantidade de vesiculas (V). Bar

= lpum
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3.3.2.2.5 Larvas expostas a concentracio de S4ppb de Abamectina por 1 hora

A figura 9A mostra um corte transversal, corado em HE, da regido mediana do
intestino médio, evidenciando células epiteliais cilindricas com a borda em escova nitida,
com citoplasma e nucleo mais acidoéfilos, com cromatina condensada e nucléolo pouco
evidente. Nesta figura também, pode-se observar que as células do corpo gorduroso
apresentaram-se com granulagdes pequenas mais acidofilas que os demais grupos.

O mesmo padrao morfologico pode ser evidenciado quando as larvas foram
submetidas ao corante azul de Toluidina.

Pode-se notar que as células do epitélio de revestimento do tubo intestinal quando
corado pelo azul de Bromofenol, mostraram-se com a superficie apical intensamente corada
em azul, assemelhando-se ao grupo controle. O nucleo também mostrou-se muito corado,
assim como o grupo controle. Os trofocitos apresentaram-se fracamente corados em azul e
com granulagdes pequenas pouco evidentes, quando comparadas as do grupo controle
(Figura 9B).

No teste com sulfato azul do Nilo as células do tubo intestinal mostraram-se com
epitélio alto, sem nenhum tipo especial de lipidios. As células do corpo gorduroso
apresentaram granulagdes coradas em azul, indicando lipidios neutros, assim como o0s

grupos expostos as demais concentragdes de inseticidas testados.
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Figura 9: Fotomicrografias de cortes em resina de larvas de 3° instar de C.
quinquefasciatus do grupo exposto a 54ppb de Abamectina durante 60 minutos

A: Regido mediana do intestino médio das larvas corada por HE. Notar células epiteliais
cilindricas (CE) com microvilosidades (seta) e vesiculas na base das células (V). Bar = lpum
B: Regido do corpo gorduroso das larvas corada pelo azul de Bromofenol. Notar reagao

positiva nos trofocitos do corpo gorduroso (CG). Bar = lpum
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3.3.3 Analise morfoldogica das larvas em microscopia eletronica de transmissio
Os cortes ultrafinos da regido mediana do intestino médio das larvas do grupo
controle evidenciaram uma membrana peritrofica integra, assim como todos os outros

grupos expostos as concentragdes dos inseticidas (Figura 10).

Figura 10: Eletromicrografia da membrana peritrofica do intestino médio de larva de 3°
instar de C. quinquefasciatus exposta a concentracao de 30ppb de Deltametrina durante 60

minutos. Notar a integridade da membrana (seta). 4900X

As células do corpo gorduroso apresentaram-se integras, com nucleo evidenciando
eucromatina e heterocromatina. As vesiculas de lipidios apresentaram-se integras, de
tamanho e forma variada e com membranas bem evidentes, assim como os demais grupos

expostos aos inseticidas (Figura 11).
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Figura 11: Eletromicrografia de trofécito no corpo gorduroso de larva de 3° instar de C.
quinquefasciatus do grupo exposta a concentragdo de 20ppb de Cipermetrina durante 60

minutos. Notar a integridade das membranas (setas) e do nucleo (N) destas células. 1750X

Figura 12: Eletromicrografia do apice de células epiteliais do intestino médio de larva de
3° instar de C. quinquefasciatus do grupo controle. Detalhe das microvilosidades muito

desenvolvidas (seta). 1750X
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3.3.3.1 Larvas expostas a concentracio de 20ppb de Cipermetrina por 1 hora
O nucleo das células epiteliais apresentou-se de forma esférica, evidenciando areas

de eucromatina e heterocromatina e nucléolo distinto (Figura 13).

Figura 13: Eletromicrografia de célula do epitélio do intestino médio de larva de 3° instar
de C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentragao de 20ppb de Cipermetrina durante
60 minutos. Detalhe do nucleo evidenciando areas de eucromatina (E) e heterocromatina

(H) e nucléolo (Nu) distinto, além de varias mitocondrias (M). 3200X

A regido basal das células apresentou-se caracterizada por grande quantidade de
invaginagdes da membrana plasmatica com vesiculas grandes e esféricas. A parte apical das
células apresentou pequena diminuicdo no tamanho das microvilosidades, mas com

vesiculas entre eles, demonstrando a func¢ao secretora destas células epiteliais. Observaram-
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se também as estruturas juncionais septadas unindo duas membranas adjacentes de células
epiteliais vizinhas, impedindo o trafego de substancias pelos espagos intercelulares,
bastante comum em células epiteliais de insetos, assim como uma grande quantidade de

mitocondrias no apice das células epiteliais do intestino médio (Figura 14).

Figura 14: Eletromicrografia do apice de células epiteliais do intestino médio de larva de
3% instar de C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentra¢ao de 20ppb de Cipermetrina
durante 60 minutos. Detalhe das microvilosidades muito desenvolvidas (seta), das vesiculas

secretoras (V) e das estruturas juncionais (EJ). 9450X

3.3.3.2 Larvas expostas a concentra¢io de 30ppb de Deltametrina por 1 hora
As células apresentaram, na regido basal, uma maior quantidade de vesiculas

pequenas e translucidas, quando comparado ao grupo exposto ao outro piretroide. Na parte
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apical, as células mostraram-se mais baixas, assim como os microvilos, porém, estes se
apresentaram mais eletrondensos (Figura 15). Entretanto, a quantidade de mitocondrias nas
células do epitélio do intestino médio, ¢ grande, assim como nas células epiteliais do
intestino das larvas expostas a Cipermetrina. Observaram-se também as estruturas
juncionais septadas unindo duas membranas adjacentes de células epiteliais vizinhas, assim
como nas cé€lulas do epitélio intestinal das larvas expostas a Cipermetrina. Além disso,
observou-se um aumento de dobras na membrana basal para as larvas expostas a

Deltametrina.

Figura 15: Eletromicrografia de célula epitelial do intestino médio de larva de 3° instar de
C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentragdo de 30ppb de Deltametrina durante 60
minutos. Detalhe dos microvilos eletrondensos e pouco desenvolvidos (seta), do grande

numero de vesiculas no interior celular (Vi). 4900X

&9



3.3.3.3 Larvas expostas a concentracio de SOppb de Temefés por 1 hora

As células epiteliais evidenciaram o nucleo como o grupo controle, porém uma
parte apical com microvilosidade baixa e uma parte basal com um nimero grande de
invaginacdes e vesiculas translucidas (Figura 16). As estruturas juncionais apresentaram-se
integras e bem evidenciadas. Observou-se também que ha maior quantidade de
mitocondrias no apice das células epiteliais quando comparada com o grupo controle. Além
disso, observou-se um aumento de dobras na membrana basal para as larvas expostas ao
Temef6s assim como aquelas expostas a Deltametrina.

As células epiteliais mostram-se com nucleo denso e bem evidente, com um 4apice
celular com microvilosidades altas e uma parte basal com invaginagdes e vesiculas
translucidas (Figura 17). As células epiteliais do intestino médio apresentam-se mais baixas
do que aquelas observadas no epitélio intestinal do grupo controle. Assim como os demais
grupos expostos aos inseticidas, apresentou-se com grande quantidade de mitocondrias e

estruturas juncionais integras.
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Figura 16: Eletromicrografia de células epiteliais do intestino médio de larva de 3° instar
de C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentracao de 50ppb de Temefos durante 60
minutos. Notar o baixo desenvolvimento dos microvilos (seta) parte basal com um nimero

grande de invaginagdes e vesiculas translucidas (Vi) e as estruturas juncionais (EJ). 9450X

3.3.3.4 Larvas expostas a concentracio de 1,5ppb de Ivermectina por 1 hora

As células epiteliais mostram-se com nucleo denso e bem evidente, com um &pice
celular com microvilosidades altas e uma parte basal com invaginagdes e vesiculas
translucidas (Figura 17). As células epiteliais do intestino médio apresentam-se mais baixas
do que aquelas observadas no epitélio intestinal do grupo controle. Assim como os demais
grupos expostos aos inseticidas, apresentou-se com grande quantidade de mitocondrias e

estruturas juncionais integras.
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Figura 17: Eletromicrografia de células epiteliais do intestino médio de larva de 3° instar
de C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentracdo de 1,5ppb de Ivermectina durante
60 minutos. Notar o desenvolvimento dos microvilos (seta) parte basal com um nimero

grande de invaginacdes e vesiculas translucidas (Vi). 4900X

3.3.3.5 Larvas expostas a concentra¢io de S4ppb de Abamectina por 1 hora

A parte apical do epitélio, mostrou-se com microvilos baixos, assim como alguns
outros grupos tratados (Figura 18). Porém, evidenciou-se um nimero muito grande de
invaginacdes na parte basal destas células, além de um citoplasma mais eletrondenso. As
células epiteliais do intestino médio apresentam alteragdes na quantidade de mitocondrias,
como nos demais grupos expostos aos inseticidas. Estas células apresentaram também
estruturas juncionais integras. Observou-se também um aumento de dobras na membrana

basal para as larvas expostas a Deltametrina.
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Figura 18: Eletromicrografia de células epiteliais do intestino médio de larva de 3° instar
de C. quinquefasciatus do grupo exposta a concentragdo de 54ppb de Abamectina durante
60 minutos. Notar o baixo desenvolvimento dos microvilos (seta) parte basal com um
nimero muito elevado de invaginagdes e vesiculas translicidas (Vi), além de um

citoplasma mais eletrondenso (Ci). 2200X
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3.4 Parametros biolégicos dos insetos apds exposicao das larvas aos inseticidas

As fémeas do grupo controle fizeram postura 27 dias ap6s a emergéncia da pupa. As
fémeas expostas a solugdo de 20ppb de Cipermetrina, 50ppb de Temefos e S54ppb de
Abamectina fizeram a postura dos ovos 21, 24 e 19 dias, respectivamente, apos a
emergéncia das pupas. A oviposi¢do das fémeas originadas do grupo exposto a solucdo de
1,5ppb de Ivermectina variou entre 28 ¢ 30 dias apds a emergéncia. Fémeas originadas de
larvas expostas a 30ppb de Deltametrina ndo fizeram nenhuma postura durante as suas
vidas.

