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EFEITO DA DOSE'SUBLETAL DO LAR\{ICIDA PYRIPROXYFEN NO CICLO
BIOLOGICO EM POPULACOES DE Aedes aegypti

EFFECT OF THE SUBLETHAL DOSE OF THE LARVICIDE PYRIPROXYFEN ON
THE BIOLOGICAL CYCLE IN POPULATIONS OF Aedes aegypti

Euldlia Margarethe da Costa Mélo?
Walter Fabricio Silva Martins23
Carla de Lima Bicho?

RESUMO

A dengue, a principal arbovirose transmitida pelo Aedes aegypti, € prevalente em mais
de 120 paises das regides subtropicais e tropicais do mundo. Na ultima década,
relatorios epidemiologicos também revelam uma crise epidemiolégica ascendente no
territorio brasileiro. A ineficacia das a¢des de controle vetorial e a auséncia de vacinas
especificas para arboviroses, dentre outros aspectos, podem ser as possiveis causas
para esse cenario. Atualmente, o controle quimico aliado ao controle mecéanico
consiste na principal intervengcdo para mitigar a incidéncia das arboviroses
transmitidas pelo Ae. aegypti. Adulticidas e larvicidas organofosforados foram os mais
utilizados nas ultimas décadas, porém tem perdido local para o pyriproxyfen, larvicida
analogo ao hormonio juvenil, devido ocasionar selecdo de populacdes resistentes.
Nesse contexto, objetivou-se com o presente trabalho analisar o possivel impacto da
pressao de selecao do larvicida pyriproxyfen no ciclo biolégico do mosquito A. aegypti
em populacdes da cidade de Campina Grande, Paraiba. A selecdo de mosquitos
resistentes foi realizada no LEMMol, CCBS — UEPB, em condi¢&o de insetario: 27 °C
+2°Ce 70 % + 20 % de umidade e fotoperiodo 12-12h. No primeiro momento, larvas
L3 — L4 foram expostas a diferentes concentracbes de PYR e os individuos
sobreviventes foram submetidos a refrigeracédo para dissecacédo de asas e medicéo
através do ImageJ, submetidos ao Kruska wallis test. No segundo momento, larvas
foram submetidas a DL50 e os adultos emergentes alimentados para atestar a
fertilidade e fecundidade dos mesmos. Em ambas as situagcbes a contagem da
mortalidade dos individuos foi realizada a cada 48h e os dados obtidos foram testados
através da Formula de Abbott. Os nossos resultados verificam a eficacia da dose
recomendada pela OMS, com IE = 100%, e em doses subletais a IE reduz
significativamente, possibilitando adultos resistentes em vida, morfologicamente
semelhantes aos insetos ndo submetidos ao PYR, porém com fertilidade e
fecundidade reduzidas. Desse modo, o presente trabalho atesta que mesmo em doses
subletais o Pyriproxyfen continua contribuindo positivamente para a reducdo da
populacdo de Aedes aegypti.

Palavras-chave: Efetividade; Inibicdo de Emergéncia; Resisténcia.
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ABSTRACT

Dengue, the main arbovirus transmitted by Aedes aegypti, is prevalent in more than
120 countries in the subtropical and tropical regions of the world. In the last decade,
epidemiological reports also reveal an ascending epidemiological crisis in the Brazilian
territory. The ineffectiveness of vector control actions and the absence of specific
vaccines for arboviruses, among other aspects, may be the possible causes for this
scenario. Currently, chemical control combined with mechanical control is the main
intervention to mitigate the incidence of arboviruses transmitted by Ae. aegypti.
Adulticides and organophosphate larvicides were the most used in recent decades, but
have lost ground to pyriproxyfen, a larvicide analogous to the juvenile hormone, due to
the selection of resistant populations. In this context, the objective of the presentwork
was to analyze the possible impact of the selection pressure of the pyriproxyfen
larvicide on the biological cycle of the Ae. aegypti mosquito in populations of the city
Campina Grande, Paraiba. The selection of resistant mosquitoes was carried out at
LEMMol, CCBS — UEPB, in insectarium conditions: 27 °C+ 2 °C and 70% + 20%
humidity and photoperiod 12-12h. At the first moment, L3 — L4 larvae were exposed to
different concentrations of PYR and the surviving individuals were submitted to
refrigeration for wing dissection and measurement through ImageJ, submitted to the
Kruska wallis test. In the second moment, larvae were subjected to LD50 and the
emerging adults were fed to attest to their fertility and fecundity. In both situations, the
mortality of individuals was counted every 48 hours and the data obtained were tested
using Abbott's Formula. Our results verify the effectiveness of the dose recommended
by the WHO, with EI = 100%, and in sublethal doses the El is significantly reduced,
allowing resistant adults in life, morphologically similar to insects not subjected to PYR,
but with reduced fertility and fecundity. Thus, the present work attests that even at
sublethal doses, Pyriproxyfen continues to contribute positively to the reduction of the
Ae. aegypti population.

