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RESUMO

MOURA, L. Controle larvario de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) com
aplicacdo de Pyriproxyfen (Sumilarv 0.5G®): efeitos das variagdes térmicas de
diferentes regifes brasileiras simuladas em laboratorio. 2023. 149 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Carlos, 2023

As doengas transmitidas pelo mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
sdo um grande desafio para as sociedades humanas, especialmente em regides
tropicais. Neste desafio, cabe destacar as populacbes de mosquito que se tornam
resistentes aos inseticidas aplicados para os fins de controle populacional, que
justifica a diversidade de compostos que existem atualmente. Um dos larvicidas desta
variedade é o Pyriproxyfen um analogo do horménio juvenil que age no
desenvolvimento imaturo e previne a emergéncia do mosquito adulto. No Brasil, 0
Ministério da Saude determina a aplicacéo deste larvicida com base na concentracao
preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude (0,01 mg/L) em todo territorio
nacional. Considerando as dimensdes continentais do territério brasileiro, a aplicacao
de uma estratégia nacional desconsidera variacdes regionais de condicdes ambientais
gue podem interferir na eficiéncia do composto. O objetivo da presente pesquisa foi
analisar se variacdes de temperatura simuladas em laboratério para as cinco regiées
brasileiras interferem na eficiéncia do Pyriproxyfen em inibir a emergéncia de adultos
de Aedes aegypti. Para isso, foram feitos experimentos para analisar o efeito
combinado entre cinco concentra¢cdes do Pyriproxyfen (0,0025; 0,005; 0,01; 0,02; 0,04
mg/L) e cinco combinacdes de temperaturas (17 a 26,1 °C para Sul; 20 a 28,5 °C para
Sudeste; 19,5 a 31 °C para Centro-Oeste; 23 a 32,3 °C para Norte e 23 a 30,3 °C para
Nordeste), sendo as mais quentes programadas para o fotoperiodo claro (14 horas de
duracéo) e as mais frias para o fotoperiodo escuro (10 horas de duracao), simulando
os ciclos térmicos diarios). Também foram analisados os efeitos sub-letais do
composto, nas respostas de longevidade e da morfologia alar. De forma geral, as
concentracbes que inibem a emergéncia de 50% da populacdo (IEsp) nédo
ultrapassaram 0,01 mg/L entretanto, nas condicdes mais frias referentes as regides
Sul e Sudeste as |IEso foram trés e duas vezes menor a preconizada pela Organizagao
Mundial da Saude respectivamente. Houve evidéncias de que a sensibilidade dos
organismos testados foi maior nas condicdes térmicas mais frias, simuladas para as
regides Sul e Sudeste (p < 0,05). A longevidade média foi significativamente maior
para 0s mosquitos sobreviventes aos tratamentos em temperaturas mais quentes
(Centro-Oeste). O tamanho dos centroides alares foi maior no tratamento com
temperaturas menores (Sul). Os resultados podem contribuir com o ajuste das
recomendacdes de uso do Pyriproxyfen com base na regionaliza¢éo, considerando as
peculiaridades de temperatura para promover aplicacdo racional do composto e ajudar
na prevencdo do desenvolvimento de populacdes de mosquito resistentes ao
composto.

Palavras-Chave: Temperatura. Culicideos. Reguladores de Crescimento do Inseto.
Controle de Vetores.



ABSTRACT

MOURA, L. Controling Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) larvae with
Pyriproxyfen (Sumilarv 0.5G®): Effects of thermal fluctuation from different
Brazilian regions simulated in laboratory. 2023. 149 p. Thesis (Doctor degree in
Science) — School pf Engineering of S&o Carlos, University of Sdo Paulo, S&o Carlos,
2023.

Diseases transmitted by the mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
are major challenge for human societies, especially in tropical regions. Given this
challenge, it is worth highlighting the development of resistance to insecticides applied
for mosquito population control purposes, which explains the diversity of compounds
that currently exist. One of the larvicides from this variety is Pyriproxyfen, a juvenile
hormone analogue that acts during immature development and prevents the
emergence of the adult mosquito. In Brazil, the Ministry of Health determines the
application of this larvicide based on the concentration recommended by the World
Health Organization (0.01 mg/L) throughout the country. Given the continental
dimensions of the Brazilian territory, the application of a national strategy disregards
regional variations in environmental conditions that may interfere with the efficiency of
the compound. The goal of this research was to analyze whether temperature
variations simulated in the laboratory for the five Brazilian regions interfere with the
efficiency of Pyriproxyfen in inhibiting the emergence of Aedes aegypti adults. Then,
experiments were carried out to analyze the combined effect between five
concentrations of Pyriproxyfen (0.0025; 0.005; 0.01; 0.02; 0.04 mg/L) and five
combinations of temperatures (17 to 26.1 °C for the South; 20 to 28.5 °C for the
Southeast; 19.5 to 31 °C for the Central-West; 23 to 32.3 °C for the North and 23 to
30.3 °C for the Northeast), with the hottest scheduled for the light phase of the
photoperiod (14 hours duration) and the coldest ones for the dark phase (10 hours
duration), simulating daily thermal cycles). The sub-lethal effects of the compound on
longevity responses and wing morphology were also analyzed. In general, the
concentrations that inhibit the emergence of 50% of the population (IE50) did not
exceed 0.01 mg/L. World Health Organization respectively. There was evidence that
the sensitivity of the tested organisms was higher in the colder thermal conditions,
simulated for the South and Southeast regions (p < 0.05). Mean longevity was
significantly higher for mosquitoes that survived treatments in warmer temperatures
(Midwest). The wing centroid size was larger in the treatment with lower temperatures
(South). The results can contribute to the adjustment of recommendations for the use
of Pyriproxyfen based on regionalization, considering the peculiarities of temperature
to promote rational application of the compound and help prevent the development of
mosquito populations resistant to Pyriproxyfen.

Keywords: Temperature; Culicidae; Insect Growth Regulators; Vector Control
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

As doencas transmitidas por artrépodes sdo grandes preocupacdes para a
saude publica no Brasil e no mundo. As doencas causadas por virus vetorizadas
por meio do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762, como a dengue,
merecem destaque: considerando apenas 0 continente americano, a incidéncia
dessa enfermidade aumentou em 30 vezes nos ultimos 50 anos, sendo que
atualmente o Brasil conta com mais da metade dos casos de dengue registrados
nas Américas e, s6 em janeiro e fevereiro de 2023, foram registrados 160 mil casos
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2019; MINISTERIO DA SAUDE,
2023).

A disseminagéo das arboviroses tem carater multifatorial e o crescente numero
de pessoas sob o risco de contaminacédo deve-se a: Mudancgas climaticas, que
favorecem a disperséo dos vetores; A urbanizacdo, que propicia maior variedade
de micro habitats para o desenvolvimento larval e refugio aos mosquitos adultos;
Ao aumento da mobilidade intercontinental, que propicia o transporte acidental de
vetores e de virus para novas localidades e ao crescimento populacional humano
(RYAN et al., 2019).

Com o objetivo de melhorar a capacidade de controle das arboviroses, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) desenvolveu a Resposta Global para
Controle de Vetores para o horizonte temporal de 2017 a 2030, a qual prové
estratégias para os paises reforcarem seus programas de controle de vetores com
foco em quatro pilares: (1) vigilancia epidemiolégica e de vetores; (2) controle de
vetores; (3) engajamento e mobilizacdo social e (4) colaboracéo inter e intra
setoriais (OMS, 2017).

No Brasil, as acGes para controlar as populacdes de Ae. aegypti tém sido
compostas principalmente por controle quimico e mecanico, com objetivo de
reduzir a infestacdo, enquanto as mobilizacdes sociais, gestdo ambiental e
legislacdo ambiental objetivam reduzir as chances de que os ambientes tenham
locais que sejam potenciais criadouros larvais (CAMPOS et al., 2020). Para o
controle quimico, por meio dos inseticidas, 0s compostos disponiveis apresentam
uma variedade de mecanismos de ac¢do que podem ser voltados para o estagio

adulto ou larval do inseto.
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De acordo com Campos et al. (2020) controlar as populagdes dos insetos em
seu estagio imaturo (ovos, larvas e pupa) € mais viavel, considerando que esta
fase do desenvolvimento ocorre em locais especificos e restritos, diferente dos
adultos que podem dispersar rapidamente em outros ambientes exibindo rapida
resposta de fuga. Além disso, os mosquitos adultos oferecem risco direto ao
cenario epidemioldgico, devido a alimentacdo de sangue (hematofagia) das
fémeas, 0 que também contribui com a ideia de que os esforcos de controle
guimico devem ser direcionados as larvas.

No entanto, varios estudos ao longo das ultimas décadas reportaram o
desenvolvimento de populagdes resistentes aos larvicidas e adulticidas usados
nos programas de controle populacional (LUNA et al., 2004; BRAGA; VALLE,
2007; DIAS et al., 2017; MACORIS et al., 2018), principalmente ao temefds, um
organofosforado aplicado extensiva e exclusivamente para controle populacional
do mosquito (GARCIA et al., 2018). Os inseticidas compdem parte da presséo
seletiva aos individuos expostos no ambiente. A aplicacdo intensa por longos
periodos, pode facilitar no desenvolvimento de populacbes de mosquito
resistentes, uma vez que os individuos resistentes tém maior chance de
sobrevivéncia e de reproduzir novos individuos com tal caracteristica. Como forma
de manter a suscetibilidade dos individuos aos inseticidas € recomendada a
utilizacdo rotacionada de compostos, aplicando uma unica classe por um periodo
maximo de quatro anos com posterior reavaliacdo do nivel de suscetibilidade das
populacdes de Ae. aegypti (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2012).

Neste contexto, o Ministério da Saude (MS) (2014) deliberou a substituicdo do
larvicida outrora aplicado (Novaluron) pelo Pyriproxyfen, um analogo do horménio
juvenil cujo modo de acao se da pela inibicdo da emergéncia de mosquitos adultos
(DEVILLERS, 2020). O Pyriproxyfen foi oficialmente aplicado em todo territério
brasileiro até 2018 e este foi substituido, recentemente, por um larvicida natural. A
reavaliacdo do nivel de suscetibilidade neste periodo € importante para delinear
gual composto pode ser aplicado para que se tenha sucesso nas campanhas de
controle, incluindo a reaplicacdo do Pyriproxyfen caso as populacfes permanecam
suscetiveis a esse ingrediente ativo.