O numero total de posturas por fémeas foi maior no grupo dos adultos gerados a
partir de larvas submetidas a solugdo de 20ppb de Cipermetrina, que os demais grupos

(Tabela 9).

Tabela 9: Nuimero de ovos e postura dos grupos controle e tratados para adultos de C.
quinquefasciatus emergentes das larvas expostas a solu¢do de 20ppb de Cipermetrina,

50ppb de Temefos, 1,5ppb de Ivermectina e 54ppb de Abamectina

Grupo N° de postura Varia¢do de ovos/postura Total de ovos

Controle 3 173 -203 574
Cipermetrina 4 211 -255 946
Deltametrina 0 - 0

Temetos 2 201 - 225 426
Ivermectina 3 198 - 252 671
Abamectina 2 193 - 199 392

Na Tabela 10 estdo representados os valores do teste ¢ com calculo de variancias
separadas para a média do nimero de ovos por postura dos grupos controle e tratados para

adultos emergentes das larvas expostas as respectivas solugdes de inseticidas. O célculo
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com variancias separadas foi necessario, pois o teste de homogeneidade de variancias foi
significativo, o que implica numa diferenga das varidncias entre os grupos controle e

tratados, ja que o nimero total de posturas por fémeas foi diferente entre os grupos.

Tabela 10: Teste 1 com calculo de variancias separadas para a média do numero de ovos
por postura para adultos de C. quinquefasciatus emergentes das larvas do grupo controle e
daquelas expostas a solugdo de 20ppb de Cipermetrina, 50ppb de Temefos, 54ppb de

Abamectina e 1,5ppb de Ivermectina

Média de Média de

Relacdo entre os Grupos ovos do ovos do t gl )4
grupo 1+ grupo 2#+
Controle* x Cipermetrina** 191,3 236,5 -3,3419 5 0,0205
Controle* x Temefos** 191,3 213 -1,4492 3 0,2431
Controle* x Ivermectina** 191,3 223,77 -1,7775 4 0,1501
Controle* x Abamectina** 191,3 196 -0,3829 3 0,7273
Cipermetrina* x Temefos** 236,5 213 1,4842 4 0,2119
Cipermetrina* x Ivermectina** 236,5 2237 0,7488 6 0,4877
Cipermetrina* x Abamectina** 236,5 196 2,8633 4 0,0458
Temefos* x Ivermectina** 213 2237 -0,4829 3 0,6622
Temefos* x Abamectina** 213 196 1,3747 2 0,3031
Ivermectina* x Abamectina** 2237 196 1,3615 3 0,2666

Na tabela 11 estdo representados os valores do teste ¢ para a duragdo, em dias, do
ciclo aquatico dos grupos controle e tratados apods a oviposicao das fémeas emergentes das
larvas expostas as solugdes de 20ppb de Cipermetrina, 30ppb de Deltametrina, S0ppb de
Temefo6s, 1,5 ppb de Ivermectina e 54ppb de Abamectina. Observa-se que os valores de p
ndo mostram diferengas significativas entre os grupos controle e tratados e nem na

interacao entre os grupos tratados.
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Tabela 11: Teste ¢ com calculo de variancias separadas para a média da duragdo de larva a
adulto apods oviposicdo das fémeas de C. quinquefasciatus emergentes das larvas do grupo
controle e daquelas expostas a solugao de 20ppb de Cipermetrina, 50ppb de Temefos,

1,5ppb de Ivermectina e 54ppb de Abamectina

Média do Média do

ciclo do ciclo do
Relacao entre os Grupos Grupo1l  Grupo 2 em t gl p
em dias™ dias**
Controle* x Cipermetrina** 12,5 13,5 -0,1754 2 0,8769
Controle* x Temefos** 12,5 11 0,2491 2 0,8265
Controle* x Ivermectina** 12,5 12 0,0830 2 0,9414
Controle* x Abamectina** 12,5 14 -0,2774 2 0,8075
Cipermetrina* x Temefos** 13,5 11 0,4704 2 0,6844
Cipermetrina* x Ivermectina™®* 13,5 12 0,2823 2 0,8043
Cipermetrina* x Abamectina** 13,5 14 -0,1085 2 0,9236
Temefos* x Ivermectina™* 11 12 -0,1768 2 0,8759
Temefos* x Abamectina** 11 14 -0,6 2 0,6094
Ivermectina* x Abamectina** 12 14 -0,4 2 0,7278

A tabela 12 mostra a analise do teste ¢ sobre o nimero de adultos emergidos a partir
dos ovos colocados por fémeas originadas de larvas expostas aos grupos controle e tratados.
Observa-se efeito significativo na interacdo entre o grupo controle e aquele exposto a
solucdo de 20ppb de Cipermetrina e na interagdo entre os grupos expostos aos inseticidas
Cipermetrina e Temefos, e Cipermetrina ¢ Abamectina.

O grafico 8 mostra o percentual de adultos emergidos a partir dos ovos colocados
por fémeas originadas de larvas expostas aos grupos controle e tratados. Pode-se perceber
que o maior percentual de adultos emergidos foi do grupo controle. Percebe-se também que
entre os grupos tratados, o maior numero de adultos originados das larvas foi daquele

exposto a 20ppb de Cipermetrina no periodo de 60 minutos.
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3.5 Analise da efetividade das telas impregnadas com derivados da avermectina
sobre larvas

A Tabela 13 mostra um teste estatistico para observagdo do efeito letal das telas

impregnadas com os derivados da avermectina sob as larvas.

Tabela 13: Teste ¢ para duas amostras presumindo variancias diferentes para observacao do
efeito letal das telas impregnadas com os derivados da avermectina sob larvas de C.

quinquefasciatus por um periodo de 1 hora e observagoes feitas apods 24 e 48 horas

Inseticida e Tempo apds Controle Abamectina Ivermectina Abamectina Ivermectina

€Xposi¢ao 24-48h 24h 24h 48h 48h
Média 0,1 6,2 14,2 17,6 21,1
Variancia 0,1 8,63 108,84 149,16 276,1
Observacgdes 10 10 10 10 10
P(T<=t) uni-caudal <0,01 <0,01 < 0,01 <0,01
t critico uni-caudal 1,83 1,83 1,83 1,83

Pode-se perceber, no grafico 9, que a mortalidade foi decaindo ao longo dos 10 dias
de observacdo e o maior efeito da Ivermectina nas 48 horas seguintes ao inicio do

experimento. Fato este que se assemelha aos resultados dos testes de suscetibilidade larval.
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Grafico 9: Numero de larvas de C. quinquefasciatus mortas apds exposi¢cao a solugdo de
agua e rede impregnada com 10ppm de Ivermectina ou 18ppm de Abamectina por um

periodo de 1 hora e observagdes feitas apos 24 e 48 horas durante 10 dias

3.6 Analise da exposicio dos adultos a tela impregnada com derivados da
avermectina

A exposi¢do dos adultos a tela impregnada com derivados da avermectina nao
apresentou efeito significativo sobre os insetos, apesar de mostrar diferencas de mortalidade

entre os inseticidas (Grafico 10).
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Grafico 10: Numero de adultos de C. quinquefasciatus mortos apds exposi¢do a tela

impregnada com 10ppm de Ivermectina e 18ppm de Abamectina durante 10 dias

3.7 Assimetria flutuante
3.7.1 Analise da assimetria flutuante das asas dos adultos apdés as larvas serem
expostas aos inseticidas

Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou assimetria

ligada ao tamanho (Graficos 11 a 16) e todos apresentaram distribuicao normal.
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Tamanho = 2167,4 +,30270 * Assimetria
Correlacio: r =,05421
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Grafico 11: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M; da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposicao larval as solu¢des dos inseticidas durante um

periodo de 60 minutos

Tamanho = 1562,4 +,83337 * Assimetria
Correlacio: r =,11709
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Grafico 12: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢do larval as solugdes dos inseticidas durante um

periodo de 60 minutos.
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Tamanho = 4300,5 - ,3594 * Assimetria
Correlagio: r =-,0680
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Grafico 13: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval as solucdes dos
inseticidas durante um periodo de 60 minutos

Tamanho = 3358,1 - 4338 * Assimetria
Correlacio: r =-,0784
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Grafico 14: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ms,4 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposicao larval as solucdes dos inseticidas durante um

periodo de 60 minutos
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Grafico 15: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do

comprimento da nervura R3 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes dos

grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval as solugdes dos inseticidas durante um

periodo de 60 minutos
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Grafico 16: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do

comprimento da nervura R4.s da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes

dos grupos controle e tratado, apds exposigao larval as solu¢des dos inseticidas durante um

periodo de 60 minutos
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A AF variou entre os sexos € entre os grupos tratados e controle. A tabela 14 mostra
os dados referentes a analise de variancia entre os efeitos do tratamento e do sexo e de suas

interagdes. O parametro da nervura Ms;4 ndo teve efeito significativo.

Tabela 14: Analise de variancia para as comparagoes da Assimetria Flutuante das nervuras
das asas de Culex quinquefasciatus entre os efeitos do tratamento, de exposi¢cdo das larvas
as solugdes dos diferentes inseticidas utilizados por 60 min, e do sexo. T = tratamento, S =

sexo, I = interagdo

Parametro Efeito F p
T 1,394 0,235
M; S 4,768 0,029*
I 1,397 0,234
T 0,866 0,484
M, S 4,588 0,033*
I 1,609 0,171
T 0,361 0,836
\Y e S 1,422 0,234
I 1,098 0,357
T 2,362 0,052**
PerimetroM M, S 0,0003 0,985
I 9,009 >0,001*
T 0,337 0,853
R3 S 8,273 0,004~
I 1,197 0,311
T 0,807 0,521
Ruys S 19,863 >0,001*
I 2,933 0,020*

¥=p <005 **=p<010
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3.7.1.1 Efeito do sexo no parametro assimetria flutuante

O efeito do sexo no parametro AF variou quando se observou as nervuras M;, My,

R3 e Ru4ss, que apresentaram maior assimetria absoluta nas fémeas, independente do grupo

controle ou tratado, como mostrado nos Graficos 17 a,be 18 a, b.