Keywords: Effectiveness; Emergency inhibition; Resistance.
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma arbovirose transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, bem
como a zika (ZIKV), chikungunya (CHIKV) e febre amarela; endémica das regides
tropicais e subtropicais, afetando mais de 120 paises e atingindo aproximadamente
390 milhdes de infec¢cdes anuais no mundo (BHATT et al., 2013). Diversas
caracteristicas dos vetores, como serem artropodes antropofilicos que realizam
multiplas alimentaces em um Unico ciclo gonotrofico e o habito de oviposicao,
associadas as condicBes habitacionais e de saneamento basico precarios das
populac@es possibilita uma rapida dispersédo da doenca (DIAS et al., 2022; HUSTEDT
et al., 2020; McGREGOR & CONNELLY, 2021).

No territorio brasileiro o cenério visualizado ndo diverge do mundial, uma crise
epidemioldgica ascendente. Com isso, desde o século XX diversas campanhas e
programas de controle de Ae. aegypti foram implementadas no Brasil na tentativa de
erradicacdo da dengue, como o Plano de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa) nos
anos 90 e o Plano de Intensificagdo das Ac¢des de Controle da Dengue (PIACD) em
2001; entretanto, devido ao insucesso dos mesmos, aliado a auséncia de vacinas e
tratamentos especificos para essa arbovirose, o governo voltou as atencdes para o
controle vetorial com o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), instituido
no ano de 2002 e ativo até os dias atuais (FUNASA, 2002; ZARA et al., 2016).

Existem multiplos métodos que podem ser utilizados para controle vetorial,
contudo, estes podem ser sintetizados em trés tipos: controle mecéanico, que tenciona
eliminar ou reduzir os vetores e 0s criadouros, com o uso, por exemplo, de ovitrampas
e a gravid trap; o controle quimico, utilizando produtos quimicos com o propdésito de
matar larvas e adultos; e o controle bioldgico, que age atraveés de predadores ou
patdgenos aptos para diminuicdo das populacdes de Ae. aegypti (ZARA et a., 2016).
Todavia, no Brasil a principal estratégia utilizada para o tratamento de focos tem sido
a associacao de controles mecanicos com inseticidas quimicos em busca de reduzir
ao maximo a populacéo do inseto. (RIOS et al., 2017; MOREIRA, 2018).

Ao considerarmos os inseticidas quimicos utilizados para o controle vetorial, 0s
piretroides sdo os adulticidas mais aplicados no mundo inteiro e compdem a rotina de
controle do Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD). Sdo comumente
pulverizados em pontos estratégicos, possuindo alta eficacia por menor quantidade
de produto ativo, porém a aplicacéo inadequada e por longos periodos contribuem
para a selecdo de mosquitos resistentes a estas substancias (WHO, 2013). Desse
modo, esse tratamento foi substituido parcialmente pelo uso de larvicidas
organofosforados, porém, desde 2014, o PNCD vem substituindo-o pela utilizacéo de
larvicidas analogos ao horménio juvenil, que atuam na fase de maior vulnerabilidade
do Ae. aegypti, devido ao aumento da resisténcia detectados nas populacdes aos
larvicidas organofosforados (ALONSO E TANNER, 2013; BRASIL, 2009; BRASIL,
2014).

O pyriproxyfen (composi¢cdo quimica: C20H19NO3) (PYR) € um larvicida
analogo do horménio juvenil, que atua durante a ecdise do terceiro e quarto instares
larvais, mimetizando o horménio juvenil natural e interrompendo a emergéncia do
adulto, resultando em morte tipicamente em pupa (FIAZ, 2019; MOURA et al., 2020).
Consiste em uma substancia sem acfes carcinogénicas, teratogénicas ou
genotoxicas, quando utilizado em dose recomendada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e, aliado a alta efetividade em doses significativamente baixas, um dos
larvicidas recomendados no controle da dengue (BRASIL, 2014).
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Contudo, a deteccdo da evolucdo da resisténcia aos inseticidas quimicos
utilizados no controle de insetos vetores tem sido amplamente relatada no Brasil e no
mundo (LINSS et al., 2014; LIU, 2015). A resisténcia pode ser pensada como um
processo de evolucdo acelerada de uma populacdo que responde a uma intensa
pressao seletiva, com a consequente sobrevivéncia dos individuos que possuem
alelos que conferem resisténcia (BRAGA & VALLE, 2007). Algumas das possiveis
causas para esse aumento da resisténcia sédo a aplicagdo com uma maior frequéncia
de pesticidas, negligéncia durante as aplicacdes, podendo ser a utilizacdo de dose
subletal ou acima da indicada pelo OMS, o uso por longos periodos ou sua
substituicdo por outro produto, geralmente de maior toxicidade, bem como
possibilidade das populacdes alvo apresentarem resisténcia cruzada ou resisténcia
multipla para novos compostos (POUPARDIN et al., 2012; NKYA et al., 2013; WHO,
2013).