Em condicdes laboratoriais e de campo, o Pyriproxyfen tem demonstrado alta
eficiéncia na inibicho da emergéncia dos individuos expostos a baixas

concentragdes, enquanto larvicida granular (HUSTEDT et al., 2020). No entanto
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esses experimentos, ao serem realizados em condi¢cdes controladas, tendem a
desconsiderar a possibilidade de interferéncia pelas variacdes das condi¢des
ambientais (VAN DEN BRINK; KLEIN; RICO, 2017). Uma dessas condicfes € a
temperatura, sendo que sua flutuacao ja é conhecida por influenciar no tempo de
desenvolvimento do mosquito e nas propriedades quimicas do Pyriproxyfen
(SULLIVAN; GOH, 2008; KODAKA et al.,, 2011; CARRINGTON et al., 2013;
DEVILLERS, 2020).

Além da temperatura constante, a variacdo térmica ao longo do dia deve ser
considerada como possivel fator de interferéncia na eficiéncia do larvicida, visto
gue ha influéncia ja relatada na literatura sobre o tempo de desenvolvimento das
larvas (COSTA et al.,, 2010; CARRINGTON et al., 2013) e na dinamica da
ocorréncia de epidemias (ALTO et al, 2008; SIRAJ et al., 2017; GUTIERREZ et
al., 2020).

O MS (2014), seguindo preconizag0des feitas pela OMS, determina a aplicacao
de 0,01 mg/L de Pyriproxyfen em todo o Brasil durante as campanhas da Vigilancia
Epidemiolégica, o que desconsidera particularidades regionais ao longo do
territorio brasileiro. Em trabalhos anteriores, Moura et al. (2021) apontaram que a
eficiéncia do Pyriproxyfen tem relacdo com a temperatura do ambiente, detectando
evidéncia de reducdo da inibicdo de emergéncia de adultos com o aumento da
temperatura. Em um pais de dimensdes continentais como o Brasil, ha grandes
variacfes de temperatura entre as regides, que demonstram cenarios diferentes
mesmo considerando os meses de maior risco das epidemias, entre setembro e
abril.

Dessa forma, a presente tese tem como propésito central analisar como a
variacdo térmica padrdo para as cinco regidées do Brasil podem influenciar na
eficiéncia de controle larvario de Ae. aegypti pelo Pyriproxyfen. A informacédo sobre
amplitude térmica, aplicada aos testes de eficiéncia do larvicida, pode contribuir
com uma compreensdo mais ampla sobre o modo de utilizacdo dos inseticidas de

forma mais estratégica.
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi analisar as diferencas na eficiéncia do larvicida
Sumilarv 0.5G® (Pyriproxyfen) sobre o controle de Aedes aegypti, quando
submetido a variacdes térmicas tipicas das estacdes primavera e verdo, registradas
nas cinco regides brasileiras. Com isso, foi definida a seguinte hipotese:

Hipotese:

A eficiéncia do larvicida € menor em regidées com variacdes de temperaturas diarias
em torno de uma média de temperatura mais alta se comparadas as regides com

variacOes de temperaturas em torno de uma média mais baixa.

Objetivos especificos:

e Determinar as variacfes térmicas para cada regidao do Brasil a serem
aplicadas nos testes de eficiencia do larvicida Sumilarv 0.5G®
(Pyriproxyfen);

e Analisar o efeito combinado entre variacbes térmicas e diferentes
concentracgdes do larvicida Sumilarv 0.5G® na mortalidade de larvas de
Aedes aegypti;

e Analisar o efeito residual do larvicida Sumilarv 0.5G®, em cada regido
termicamente simulada;

e Determinar e analisar a longevidade dos mosquitos sobreviventes as
diferentes variacfes térmicas e concentracdes de larvicida;

e Avaliar alteracdes, em tamanho e simetria, na morfologia alar de fémeas
e machos.

e Caracterizar o Pyriproxyfen apdés tratamento térmico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aedes aegypti: aspectos biolégicos e ecoldgicos
3.1.1 Aedes aegypti e sua domesticacao

Nas ultimas décadas, o aumento e consequente expansdo das sociedades
humanas na ocupacao dos territérios levou a supressao do habitat de outros seres
vivos, decorrente da transformacgéao do ambiente (BROWN et al., 2014). Deste cenério,
existem duas principais possibilidades: a extincdo da espécie, devido a supressao de
seu habitat, e a domesticacdo ou sinantropismo resultante da convivéncia entre a
espécie em associacao préxima com os humanos. Quando este segundo caso ocorre,
considerando insetos hematofagos, o resultado pode ser desastroso (POWELL;
TABACHNICK, 2013). A consequéncia, quando acontece a transi¢cao de zoofagia para
antropofagia, € a maior probabilidade de transmissao de patdgenos aos humanos que
outrora estavam restritos a outros hospedeiros vertebrados, favorecendo o salto
evolutivo de alguns virus (HASSELL et al., 2017). Esses insetos que se alimentam de
sangue em algum momento do ciclo de vida muito frequentemente desenvolvem
preferéncia pelo sangue mais disponivel: o dos humanos. Este foi 0 caso para a
espécie Aedes aegypti (HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001; POWELL;
TABACHNICK, 2013; SOGHIGIAN et al., 2020).

O Aedes aegypti € uma espécie de mosquito da Classe Insecta, Ordem Diptera,
pertencente a Familia Culicidae. O ciclo de vida do Ae. aegypti € holometabolo (i. e.
apresenta metamorfose completa), compreendendo quatro estagios: ovo, larva, pupa
e adulto. Os estagios larvais e de pupa sao aquaticos enquanto o estagio adulto é
terrestre, conforme ilustrado pela Figura 1 (RUPPERT; FOX; BARNES, 2003).
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Figura 1: Ciclo de vida do Aedes aegypti

AduHo | Larva: 4 estadios

I

—— Estagio aqudatico
Pupa —— Estdgio terrestre

Fonte: Autoria propria (2022)

O Ae. aegypti existe em duas subespécies: a subespécie domeéstica,
encontrada fora do continente africano (Ae. aegypti aegypti) e seu ancestral simpatrico
que habita a Africa subsaariana (Ae. aegypti formosus) (GLORIA-SORIA et al., 2016;
TCHOUASSI et al., 2022). Dados genéticos sugerem que a origem da espécie ocorreu
nas ilhas do Oceano Indico e dispersou-se para o continente Africano ha cerca de
85.000 anos atras, posteriormente dispersando dentro das savanas africanas
(SOGHIGIAN et al., 2020).

A subespécie doméstica Ae. aegypti derivou-se de uma pequena populacéo
de Ae. formosus a partir de isolamento geogréafico no norte do continente africano
durante uma seca severa que se iniciou na regido do Saara ha, aproximadamente,
4000 anos atras (TABACHNICK, 1991). A hipotese é a de que a paisagem arida
contribuiu com a selecdo de individuos com comportamento doméstico. As
comunidades humanas, a época nébmades, tinham o hébito de armazenar agua devido
este ser um recurso escasso em meio ao deserto. Tal armazenamento favoreceu a
persisténcia e dispersdo dos Ae. formosus que, com as geracdes e 0 isolamento,
tornou-se uma nova espécie utilizando deste armazenamento artificial de agua como
criadouro (TABACHNICK, 1991).



29

Com a expansao do mercado global e aumento do transporte intercontinental,
0 Ae. aegypti teve sua dispersdo favorecida para outras regides tropicais e
subtropicais. No Brasil, a espécie chegou pelo transporte acidental com as
embarcacdes dos colonizadores portugueses a partir do trafico humano de africanos
escravizados, entre os séculos XV e XVIII (GUBLER, 2011; POWELL; TABACHNICK,
2011; ZARA et al., 2016). Tal transporte foi efetivo na introducéo da febre amarela na
regido tropical das Américas. Durante os séculos XVIII e XIX, relatos de doenca similar
ao que se conhece hoje como a Dengue foram feitos (GUBLER, 2011; RODHAIN,
2022). Corroborando com tais relatos, houve também evidéncias de circulacdo dos 4
sorotipos da dengue em outros primatas na Asia e na Africa. Notavelmente, o sorotipo
DENV-2 se estabeleceu nas Américas antes de emergir na Asia, sendo também o
primeiro arbovirus a ser isolado nas Ameéricas (GUBLER, 2018, 2011; VASILAKIS et
al., 2011; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017;)

Com a expanséao e intensificacdo da urbanizacdo ao longo dos séculos, a
espécie exotica tornou-se invasora com alta capacidade adaptativa, favorecendo a
disperséo e dificultando o controle populacional. Os ambientes urbanos oferecem
grande diversidade de criadouros devido desde a configuracdo do ambiente,
composto por estruturas construidas com brechas capazes de reter agua, como o
comportamento das sociedades humanas, por exemplo considerando o avanco da
industria automobilistica que envolve intenso e extenso comércio de pneus, 0s quais
sdo potenciais criadouros do mosquito (GUBLER, 2011; WILKE et al., 2020;
MOHAMMADI et I., 2022). Neste sentido, diversas sao as caracteristicas da histéria

de vida do mosquito que o tornam bem sucedido no ambiente urbano.

3.1.1 Aspectos ecologicos de Aedes aegypti relacionados ao seu

sucesso nos ambientes urbanos enquanto espécie invasora

Os adultos de Ae. aegypti sdo facilmente identificAveis por suas caracteristicas:
escamas alternadas entre brancas e escuras, desenho em forma de lira composto por
escamas branco-prateadas e um escudo recoberto por escamas mais escuras, 0 que
pode ser observado por meio da Figura 2 (REY, 2001). Nesta espécie, o dimorfismo
sexual € bem demarcado, sendo principalmente observado pelas diferencas

morfolégicas nas antenas, visto que a antena das fémeas € pilosa enquanto a antena
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dos machos € plumosa. Além disso, as fémeas sdo maiores e apresentam pecas
bucais adaptadas do tipo sugador picador.