350

250

150

tro

em microme

50

Assimetria absoluta

-50

-150

200

160

120

tro

80

em microme

40

Assimetria absoluta

40

-80

Macho Femea

b)

Macho Femea

T £1.96*DP
[ £1.00*DP
0 Média

T +1.96*DP
[ £1.00*DP
0 Média

Grafico 17: Assimetria absoluta das nervuras das asas de Culex quinquefasciatus tendo o

sexo como efeito principal. a) Nervura M; com p < 0,029; b) Nervura M, com p < 0,033
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Grafico 18: Assimetria absoluta das nervuras das asas de Culex quinquefasciatus tendo o

sexo como efeito principal. a) Nervura R; com p < 0,004; b) Nervura R4+s com p < 0,001
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3.7.1.2 Efeito do tratamento no parimetro assimetria flutuante
O Grafico 19 mostra uma maior assimetria no grupo controle quando se observa o

perimetro das nervuras M; e M, independente do sexo, com p < 0,052.
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Grafico 19: Assimetria absoluta no perimetro das nervuras M; e M, das asas de Culex
quinquefasciatus, tendo o tratamento como o efeito principal para as larvas expostas aos

inseticidas por 60 minutos

3.7.1.3 Efeito da interacio sexo x tratamento no parimetro assimetria flutuante
Houve uma interacdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo para o
perimetro das nervuras M; e M, e para a nervura R4:s da asa com p < 0,001 e p < 0,020,

respectivamente (Grafico 20 a, b).
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Grafico 20: Interagdo entre tratamento, de exposi¢do de larvas de Culex quinquefasciatus a
solucdo de inseticidas por 60 min, e sexo da assimetria absoluta. a) Perimetro das nervuras

M; e My; b) comprimento da nervura R4y

3.7.2 Anailise da assimetria flutuante das asas dos adultos apds as larvas serem
expostas a Cipermetrina
Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou assimetria

ligada ao tamanho (Graficos 21 a 26) e todos apresentaram distribui¢do normal.
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Tamanho = 2063,3 +,24628 * Assimetria
Correlagdo: r =,04812
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Grafico 21: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apos exposi¢do larval a solugdao de 20ppb de Cipermetrina

durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 22: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apos exposi¢ao larval a solugcdo de 20ppb de Cipermetrina

durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 4481,1 - 1,113 * Assimetria
Correlagio: r = -,2466
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Grafico 23: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes dos grupos controle e tratado, ap6s exposi¢ao a solugdo larval de 20ppb de
Cipermetrina durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 24: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ms4 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposicao larval a solugdo larval de 20ppb de

Cipermetrina durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 2514,2 + 87548 * Assimetria

Correlagao: r =,14845
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Grafico 25: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura R3 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes dos
grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solucdo larval de 20ppb de Cipermetrina
durante um periodo de 60 minutos

Tamanho = 3449,0 +,34725 * Assimetria
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Grafico 26: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ry:s da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposicao larval a solugdo larval de 20ppb de

Cipermetrina durante um periodo de 60 minutos
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A tabela 15 mostra variancia entre os sexos e entre os grupos tratados e controle
para analise da AF de adultos originados de larvas expostas a solucdo de 20ppb de

Cipermetrina por 60 minutos. As nervuras Mz, Ms.4 € R3 ndo tiveram efeito significativo.

Tabela 15: Analise de variancia para as comparagoes da Assimetria Flutuante das nervuras
das asas de Culex quinquefasciatus entre os efeitos do tratamento, de exposicao das larvas a

solucdo de 20 ppb de Cipermetrina por 60 min, e do sexo. T = tratamento, S = sexo, | =

interacao
Parametro Efeito F p

T 3,968 0,048*

M, S 0,407 0,524

I 2,379 0,125

T 0,129 0,719

M, S 0,219 0,641

I 0,688 0,408

T 0,257 0,613

\Y S 0,445 0,505

I 1,067 0,303

T 2,697 0,102
PerimetroM;M, S 5,260 0,023*

I 12,718 >0,001*

T 0,041 0,839

R; S 2,106 0,148

I 1,234 0,268

T 0,069 0,793

Ryqs S 3,795 0,528
I 4,247 0,041*

*=p <005 **=p<010
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3.7.2.1 Efeito do sexo no parametro assimetria flutuante
O efeito do sexo no parametro AF variou quando se observou o perimetro das
nervuras M; e M, com p < 0,023, o qual apresentou maior assimetria absoluta nos machos,
independente do grupo controle ou tratado, como mostrado na Gréfico 27.
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Grafico 27: Assimetria absoluta no perimetro das nervuras M; e M, das asas de Culex
quinquefasciatus, tendo o sexo como o efeito principal para as larvas expostas a solugdo de

20ppb de Cipermetrina por 60 minutos

3.7.2.2 Efeito do tratamento no parametro assimetria flutuante

O Grafico 28 mostra uma maior assimetria no grupo de adultos onde as larvas foram
expostas a solu¢ao de 20ppb de Cipermetrina por 60 minutos. O efeito do tratamento foi
significativo quando observado o comprimento da nervura M;, independente do sexo,

sendo p < 0,048.
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Grafico 28: Assimetria absoluta da nervura M, das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o
tratamento como o efeito principal para as larvas expostas a solucdo de 20ppb de

Cipermetrina por 60 minutos

3.7.2.3 Efeito da interacio sexo x tratamento no parimetro assimetria flutuante
Houve uma interacdo significativa entre os efeitos da interacdo sexo x tratamento
para o parametro AF no perimetro das nervuras M; e M, € no comprimento da nervura Rus

das asas com p < 0,001 e p < 0,041, respectivamente (Grafico 29 a, b).
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Grafico 29: Interagdo entre tratamento, de exposi¢ao de larvas de Culex quinquefasciatus a
solucdo de 20ppb de Cipermetrina por 60 min, e sexo da assimetria absoluta. a) Perimetro

das nervuras M; e My; b) comprimento da nervura Ry4.s

3.7.3 Anailise da assimetria flutuante das asas dos adultos apdés as larvas serem
expostas a Deltametrina
Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou assimetria

ligada ao tamanho (Graficos 30 a 35) e todos apresentaram distribui¢do normal.
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Tamanho = 2126,4 +,10920 * Assimetria
Correlagdo: r=,01915
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Grafico 30: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apos exposicao larval a solucdo de 30ppb de Deltametrina

durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 31: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apos exposicao larval a solu¢do de 30ppb de Deltametrina

durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 4612,4 - 1,257 * Assimetria
Correlagdo: r=-,2774
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Grafico 32: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes dos grupos controle e tratado, ap6s exposi¢ao a solugdo larval de 30ppb de
Deltametrina durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 33: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M3.4 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apos exposicao larval a solugdo de 30ppb de Deltametrina

durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 2568,7 +,96925 * Assimetria
Correlagdo: r =,18445
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Grafico 34: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura R3 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes dos

grupos controle e tratado, apos exposicdo a solucdo larval de 30ppb de Deltametrina

durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 35: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ry.s da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposicao larval a solugdao larval de 30ppb de

Deltametrina durante um periodo de 60 minutos
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A analise da AF observada nas asas dos insetos os quais as larvas foram submetidas

a exposi¢do de 30ppb de Deltametrina por 60 minutos, mostrou variancia entre 0s sexos €

entre os grupos tratados e controle. Pode-se observar também que as nervuras My, M3ise R

ndo tiveram efeito significativo e o parametro perimetro das nervuras M; e M, mostrou um

efeito significativo para todos os efeitos analisados (tabela 16).

Tabela 16: Analise de variancia para as comparacoes da Assimetria Flutuante das nervuras

das asas de Culex quinquefasciatus entre os efeitos do tratamento, de exposigao das larvas a

solu¢dao de 30 ppb de Deltametrina por 60 min, ¢ do sexo. T = tratamento, S = sexo, I =

interagdo
Parametro Efeito F p

T 3,648 0,058%**

M, S 1,791 0,182

I 5,726 0,018*

T 1,789 0,183

M, S 0,663 0,416

I 1,340 0,248

T 0,708 0,401

M34 S 0,382 0,537

I 1,271 0,261

T 4,062 0,045*

PerimetroM; M, S 4,466 0,036*
I 16,043 >0,001*

T 0,093 0,761

Rj S 2,470 0,118

I 1,586 0,209

T 0,222 0,638
Ryss S 25,935 >0,001*

I 0,326 0,569

*=p<0,05**=p<010
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3.7.3.1 Efeito do sexo no parametro assimetria flutuante

O efeito do sexo no parametro AF variou independentemente do grupo e mostrou
que o perimetro das nervuras M; e M, com p < 0,036 e o comprimento da nervura R4+5 com
p <0,001 apresentaram diferencas entre a assimetria absoluta, sendo AF maior nos machos,

como mostrado no Grafico 36 a, b.
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Grafico 36: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o sexo como o
efeito principal para as larvas expostas a solugdo de 30ppb de Deltametrina por 60 minutos.

a) Perimetro das nervuras M; e My; b) Comprimento da nervura Ra.s
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3.7.3.2 Efeito do tratamento no parametro assimetria flutuante

O Grafico 37 mostra uma maior assimetria no grupo de adultos onde as larvas foram
expostas a solugao de 30ppb de Deltametrina por 60 minutos, independente do sexo, para o
comprimento da nervura M;, com p < 0,058. No entanto, para o perimetro das nervuras M;

e Ma, com p < 0,045 o grupo controle apresentou AF maior.
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Grafico 37: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o tratamento
como o efeito principal para as larvas expostas a solu¢cdo de 30ppb de Deltametrina por 60

minutos. a) Perimetro das nervuras M; e M»; b) Comprimento da nervura M;
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3.7.3.3 Efeito da interacio sexo x tratamento no parametro assimetria flutuante
O grafico 38 a, b mostra interacdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo

para o perimetro das nervuras M; e M, e para o comprimento da nervura M; da asa.
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Grafico 38: Interagdo entre tratamento, de exposi¢do de larvas de Culex quinquefasciatus a
solucdo de 30ppb de Deltametrina por 60 min, e sexo da assimetria absoluta. a) Perimetro

das nervuras M; e M, com p < 0,001; b) comprimento da nervura M; com p < 0,018
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3.7.4 Analise da assimetria flutuante das asas dos adultos apdés as larvas serem
expostas ao Temefos
Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou assimetria

ligada ao tamanho (Graficos 39 a 44) e todos apresentaram distribui¢do normal.
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Grafico 39: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes

dos grupos controle e tratado, apds exposi¢do larval a solu¢do de 50ppb de Temefos

durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 1572,7 + 1,1578 * Assimetria
Correlagdo: r =,16900
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Grafico 40: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solu¢do de 50ppb de Temefds
durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 41: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes dos grupos controle e tratado, apos exposi¢ao a solugdo larval de 50ppb de