O numero de mecanismos envolvidos com a resisténcia é relativamente
pequeno e inclui a diminuicdo da sensibilidade do sitio-alvo, a diminuicdo da taxa de
penetragdo do composto no corpo do inseto, 0 aumento da atividade de enzimas de
detoxificacdo e mudancas em seu comportamento (LIU, 2015; FAUCON et al., 2017).
Por outro lado, os larvicidas com efeito regulador de crescimento atuam interferindo
na pupagado, desenvolvimento dos insetos, alteragbes na morfogénese,
desenvolvimento embrioldgico, reproducéo, diapausa, polimorfismo e comportamento
dos estagios de pupa e adulto (FIAZ et al., 2019; MOURA et al., 2020).

Uma situacéo epidemiologica atipica, com epidemias de trés arbovirus, pode
ser visualizado em todo territério nacional nos ultimos anos (BHATT et al., 2013;
CALVET et al., 2016). Ao considerarmos o estado da Paraiba, a notificacdo de casos
do ano de 2015 a 2022 sofreu oscilacdes, com quedas abruptas nos anos de 2017
(6.575 casos notificados) e 2020 (8.609) e picos nos anos de 2016 (70.201), 2019
(20.640) e 2022 (47.378) (BRASIL, 2022a; BRASIL, 2022b). Essa flutuagcéo ocorre nao
s6 em decorréncia da ma execucao dos planos de contingéncia anuais posterioresaos
anos de queda, mas também ao crescimento desordenado das areas urbanas, entre
outros fatores (McCGREGOR & CONNELLY, 2021).

Embora o controle quimico de vetores seja a principal ferramenta para
minimizar os casos, até o presente momento ocorre uma escassez de estudos acerca
o efeito do uso do larvicida pyriproxyfen em doses letais e subletais no ciclo biologico,
morfologia e fecundidade nas populacdes de Ae. aegypti no estado da Paraiba. Assim,
ao estudar a eficacia de diversas concentracdes de PYR em populacfes do mosquito
da dengue na cidade de Campina Grande, o presente trabalho fornecera informacfes
essenciais para a compreensdo de possiveis impactos no ciclo biolégico de insetos
resistentes que possam implicar no processo de transmisséo de arboviroses.

2 METODOLOGIA
2.1 Local de Estudo

O estudo foi realizado no municipio de Campina Grande, Paraiba, Brasil,
localizado na mesorregido do agreste paraibano, na parte oriental do Planalto da
Borborema, possui vegetacdo do tipo caatinga, clima equatorial semi-arido,
caracterizado pelos periodos seco e chuvoso e temperatura média anual de 23.3C°.
A cidade possui area territorial de 591,658 km? (Latitude 7° 13' 51" Sul, Longitude: 35°
52' 54" Oeste) localizando-se a 512 m de altitude em relacdo ao nivel do mar. A
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populacdo é de aproximadamente 513.430 habitantes e apresenta uma densidade
demografica em torno de 648,31 hab/Km2 (IBGE, 2021) (Figura 1).

Figura 1 — Mapa do Estado da Paraiba com destaque para o municipio de Campina Grande
elaborado através do programa QGIS a partir de bases cartograficas disponibilizadas pelo IBGE.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

2.2 Coleta de ovos de Aedes aegypti

A coleta dos ovos de Aedes aegypti foi realizada com a utilizacéo de armadilhas
do tipo ovitrampas (Figura 2 A), estas constituidas de plastico de cor preta, com
abertura de cerca de 12 cm de largura na parte superior e capacidade de 800mL
(WHO, 2013). No interior do recipiente foram colocadas duas palhetas de madeira do
tipo Duratree, com um lado liso e o outro aspero, de 12 cm x 2,5 cm de largura fixadas
verticalmente, com a face 4spera para cima para postura e aderéncia dos ovos, 400mL
de agua para apenas metade da palheta estar em contato com o liquido e 1 grama de
fermento biolégico para ocorrer a atracéo das fémeas.