A fecundidade e fertilidade das fémeas sao cruciais na estrutura populacional
dos mosquitos, que impacta diretamente na quantidade de prole viavel resultante.
Nesse sentido, € importante considerar os machos e seus parametros bioecolégicos
como fatores interferentes no cenario epidemioldgico (OLIVA; DAMIENS; BENEDICT,
2014). Para os machos, caracteristicas como tamanho corporal, idade e longevidade
e, capacidade de deteccéo de fontes de seiva sdo determinantes para o sucesso do
acasalamento (PONLAWAT; HARRINGTON, 2009; BELLINI et al., 2014; JESUS;
REISKIND, 2016; SASMITA et al., 2019).

Figura 2: Vista dorsal do térax de um Aedes aegypti adulto

Fonte: Genilton Vieira (Instituto Oswaldo Cruz)

O sistema de acasalamento em mosquitos compreende todo atributo
fisiol6gico, comportamental e ecolégico que conduzem ao encontro de machos e

fémeas até a copula, inseminacao e fertilizacdo (LEES et al., 2014).
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O acasalamento € precedido pela localizacdo da parceira que normalmente
requer comportamento epigamico apropriado para atracdo da fémea (OLIVA,
DAMIENS; BENEDICT, 2014). Em relagdo ao comportamento, os machos da espécie
Ae. aegypti sdo capazes de acasalar em qualquer periodo do dia, sendo que o pico
de acasalamento ocorre durante a tarde associado aos sinais de hospedeiros
humanos (LEES et al., 2014).

Os mosquitos, de ambos os sexos, alimentam-se de seiva elaborada enquanto
apenas a fémea realiza o repasto sanguineo para maturacdo dos ovarios, com
preferéncia em humanos para este tipo de alimentacdo (COSTANZO et al., 2015;
DIAS, 2015). Embora seja conhecimento popular que as fémeas se tornam infectadas
a partir da hematofagia em um vertebrado contaminado com algum arbovirus
compativel, recentemente observou-se a transmissao venérea entre 0S mosquitos e a
transmisséo vertical por meio de ambiente contaminado com particulas virais, ambos
para o virus Zika (PEREIRA-SILVA et al., 2018; DU et al., 2019).

Dissimilar a outros insetos hematofagos, Scott et al. (1993) identificaram que a
fémea de Ae. aegypti pode se alimentar de sangue mais de uma vez em um mesmo
ciclo gonotrdfico, caracteristica denominada discordancia gonotroéfica. A frequéncia de
alimentacao, no entanto, € correlacionada positivamente com a condicéo térmica do
ambiente, com maior frequéncia de alimentacdo em ambientes mais quentes se
comparados com a periodicidade observada em ambientes mais frios (SCOTT et al.,
2000).

Apés a hematofagia, as fémeas repousam, realizam a digestdo e em seguida
buscam locais para oviposicdo. A deposicdo dos ovos € feita nas paredes dos
criadouros, préximos a lamina d’agua, com preferéncia por superficies escuras e/ou
sombreadas (WONG et al.,, 2011; PRADO et al., 2017). As fémeas do mosquito
apresentam comportamento de oviposicdo aos saltos (skip-oviposition), no qual elas
distribuem os ovos em multiplos criadouros em um Unico ciclo gonotréfico
diferentemente de outras espécies que tendem a depositar todos 0s ovos em um Unico
recipiente (REINBOLD-WASSON; REISKIND, 2022). Este comportamento favorece a
dispersdo enquanto também facilita a fuga por meio do voo.

3.1.2 Morfologia alar e morfometria geométrica

As asas dos mosquitos sdo estruturas rigidas e planas, nas quais forcas

musculares transmitidas pelas suas bases interagem com forgas inerciais e
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aerodindmicas geradas no movimento responsavel pelo voo (COMBES; DANIEL,
2003). As asas sao compostas por um padrdo de venacdo que garantem suporte as
asas e conduzem a circulacdo de hemolinfa, sendo que seu padréo e arranjo séo
espécie-especificas (COMBES; DANIEL, 2003; SENDAYDIEGO; TORRES;
DEMAYO, 2013).

As asas sao estruturas biologicamente simétricas, isso significa que ha
repeticdo das partes em diferentes posicdes e orientacdes entre si (KLINGENBERG,
2015). A simetria € uma caracteristica frequente nos seres vivos, pois em geral requer
menor gasto energético do que alternativas assimétricas, sendo também uma
caracteristica adaptativa (GRAHAM et al., 2010). Entretanto, o desenvolvimento do
organismo ndo € totalmente deterministico e alguma pequena variacdo aleatéria
inerente pode produzir mudancas a partir da simetria perfeita esperada entre as asas
direita e esquerda sendo que tal variacdo na simetria ndo é uma caracteristica
herdavel (KLINGENBERG, 2003; DUJARDIN, 2008) . Alem disso, pequenas variacdes
na simetria podem ocorrer como resposta ao estresse ambiental. Considerando o
cenario em que uma perturbacdo ambiental seja originalmente uma fonte de estresse,
se recorrente, torna-se recorrente ao desenvolvimento dos organismos, passando a
nao ser mais um agente de instabilidade ao desenvolvimento ao longo das geracdes
(GRAHAM et al., 2010). Mosquitos que sobreviveram a exposi¢cado de concentracdes
subletais de larvicida durante o desenvolvimento larvario podem apresentar algum
grau de assimetria nas asas, 0 que pode comprometer 0 voo e, consequentemente,
outros parametros do ciclo de vida (MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2000;
ARAMBOUROU et al., 2012; ALVES et al., 2020LEYTON RAMOS et al., 2020). Um
desses parametros é o acasalamento em que, segundo Nadai et al. (2021) a
frequéncia de batimento de asas entre machos e fémeas modulam-se durante o
acasalamento bem sucedido e, no caso de asas assimétricas, a frequéncia de
batimento de asas pode ser comprometida.

O tamanho das asas esta diretamente relacionado com o tamanho corporal do
mosquito, sendo esperado que insetos maiores tenham asas proporcionalmente
maiores (LOUNIBOS et al., 1995; ARMBRUSTER; HUTCHINSON, 2002). Variacdes
térmicas tém uma relacdo direta com o tamanho dos organismos, sendo um efeito
conhecido como Regra de Bergmann, de acordo com a qual os organismos maiores
serdo encontrados em ambientes mais frios enquanto os menores serao proprios de

regidbes mais quentes (JAMES, 1970). Experimentalmente, essa regra pode ser
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estendida para seres ectotérmicos como os insetos, relatados por Atkinson (1994),
demonstrando em diversos estudos posteriores como insetos menores S&o
resultantes de ambientes mais quentes (BOZINOVIC et al., 2013; JULIANO et al.,
2014; PRICE et al., 2015; RYAN et al., 2019; GUTIERREZ et al., 2020). De forma
complementar, o tamanho das fémeas é diretamente relacionado com os niveis de
fecundidade e fertilidade, que sdo fatores impactantes no cenério epidemiolégico
(BRIEGEL, 1990; ARMBRUSTER; HUTCHINSON, 2002; NORGAARD et al., 2022).

A variabilidade no tamanho das asas € também influenciada por outros fatores
abidticos como salinidade da agua nos criadouros, disponibilidade e qualidade do
alimento durante o desenvolvimento e por competicdo intraespecifica durante o
desenvolvimento larval (JIRAKANJANAKIT et al, 2007; DUJARDIN, 2008;
SENDAYDIEGO; TORRES; DEMAYO, 2013; LORENZ et al, 2017,
STEINWASCHER, 2018, 2020).

Até o presente, ndo existem ou sdo raras as metodologias de estimativas
diretas sobre o tamanho corporal de mosquitos. Assim, 0s estudos que se valem
dessa métrica utilizam de aproximacéao passivel de ser inferida por meio de medidas
de tamanho alar (LOUNIBOS et al., 1995; NORGAARD et al., 2022). Da mesma forma,
a caracterizacdo morfolégica de estruturas tdo complexas como as asas sao dificeis
e influenciadas pela subjetividade, o que frequentemente enfraguece analises
comparativas (LORENZ; SUESDEK, 2020). Dessa forma, conforme ressaltam Lorenz
e Suesdek (2020), a morfometria geomeétrica € uma ferramenta util que permite a
sistematizacdo da percepcéo e quantificacao das variacdes da forma e tamanho entre
os individuos (ADAMS; ROHLF; SLICE, 2004). Além disso, ao utilizar estruturas
bidimensionais, como as asas, nas técnicas de morfometria geométrica tendem a
reduzir os erros manuais de digitalizacdo (DUJARDIN, 2008).

Considerando que diversos tracos nos mosquitos adultos séo reflexo da forma
em que os organismos se desenvolveram durante a fase larval, o estudo das variagdes
fenotipicas pode ajudar entomologistas e gestores a detectar populacfes locais de
vetores com potenciais caracteristicas importantes no controle de epidemias
(DUJARDIN, 2008; REISKIND; ZARRABI, 2012; SENDAYDIEGO; TORRES;
DEMAYO, 2013; LEYTON RAMOS et al., 2020; LORENZ; SUESDEK, 2020; PRADO
et al., 2022)
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3.1.3 Desenvolvimento larval de Aedes aegypti

A fase larval do mosquito apresenta, ao todo, quatro estadios (I a IV instar). O
desenvolvimento desses estadios varia conforme as condi¢des ambientais, mas em
média, a fase de desenvolvimento das larvas dura entre seis e oito dias, em condi¢des
ideais (CHRISTOPHERS, 1960; CLEMENTS, 1992).

As larvas se alimentam de material particulado, que podem ser fragmentos de
vegetais, bactérias, fungos e algas, havendo evidéncias na literatura de que as larvas
ingerem ativamente diversos micro-organismos, que sao posteriormente digeridos
principalmente pela enzima beta-1, 3 glucanase (KHAWALED; COHEN; ZARITSKY,
1992; AVISSAR; MARGALIT; SPIELMAN, 1994; SOUZA et al., 2016; ZELLER;
KOELLA, 2016). A enzima digestiva beta-1,3 glucanase € uma proteina pertencente
a familia 16 das hidrolases glicosidicas que é produzida pelas larvas tornando-as
capazes de digerir hemiceluloses fungicas e vegetais, o que contribui para explicar a
aptiddo generalista dessa espécie para diversos criadouros artificiais (GENTA et al.,
2009; SOUZA et al., 2016, 2019).