Temefos durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 3411,0 - ,5229 * Assimetria
Correlagdo: r =-,1062
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Grafico 42: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ms.4 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢do larval a solu¢do de 50ppb de Temefos
durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 43: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura R3 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes dos
grupos controle e tratado, apds exposicao a solucao larval de 50ppb de Temefds durante um

periodo de 60 minutos

125



Tamanho = 3352,6 + 1,3449 * Assimetria
Correlacio: r =,17864
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Grafico 44: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ry:s da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solugao larval de 50ppb de Temefos

durante um periodo de 60 minutos

As larvas expostas a S0ppb de Temefos por 60 minutos geraram adultos cuja analise

da AF mostrou variancia entre os sexos e entre os grupos tratados e controle. As nervuras

M3.4 € R3 ndo mostraram efeitos significativos (tabela 17).
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Tabela 17: Analise de variancia para as comparacdes da Assimetria Flutuante das nervuras

das asas de Culex quinquefasciatus entre os efeitos do tratamento, de exposigao das larvas a

solu¢do de 50 ppb de Temefos por 60 min, ¢ do sexo. T = tratamento, S = sexo, I =

interagdo
Parametro Efeito F p

T 6,089 0,014*

M, S 0,008 0,929

I 2,220 0,138

T 0,808 0,369

M, S 2,420 0,121
I 3,682 0,056**

T 0,8108 0,369

M4 S 0,821 0,366

I 0,627 0,429

T 4,599 0,033*
PerimetroM; M, S 3,648 0,058%**
I 18,681 >(0,001*

T 1,419 0,235

R3 S 0,050 0,823

I 0,096 0,757

T 1,673 0,197
Ryqs S 10,374 >0,001*

I 6,584 0,011*

*=p<0,05**=p<010

3.7.4.1 Efeito do sexo no parametro assimetria flutuante

A AF, tendo o sexo como efeito principal, independente do grupo controle ou

tratado, variou e mostrou que o perimetro das nervuras M; e M, com p < 0,058 e o

comprimento da nervura Ry:s com p < 0,001 apresentaram diferencas entre a assimetria

absoluta, pois AF foi maior nos machos, como mostrado no Grafico 45 a, b.

127



800

600

400

200 u]

Assimetria absoluta
em micrdémetro

-200

T +1.96*DP
[ +1.00*DP
0 Média

-400

Macho Femea

b)

300

250

200

150

100

50

Assimetria absoluta
em micrometro

——
1

-100 T +1.96*DP
] £1.00*DP
0 Média

-150

Macho Femea

Grafico 45: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o sexo como o
efeito principal para as larvas expostas a solu¢do de 50ppb de Temefos por 60 minutos. a)

Perimetro das nervuras M; e M,; b) Comprimento da nervura Ry.s

3.7.4.2 Efeito do tratamento no parametro assimetria flutuante

O Grafico 46 mostra uma diferenga entre a assimetria no grupo de adultos onde as
larvas foram expostas a solu¢do de 50ppb de Temefos por 60 minutos, € o grupo controle,
para o perimetro das nervuras M; e M, e comprimento da nervura M;, independente do

sexo, com p < 0,033 e p < 0,014, respectivamente.
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Grafico 46: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o tratamento

como o efeito principal para as larvas expostas a solucdo de 50ppb de Temefos por 60

minutos. a) Perimetro das nervuras M; e M,; b) Comprimento da nervura M,

3.7.4.3 Efeito da assimetria flutuante sobre a interacao

Houve uma interagdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo para o

perimetro das nervuras M1 e M2 e para o comprimento das nervuras M, e R4:s da asa com

p <0,001, p<0,056 e p <0,001, respectivamente (Grafico 47 a, b e 48).
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Grafico 47: Interagdo entre tratamento, de exposi¢cao de larvas de Culex quinquefasciatus a

solucao de S0ppb de Temefos por 60 min, e sexo da assimetria absoluta. a) Perimetro das

nervuras M; e M;; b) comprimento da nervura M,
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Grafico 48: Interagdo entre tratamento, de exposi¢do de larvas de Culex quinquefasciatus a
solucdo de 50ppb de Temefos por 60 min, e sexo da assimetria absoluta para o

comprimento da nervura R4y

3.7.5 Anailise da assimetria flutuante das asas dos adultos apds as larvas serem
expostas a Abamectina
Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou assimetria

ligada ao tamanho (Graficos 49 a 54) e todos apresentaram distribui¢do normal.
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Tamanho = 2117,7 - ,1487 * Assimetria
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Grafico 49: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apés exposicao larval a solugdo de 54ppb de Abamectina
durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 50: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solucdo de 54ppb de Abamectina

durante um periodo de 60 minutos
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Tamanho = 4579,0 - 1,395 * Assimetria
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Grafico 51: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes dos grupos controle e tratado, ap6s exposigao larval a solugao de 54ppb de
Abamectina durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 52: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do
comprimento da nervura Ms4 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes
dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solucdo de 54ppb de Abamectina

durante um periodo de 60 minutos
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Grafico 53: Regressdo linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do

comprimento da nervura R3 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes dos

grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solucao de 54ppb de Abamectina durante

um periodo de 60 minutos
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Grafico 54: Regressao linear da assimetria absoluta (E - D) pelo tamanho (E + D/2) do

comprimento da nervura R4.s da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes

dos grupos controle e tratado, apds exposi¢ao larval a solucdo de 54ppb de Abamectina

durante um periodo de 60 minutos
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A analise da AF mostrou variacdo entre os sexos e entre os grupos tratados e
controle. Apenas a nervura M, ndo mostrou efeitos significativos. Observa-se na tabela 18
os dados referentes a analise de variancia entre o tratamento e sexo e de suas interagdes. A
analise mostra que o perimetro das nervuras M; e M, mostrou um efeito significativo para

todos os efeitos analisados.

Tabela 18: Analise de variancia para as comparacoes da Assimetria Flutuante das nervuras
das asas de Culex quinquefasciatus entre os efeitos do tratamento, de exposigao das larvas a

solu¢do de 54 ppb de Abamectina por 60 min, ¢ do sexo. T = tratamento, S = sexo, I =

interagdo
Parametro Efeito F P
T 2,867 0,092%*
M; S 0,000 0,982
1 1,372 0,243
T 0,004 0,949
M, S 0,108 0,742
1 0,000 0,983
T 0,199 0,656
\Y B S 3,015 0,084 **
1 0,048 0,826
T 4216 0,041*
PerimetroM; M, S 7,756 0,006*
1 11,339 >0,001%*
T 0,001 0,979
R; S 5,516 0,019*
1 3,483 0,063**
T 0,681 0,410
Ry+s S 23,963 >0,001%*
1 0,287 0,593

*=p<0,05**=p<010
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3.7.5.1 Efeito do sexo no parametro assimetria flutuante

A AF, tendo o sexo como efeito principal, independente do grupo controle ou
tratado, variou ¢ mostrou que o perimetro das nervuras M; e M, com p < 0,006 ¢ o
comprimento das nervuras Mz, R3 e Rys com p < 0,084, p < 0,019 e p < 0,001,
respectivamente, apresentaram diferencas entre a assimetria absoluta, como mostrado no

Grafico 55a,be 56 a, b.
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Grafico 55: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o sexo como o
efeito principal para as larvas expostas a solugdo de 54ppb de Abamectina por 60 minutos.

a) Perimetro das nervuras M; € My; b) Comprimento da nervura Rj4
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Grafico 56: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o sexo como o

efeito principal para as larvas expostas a solugdao de 54ppb de Abamectina por 60 minutos.

a) Comprimento da nervura Rs; b) Comprimento da nervura Ry.s

3.7.5.2 Efeito da assimetria flutuante sobre o tratamento

O Grafico 57 mostra diferenca entre a assimetria no grupo tratado e controle, para o

perimetro das nervuras M1 e M2 e comprimento da nervura M, independente do sexo.
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Grafico 57: Assimetria absoluta das asas de Culex quinquefasciatus, tendo o tratamento

como o efeito principal para as larvas expostas a solucdo de 54ppb de Abamectina por 60

minutos. a) Perimetro das nervuras M; e M, com p < 0,041; b) Comprimento da nervura M,

com p < 0,092
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3.7.5.3 Efeito da assimetria flutuante sobre a interacio

Houve uma interagdo significativa entre o tratamento e sexo para o perimetro das

nervuras M; e M; e para o comprimento da nervura R; da asa com p < 0,001, p < 0,063,

respectivamente (Grafico 58 a, b).
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Grafico 58: Interagdo entre tratamento, de exposi¢do de larvas de Culex quinquefasciatus a

solucdao de 54ppb de Abamectina por 60 min, ¢ sexo da assimetria absoluta. a) Perimetro

das nervuras M; e My; b) comprimento da nervura Rj
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4- Discussao
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O controle de insetos vetores no Brasil ¢ baseado no uso intensivo de inseticidas ha
pelo menos seis décadas. O monitoramento da eficiéncia dos inseticidas quase nunca foi
feito antes de uma aplicagdo, mesmo que na verdade, precisasse ser feito como rotina
dentro dos planos de controle de vetores (GAONA, 2002),

Neste sentido, os testes de suscetibilidade larval apresentados no presente estudo
mostraram que os piretrdides podem ser utilizados com certo cuidado, pois, o aumento dos
registros de espécies de artropodes resistentes aos piretroides, além da possibilidade de
resisténcia cruzada com os organoclorados, ¢ preocupagdo em todo o mundo e necessita
avaliagodes periddicas do seu emprego (NEVES et alii, 1981; DOVER & CROFT, 1986).