Ao todo, foram distribuidas 30 armadilhas de modo aleatorio em éarea intra e
peridomiciliar (Figura 2 B1-B3), sombreadas para evitar a evaporacao total, no bairro
do Distrito industrial, local selecionado por se tratar de uma regido com saneamento
basico precario na cidade. Ap6s o periodo de quatro dias foram recolhidas e o material
coletado transportado até o Laboratorio de Entomologia Médica e Molecular (LEMMol)
localizado no Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Saude (CCBS), Campus | da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As palhetas foram postas para secar
naturalmente por 72 horas e, com o auxilio de um estéreo microscopio lupa binocular,
visualizado a presenc¢a ou néo de ovos.
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Figura 2 — A) Ovitrampa estruturada com duas palhetas do tipo Duratree, 4gua e fermento biolégico
para a coleta de ovos; B1-B3) Ovitrampas instaladas em &rea intra e peridomiciliar.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

2.3 Pressdao seletiva através de diferentes doses de Pyriproxyfen

As palhetas contendo ovos do mosquito foram colocadas em bandejas plasticas
contendo 1 litro de 4gua destilada cada, sob condicbes de laboratério; 27 °C + 2 °C,
umidade de 70% £ 10%, e fotoperiodo de 12-12 h. A selecdo de palhetas foi realizada
aleatoriamente para intensificar a diversidade genética e evitar a consanguinidade.
Em seguida, as bandejas foram cobertas por uma tela de malha fina e alimentadas
com racao para peixe a cada 48h com o proposito de obtencdo das larvas em fase
L3/L4 para a realizagéo do bioensaio (Figura 3).



14

Figura 3 — Palhetas contendo ovos postas em &gua destilada para ecloséo de larvas.

L

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Ao atingir a fase L3 do ciclo biolégico, foram colocadas 30 larvas por recipientes
plasticos de 500ml contendo 200ml de agua destilada, em triplicatas para o controle e
respectivas diluicbes de pyriproxyfen, sob a concentracao inicial da dose diagnéstico
de 0.01ppm indicada pela OMS (Tratamento 0), seguido de cinco diluicbes seriadas
de 1:10 (Tabela 1). Para o controle, foi adicionado 0,5 uL de alcool etilico e utilizado
0,5 pL das diluigdes nos tratamentos TO-T5 para atestar a eficacia de diferentes
concentragfes do larvicida. O experimento foi realizado em delineamento ao caso,
com 0s copos posicionados aleatoriamente. A taxa de emergéncia para cada
tratamento foi avaliada a cada 48h considerando a mortalidade de larvas, pupas ou
surgimento de adultos.

Tabela 1 — Concentragfes de Pyriproxyfen em relacéo a dose diagnostica utilizadas em cada

tratamento.

Tratamentos Diluicao Concentragédo (ppm)
TO C 0,01
T1 15 0,002
T2 110 0,001
T3 120 0,0005
T4 1 30 0,0003333333333
T5 1 40 0,00025

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

2.4 Efeito de diferentes doses de Pyriproxyfen na morfologia dos adultos

Os adultos sobreviventes ao controle e aos tratamentos TO-T5 foram
submetidos a refrigeragdo para alcancar o 6bito sem modifica¢cdes na estrutura das
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asas. Com o auxilio de um estereomicroscopio lupa binocular e uma pinga anatémica
de dissecacdo, as asas foram retiradas, posicionadas em laminas de vidro e
fotografadas no aumento de 4x. Utilizando o software ImageJ para medir
manualmente a altura e largura de ambas as asas de cada individuo e os dados
obtidos separados em grupos, onde cada um foi subdividido em duas categorias,
machos e fémeas (designados M e F, sequencialmente), e disponibilizados em
planilha para excel. Para uma melhor visualizagdo dos dados adquiridos, foi
realizado um célculo de média aritmética simples para sintetizar o comprimento e
largura média das asas dos individuos dissecados.

2.5 Efeito da selecao de resisténcia no Ciclo Bioldgico

Com a obtencéo da dose letal 50 (DL50), foi realizado um segundo bioensaio
com o objetivo de analisar o efeito da selecédo de resisténcia no ciclo biolégico do
Aedes aegypti. O procedimento inicial nessa fase foi semelhante ao adotado no ponto
2.3, contudo, ao atingir a fase L3 do ciclo biolégico, foram colocadas 30 larvas por
recipiente plastico de 500ml contendo 200ml de agua destilada, sendo em quatro
repeticdes para o controle, onde foi adicionado 0,5 uL de alcool etilico, e 30 repeticdes
utilizando 0,5 pL da quinta diluigdo (0.0002 ppm) para a concentracdo da dose
diagnostico (0.01 ppm) de pyriproxyfen (Figura 4 A e B, Tabela 2) em prol da obtencao
de um numero maior de individuos resistentes.