O comportamento de alimentacdo das larvas é difuso, podendo ser tanto
filtradoras passivas quanto forrageadoras ativas no criadouro, a depender do tipo de
alimento disponivel no ambiente (SOUZA et al., 2016). Apesar de serem generalistas,
a quantidade e o tipo de alimento disponivel para as larvas tém influéncia direta no
tempo de desenvolvimento larval e nas caracteristicas que o individuo vai exibir em
seu estagio adulto. Por exemplo, larvas de Ae. aegypti que se alimentam de
enterobactérias tornam-se adultos com asas menores e com menor atividade
antibacteriana na hemolinfa do que aqueles mosquitos que se alimentaram de
bactérias do género Rhizobium durante a fase imatura (DICKSON et al., 2017).

Para além de criadouros preenchidos com aguas “limpas” (i.e.: livre de matéria
organica de quaisquer fontes), as larvas de Ae. aegypti conseguem se desenvolver
em aguas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Ha, na literatura, registros
de desenvolvimento larval desta espécie em efluentes domésticos, tanques sépticos,
efluentes de reatores anaerdébios de estacfes de tratamento de esgoto e urina
humana (BESERRA et al., 2009; BURKE et al., 2010; CHITOLINA et al., 2016; DU et
al., 2019). As larvas tém uma estrutura morfoldgica chamada sifdo respiratério na
porcdo posterior de seu corpo, 0 que permite a obtencdo de oxigénio atmosférico

(Figura 2). Essa é uma caracteristica que possibilita que os individuos se desenvolvam
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em ambientes com maior carga organica, devido ao fato de dependerem menos do
oxigénio dissolvido do meio se comparadas as larvas de mosquitos de outras espécies
gue nao tém essa morfologia, como por exemplo, Chironomus sancticaroli. Além
disso, a carga organica presente em efluentes, quando em cargas moderadas,
propicia fonte nutricional para as larvas se desenvolverem até o estagio de pupa
(CHITOLINA et al., 2016; DU et al., 2019).

Figura 3: Larva de Aedes aegypti com 9 dias de idade
vista sob magnificacdo de 15x

Fonte: Autoria propria (2021)
OBS: circulo vermelho destacando o sifao respiratério

A mudanca de estadio até a fase de pupa é mediada principalmente por meio
de dois hormdnios: o esteroide 20-hidroxiecdisona (20E) e o horménio juvenil (HJ)
(composto por sesquiterpenos aciclicos) (DUBROVSKY, 2005). O esteroide 20E é
secretado no prototorax e nas glandulas ventrais, com funcao principal na sinalizacao
para o processo de metamorfose, promovendo alteracbes das expressdes génicas
gue estdo ligadas a morte de células obsoletas, mitose, diferenciacdo de tecidos
imaginais e sintese e formacdo de quitina para nova cuticula (RIDDIFORD, 2012;
SUBRAMANIAN; SHANKARGANESH, 2016). Durante esse processo, o horménio
juvenil (HJ) inibe a ativagcdo dos genes que desencadeiam o desenvolvimento de

caracteristicas adultas, o que permite o acumulo de nutrientes durante a fase imatura



36

para posterior uso metabdlico na emergéncia do mosquito adulto (RIDDIFORD, 2012;
SUBRAMANIAN; SHANKARGANESH, 2016). O HJ é sintetizado e secretado pelas
corpora allata, que sdo compostas por um par de glandulas endécrinas com conexdes
nervosas com o cérebro (NORIEGA, 2004). Ao final do quarto e ultimo estégio larval,
as corpora allata responsaveis pela biossintese de HJ atrofiam-se e cessam a
liberacdo desse horménio no corpo da larva, permitindo a metamorfose para o estagio
de pupa e, posteriormente, fase adulta (RAMASEHADRI, 2012; SUBRAMANIAN;
SHANKARGANESH, 2016).

A massa critica minima que a larva deve ganhar durante o estagio larval para
engatilhar os mecanismos de metamorfose é atingida quando a larva de IV instar esta
com 24 horas de idade, em média (NORIEGA, 2004). Quando a larva atinge essa
massa critica, as corpora allata sdo desativadas, o que diminui as titulacdes de
horménio juvenil, facilitado pela HJ-esterase, uma enzima catabolica (RIDDIFORD,
2012; JINDRA et al., 2021). A auséncia de HJ estimula a secregcéao de ecdisterdides
pelas glandulas prototoraxicas e o aumento do ecdisterdide estimula a larva a parar
de comer e se preparar para a pupacao. A secrecao de ecdisteroides pelos tecidos e
os titulos deste horménio na hemolinfa diminuem quando as larvas no IV instar tém
entre 48-52 h de idade, momento em que estdo proximas a pupacao, e aumenta
drasticamente nas pupas (TELANG; FRAME; BROWN, 2007). Durante a fase adulta,
a dindmica hormonal entre ecdisterdides e HJ sdo importantes para outros processos

fisiologicos responsaveis pela reproducao.

3.1.4 Aspectos reprodutivos de Aedes aegypti adultos

As fémeas adultas geralmente obtém nutrientes a partir de trés fontes: reservas
energéticas provenientes da nutricdo durante o estagio larval, néctar ou seiva derivada
de vegetais e proteina sanguinea. Processos metabdlicos em mosquitos, 0os quais
constantemente reagem as variacdes nutricionais como resposta as demandas
energeéticas, relacionam-se diretamente com o desenvolvimento folicular durante o
amadurecimento do ciclo reprodutivo (ZHU; NORIEGA, 2016).

O ciclo reprodutivo das fémeas adultas pode ser dividido em duas etapas: a
pré-vitelogénica (logo apdés a emergéncia, sendo o primeiro ciclo) e a vitelogénica

(apb6s hematofagia), durante as quais as fémeas passam por dramaticas mudancas
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em alimentacdo, alternando entre consumo de néctar (aglcares) e consumo de
sangue (proteinas), respectivamente (ROY et al., 2016).

Muito embora as concentracdes de 20E e HJ sejam imprescindiveis para as
mudas e metamorfoses no estagio larval, a dindmica entre esses hormonios também
revela importantes efeitos no amadurecimento reprodutivo durante a fase adulta das
fémeas em diferentes etapas dos dois ciclos. As corpora allata que outrora atrofiaram-
se ao final do estagio imaturo reativam-se concomitantemente & emergéncia da fémea
adulta, o que permite que o HJ possa ser biossintetizado novamente (ZHU; NORIEGA,
2016).

O HJ é essencial durante a etapa previtelogénica. Durante esta etapa ocorre o
amadurecimento da fémea para a reproducao por meio da preparacdo dos tecidos
envolvidos para a posterior producdo dos ovos. Nesse processo, ha a proliferacéo de
células biossintéticas nas células do corpo gorduroso e a separacdo de células
foliculares ovarianas para permitir que as moléculas precursoras do vitelo atinjam o
o6cito maduro (IOSHINO, 2013; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2015).

Imediatamente apds a emergéncia da fémea adulta, um mecanismo de
sensibilidade engatilha a biossintese de alatotropinas, que sdo peptideos que
estimulam a sintese de HJ junto com outros precursores (NORIEGA, 2004). Por
exemplo, a presenca mutua de alatotropinas e farnesol em fémeas tenerais aumentou
em 17 vezes a biossintese de HJ se comparadas as fémeas que secretaram apenas
farnesol ou apenas alatotropinas (LI et al., 2003). O mecanismo de sensibilidade
envolvido na producéo de alatotropinas esta diretamente relacionado com o estado
nutricional da fémea: a biossintese do peptideo e, consequentemente, do HJ s6 ocorre
caso as reservas nutricionais sejam adequadas (NORIEGA, 2004).

Nas fémeas tenerais, 0 aumento gradativo de concentracédo de HJ na hemolinfa
sinaliza o fim da metamorfose e inicia 0 processo de maturacdo reprodutiva
(HAGEDORN, 1994). As fémeas emergem com foliculos pré-vitelogénicos com
tamanho médio de 40 um que crescem até o tamanho de 100 um durante o intervalo
entre 24 a 48 horas mediado pelo HJ (RIVERA-PEREZ et al., 2014).

Niveis de HJ tendem a ser altos nas fémeas bem nutridas no primeiro dia de
emergéncia e permanecem altos especialmente em adultas alimentadas com sucrose
(SHAPIRO et al., 1986; CAROCI et al., 2014). Rivera-Perez et al. (2014)
demonstraram que o pico de concentracdo do HJ nas fémeas ocorre apos 12 horas

decorridas desde sua emergéncia. Neste periodo, o HJ controla diretamente a
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alocacao de nutrientes nos ovarios, o que permite o crescimento dos foliculos e que,
posteriormente na etapa vitelogénica, h& influéncia nas quantidades de proteina
disponivel para formacédo dos ovos (CLIFTON; NORIEGA, 2011). Ap6s 60 horas da
emergéncia, a fémea bem nutrida completa o desenvolvimento previtelogénico e
entdo se inicia um breve periodo de pausa, durante o qual a fémea se alimenta
exclusivamente de néctar até encontrar um hospedeiro (CLEMENTS, 1992; RAIKHEL
et al.,, 2005). Nesta etapa, as reservas de sucrose sao importantes devido alta
demanda energética da fémea pela busca de um hospedeiro.

Conforme a fémea busca por um hospedeiro, os niveis de HJ diminuem
lentamente e, apls alimentar-se de sangue, ha uma reducédo drastica dos niveis de
HJ devido atividade da esterase com conversdo em outros metabolitos hormonais
(SHAPIRO et al., 1986). A partir da ingestao de sangue inicia-se o periodo vitelogénico
em que a hematofagia induz o cérebro a secretar o hormonio ecdisteroidogénico
ovariano (OHE) (VOGEL; BROWN; STRAND, 2015). Esse hormonio estimula os
ovarios a biossintetizar ecdisona e libera-la para a hemolinfa, que a transporta até o
corpo gorduroso, onde ocorre a conversao da ecdisona em 20E (HAGEDORN et al.,
1975; IOSHINO, 2013).