A resisténcia de algumas linhagens de larvas de dipteros a inseticidas tem sido
atribuida pela acdo de enzimas destoxificadoras (GEORGHIOU & PASTEUR, 1978; KAO
et alii, 1984). A destoxificacdo através da monoxigenase citocromo P450 ou esterases, esta
entre os mecanismos envolvidos na resisténcia aos piretréides (SCOTT, 1996; VULUE et
alii, 1999), e nao confere resisténcia sistemdtica aos organoclorados, que sdo
preferencialmente metabolizados pela glutationa-S-transferase (YU, 1996). A menor
quantidade de larvas mortas nas primeiras 24 h ap6s a exposi¢do aos inseticidas piretroides,
em concentragdes menores que a CL50 verificada no presente estudo, pode sugerir a
presenga desta destoxificacao nos insetos.

DORTA et alii (1993) relataram, para larvas de C. quinquefasciatus quando
expostas a Deltametrina, uma CL50 que variou de 2,95 x 10°ppm para linhagens de
laboratério a 7,77 x 10*ppm para linhagens de campo, sendo cerca de 1000 vezes menor
que a CL50 obtida no presente estudo, indicando a necessidade de uma quantidade muito

maior de Deltametrina que os outros inseticidas para se obter um alto indice de mortalidade
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aventando também certa resisténcia destas larvas ao inseticida utilizado, quando comparado
com os outros inseticidas testados.
Os dados obtidos no presente estudo sugerem também que as larvas podem estar

resistentes a Cipermetrina e ao Temefo6s. Considerou-se para isso que registros de letalidade

com Cipermetrina para essa espécie sao maiores em concentracdes menores: CL50

0,0016ppm inseticida ativo (i.a.) para larvas de uma linhagem suscetivel e CL50
0,004ppm i.a. para uma linhagem parental com resisténcia, em populacdes cubanas
(BISSET et alii, 1998) e registro de uma CL50 = 0,003ppm ¢ uma CL90 = 0,01+0,006ppm
i.a. deste piretroéide para uma coldnia resistente de C. quinquefasciatus, no Rio de Janeiro,
quando comparada com a CL50 = 0,0008ppm da linhagem de referéncia (GONZALEZ et
alii, 1999). Um fator que contribui para que a resisténcia possa ser evidenciada para
Temef6s, ¢ a CL50 verificada no presente estudo ser cerca de 35 vezes maior que aqueles
disponibilizados pela WHO (1992) para estes insetos.

No entanto, para os derivados da Ivermectina pdde-se notar uma maior mortalidade
larval entre 24 ¢ 96 h posterior a exposi¢ao dos insetos aos inseticidas, o que pode sugerir
uma acao tardia.

Embora o presente estudo ndo mostre o mecanismo metabolico envolvido na
resisténcia aos inseticidas, modificacdes das esterases em populagdes brasileiras de C.
quinquefasciatus para organofosforados ja foram relatadas por BRACCO et alii (1999),
GONZALEZ et alii, (1999) ¢ CAMPOS & ANDRADE (2003). Entretanto, para os
derivados de Ivermectina, que geralmente sao usados em bovinos, eqiiinos € ovinos assim
como pesticidas agricolas (CAMPBELL et alii, 1983; DYBAS, 1989; WISLOCKI et alii,

1989), ainda nao foi relatado a ocorréncia de resisténcia a essas em mosquitos no Brasil.
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ALVES et alii (2004) verificaram que os trofocitos de larvas que foram expostas a
solugdo de Ivermectina, apresentaram uma granulacao mais fina e evidente no citoplasma
destas células, sugestivo de um estresse larval quando estas estdo expostas a solugdo deste
produto, indicando um sinal de mobilizagao da reserva energética, em um possivel processo
de destoxificagdo, ja que a resisténcia de algumas larvas de mosquitos pode ser devida a
acdo de enzimas destoxificantes (GEORGHIOU & PASTEUR, 1978; KAO et alii, 1984).

Utilizando baixas concentracdes de Ivermectina, ALVES et alii (2004) também
verificaram altos niveis de mortalidade larval e diminui¢do do desempenho reprodutivo de
adultos originados de geracdo larval exposta a concentracdo estudada, sugerindo que a
mesma poderia ser usada para controlar a populagdo de mosquitos.

Face aos resultados aqui obtidos, sugerem-se avaliagdes prévias e monitoramento da
efetividade dos inseticidas a serem usados em programas de controle contra mosquitos,
bem como a utilizagdo de outros pesticidas no combate aos mosquitos, ja que, mudangas da
CL50 ndo acompanhadas por mudangas na CL95 podem ser manejadas com a troca
temporaria do produto (CAMPOS & ANDRADE, 2001). Ou caso seja econdmico, pela
substituicdo definitiva do produto por outros que ndo apresentem risco de resisténcia
cruzada. Entretanto, no caso de C. quinquefasciatus, ao contrario do uso de inseticidas, o
que melhor permite baixas populagdes sdo as praticas como educacdo para mudanga de
habito da populagdo. Todavia, somente o conhecimento das concentragdes letais e/ou
subletais dos inseticidas ou praticas de educagdo ndo sdo suficientes para que se possam
combater os insetos. Ha necessidade de outros estudos tais como a fisiologia, bioquimica,
ciclo biologico, entre outros, para observar os efeitos dos inseticidas sobre os insetos e

assim obter informacgdes para um melhor controle destes artrépodes.
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Segundo CLEMENTS (1996) no intestino médio de larvas de Culex, ha quatro
regides: cardia, ceco gastrico, intestino médio anterior e posterior. Em todas as regides, o
epitélio ¢ composto por células altas e microvilos, citoplasma evidente e nucleo com
cromossomos politénicos. Células basais regenerativas estdo distribuidas isoladamente ou
em grupos na base do epitélio O epitélio do intestino médio ndo tem um revestimento
cuticular, mas a membrana peritrofica o separa do alimento ingerido.

O que pdde ser observado no presente estudo, quando feitos os testes com
indicadores de pH, foi a alteracdo desse pH no intestino médio anterior das larvas expostas
a qualquer um dos inseticidas utilizados. O pH do intestino médio varia de espécie para
espécie, mas ¢ mantido entre 10,5 e 11,0 na regido anterior (CLEMENTS, 1996). Esta
alteracdo sugere um desequilibrio elétrico, ja que a manuten¢do do pH alcalino ¢ o principal
gasto energético das larvas, podendo gerar um desarranjo fisioldgico também na hemolinfa
dos mosquitos.

Para conseguir um pH 11,0, cations, como Na', ou K" e anions, como OH, CO+* ou
HCOj; precisam ser acumulados no limen do intestino médio. Assim, duas vias de
transporte epiteliais sdo utilizadas para a alcalinizagdo: uma via catidonica, no qual um
cation forte repde um fraco, e/ou uma via anidnica, no qual um anion fraco repde um forte
no lumen do intestino médio (BOUDKO et alii, 2001)

CHAPMAN (1998) relata que ions K" ou Na' sdo bombeados ativamente para
dentro da hemolinfa, de tal forma que a energia para o movimento destes ions seja provida
pela V-ATPase presente no apice das membranas do ceco anterior de insetos. As ATPases
vacuolares (V-ATPases) sdo enzimas com varias subunidades (FORGAC, 2000). Estas

enzimas sao bombeadoras de prdotons presentes em varias partes das endomembranas de
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células eucariotas. Além disso, sdo encontrados também na membrana plasmatica de uma
variedade de células eucariotas (WIECZOREK et alii, 1999). No intestino médio de larvas
de Manduca sexta (Lepdoptera, Sphingidae) a V-ATPase esta presente em niveis elevados
na membrana apical das células, onde energiza todo o processo secundario de transporte
ativo através do epitélio (REINEKE et alii, 2002).

FILIPPOVA et alii (1998) mostraram que a H'-V-ATPase esta presente na regido
anterior do intestino médio de larvas de 4. aegypti e ZHUANG et alii (1999) mostraram
também que ela se localiza na membrana basal nesta mesma regido do intestino médio de
larvas de mosquitos. BOUDKO et alii, 2001 relatam que o transporte de protons de células
intestinais para a hemolinfa, através da V-ATPase localizada na membrana basal destas,
podera acidificar a hemolinfa, enquanto os prétons que seguem para o lumen do intestino,
tende a alcalinizé-lo. No entanto, este movimento devera ser hiperpolarizado por enzimas
tanto na membrana apical como na membrana basal que contém V-ATPase (BOUDKO et
alii, 2001).

Tendo em vista os resultados do presente estudo, € possivel que os inseticidas
aplicados as larvas de C. quinquefasciatus possam estar influenciando nesta V-ATPase de
tal forma que ions tendem a passar da hemolinfa para o limen tendendo a acidificar o
intestino médio destas larvas. O aumento das invagina¢cdes na membrana basal do tubo
intestinal poderia ser um indicativo, pois este aumento pode resultar no aumento de bombas
i0nicas na tentativa de bombear ions para o lumen a partir da hemolinfa. No entanto,
somente estudos bioquimicos e fisiolégicos poderao mostrar isto.

Existem relatos discutindo a ligagdo da Ivermectina a receptores especificos do

GABA. Nesta situagdo, a droga aumentaria a possibilidade do GABAa, um receptor
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especifico, em ativar canais de CI" de membranas pré-sinapticas. Isso leva a condugdo de
um influxo de ions cloro e hiperpolarizacao irreversivel com conseqiiente inibi¢ao de sinais
de transmissao (CAMPBELL, 1985; TURNER & SCHAEFFER, 1989). A Ivermectina
também poderia se ligar diretamente a outros canais idnicos especificos seguindo um
desarranjo do balango elétrico. Entretanto, a agdo da Ivermectina pode estar associada a
liberacdo de neurotransmissores em conjun¢dao com o antagonista GABA, provavelmente
contribuindo para sinais excitatorios de intoxicacdo (TURNER & SCHAEFFER, 1989;
BLOOMAQUIST, 1996). De fato larvas de C. quinquefasciatus expostas a solugao de 1,5ppb
de Ivermectina, apresentaram ataxia, seguida de 73,38% de mortalidade (ALVES, 2000),
sugerindo uma ligacdo deste inseticida aos receptores GABA com conseqiiente agdo letal
da solucdo de Ivermectina aos mosquitos C. quinquefasciatus, confirmando os resultados
de FREITAS et alii (1996).