Figura 4 — Bioensaio utilizando a DL50; A) Processo de diluicdo seriada do larvicida Pyriproxyfen &
1% (0.01 ppm) até atingir a 52 diluicdo & 0.0001% (0.0002 ppm). B) Copos apoés a pipetacdo dos
tratamentos utilizados.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Tabela 2 — Volumetria para a diluicdo seriada do larvicida Pyriproxyfen a 1% (0.01 ppm) até atingir a
52 diluicdo & 0.0001%

Volumetria (ml)

Diluicao Alcool Etilico Pyriproxyfen
Solugdo STOCK 1% 1.8 0.2
DL20 0.1% 9 1
DL30 0.01% 9 1
DL40 0.001% 9 1
DL50 0.0001% 9 1

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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A cada 48h foi realizada a contagem de emergéncia, sobrevivéncia e
mortalidade dos adultos e aqueles vivos foi realizado a sexagem e colocados em
gaiolas 30x30x30cm em 2:1 (duas fémeas para um macho) para o controle e DL50,
logo ap6s sendo realizado o primeiro repasto sanguineo com sangue de galinha
(Gallus gallus domesticus) através do Hemotek Membrane Feeding Systems (Figura
6). Aliado a alimentagéo foi disponibilizado continuamente agucar a 10% para garantir
a sobrevivéncia dos individuos.

Figura 5 — Repasto sanguineo através do Hemotek Membrane Feeding Systems.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Apés a realizacdo de cinco repastos foi aguardado o periodo de 24h para
garantir o acasalamento e as fémeas retiradas das gaiolas e isoladas como individuos
em recipientes de 25 ml forrados com algodédo, este umedecido com 5ml de agua
destilada para estimular a oviposicdo e possibilitar a analise de fecundidade (Figura
7). O numero de ovos postos foi contabilizado apos o periodo de 5 dias de isolamento
com o auxilio de um estereomicroscopio lupa binocular (Figura 8) e, logo apés, postos
em agua destilada para atestar a viabilidade dos mesmos.
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Figura 6 — Fémeas isoladas individualmente para facilitar a contagem dos ovos postos.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Figura 7 —Contabiliza¢&o de ovos postos com auxilio de estereomicroscépio lupa binocular.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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2.6 Anélise Estatistica

Para a realizacéo do célculo da eficiéncia de inibicdo da emergéncia na pressao

seletiva do larvicida Pyriproxyfen em cinco concentracdes distintas e na DL50 foi
utilizada a formula de Abbott: IE% = 100(— 100 X ET %/ EC %), sendo IE: Inibi¢éo da
Emergéncia, ET: Emergéncia do tratamento e EC: Emergéncia controle.
Os efeitos na morfologia dos adultos submetidos aos tratamentos foram analisados
por meio do Prism, utilizando o “Kruska wallis test", que consiste em um teste ndo
paramétrico utilizado com trés ou mais amostras diferentes que indica a existéncia de
diferencgas significativas entre os dados.

3 RESULTADOS
3.1 Presséo seletiva através de diferentes doses de Pyriproxyfen

Para determinar a eficacia do pyriproxyfen foram utilizadas cinco concentragdes
com fator de diluigdo 1:10, iniciada pela dose recomendada pela Organizagédo Mundial
da Saude (0,01 ppm). A partir da férmula de Abbott, foi verificado que a populacao de
Aedes aegypti, proveniente da cidade de Campina Grande, permanece suscetivel a
dose de pyriproxyfen utilizada nos programas de controle (0,01 ppm) e ao tratamento
1 (0,002 ppm). Nas concentracbes subsequentes a inibicdo de emergéncia reduz
gradativamente, possibilitando o desenvolvimento de adultos em pleno funcionamento
a partir do Tratamento 5 (0,00025 ppm), onde o percentual de inibicdo de emergéncia
equivale a aproximadamente 40% (39,98%) (Figura 8). Contudo, embora a populacao
expresse resisténcia relativamente alta (60%) ao PYR quando submetidos a DL50, os
individuos emergentes nao possuem grande longevidade.

Devido o T5 consistir na primeira subdose em que os individuos de Ae. aegypti
expressam resisténcia ao larvicida Pyriproxyfen, ao persistirem em vida apés a
emergéncia, a concentracdo desse tratamento foi designada como Dose Letal 50 e
utilizada posteriormente para analises aprofundadas de seus efeitos na fertilidade e
fecundidade dos adultos resistentes.

Figura 8 — Percentual de Inibicdo de Emergéncia (IE) considerando a dose letal recomendada pelo
MS (TO) e suas respectivas diluicdes a 1:10 (T1-T5).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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3.2 Efeito de diferentes doses de Pyriproxyfen na morfologia alar dos adultos

Ao considerarmos os adultos emergentes dos tratamentos utilizados no
primeiro bioensaio, apenas aqueles submetidos a concentracao de 0.0002 ppm (T5)
perseveraram em vida para ocorrer a dissecacao das asas, sendo identificado como
grupo DL50. Os individuos do grupo controle também foram submetidos a dissecacao
para posterior comparacao dos tamanhos através do ImageJ em que foi utilizado como
referéncia para os tamanhos a quantidade de pixels por mm (Figura 9). A partir dos
dados disponibilizados em excel, foi realizado um calculo de média aritmética simples
para sintetizar o comprimento e largura média das asas dos individuos dissecados.