Durante a vitelogénese, o 20E controla a sintese de proteinas precursoras do
vitelo no corpo gorduroso e a progressao da oogénese nos ovarios (RIKHEL et al.,
2005). Hernandez-Martinez et al. (2015) afirmaram que os niveis de HJ caem
drasticamente durante as primeiras trés horas apos a hematofagia e alcanca as
menores concentracdes desse hormdnio apds 24 horas da alimentacdo de sangue,
conforme ilustrado por meio da Figura 4. A reducéo dos niveis de HJ na hemolinfa
acontece devido a inativacao das corpora allata durante esse periodo (LI et al., 2003).

O final da vitelogénese € caracterizado pelo fim da sintese das proteinas
precursoras do vitelo, quando os foliculos maduros secretam a capsula protetora do
ovo (cérion) antes de se degenerarem, dando origem aos ovos maduros (IOSHINO,
2013; VALZANIA et al., 2019). Uma Unica fémea pode dar origem entre 80 a 120 ovos
por cada evento de oviposicado (VALZANIA et al., 2019). O fim da vitelogénese ocorre
cerca de 30 horas ap6s a hematofagia, periodo no qual os niveis de 20E caem
drasticamente a niveis basais e 0 HJ passa a subir novamente, para estimular o

crescimento dos foliculos secundarios (AHMED et al., 2020).
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Figura 4: Representacé@o esquematica da dindmica hormonal nos eventos do primeiro ciclo
reprodutivo de fémeas de Aedes aegypti
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Fonte: Adaptado de Roy et al. (2016) com dados de Zhu e Noriega (2016); Hagedorn (1975) e
Shapiro (1986)

O sucesso reprodutivo que garante a manutencao da populacdo de mosquitos
depende, portanto, de diversos fatores ambientais que refletem no sucesso dos
processos fisiolégicos das fémeas. As fémeas precisam viver o suficiente para que a
maturacdo ocorra, uma vez que todo o processo depende das cascatas hormonais ao
longo dos dias. A disponibilidade de fontes de alimentagéo de acucar e de hospedeiros
sdo fatores importantes nesse processo. As condicbes ambientais, em sua
complexidade e flutuacdes, podem influenciar tanto positivamente quanto
negativamente. Um ambiente que contenha residuos de Pyriproxyfen pode ter
influéncia no desenvolvimento reprodutivo do mosquito, considerando que esse
composto é o analogo do mesmo hormonio juvenil (HJ), que se liga estavelmente nos
receptores dos sesquiterpenos.

Ahmed et al. (2020) demonstraram que a exposi¢cao ao Pyriproxyfen foi efetiva

em reduzir a capacidade reprodutiva de fémeas adultas. O Pyriproxyfen comprometeu



40

o desenvolvimento dos foliculos primarios enquanto ativou prematuramente 0s
foliculos secundarios. A absorcao de Pyriproxyfen acima dos niveis normais de HJ
estimula a deposicéo de proteinas precursoras do vitelo antes que a maturidade dos
foliculos estivesse completa, o que reflete em comprometimento da formacdo dos
ovos na etapa da vitelogénese (AHMED et al., 2020). Sendo assim, mesmo quanto as
larvas atingem o estagio adulto, o Pyriproxyfen tem o potencial de induzir a
esterilizacdo das fémeas muito embora ndo possa ser conferido como uma forma

efetiva de controle populacional, até 0 momento.

3.2 Reguladores de crescimento do inseto

O regulador de crescimento do inseto atua no organismo de forma a inibir ou
acelerar um processo regulatorio crucial ao seu desenvolvimento natural (SIDDALL,
1976; JINDRA; BITTOVA, 2019). Inseticidas dessa classe nao necessariamente
implicam toxicidade direta aos individuos expostos, mas tém seu impacto na producao
de anomalias fisiologicas e/ou morfologicas. Essas anomalias prejudicam o
desenvolvimento de aspectos do ciclo de vida do animal (e.g. emergéncia,
reproducao) resultando em morte do individuo como consequéncia (MULLA, 1995).
Diferentes compostos pertencentes a essa classe podem apresentar distintos
mecanismos de inibicdo ao desenvolvimento do inseto e, dessa forma, é necessaria
aplicacdo adequada do composto de acordo com o alvo de controle. Um exemplo
disso sdo os compostos que inibem a sintese de quitina (e.g. Novaluron e
Diflubenzuron), os quais séo efetivos para aplicacdo em todos os estadios larvais das
fases imaturas de mosquitos (OMS, 2005). Existem também os compostos que atuam
como os analogos de hormoénios juvenis 0s quais, por sua vez, sdo adequados aos
Gltimos estadios larvais do mosquito (SIDDALL, 1976).

O Pyriproxyfen, da classe dos analogos de hormdnios juvenis, € um éter
aromatico baseado na piridina que age mimetizando os HJ, impedindo o
desenvolvimento do individuo para a fase adulta, resultando em morte de pupas ou
geracao de adultos com deficiéncia (JINDRA; BITTOVA, 2019).

Conforme descreveram Sullivan e Goh (2008), as moléculas que compdem o
Pyriproxyfen apresentam alta estabilidade, principalmente por se tratar de um

composto que apresenta estrutura molecular ciclica. Segundo orienta¢des técnicas
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publicadas pelo Ministério da Saude (2014), a concentracdo recomendada do uso de
Pyriproxyfen é de 0,01 mg/L, em conformidade com a concentracdo preconizada pela
OMS (2005, 2016).

Ao passo que determinado agente quimico pode ndo causar letalidade a
populacdo como um todo, o desenvolvimento larval em criadouro contaminado por um
larvicida pode refletir em mudancas para alguma caracteristica biolégica do mosquito
como custo metabdlico de sobrevivéncia. Como exemplo, Muturi et al. (2011)
apontaram que Ae. aegypti adultos sdo vetores mais competentes se estes foram
expostos, durante o desenvolvimento larval, a doses subletais de inseticida. Este
efeito é decorrente da mortalidade de larvas menos aptas a metabolizar o composto
guimico, 0 que como consequéncia resulta em maior disponibilidade de recursos para

as larvas sobreviventes e gera fémeas maiores (MUTURI; ALTO, 2011).
3.3Influéncia da amplitude térmica na ocorréncia de epidemias

A transmisséo de doencas veiculadas por Ae. aegypti ocorre por meio de um
processo dinamico e espaco-temporal, o qual é afetado por multiplos fatores
envolvendo vetores, patégenos e humanos. Quanto a influéncia aos vetores, fatores
ambientais como a qualidade da agua (BESERRA et al., 2009; CHITOLINA et al.,
2016), a disponibilidade e quantidade de matéria organica nos criadouros (COURET;
DOTSON; BENEDICT, 2014) e, a suscetibilidade dos criadouros as chuvas
(VALDEZ; SIBONA; CONDAT, 2018), sdo exemplos de condi¢cdes que afetam
diretamente as taxas de sobrevivéncia, desenvolvimento e suscetibilidade dos
organismos as infec¢des pelos virus. Dentre os fatores ambientais, a temperatura
tem grande potencial de influéncia nesse processo, seja diretamente por refletirem
em mudancas nos aspectos de desenvolvimento dos mosquitos e capacidade
vetorial destes, como indiretamente por mudancas na vegetacao e caracteristicas da
superficie, como a disponibilidade de criadouros para oviposicdo (MISSLIN et al.,
2016).

No ambiente natural a temperatura ndo permanece constante, mas oscila em
torno de uma minima durante a noite e um maximo durante o dia, sendo que tal
variacdo ocorre em torno de uma média (CARRINGTON et al., 2013). De acordo com
Gutiérrez et al. (2020), a variacdo térmica, junto a disponibilidade de alimento, é um
dos fatores ambientais que mais afeta o tamanho, longevidade e capacidade vetorial

dos mosquitos. Mudangas na taxa de crescimento e tempo de desenvolvimento,
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associadas a temperatura, podem resultar em diferengcas significativas na
capacidade vetorial devido a alteracbes no metabolismo de lipideos (ARRESE;
SOULAGES, 2010). Neste sentido, Misslin et al. (2016) observaram que 0s
mosquitos vivem mais e sdo mais propensos a se tornarem infectados quando em
ambientes com amplitudes térmicas moderadas e médias de temperaturas altas, as
quais sao tipicas das esta¢des com alta taxa de transmissao.

Os ciclos diarios de temperatura, junto a outros fatores, também estao
associados ao padrao de distribuicdo desta espécie no mundo, sendo encontrada
especialmente nas regides tropicais (DICKENS et al., 2018). As mudancas
climaticas, caracteristicas pelas previsées de aumento nas médias de temperaturas
globais, representam ameaca na dispersao desta espécie para regiées sub-tropicais,
uma vez que com o aumento da temperatura se amplie as condi¢des favoraveis para
o0 estabelecimento dessa espécie (TRAJER, 2021; SINGH; PANDE; DHIMAN, 2022;
WINT et al, 2022). Com populagdes humanas muito suscetiveis aos virus
transmitidos pelo Ae. aegypti, a disperséo e persisténcia do mosquito nessas novas
regides temperadas trara grande ameaca para ocorréncia de epidemias e pandemias
(RYAN et al., 2021; XU et al., 2022). Sendo assim, as temperaturas do ambiente sé&o
fatores do ambiente imprescindiveis em serem consideradas na ocorréncia de
epidemias causadas pelos arbovirus transmitidos pelo Ae. aegypti.

O Brasil possui uma vasta area, com extensao territorial superior a 8,5 milhdes
de km2 (IBGE, 2013) a qual compreende diversas caracteristicas ambientais e
climaticas. Ao longo do territério brasileiro, os perfis de temperatura séo divergentes
por influéncia de fatores ambientais diferentes e por influéncia de sua posicéo
geografica compreendendo duas faixas latitudinais distintas: tropico de Capricornio
e Linha do Equador. As regifes mais proximas da Linha do Equador tendem a
apresentar temperaturas mais altas.

Segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Saude (2018), entre 2017
e 2018 as regifes Nordeste e Centro Oeste corresponderam aos maiores nameros
de casos provaveis de dengue para o periodo (103.153.000 e 120.316.000
respectivamente). Esses dados convergem com as observacfes apresentadas por
Andrioli et al. (2020) que destacaram a maior frequéncia e incidéncia de dengue na
regido Centro Oeste considerando o horizonte temporal de 1990 até 2017, o que
demonstra que essa tendéncia ndo é recente (444,8 casos para cada 100 mil

bY

habitantes). Essas regifes também sdo correspondentes a altas temperaturas
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médias e amplitudes térmicas moderadas nos periodos da primavera e verao
(INMET) (2018), o que pode ser correlacionado com as taxas reprodutivas e
capacidade vetorial do mosquito (MUTURI e ALTO, 2011; CARRINGTON, 2013).

E importante ressaltar que, por mais que seja possivel estabelecer uma
relacdo direta entre fatores limitados, a dindmica das epidemias é multifatorial. A
ineficiéncia da politica de residuos sélidos, a movimentacao constante de pessoas
infectadas que possibilita a expansdo geogréafica dos sorotipos, o inadequado
abastecimento de agua para a populacdo ocasionando a necessidade destas em
estocar este recurso em recipientes “inadequados” e a rapida mutacédo e adaptacéo
tanto do mosquito quanto dos virus evidenciam o carater multifatorial das epidemias
e da prosperidade destas ao longo dos anos (GUBLER, 2011).

Considerando tal complexidade do tema, explorar como a amplitude térmica
atua sobre a eficiéncia do larvicida junto ao desenvolvimento do inseto ira fornecer
subsidio para melhorar a compreensao desse fator para a dindmica de ocorréncia
das doencas como um todo, dentro do contexto de utilizacdo de larvicidas para
controle populacional. Esta contribuicdo é possivel pois a inclusdo de um estressor
ambiental nos experimentos para determinacdo do efeito de um composto toxico
prové uma medida mais realista da sensibilidade dos organismos (PROCTOR et al.,
2017). No ambiente natural, os efeitos e o0 modo de acdo de um determinado
composto podem depender ndo apenas da concentracdo e dos mecanismos de
toxicidade, mas também das condicbes ambientais apresentadas (NOYES et al.,
2009).

3.4Variacdo térmica e aplicacéo de inseticidas

A temperatura do ambiente exerce influéncia no tempo médio para
desenvolvimento das larvas e na longevidade de adultos de Aedes aegypti
(GUTIERREZ et al., 2020). De forma mais precisa e consistente com o proposito deste
plano de pesquisa, a amplitude térmica também influencia em caracteristicas
importantes da espécie. Carrington et al. (2013) encontraram que, para amplitudes
térmicas de 8 °C em torno da média de 26,4 °C , houve aumento na sobrevivéncia das
larvas quando comparadas as larvas que se desenvolveram em ambiente com

temperatura constante de 26 °C. Em contrapartida, os autores verificaram efeitos
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negativos a respeito da sobrevivéncia quando os organismos foram submetidos a
amplitudes térmicas maiores.

Em estudos avaliando efeitos combinados entre o estresse por Pyriproxyfen e
variagdes na temperatura do ambiente em Chironomus riparius (Diptera: Culicidae),
Tassou e Schulz (2012) encontraram diferenca relacionada a sensibilidade do
organismo dentro de um desvio de 4 graus em torno da temperatura de 20°C, sendo
0S organismos mais sensiveis a 24°C do que a 16°C. Para Aedes aegypti, 0 aumento
da temperatura de 25 °C para 30 °C refletiu em uma reducdo significativa da
sensibilidade das larvas ao Pyriproxyfen, demonstrando um efeito inverso dos
resultados encontrados para outra espécie de mosquito (MOURA; DE NADAI; CORBI,
2020).

Portanto, avaliar a sensibilidade dos organismos ao larvicida em condi¢cbes de
diferentes amplitudes térmicas com base nas variagdes observadas nas diferentes

regides brasileiras pode gerar resultados complementares.

4. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos descritos foram realizados no Laboratério de Ecologia de
Ambientes Aquaticos (LEAA), na Universidade de Sao Paulo, Campus Séo Carlos e
no Laboratorio de Medicina Regenerativa, Quimica Medicinal e Biopolimeros da
Universidade de Araraquara. A metodologia dos bioensaios foi padronizada e
adaptada conforme protocolo da OMS (2005, 2016). As populacdes de Ae. aegypti
utilizadas nesse trabalho foram originadas a partir de uma populacao estabelecida em
laboratorio, provenientes de uma colecdo da linhagem Rockefeller de 1996. Os ovos
foram cedidos gentilmente para a realizacdo do presente trabalho pela empresa ASR
(Analytical and Scientific Research), localizada na cidade de Chargueada, no estado
de Séo Paulo. As desovas foram mantidas em potes de plasticos secos e tampados,
com temperatura controlada em incubadora (26°C + 2) e umidade relativa em 70% =+
5%, ambas condi¢cdes monitoradas por meio de termohigrémetro digital, de forma a

induzir a ecloséo dos ovos somente quando fosse ser realizados os testes.
4.1 Determinacédo das temperaturas experimentais

A definicdo das variacdes térmicas que foram aplicadas aos experimentos para
simular termicamente as regides brasileiras foi realizada a partir da Base de Dados

Meteorolégicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP) do Instituto Nacional de
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Meteorologia (INMET) (2022). No BDMEP, foram selecionados dados das estacdes
convencionais de todas as capitais dos estados brasileiros com excecdo do Amapa,
pois ndo havia dados disponiveis para este estado. Adicionalmente, foram amostradas
aleatoriamente dados de mais trés cidades para cada estado, cuja localizacédo esta
disposta no Apéndice A. Com essa base de dados, foram utilizadas as temperaturas
maximas e minimas correspondentes as estacfes da primavera e verdo no Brasil
(entre os meses de setembro a margo), considerando um horizonte temporal de 30
anos (entre 1988 e 2018). Para cada regido, para todos os registros selecionados para
temperaturas maximas e para minimas foi calculada a média, sendo essa uma
adaptacdo dos métodos realizados por Gutiérrez et al. (2020) considerando a
realidade no territorio brasileiro. O resultado do calculo das médias contendo as
temperaturas médias para as maximas e minimas pode ser observado por meio da
Tabela 1. Pontos atipicos foram desconsiderados dos calculos.

Tabela 1: Valores médios para temperaturas maximas e minimas
calculadas para cada regido brasileira

Regido °C méxima °C minima
Centro-Oeste 31 19,5
Nordeste 30,3 23
Norte 32,3 23
Sudeste 28,4 20
Sul 26,1 17

Fonte: Autoria propria (2022)
4.2 Pyriproxyfen: ingrediente ativo e composicao

Para realizacdo dos bioensaios, foi utilizado o inseticida comercializado sob o
nome de Sumilarv 0,5G® sintetizado originalmente pela empresa Sumitomo
Chemical Co® (Osaka, Japao). O Sumilarv 0,5G® é formulado em areia de origem
vulcanica (pedra-pomes ou pumice) com um surfactante que determina a lenta
diluicdo do produto na agua com concentracdo de 0,5% de ingrediente ativo
(Pyriproxyfen) (SUMITOMO CHEMICAL, 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
O composto utilizando no presente trabalho foi doado gentilmente pela Vigilancia
Epidemiolégica da cidade de Araraquara, Sado Paulo, e suas principais

caracteristicas estao dispostas na Tabela 2.



46

Tabela 2: Caracteristicas quimicas do Sumilarv 0,5G®.

Caracteristica Descricao

Formula empirica C20H19NOs3

2-[1-Methyl-2-(4-

Nomenclatura phenoxyphenoxy)ethoxy]pyridine

Porcentagem de Pyriproxyfen no produto

0
comercial Sumilarv 0,5G (grau de pureza) 0,5%
Massa molecular relativa 321,4 g/mol
Numero CAS 95737-68-1

Fonte: Sumitomo Chemical (2012) e Sigma-Aldrich (2022).

Para ensaios de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) também foi utilizado o material certificado de referéncia, composto por alto grau
de pureza de Pyriproxyfen (99%) (Figura 5) sintetizado pela Sigma-Aldrich®. Ambos
compostos foram mantidos ao abrigo da luz, sob temperatura constante 20 £ 2 °C. Os
gréaficos das leituras e transmissdes das bandas foram feitos pelo software Origin.

Figura 5: Composi¢fes de Pyriproxyfen aplicadas nos experimentos. a) Embalagem do
Sumilarv 0,5G. b) Embalagem do Pyriproxyfen de alta pureza

——
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100g
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Fonte: Autoria prépria (2022)

4.3 Caracterizagéo térmica do Pyriproxyfen

Amostras contendo 1 mg de Pyriproxyfen de alta pureza (Sigma-
Aldrich®) foi determinada com balanca analitica e disposta em vidro de relégio,

como mostrado pela Figura 6, submetidos a quatro diferentes temperaturas em
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estufa. A escolha das temperaturas foi baseada nas temperaturas maximas
referentes a cada média de temperatura calculada para cada regido (Tabela 1),
com o objetivo de avaliar se ha respostas de degradacéo térmica nos intervalos

experimentados.

Figura 6: Amostras de soluto de Pyriproxyfen (pureza 99%)
para serem expostos a quatro diferentes temperaturas.