Tem-se demonstrado também que os piretrdides do tipo II como a Deltametrina e
Cipermetrina, agem inibindo canais de sodio, sendo, portanto, antagonistas as Ivermectinas
(FORSHAW & RAY, 1990; FORSHAW et alii, 1993; FORSHAW et alii, 2000), no
entanto, ainda ¢ controverso o preciso modo de acdo destes inseticidas (KHAMBAY &
JEWESS, 2005).

Mudangas no pH ou em concentragdes idnicas ao longo do intestino, ou durante a
digestdo, causam mudangas freqiientes também, na densidade e nas formas moleculares de
proteoglicanos da MP. Isto afeta as caracteristicas de filtragdo da MP, as quais o inseto
poderd usar para propositos fisiologicos (LEHANE, 1976). Desta forma, os inseticidas

podem causar uma mudanga do pH no intestino larval, podendo causar uma

146



hiperpolarizagdo na membrana das células epiteliais do intestino médio das larvas de C.
quinquefasciatus, € como conseqiiéncia uma modificacdo das células epiteliais.

De fato, ha indicios sugestivos que possa estar ocorrendo desequilibrio eletrolitico
nas células do trato digestivo de larvas de C. quinugefasciatus, tendo em vista a mudanga
de pH ocorrido nas larvas apds 1 h de exposi¢do a doses sub-letais dos inseticidas
utilizados, além de mudangas morfoldgicas ocorridas no epitélio do tubo intestinal médio
dessas larvas.

A protegdo celular no intestino de mosquitos ¢ feita inicialmente, pela MP. Esta
membrana protege o limen intestinal das larvas contra microorganismos e também protege
o desenvolvimento das células epiteliais do intestino médio dos adultos de enzimas
hidroliticas associadas com a degeneracdo meconial (MONCAYO et alii, 2005), assim
como as células do intestino médio de particulas abrasivas do alimento (SHAHABUDDIN
et alii, 1996; TELLAM, 1996, LEHANE, 1997; TERRA, 2001). DAVIDSON (1979)
relatou que larvas de C. quinquefasciatus infectadas por Bacilus sphaericus apresentaram a
membrana peritrofica dobrada em zig-zag devido a expansao do intestino médio e, LACEY
& FEDERICI (1979), encontraram um aspecto morfologico semelhante em larvas de
Simulium vittatum expostas ao B. thunringiensis. No entanto, nenhuma evidéncia de
alteracdao da MP, foi observada neste estudo.

ZHUZHIKOV (1964), afirma que a MP ¢ permeavel a agua, sais e pequenas
moléculas organicas e, em outros experimentos, (ZHUZHIKOV, 1970), relata também que,
a MP de larvas de 4. aegypti ndo possui permeabilidade ionica seletiva, sugerindo que
trocas i6nicas em compostos inorganicos dissociados ndo teriam sua passagem afetada

através da MP, o que pode fazer com que esta membrana nao sofra altera¢des significativas
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na presenca dos inseticidas testados no presente estudo. Desta forma, é provavel que as
moléculas dos inseticidas dissolvidos na 4agua, possam realmente passar pela MP e
chegarem as células do intestino médio das larvas de C. quinquefasciatus, onde ocorre
absor¢do e conseqiientemente seus efeitos deletérios sao pronunciados.

Nas preparagdes em resina, coradas por HE pode-se observar alteragdes histoldgicas
provocadas pelos inseticidas e pelo tempo de exposicao a estes. Aquelas larvas expostas aos
inseticidas, mostraram-se aos 30 minutos de exposi¢do, semelhantes ao grupo controle, no
entanto, quando expostas por 60 minutos ao inseticida, evidenciaram-se modificagdes
apicais nas células, grande quantidade de vesiculas excretoras, além de um encurtamento
das microvilosidades observadas a microscopia eletronica. Isto sugere que as células
epiteliais estdo em intenso trabalho de sintese na tentativa de escapar do estresse provocado
pelos inseticidas, sugerindo também, um meio de defesa dos mosquitos para os inseticidas
testados no presente estudo, além de uma possivel inibicdo das bombas idnicas.

Apesar de ndo se observar alteragdes na MP, o intestino médio mostrou-se diferente
para as larvas expostas aos diversos grupos de inseticidas quando comparadas ao grupo
controle. A parte basal das células epiteliais de larvas tratadas com os inseticidas mostrou-
se palida e acidofila. SNODGRASS (1935), LAHKIM-TSROR et alii (1983) e ARRUDA
(2000) observaram aspectos semelhantes em larvas de 4. aegypti.

O apice destas células apresentou-se com borda em escova nos grupos controle,
Abamectina e Cipermetrina. Entretanto, os grupos expostos a Deltametrina e ao Temefos
apresentaram-se com coloragdo palida e grande quantidade de vesiculas, diferindo do grupo

exposto a [vermectina que apresentou apice claro, sem borda em escova e sem vesiculas.
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LACEY & FEDERICI (1979), FERREIRA et alii (1981) e LAHKIM-TSROR et
alii (1983) mostraram que a borda em escova desenvolvida na regido posterior do intestino
médio de mosquitos ¢ devido ao fato de esta ser o principal sitio de absor¢ao do intestino.
Os testes histoquimicos realizados indicaram maior positividade nestas células cilindricas
para as reagdes de Azul de Bromofenol, nos grupos controle, Cipermetrina e Abamectina,
mas os outros grupos também indicaram positividade, sugerindo natureza protéica de
substancias no citoplasma, como anteriormente demonstrado por ARRUDA (2000).

Produtos de secre¢do como enzimas, sdo realmente liberados pelas células do
intestino médio, visto que, a fun¢do dessa regido estd primordialmente ligada a produgado de
substancias contendo enzimas digestivas e a absor¢do de produtos de digestdo
(SNODGRASS, 1935; KING & AKAI, 1984; CRUZ-LANDIM, 1985; CHAPMAN, 1998
CAVALCANTE & CRUZ-LANDIM, 1999) o que pode sugerir natureza protéica dessas
vesiculas.

No epitélio, observado em microscopia eletronica de transmissdo, verificou-se
presenca de vesiculas secretoras nas larvas. No entanto, apesar de haver reagcdo positiva
para o teste histoquimico, sugerindo vesiculas com membranas lipidicas contendo proteinas
como enzimas, o tipo de substancia presente nestas vesiculas nao foi identificado, visto que,
para tanto, sdo necessarios estudos mais criteriosos, através de reagdes imunocitoquimicas.

Contudo, puderam-se evidenciar também diferencas entre os tipos de inseticidas
aplicados, visto que algumas larvas apresentaram vesiculas coradas mais intensamente,
sugerindo modo de agdo diferente para cada inseticida testado.

Apesar dos mecanismos pelos quais as enzimas sdo secretadas para dentro do

intestino médio serem esclarecidos, SNODGRASS (1935) mostrou que a liberagdo dos
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produtos de secre¢do ¢ acompanhada pela passagem direta de substancias através da borda
em escova de células, relatando que, em muitos insetos, ¢ possivel ocorrer um processo de
brotamento de vesiculas das células epiteliais, demonstrando a existéncia de um mecanismo
de liberagao da secre¢do holdcrina. Para KING & AKAI (1984) o mecanismo de secrecao
no intestino médio, pode ser do tipo apdcrino, envolvendo o rompimento ou extrusdo de
parte do citoplasma das células epiteliais junto com o produto secretor, e ainda, que
extrusdes citoplasmaticas podem ocorrer por artefatos de fixagdo ou em resposta a periodos
de jejum.

CRUZ-LANDIM (1985) observou mecanismos do tipo merocrinos € apocrinos em
isopteros e himenopteros e BACCETTI (1961 apud CAVALCANTE & CRUZ-LANDIM,
1999) e BERNER et alii (1983) relataram a existéncia de um modo de secrecdo do tipo
merocrino e apocrino em Diptera.

De acordo com as analises morfologicas em microscopia Optica e eletronica de
transmissao do presente estudo, ndo se pode identificar com exatiddo o modo de eliminagao
destas vesiculas. De fato, segundo CRUZ-LANDIM (1985), o preciso mecanismo de
eliminacdo de produtos secretores nao ¢ bem esclarecido e, sabe-se que as células
digestivas de insetos passam por ciclos diversos de atividade. CHAPMAN (1998) aponta
que certas regides do intestino médio sdo frequentemente especializadas para fungdes
particulares, podendo ocorrer modificagdes anatomicas.

Algumas alteragdes intestinais tais como desintegracdo e vacuolizagdo, provocadas
pela exposi¢do das larvas aos inseticidas verificadas no presente estudo estdo de acordo

com resultados obtidos para larvas de culicideos expostas a B. sphaericus e B. thuringiensis
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(KELLEN et alii, 1965; LAKTIM-TSROR et alii, 1983), além de extrato de Magonia
pubescens (ARRUDA, 2000).

De fato, o uso de larvicidas quimicos, independentemente do principio ativo, causa
danos fisiologicos e morfologicos em células do epitélio do tubo intestinal, indicando ser
este, um local da absor¢do destes compostos. Ainda, independentemente do tipo de
substancia utilizada, as alteracdes destrutivas sao muito semelhantes, sugerindo que estas
mudancas sejam uma resposta comum a intoxicagao celular.

O presente estudo também mostrou, com auxilio da microscopia eletronica de
transmissdo, alteragdes em determinadas organelas, principalmente na quantidade de
mitocondrias no interior das células epiteliais das larvas expostas aos inseticidas, indicando
que a presenga de energia ¢ necessaria para a vacuolizacdo e conseqiiente exportacao das
vesiculas para fora das células, possivelmente, para tentativa de desintoxicagdo. E esta
vacuolizagdo, pode indicar que as cé€lulas se encontram em estado de lise, possivelmente
provocado pela presenga das substancias toxicas.

Além disso, a presenga de substancias toxicas também estaria alterando o tamanho
das microvilosidade do intestino médio das larvas expostas aos inseticidas, assemelhando-
se aos resultados obtidos por ARRUDA (2000).