Figura 9— Amostra representativa para o uso do software ImageJ, em que é possivel visualizar a
medi¢do da largura de um individuo do grupo DL50 e subgrupo F.

4 Image! =

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

ajojc|ofl <|#\A|o|o| 4| | f]e|~] | | |=
4 CGT5.F2jpg (G) = O
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Fonte: Elaborada pelo autof, 2022.

Em relacdo ao comprimento das asas, o grupo Controle F possui uma média
de 3.196 mm, Controle M de 2.736 mm, DL50 F 3.302 mm e DL50 M 2.670 mm (Figura
10). Quanto a largura, a média consiste em 746 mm para Controle F, 571mm Controle
M, 761 mm DL50 F e 552 mm DL50 M (Figura 11).
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Figura 10 — Comprimento médio das asas dos adultos dos grupos Controle e DL50 e suas
respectivas subcategorias (F e M).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Figura 11 — Largura média das asas dos adultos dos grupos Controle e DL50 e suas respectivas
subcategorias (F e M).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Em vista disso, através do software Prism, foi realizado o teste ndo paramétrico
Kruska wallis em que foi averiguado provaveis diferencas significativas entre o
comprimento e largura das amostras. Verificou-se que ao comparar 0S grupos
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Controle e DL50 com subcategorias distintas existe diferenca significativa entre as
asas. Contudo, comparar as mesmas subcategorias, Controle F e DL50 F e Controle
M e DL50 M, resultou na inexisténcia de uma diferenca significativa no comprimento
e largura das asas entre os individuos submetidos ao pyriproxyfen e aqueles nao
submetidos (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultados do Kruska wallis test em que foi feita a comparagéo dos grupos Controle F,
Controle M, DL50 F e DL50 M.

Numero de Familias 1
Numero de comparacado por familia 6
Alpha 0,05

Teste de Miltiplas Comparacdes Diferenca de classificagdo média Significancia?

Controle F vs. Controle M 47.93 Sim
Controle F vs. DL50 F -4.95 Néo
Controle F vs. DL50 M 47.43 Sim
Controle Mvs. DL50 F -52.88 Sim
Controle Mvs. DL50 M -5.032 Néo
DL50 F vs. DL50 M 52.38 Sim

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

3.3 Efeito da selecéo de resisténcia no Ciclo Bioldgico

Com a obtencéao da DL50 (0,0002 ppm), um segundo bioensaio foi realizado
para analisar o efeito da selecédo de resisténcia no ciclo biolégico do Aedes aegypiti.
Durante a primeira fase do processo, que consiste na selecéo por PYR, foi realizada
a contagem a cada 48h da emergéncia, sobrevivéncia e mortalidade de pupas e
adultos do controle e tratamento. A partir dos dados obtidos foi utilizado a férmula de
Abbott para atestar a eficiéncia de inibicdo de emergéncia da DL50, sendo observado
gue, para o controle, a taxa de emergéncia dos individuos equivale a 94,95% com
uma taxa de sobrevivéncia de 84,87%, consequentemente uma taxa de mortalidade
de 10,084%. Ja para os individuos submetidos a pressdo do larvicida, a taxa de
emergéncia equivale a 61,0609%. Contudo, ao considerarmos o0s individuos
sobreviventes, visualizamos uma taxa de sobrevivéncia de 16,4785553% e por
conseguinte a taxa de mortalidade corresponde a 44,58% (Figura 12).
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Figura 12 — Taxa de Emergéncia, sobrevivéncia e mortalidade de adultos de Aedes aegypti
submetidos ao controle e a DL50 do larvicida Pyriproxyfen.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Paralelamente a contabilizacdo dos individuos, foi realizada a sexagem dos
adultos emergentes para ocorrer a separacdo dos adultos em gaiolas em prol do
acasalamento e repasto sanguineo. Devido a maior quantidade de fémeas resistentes
ao pyriproxyfen (Tabela 5) foi estabelecido a divisdo de 2:1 (2 fémeas para 1 macho)
em cada gaiola, totalizando inicialmente uma gaiola para controle com 50 fémeas e
25 machos, e uma para os adultos resistentes, com 88 fémeas e 44 machos.

Tabela 4 — Sexagem de individuos emergentes e sobreviventes ao bioensaio.