Fonte: Autoria propria (2022)

Os vidros de relégio contendo as amostras de Pyriproxyfen foram
envolvidos em papel aluminio antes de serem colocados dentro da estufa, para
isolar as amostras de qualquer possivel interferéncia luminosa. Este
procedimento foi repetido para diferentes tempos de exposicdo (10, 15 e 20
dias) nas temperaturas de interesse (26, 28, 30 e 33 °C). Apds os tempos de
exposi¢cdo, as amostras foram submetidas a analise por espectroscopia na
regido do espectro de infravermelho por transformada de Fourier (Agilent Cary
360 FTIR®, Figura 7) para registrar o padrédo de transmissdo de radiacdo
infravermelha entre as amostras. O mesmo procedimento foi realizado com

amostras de Sumilarv 0,5G®.
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Figura 7: Equipamento utilizado para leitura de espectrometria de infravermelho por transformada de
Fourier. a) vista superior do equipamento; b) Equipamento com sensor em contato com uma amostra
de Pyriproxyfen de alta pureza

5. Agilent Technologies
Cary 630 FTIR

Fonte: Autoria prépria (2022)

4.4Criacao e aclimatacao das larvas de Aedes aegypti

A criacdo das larvas foi feita em laboratorio a partir da eclosdo dos ovos, fixos
em papel poroso como substrato a oviposi¢ao (Figura 8). Para induzir a eclosao
dos ovos, 1 cm? de desova foi submerso em 1 litro de agua potavel em pote plastico

contendo 1 g de Saccharomyces cerevisiae (MP Biomedicals).
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Figura 8: Desova de Aedes aegypti (Rockefeller) fixa em papel poroso

Fonte: Autoria propria (2019)

Apbs 24 horas da imersao da desova, 20 larvas foram contadas e alocadas em
potes contendo 250 ml de 4gua e 64 mg de S. cerevisiae como fonte nutritiva
(correspondendo a 3,2 mg por larva) (Figura 9). A cada dois dias, novo alimento
foi adicionado até que as larvas estivessem entre o Il e IV instar compreendendo
até 5 eventos de adicdo de alimento, em média. Foi respeitada a quantidade
maxima de 16 mg de S. cerevisiae por larva durante todo o desenvolvimento
interestadios, quantia sugerida como ideal para o crescimento larval de acordo
com Souza et al. (2019).

A quantidade padronizada de larvas por pote foi mantida durante toda a
manutencdo das criagcdes até a montagem de experimentos com exposi¢cao do
larvicida para evitar estresse por competicdo intraespecifica (STEINWASCHER,
2018). Os potes das criacbes foram rotacionados diariamente para evitar
probabilidade de efeito da posicdo (GUTIERREZ et al., 2020).
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Figura 9: Representacdo esquematica da indugéo a eclosdo de ovos e criagdo das larvas de
Aedes aegypti antes dos experimentos

250 ml
n=20

Fonte: Autoria propria (2022)
Criado com BioRender.com

Os potes com as criagcdes foram mantidos em incubadora (Eletrolab,
Modelo EL212/4 LED) em fotoperiodo programado para 14 horas claro: 10
horas escuro (simulando o padrédo de fotoperiodo que ocorre durante as
estacdes de primavera e verao), seguindo recomendacfes de Costanzo et al.
(2015) (Figura 10).
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Figura 10: Potes contendo as criagcdes de Aedes aegypti dentro de incubadora

Em sincronia com o fotoperiodo, foram programadas as
temperaturas calculadas de acordo com as regides sendo que a temperatura
mais alta foi programada para o fotoperiodo claro enquanto a mais baixa foi
programada para o periodo escuro. Caso algum pote apresentasse algum grau
de turbidez, como exemplificado pela Figura 11, a 4gua era trocada e novo

alimento foi adicionado, conforme recomendacdes da OMS (2017).
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Figura 11: Agua turva contendo larvas de Aedes aegypti

Fonte: Autoria propria (2021)

4.5 Bioensaios utilizando simulacfes térmicas regionais
4.5.1 Preparacao da solucdo de Sumilarv 0,5G.

As concentracfes de Pyriproxyfen aplicadas nos experimentos utilizando as
larvas foram escolhidas a partir de uma concentracdao de referéncia (0,01 mg de
ingrediente ativo por litro), sendo esta preconizada tanto pela OMS quanto pelo MS
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; OMS, 2005; 2017). Dessa forma, além da
concentracdo de 0,01 mg/L, foram utilizadas duas concentracfes abaixo de 0,01 mg/L
(0,0025 mg/L e 0,005 mg/L) e duas concentracdes acima desta (0,02 mg/L e 0,04
mg/L). Para derivar as concentracdes finais dos experimentos, foi feita uma solucéo-
estoque com concentracdo conhecida de 5 mg/L de Pyriproxyfen a partir do Sumilarv
0,5G®. Esta solucéo-estoque foi feita a partir da trituracdo manual de 0,5 g de produto
em cadinho de porcelana utilizando pildo, para aumentar a superficie de contato pela
reducdo dos granulos do composto. Na sequéncia, foi depositado em Erlenmeyer com
capacidade para 500 ml com &gua de torneira e dissolvido em agitador magnético
(Corning PC-420D®) durante uma hora a 360 rotagcdes por minuto (rpm), sob a

temperatura maxima de interesse do experimento como exemplifica a Figura 12.
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Figura 12: Preparacao da solucdo-estoque de Pyriproxyfen utilizando
Sumilarv 0,5G®, com agitador magnético na temperatura de 30 °C,
maxima representativa para simulacdes referentes a regido Nordeste

Fonte: Autoria propria (2021)

A solucéo permaneceu em repouso durante 24 horas para permitir diluicdo do
ingrediente ativo dentro da incubadora programada com as condi¢cdes térmicas de
interesse do experimento de simulacdo regional, envolta em papel aluminio para
abrigar da luz. Em seguida, a solucao foi agitada novamente por um periodo de 30
minutos antes da preparacdo dos experimentos, seguindo recomendacfes de
Sihuincha et al. (2005) e Mbare et al. (2013).

4.5.2 Ensaios de inibicdo de emergéncia de adultos

Grupos de 20 larvas ao final do Il instar e/ou inicio do IV instar de Ae. aegypti
foram submetidas a 250 mL de solugdo contendo Pyriproxyfen em béqueres com
capacidade de 500 mL, mantendo a altura da coluna d’agua entre 5 a 10 cm. Essa
recomendacao é importante para que ndo houvesse mortalidade das larvas devido
possivel dificuldade em alcancar a superficie para obter oxigénio atmosférico,
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seguindo as recomendacdes do Protocolo desenvolvido pela OMS (2016). Os
béqueres foram cobertos com um pedaco de tecido tule, preso por elastico, de forma
a permitir a entrada de ar atmosférico aos potes e evitar evasao de mosquitos adultos,
como demonstrado na Figura 13.

Figura 13: Unidade experimental dos testes para inibicdo de
emergéncia de adultos de Aedes aegypti expostos ao Pyriproxyfen

Fonte: Autoria prépria (2021)

Em cada experimento, cada concentracdo foi composta por cinco réplicas. Ao
inicio de cada experimento, as larvas foram realimentadas com 64 mg de S. cerevisiae
(3,2 mg por larva), sendo o alimento reposto a cada dois dias, cessando alimentacéo
guando haviam apenas pupas (SOUZA et al., 2019). Em cada nova adicéo de alimento
fora subtraido 3,2 mg de levedura para cada pupa presente na unidade experimental,
pois considerando que pupas nao se alimentam, haveria potencial acimulo de matéria
organica no ambiente. Paralelamente, cinco réplicas com as mesmas condi¢des foram
atribuidas ao experimento controle, sendo este composto apenas por 250 ml de agua
da torneira e levedura como fonte de alimento. Os experimentos controle também
foram compostos por 20 larvas em cada réplica.

As unidades experimentais foram monitoradas diariamente, com remocé&o e

descarte das larvas e pupas mortas ou moribundas (i.e.: que ndo respondiam a
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estimulos feitos com a pipeta Pasteur). Os experimentos foram considerados
finalizados quando todos os individuos presentes nas unidades de controle emergiram
com éxito para o estagio adulto. A Figura 14 sumariza as condi¢cdes aplicadas nos

experimentos para cada simulagdo regional.

Figura 14: Resumo geral do desenho experimental adotado
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Fonte: Autoria propria (2019)

4.5.3 Bioensaios para avaliacéo de efeito residual do Sumilarv® 0,5G.

Considerou-se como efeito residual, a capacidade de um composto em manter
sua letalidade a populacao alvo por um determinado periodo de tempo, neste caso,
aferido pela inibicdo de emergéncias médias diarias (REGAZZI, 2003). Para este
objetivo, utilizou-se de trés periodos de aclimatacdo da solucdo-estoque nha
incubadora: apds 10 dias, apds 15 dias e apds 30 dias. A solucao-estoque foi mantida
durante os referidos periodos em Erlenmeyer (500 ml), envolto em papel aluminio de
forma a isolar possivel efeito de degradacéo pela luminosidade da incubadora, como

ilustrado pela Figura 15. Os experimentos utilizando a solugdo-estoque mantida a
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longo prazo na incubadora seguiram o mesmo procedimento experimental descrito na

subsecao 4.5.2.

Figura 15: Solugéo-estoque de Pyriproxyfen mantido na incubadora

para os experimentos avaliando efeito residual

Fonte: Autoria prépria (2021)

4.6 Longevidade de mosquitos adultos sobreviventes ao Pyriproxyfen

Durante as manutencdes diarias, os mosquitos emergidos das unidades
experimentais de controle e 0s sobreviventes aos tratamentos com Pyriproxyfen foram
removidos dos béqueres com o auxilio de um sugador entomoldgico. Os individuos
foram transferidos para potes de plastico secos (de dimensdes 11,25 x 8,55 x 3,6 cm),
sendo separados entre machos e fémeas e respeitando o limite de 5 mosquitos por
pote, para evitar efeitos de competicédo. Os potes foram cobertos por tecido tule preso
por elastico, em cima do qual foi disposto um tubo Eppendorf com capacidade para 2
ml preenchido por solu¢do agucarada (concentracdo de 10% v/v) e tampado com
pedaco de algoddo a ser embebido para alimentacdo dos individuos, conforme

ilustrado na Figura 16.
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Figura 16: Exemplo do método de criagcdo dos mosquitos adultos para analise de longevidade

Fonte: Autoria prépria (2021)

A solucéo acgucarada foi trocada diariamente enquanto o algodao foi trocado a
cada dois dias, para evitar a proliferacdo de fungos. Os mosquitos mortos foram
retirados diariamente durante a manutencao dos experimentos e foram inseridos em
microtubos (Eppendorf®), preenchidos com alcool isopropilico para conservacdo dos
espécimes para a etapa de analises morfométricas.