Quando da analise em microscopia Optica, os testes histoquimicos mostraram alta e
baixa positividade para lipidios neutros no grupo controle € no grupo exposto a
Cipermetrina, respectivamente. Entretanto, para lipidios acidos houve baixa positividade
nas reagdes, evidenciadas nos grupos expostos a Deltametrina, Temefos, Ivermectina e
Abamectina. Pode-se perceber também a diferenga de granulagdes nos grupos expostos aos

inseticidas quando se comparado ao grupo controle. Além disso, no grupo exposto aos
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derivados da avermectina ha granulos menores nos trofocitos. Esta baixa positividade para
os lipidios associado a diferente granulagdo nos trofocitos corrobora os resultados de
ALVES et alii (2004) que mostraram a diminui¢do do tamanho da granulagdo lipidica nos
trofocitos de larvas de C. quinquefasciatus expostas a 1,25ppb de Ivermectina por 30
minutos.

Quando se associa as evidéncias dos testes histoquimicos com a quantidade de
vesiculas secretoras nas células epiteliais das larvas expostas aos inseticidas, a possibilidade
de ocorrer metabolizag@o dos inseticidas fica mais evidente, ja que para haver este processo
¢ necessaria energia, além da produgdo de enzimas que podem ser originadas no corpo
gorduroso.

Além de ser um orgao de reserva energética, o corpo gorduroso também esta
associado com a sintese de lipidios e, segundo CHAPMAN (1998), acidos graxos
polinsaturados com 20 atomos de carbonos na cadeia, estdo presentes nos fosfolipidios de
muitas espécies de insetos. Derivados de acidos graxos polinsaturados, conhecidos como
eicosandides, podem ser importantes na termorregulagdo e na mobilizagdo dos lipidios,
além de poderem mediar a resposta imune contra bactérias na hemolinfa (STANLEY-
SAMUELSON et alii, 1991). Em larvas de mosquitos a falta de acidos graxos com 20
atomos de carbono na sua cadeia faz com que os adultos que emergirem saiam fracos e sem
a capacidade de voo CHAPMAN (1998).

Segundo VALLE (1993), o corpo gorduroso também sintetiza a vitelogenina (Vg)
da qual deriva a maior proteina do vitelo, a vitelina, cuja expressdo mostra o
desenvolvimento sexual, hormonal e a especificidade do tecido. A sintese de Vg ocorre em

um curto periodo de tempo, envolvendo extensiva remodelagem citologica do corpo
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gorduroso e ovario (VALLE, 1993). Segundo CLEMENTS (1996), algum aumento no
tamanho celular ocorre com o acimulo de lipidios e glicogénio, ¢ o englobamento de
proteinas estd associado com um aumento consideravel no volume das células do corpo
gorduroso. Desta forma, para os derivados de piretrdide, a possivel liberagao de energia
para a metabolizacdo destes inseticidas, pode estar levando os adultos a ndo produzirem
ovos, como verificado no presente estudo em adultos originados de larvas expostas a
Deltametrina ou a gerarem um numero significativamente menor em comparagao ao grupo
controle, ja que durante a vitelogénese as células do corpo gorduroso sofrem mudangas,
passando de células armazenadoras de lipidios e glicogénio para células com uma excessiva
sintese de proteinas (RAIKHEL & LEA, 1983, 1987).

ALVES et alii (2004) mostraram que as fémeas originadas de larvas expostas a
1,5ppb de Ivermectina diminuiram o nimero de postura comparado ao grupo controle,
porém o numero de ovos gerados por essas fémeas nao foi significativamente diferente ao
grupo controle, assemelhando-se aos dados obtidos no presente estudo.

TESH & GUSMAN (1990) relataram que a ingestdo de sangue contendo doses sub-
letais de Ivermectina causou diminui¢do na produgdo de ovos e reducdo na eclosao larval
de mosquitos, entre eles o C. quinquefasciatus. MAHMOOD et alii (1991), mostraram que
fémeas de 4. aegypti quando ingeriram sangue contendo Ivermectina, apresentaram pouco
ou nenhum depdsito de vitelo nos foliculos ovarianos.

No presente estudo, as larvas de C. quinquefasciatus sobreviventes a exposicao das
solu¢des de inseticidas originaram adultos, assim como o grupo controle, que fizeram
postura de ovos em tempos diferentes, demonstrando uma possivel diferenca na via de

atuagdo dos inseticidas.
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O prejuizo no corpo gorduroso causado nas larvas expostas ao inseticida, pode
induzir um dano também no sistema de defesa no adulto, ja que a sintese de proteinas deste
orgdo ¢ necessaria para a producdo das células de defesa (CLEMENTS, 1996). Algo
semelhante parece ter acontecido neste estudo, uma vez que com freqiiéncia, foi observada
a proliferacdo de bactérias na cavidade do corpo das larvas expostas aos inseticidas,
sugerindo uma deficiéncia das células de defesa destes insetos. Estudos metabolicos do
corpo gorduroso poderdo indicar se o sistema enzimatico esta sendo afetado (STRONG &
BROWN, 1987), principalmente no corpo gorduroso de larvas, ja que segundo
TIMMERMANN & BRIEGEL (1999), a maior sintese de lipidios e proteinas acontece no
quarto instar larval de mosquitos.

O desenvolvimento das geracdes F1 dos grupos tratados e controle condiz com os
resultados de VIANNA et alii (1996b), que mostraram uma varia¢ao do ciclo aquatico entre
8 e 48 dias inversamente proporcional as temperaturas de 6,7°C e 29°C. No entanto, nos
grupos tratados, essas geragdes adiantaram, no minimo, 1 dia o seu desenvolvimento de ovo
a adulto. Esses resultados evidenciam que o periodo do ciclo aquatico desta espécie pode
estar sendo influenciado pela exposicdo da geragdo parental a solugdo de inseticidas,
sugerindo uma alocagdo de energia maior para o rapido desenvolvimento larval e pupal, no
sentido de evitar um possivel estresse no meio ambiente.

A alocagdo de energia pode estar envolvida com diferentes processos fisiologicos,
ou seja, o incremento de algum processo (por exemplo, longevidade), é contraposto a uma
diminuicdo da alocagdo de recursos energéticos de outro (reproducdo) (MAGALHAES et
alii, 2002). Este fendmeno, baseado no Principio de Alocagdo, ¢ conhecido como hormese

(SIBLY & CALOW 1986). Entao, de acordo com esse principio, pode estar ocorrendo
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hormese nas fémeas originadas de larvas expostas a 20ppb de Cipermetrina durante 1 hora,
pois apods a fecundagdo, houve uma postura de ovos significativa quando comparada ao
grupo controle. Fato este ndo observado para os demais grupos tratados.

Segundo MAGALHAES et alii (2002) a modificacio na alocagdo de energia no
organismo do inseto, otimiza a viabilidade dos ovos, diminuindo o desperdicio desta
energia. Ainda segundo MAGALHAES et alii (2002), o desperdicio de energia diminuiu
porque como se obteve mais ovos férteis por fémea, gastou-se menos energia em ovos que
ndo geraram descendentes. Os presentes resultados indicam que, provavelmente, houve
uma resposta compensatdria do inseto mesmo sob uma interferéncia no seu
desenvolvimento para aqueles insetos oriundos de larvas expostas a concentracao de 20ppb
de Cipermetrina.

Apesar de serem raros os estudos de hormese com incremento de um parametro sem
detrimento de outro (FORBES, 2000), isso pode acontecer. WINNER & FARREL (1976)
demonstraram que varias caracteristicas fisiologicas podem ser aumentadas quando
estudaram a resposta de quatro espécies de Daphnia expostas a cobre. Baixos niveis de
cobre estimularam varias caracteristicas de uma dessas espécies estudadas. Considerando
que todos os processos biologicos sdo atividades que requerem energia € a energia ¢
limitante, ¢ esperado que haja balangos energéticos entre os processos fisiologicos
(MAGALHAES et alii, 2002). Fato condizente com os dados obtidos no presente estudo, ja
que larvas expostas aos diferentes inseticidas mostraram-se com padrdes diferentes quando
se observou a morfologia do corpo gorduroso, principal 6rgao de alocacdo de energia nas

larvas deste C. quinquefasciatus (CLEMENTS, 1996).
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Observando também os dados de suscetibilidade do presente estudo e comparando
com os dados dos parametros bioldgicos, nota-se que os insetos podem estar mais
resistentes a Deltametrina que os outros inseticidas, pois SUAREZ et alii (1998) mostra que
a resisténcia aos inseticidas produz um efeito inversamente proporcional a reprodugao.
FERRARI & GEORGHIOU (1981) obtiveram resultados semelhantes quando compararam
uma linhagem suscetivel de C. quinquefasciatus com duas linhagens que possuiam
diferentes niveis de resisténcia a Temefos

ROBERT & OLSON (1989) trabalhando com doses sub-letais de inseticidas em C.
quinquefasciatus chegaram a conclusdo de que somente uma exposi¢do a estes produtos
tem um efeito importante na reprodugdo dos mosquitos. No entanto, SUAREZ et alii
(1998) relata que a pressao de sele¢do a que determinada linhagem de C. quinquefasciatus
foi submetida a Cipermetrina, provavelmente selecionou genes de resisténcia diminuindo o
potencial biotico da espécie. O mesmo foi observado para linhagens de C. quinquefasciatus
expostas ao Temefos (FERRARI & GEORGHIOU, 1981).

SUAREZ et alii (1998) sugerem que o aumento da resisténcia, aumenta
conjuntamente a sobrevivéncia dos adultos e a presenga de efeito compensatorio (trade-off)
entre a longevidade e a reproducdo produzido por um efeito pleiotrépico dos genes que
conferem resisténcia aos inseticidas, o que provocam, de forma colateral a diminuigdo da
taxa de reproducao das populagdes pressionadas, condizendo com os dados deste estudo.

A resisténcia a inseticidas ou a observagdo da eficacia de possiveis inseticidas sdo
observados tanto em larvas, quanto em adultos. Uma das formas de se observar estes

parametros em adultos ¢ a utilizag¢ao de telas impregnadas a inseticidas.
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Segundo HOUGARD e alii (2003), a eficacia de piretroides usados para
impregnacao de redes de protecdo contra mosquitos € resultado de uma atividade intrinseca
entre o inseticida e o comportamento do mosquito alvo. Isto € relevante para inseticidas de
acdo rapida, como piretroides e DDT, com propriedades irritantes e de knock-down. A
atividade intrinseca pode ser testada em mosquitos adultos fazendo com que estes tenham
um contato tarsal com o material da tela impregnada. Através desta atividade, os resultados
do presente estudo sugere que derivados da avermectina ndao sdo bons candidato ao
tratamento de telas de protecao contra mosquitos, ja que ndo mostrou significancia no efeito
knock-down ao C. quinquefasciatus.