Controle DL50
Machos Fémeas Machos Fémeas
Emergentes 59 54 246 295
Sobreviventes 50 51 57 89

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022

As alimentacdes foram realizadas com no minimo 48h entre elas e os individuos
sobreviventes contabilizados para permitir a fecundacéo (Tabela 6). Ao fim dos cinco
repastos, 30 fémeas resistentes a DL50 persistiram em vida e, por este fator, apenas
30 fémeas controle foram isoladas para estabelecer um parametro equipedente entre
os dados obtidos.

Tabela 5 — Quantificacdo de individuos adultos sobreviventes no decorrer do processo de repastos
sanguineos.

Controle PYR |
Macho CNT Fémea CNT Macho PYR Fémea PYR
23/12/2022 25 50 44 88
26/12/2022 25 50 30 57
28/12/2022 25 50 20 40
30/12/2022 22 45 17 34
02/01/2023 22 42 11 30

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
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Ao passar de cinco dias de isolamento das fémeas, os individuos foram
retirados dos copos para a contagem dos ovos postos. Verificou-se que, em condi¢cdes
laboratoriais, dos trinta adultos do controle, doze ovipositaram. Em contrapartida,
apenas 2 individuos resistentes realizaram a oviposicéo (Tabela 7). Todos 0s ovos
postos foram colocados em 50ml de agua destilada e, ao fim de 3 dias, todas as larvas
eclodiram, evidenciando uma auséncia de acao ovicida.

Tabela 6 — Quantificacdo de ovos postos por fémea em cada copo quando submetidos a condi¢des de
laboratorio.

Ovos postos Ovos postos

Fémea Controle DL50 Fémea Controle DL50
1 80 60 16 0 0
2 44 0 17 0 0
3 32 0 18 17 0
4 62 0 19 0 0
5 29 0 20 0 0
6 0 56 21 0 0
7 80 0 22 39 0
8 40 0 23 0 0
9 0 0 24 0 0
10 46 0 25 0 0
11 45 0 26 0 0
12 70 0 27 0 0
13 0 0 28 0 0
14 0 0 29 0 0
15 0 0 30 0 0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.
4 DISCUSSAO

O Pyriproxyfen consiste em um larvicida inibidor de crescimento que atua
mimetizando o horménio juvenil natural dos insetos durante as fases larvais e finda
por interferir diretamente na metamorfose e emergéncia dos adultos, podendo ter
efeitos também sobre a fertilidade (FIAZ, 2019; MOURA et al, 2020; PESSOA, 2018).
Trata-se de uma substancia ambientalmente segura, sem acfes carcinogénicas,
teratogénicas ou genotdxicas, com alta efetividade em doses reduzidas, sendo
recomendada no controle de insetos de importancia sanitaria (PESSOA, 2018; WHO
2013). Esse larvicida estd sendo utilizado nos programas de controle vetorial da
dengue desde o ano de 2014, contudo negligéncia durante a aplicacédo do larvicida,
utilizacdo de dose subletal ou 0 uso por longos periodos contribuem para a selecao
de mosquitos resistentes (BRASIL, 2014).

Neste estudo verificou-se que a dose do pyriproxyfen recomendada pela OMS,
na concentracdo de 0,01 ppm, e a sua primeira diluicdo, na concentracdo de 0,002
ppm, apresentou eficiéncia na inibicdo da emergéncia dos adultos, pois averiguou-se
uma mortalidade de 100% ao utiliza-la, contudo a medida que a diluicdo é aumentada
pode ser verificada a diminuicdo da taxa de inibicdo de emergéncia de adultos e,
consequentemente, adultos resistentes que viabilizam a persisténcia da populacéo.
De acordo com os critérios da OMS (WHO, 2013), resultados iguais ou superiores a
98% indicam sensibilidade ao larvicida, e aqueles com menos de 98% indicam
possivel resisténcia. Tendo isto em vista, a partir da segunda diluicdo, com
concentracdo de 0,001 ppm e taxa de inibicdo de emergéncia de 91%, existe a
possibilidade de individuos resistentes.
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No trabalho de Freitas (2020), realizado no estado do Maranhao, obteve-se
resultados similares ao utilizar a dose recomendada pela OMS em bioensaios
laboratoriais e de semi-campo, com uma taxa de inibicdo maior que 98% ratificando a
eficacia do Pyriproxyfen em populacbes divergentes. O estudo de Fonseca e
Colaboradores (2019), produzido no municipio de Itabuna, Bahia, obteve o indice de
mortalidade de 95,1% ao uso do larvicida a 0,01 ppm, demonstrando que embora
ainda apresente uma taxa alta de eficécia, o pyriproxyfen mostra indicios de aumento
de resisténcia nas populacdes testadas.

A relacdo inversamente proporcional do aumento de emergéncia de adultos a
medida que a concentracdo do pyriproxyfen reduz € corroborada pelo estudo de
Moura, Nadai e Corbi (2020), em que foi investigado os efeitos subletais de cinco
concentragbes de pyriproxyfen, sendo as mesmas dilui¢des utilizadas no presente
estudo, porém sob trés temperaturas diferentes, e observaram que os individuos
submetidos ao larvicida em dose sulbletal possuem indice de sobrevivéncia baixo.

Acerca da morfologia alar dos individuos adultos de Aedes aegypti, constatou-
se diferencas significativas entre individuos machos e fémeas, onde as asas das
fémeas possuem o comprimento e largura maior do que as asas dos machos. Essa
diferenca de tamanhos é respaldada pela literatura, onde espécies da familia Culicidae
apresentam dimorfismo sexual em que as fémeas possuem maior desenvolvimento
corpbéreo e, consequentemente, asas maiores, como também antenas pilosas,
contrapondo aos machos com antenas plumosas (COSTA, 2019; SANCHEZ & LIRIA,
2017; LORENZ, C.; VIRGINIO, F. & BREVIGLIERI, E. L., 2018.).

Todavia, ao compararmos as asas dos individuos resistentes ao pyriproxyfen
aos nao submetidos ao larvicida, as diferencas morfoldgicas ndo sao significativas,
demonstrando que a primeiro momento a pressao seletiva de doses subletais do
Pyriproxyfen ndo alteram drasticamente as estruturas alares. Esses resultados sao
corroborados pelo trabalho de Vidal e Suesdek (2011), realizado a partir de quatro
amostras populacionais no municipio de Sédo Paulo, SP, em que verificou-se uma
discrepancia nao significativa da morfologia das asas de Aedes aegypti dentro de cada
populagéo e entre as quatro populagoes.

A fim de analisar o efeito do uso de dose subletal no ciclo biolégico do Aedes
aegypti, com enfoque na longevidade, fertilidade e fecundidade, a DL50 definida no
primeiro bioensaio foi utilizada para promover pressao seletiva e possibilitar a
emergéncia de adultos resistentes para posterior acasalamento. Verificou-se que
neste segundo bioensaio a taxa de inibicdo de emergéncia das larvas submetidas ao
pyriproxyfen possui similaridade com a obtida no primeiro bioensaio (38,94% e39,98%
respectivamente), porém apenas 16,48% (146 individuos, sendo 88 fémeas e 44
machos) sobreviveram e prosseguiram para a realizacao do teste de fertilidade.

Pode ser observado que dos adultos resistentes, apenas 30 fémeas foram

submetidas a isolamento para possibilitar a oviposicdo, onde 2 exemplares
ovipositaram em condi¢Bes laboratoriais. Em contrapartida, das 30 fémeas
provenientes do controle isoladas, 12 ovipositaram, evidenciando reducdo na
fertilidade e fecundidade nos individuos submetidos a DL50. Todos 0s ovos postos,
guando colocados em agua destilada eclodiram, indicando auséncia de acao ovicida.
A reducédo da fertilidade e fecundidade foi visualizada por Harburguer e
colaboradores (2014), onde cepas provenientes da Venezuela foram submetidas a
concentragdo de Pyriproxyfen que possibilitou uma IE de 40% e 20% (DL50) e
verificou-se que na concentracdo de 40% a oviposicdo das fémeas reduz
significativamente quando em comparagdo com 20%, que possuiu resultados
semelhantes aos adultos ndo resistentes. Em ambas as concentragdes 0S 0vos
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eclodiram, corroborando com a hipétese de que dose subletal do larvicida analogo ao
hormonio juvenil permite o prosseguimento de populacdes. O trabalho de Rigby et al
(2021) apresenta resultados similares ao atestar o impacto de doses subletais de
Permetrina, um tipo de inseticida, em populacdes provenientes da Austrdlia e
verificou-se que os individuos resistentes obtiveram a fertilidade e fecundidade
reduzidas igualmente.

5 CONCLUSAO

Ao considerarmos a dose de Pyriproxyfen indicada pela Organizagcdo Mundial
da Saude verificou-se que sua eficacia persiste nas populacées da cidade de Campina
Grande, Paraiba, em condi¢des laboratoriais. Contudo, a medida que a concentracao
do larvicida é diluida a taxa inibicdo de emergéncia reduz paralelamente e, ao atingir
a dose subletal 50, onde ha uma IE de aproximadamente 40%, individuos emergentes
possuem longevidade maior e possibilita 0 acasalamento. Quando em comparacgao
com individuos ndo submetidos ao larvicida, os adultos resistentes dispdem de uma
morfologia de asas similar aos nao resistentes, contudo, uma longevidade, fertilidade
e fecundidade reduzida, atestando que mesmo em doses subletais o Pyriproxyfen
continua contribuindo positivamente para a reducao da populacdo de Aedes aegypiti.
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