Além disso, observando os testes de efetividade das telas impregnadas com
avermectinas, para larvas destes mosquitos, percebe-se que o nimero de mortos diminui ao
longo do tempo observado. O que pode sugerir que o tempo de exposi¢do a luz pode fazer
com que haja uma modificagdo na estrutura das moléculas das avermectinas impedindo a
sua atividade sobre os insetos, ja que a luz interfere na meia vida destes pesticidas
(HALLEY et alii, 1989).

Os inseticidas podem causar alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas como
observados no presente estudo. Varios outros estudos t€ém demonstrando que a genética
também ¢ influenciada pela ag@o dos inseticidas.

A genética dos individuos (elevado endocruzamento, baixa taxa de heterozigoze ou
hibrida¢do) juntamente com o ambiente (poluentes, parasitos, baixa oferta alimentar,
temperatura) sao dois pontos de distirbios que podem elevar o nivel de AF em um caréter.

A AF reflete entdo a habilidade de um organismo em desenvolver caracteres com

precisdo, enfrentando alteracdes genéticas ou ambientais. Esta habilidade varia
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consideravelmente entre individuos de uma mesma populagio (SOULE, 1967; WATSON
& THORNHILL, 1994).

No presente estudo utilizaram-se asas de C. quinquefasciatus da geragao parental,
cujas larvas foram submetidas a um estresse por inseticidas. A razao pela escolha da asa foi
pela facilidade com a qual ela pode ser medida, além da boa precisdo das medidas e da
facilidade para se executar repeti¢des. Numerosos estudos correlacionam os niveis de AF
nas asas, com o grau de estresse quimico devido a poluicdo ambiental com agentes
quimicos, tais como fertilizantes e pesticidas (CLARKE, 1993a,b; HARDENSEN et alii,
1999). A analise dos dados estd de acordo com diversos estudos que utilizaram inseticidas
como fator estressante (ALVES, 2000; BORGES, 2000; CHAPMAN & GOULSON, 2000;
CLARKE et alii, 2000; FLOATE & FOX, 2000; HOSKEN et alii, 2000; BOURGUET et
alii, 2004), ja que houve pequenos disturbios na perfeita simetria das asas, tanto em analise
feita entre todos os inseticidas e o controle, quanto em andlise feita apenas entre um
inseticida e o controle.

Entretanto, quando se observaram as asas dos adultos originados de larvas expostas
ao Temef6s, pode perceber que tanto os machos quanto as fémeas apresentaram niveis
substanciais de assimetria. MPHO et alii (2001) mostraram assimetria somente em machos
originados de larvas expostas as concentragdes, que variaram de 0,00011 a 0,00032 mg/I de
Temef6s, no entanto ndo observaram assimetria utilizando o parametro temperatura como
variavel. Explicagdes para a diferenca dos resultados deste estudo para aqueles
apresentados por MPHO et alii (2001), poderiam ser a dose utilizada e o tempo de

exposi¢ao do inseticida, além da variacao populacional.
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Elevados niveis de AF foram detectados em populagdes que vinham sofrendo
estresse genético (SOULE, 1967; PARSONS, 1990; SARRE & DEARN, 1991). Baixas
taxas de heterozigose promovem um decréscimo na homeostase (SOULE, 1979;
PARSONS, 1990; HUTCHISON & CHEVERUD, 1995; SHERRY & LORD, 1996) ¢
elevados niveis de alteracdes morfologicas e de AF foram observados em casos em que a
heterozigose foi diminuida (WAYNE et alii, 1986; CLARKE, 1992; HUTCHISON &
CHEVERUD, 1995). A qualidade fenotipica ¢ muito importante para a evolucao, definida
como habilidade esperada de um individuo para o sucesso na vida (POLAK & TRIVERS,
1994).

No entanto, BOURGUET et alii (2004) propde que os alelos de resisténcia ao
Temefos em C. pipiens, ndo afetam a assimetria nas asas, pois a AF ndo tem componente
genético hereditario, como proposto por MPHO (2002). Além disso, BOURGUET et alii
(2004), também propde que a variagdo alélica do ace-1 e Ester, genes da resisténcia para
Temef6s, ndo prejudicam a estabilidade do desenvolvimento de nenhuma caracteristica
morfologica e que a resisténcia dos alelos rompe um numero restrito de caracteres, os quais
nado incluem as asas (CLARKE et alii, 2000).

A simetria ¢ Util na variedade do contexto, além da escolha do parceiro; por
exemplo, na alocagdo de recursos para a prole (THORNHILL & GANGESTAD, 1993). Da
mesma forma, organismos sdo esperados a valorizarem a qualidade fenotipica em seus
parceiros. Porém, de acordo com os resultados obtidos neste estudo, ¢ sugestivo que as
fémeas utilizem a AF em ornamentos, ou caracteres sexuais secundarios, como indicador de
qualidade fenotipica dos parceiros, preferindo machos com caracteres simétricos para o

acasalamento.

159



Sabe-se que machos de C. quinquefasciatus formam um enxame para que as fémeas
voem durante o processo de acasalamento (DOWNES, 1969). Os machos necessitam de um
controle de vdo preciso para serem capazes de copularem com a fémea no véo e a
assimetria da asa podera interferir nesta precisdo. Individuos mais assimétricos obteriam
menor sucesso reprodutivo (MOLLER, 1993; MOLLER & ERIKSON, 1995).

Além do estresse genético, varios autores tém discutido também o estresse
ambiental fazendo uma relagdo com a AF causada por este estresse (MOLLER, 1995;
WAUTERS et alii, 1996; DAVID et alii, 1998; WOODS et alii, 1999; ALVES, 2000;
BORGES, 2000; CHAPMAN & GOULSON 2000; CLARKE et alii, 2000; FLOATE &
FOX, 2000; HOSKEN et alii, 2000; BOURGUET et alii, 2004). De acordo com isto, a AF
pode ser utilizada como biomarcador para determinar se o ambiente poluido esta afetando o
sistema biologico (PEAKALL & WALKER, 1994). Segundo MPHO (2000) o desvio de
carater simétrico, como asas em insetos, pode ser utilizado como biomarcador de certos
tipos de ambientes estressantes, tal como a temperatura, verificada em asas de C. pipiens
(MPHO et alii, 2002). Mas, neste caso, somente em condi¢des extremas, como foi proposto
por PARSONS (1992) e LEUNG et alii (2000).

Segundo CLARKE (1993a) o estresse que causa um aumento na assimetria ¢
biologicamente relevante e este aumento da AF reflete numa diminuicdo da média da
qualidade dos individuos numa populacdo. No presente estudo, a analise das nervuras dos
mosquitos tendo os efeitos sexo, tratamento e a interagdo destes, apresentaram significancia
para a AF. Os dados sugerem também que, os mecanismos por tras das relagdes de

qualidade e AF sdao importantes de serem examinados.
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A interagdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo para diferentes
nervuras, tanto entre todos os inseticidas e os inseticidas separados, sugere que outras
caracteristicas da biologia da espécie, além do sexo, possam estar influenciando as
alteragcdes na AF em resposta ao tratamento.

Nem todas as nervuras avaliadas apresentaram o mesmo efeito. Quando foram
avaliados os parametros envolvendo todos os inseticidas, pdde-se observar que somente a
nervura M3y ndo mostrou resultado significativo. Entretanto esta nervura apresentou um
efeito significativo para o sexo quando as larvas foram expostas a solucdo de 54ppb de
Abamectina e analisadas somente com o grupo controle. A nervura M, também apresentou
efeito significativo quando a analise foi feita entre o grupo exposto a solugdao de 50ppb de
Temefos e o grupo controle, no entanto o efeito foi entre a interagdo, o tratamento e o sexo.

Uma explica¢do para os resultados nao significativos para a AF das nervuras das
asas de C. quinquefasciatus pode-se basear na hipdtese da “mortalidade diferencial”
(FLOATE & FOX, 2000). Esta hipotese tem como principio basico a assimetria medida em
um subconjunto da populagdo estudada, isto ¢, os individuos que se tornam adultos. Se a
populagdo for submetida a um pequeno aumento no estresse, o nivel de assimetria dos
individuos suscetiveis aumentara, assim como a média da assimetria de toda a populagdo.
Se esta mesma populagdo for submetida a um estresse mediano, os individuos suscetiveis
ndo alcangariam a idade adulta e conseqiientemente haveria uma diminui¢ao na AF, uma
vez que os resistentes, normalmente mais assimétricos na auséncia do inseticida, nao
apresentam um aumento na assimetria se submetidos a inseticidas.

No entanto, somente estudos posteriores com diferentes dosagens, poderiam indicar

se as nervuras avaliadas estariam sofrendo ou ndo com a agao dos inseticidas.
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De acordo com o resusltados obtidos, pode-se observar que os objetivos propostos
para este trabalho mostraram que os inseticidas em suas doses sub-letais causam alteragdes
morfoldgicas no corpo gorduroso e mudangas no pH do tubo intestinal médio das larvas,

além de modificag¢des estruturais nas asas dos adultos causando assimetria flutuante.
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5- Conclusoes
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O presente trabalho permite concluir que, nas condi¢des experimentais descritas:
1. As larvas s@o suscetiveis a todos os inseticidas testados quando em concentragdes
elevadas.
2. Ha uma necessidade de um monitoramento dos inseticidas utilizados.
3. Os inseticidas causam uma diminui¢ao do pH intestinal das larvas.
4. Os inseticidas afetam o corpo gorduroso e o epitélio do intestino médio das larvas.
5. As fémeas originadas de larvas expostas a concentracao subletal de Deltamentrina nao
fazem postura de ovos.
6. A Cipermetrina reduz o numero de adultos na geracao F1.
7. Os derivados da avermectina t€ém maior eficiéncia sobre as larvas.
8. A assimetria flutuante tem efeito sobre o sexo, tratamento e a interacdo destes.
9. A Ivermectina pode ser utilizada em menor concentragdo que os demais inseticidas

utilizados.
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