4.7 Analise de dados

Os resultados dos experimentos de exposicao das larvas ao Pyriproxyfen e de
efeito residual do composto foram tabulados conforme propor¢do de inibicdo de
emergéncia de adultos e foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
no software Statistica (TIBCO, 2022). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA
para testar a hipotese de que ha diferencas na eficiéncia do larvicida e se ha reducéo
no efeito residual do larvicida em funcéo do tempo sob os diferentes regimes térmicos,
considerando a = 0,05. Também foi aplicada ANOVA para testar a hipétese de que as

concentragbes do larvicida tém mudancas na sua eficiéncia considerando as
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diferentes temperaturas. Para comparac¢des multiplas, foi aplicado o teste post hoc de
Tukey. Os testes estatisticos foram realizados por meio do software Statistica (TIBCO,
2022). Adicionalmente, para cada tratamento, as concentracdes que inibem a
emergéncia de adultos em 50% da populagcéo (IEso) foram calculadas e as curvas
dose-resposta foram construidas com o software R Studio (R Core Team, 2022),
empregando o pacote ec50estimator (Alves, 2022). Os resultados dos experimentos
de longevidade foram analisados por meio da aplicacdo da Regressao de Cox para
analise de sobrevivéncia, para testar a hipétese de que mosquitos sobreviventes a
concentracgdes de larvicida vivem menos do que mosquitos provindos do experimento
controle. Resultado da regressao de Cox foi representado graficamente pela curva de
sobrevida pelo método de Kaplan-Méier, com software Statistica (TIBCO, 2022). Para

todos os testes estatisticos foi considerado o nivel de significancia a=0,05.
4.8 Morfometria geomeétrica
4.8.1 Consideracdes gerais e analise de tamanho

As asas foram removidas do torax de cada individuo com auxilio de um estilete
entomologico e montadas entre lamina e laminula para microscopia, com
discriminacao entre asas direitas e esquerdas do mesmo individuo (Figura 17). Para
facilitar a visualizacdo dos pontos anatdmicos, o excesso de escamas de cada asa foi
removido com auxilio de um pincel de cerdas macias antes de fixa-las em lamina para
microscopia.

Na sequéncia, imagens das asas foram obtidas por meio de fotografia digital
(extensdo jpeg) utilizando maquina fotografica acoplada em microscopio optico (Nikon
— Eclipse E200), com magnitude de aumento em 40X. As imagens foram digitalizadas
com a devida escala e orientacdo de posicdo da asa por meio do software TsView

Digital Imaging.
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Figura 17: LAminas montadas com asas de fémeas
sobreviventes a 0,0025 mg/L de Pyriproxyfen

Fonte: Autoria prépria (2021)

Foi escolhido um conjunto de 18 pontos anatémicos do tipo 1 com base nas
metodologias de Jirakanjanakit et al. (2007) e Lorenz et al (2017) como pode ser
observado na Figura 18. Considerando a possibilidade de erros manuais durante a
digitalizacao, foi realizado um teste de repetibilidade no qual dois pontos anatdémicos
de uma mesma asa sao registrados seis vezes. Neste teste, um dos pontos deve ser
de dificil identificacdo visual e o outro, de facil identificacio de acordo com
recomendacdes de Lorenz e Suesdek (2013). Tal teste € realizado no software
Statistica (TIBCO, 2022), de acordo com protocolo preconizado pela Sociedade
Americana para Controle de Qualidade (ARNQVIST; MARTENSSON, 1998; IAIG,
1999)

Confirmando-se a confiabilidade por meio do teste de repetibilidade, o conjunto
de pontos anatdomicos em cada asa foi digitalizado por meio do software tpsDig2
(ROHLF, 2004). Cada ponto recebe uma coordenada posicional no plano cartesiano
bidimensional (VIRGINIO-FONSECA, 2018). O conjunto de coordenadas foi
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agrupado, de acordo com o sexo e tratamento de cada individuo, utilizando o software
tpsUtil (ROHLF, 2004).

Figura 18: Posi¢éo dos pontos anatdmicos na asa esquerda de Aedes aegypti

Fonte: Autoria propria (2022)

Em seguida, os conjuntos de dados foram utilizados como base para diferentes
andlises em morfometria, utilizando de diferentes softwares. Para a anélise de tamanho,
realizada por meio do calculo de tamanho do centroide (TC), a base de dados contendo
apenas as asas esquerdas foi submetida ao software tpsRelW por onde foram obtidos
os valores, em pixels, do tamanho do centroide de cada asa. Esses valores foram

multiplicados pelo fator de escala indicado pelo software tpsDig2 de forma a quantificar
a medida em milimetros (Figura 19).
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Figura 19: Fator de escala utilizado nas conversfes no tpsdig
para as coordenadas posicionais dos pontos anatdmicos das asas
<! tpsDig2 ver. 2.32 64 bits: *fd81_0.01_suljpg
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Fonte: Autoria propria (2022)

Os dados dos tamanhos do centroide foram convertidos em milimetros e
comparados entre amostras por meio do teste ANOVA, dentro de cada condicao
testada referente as simulacfes térmicas das regides. Para os testes ANOVA, foi
considerado o nivel de significancia de a=0,05. Quando significativo, realizou-se na
sequéncia o teste post hoc de Tukey para comparacdes multiplas nas diferencas.
Resultados graficos do tamanho do centroide das populacdes foram elaborados com
o software Origin (ORIGINLAB, 2020).

4.8.2 Analise de assimetrias alares flutuante e direcional

Considerando a hipotese de que o estresse ambiental resulta em assimetria
alar como custo de sobrevivéncia as concentracfes do larvicida, analisou-se a
ocorréncia de assimetria alar bilateral em machos e fémeas nas diferentes condi¢bes
analisadas. Para isso, as asas direitas e esquerdas de cada individuo foram
agrupadas de acordo com as concentracdes de larvicida e condi¢cdes térmicas

simuladas pra cada regido por meio do software tpsUtil e comparadas nessa analise.
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O conjunto de dados integrados foi submetido a superimposigéo de Procrustes
utilizando o software MorphoJ (KLINGENBERG, 2011), para remover componentes
de variacao que ndo fazem parte da variavel de forma (tamanho, posi¢cao e orientacéo)
(KLINGENBERG, 2015). Pontos atipicos foram removidos das bases de dados antes
da execucao do teste.

Em seguida, os dados foram submetidos a ANOVA de Procrustes, que testa a
diferenca entre a posicdo dos mesmos pontos, porém de lados distintos: direito e
esquerdo. O célculo usa como base a distancia de Procrustes, a qual computa a soma
dos desvios quadréticos sendo entdo compativel & ANOVA tradicional e especifica
para o presente conjunto de dados (KLINGENBERG, 2015).

Aplicou-se a ANOVA de Procrustes, considerando a=0,05 para assimetria
direcional e flutuante, com o software MorphoJ (KLINGENBERG, 2011).

4.8.3 Analise da forma alar com variaveis candnicas

A andlise de variaveis candnicas (AVC) € uma técnica multivariada que agrupa
as diferencas entre as amostras a partir de variaveis latentes (MONTEIRO & REIS,
1999). As variaveis canonicas (VC) foram obtidas e analisadas por meio do software
MorphoJ 1.07a, para cada conjunto de dados referente ao sexo e condi¢cao térmica
analisada, validadas pelo teste de permutacdo (10.000 repeticbes). Entre as VC
observadas para cada comparacao, foram consideradas a primeira e a segunda (VC1
e VC2) por serem as variaveis mais informativas sobre a forma (MONTEIRO & REIS,
1999). A representacdo do morfoespaco de acordo com as VC foi realizada com o
software MorphoJ 1.07a em graficos de dispersao.

As distancias de Mahalanobis (dM) foram utilizadas na avaliacdo do grau de
diferenca relativa entre as amostras. As dM correspondem a distancia euclidiana em
um espaco multidimensional e sdo derivadas da AVC, calculadas também pelo
software MorphoJ 1.07a. Os valores de p foram considerados dentro do critério de
significancia em 0,05 para comparacao das dM entre as amostras.

O efeito da alometria foi estimado com regressdo multivariada entre as
coordenadas de Procrustes e o tamanho do centroide, com teste de permutacao
(10.000 repeticdes) por meio do software MorphoJd 1.07a, considerando significancia
de 0,05. Os valores preditos pela regressao também foram submetidos a nova AVC

para avaliar o grau de dissimilaridade entre as amostras sem o efeito alométrico,
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comparando-se as dM recalculadas para estimar o efeito do tamanho sobre a forma
das asas comparadas.

Todas as analises morfométricas de tamanho e forma também foram realizadas
com os individuos dos experimentos controle para comparar o efeito isolado das

temperaturas nas simulacdes térmicas das regides brasileiras.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Experimentos de toxicidade cronica para avaliagdo da eficiéncia de
Pyriproxyfen no controle de larvas de Ae. aegypti em simulacdes térmicas
regionais do Brasil

De forma geral as larvas nos experimentos utilizando as condi¢des térmicas
simuladas para a regido Nordeste (NE) se desenvolveram mais rapido, o que
consequentemente diminuiu o tempo de duracdo dos experimentos nessa condicdo
(Tabela 3). Em contrapartida, as condi¢cdes experimentais para a regiao Sul (S)
corresponderam ao tempo mais longo de desenvolvimento das larvas, sendo o dobro
do observado nas condi¢cfes da regidao NE. Embora os experimentos ndo tenham sido
repetidos pelo mesmo numero de vezes, a quantidade de larvas expostas em cada
unidade amostral foi de 20 larvas em todas as condi¢des e repeticdes, mantendo o
mesmo padréo de respostas para evitar interferéncia de competicdo intraespecifica
(STEINWASCHER, 2018, 2020).

Tabela 3: InformagBes gerais e descritivas da duracéo (em dias) dos experimentos de exposi¢cdo das
larvas a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen em diferentes condi¢cdes simuladas para as regifes

brasileiras

Regibes Numero de ex Dé?fmde?nto Desvio

9 experimentos F()média) padrédo
Sul (de 17 a 26,3 °C) 4 10,5 2,19
Sudeste (de 20 a 28,4 °C) 4 8,2 1,3
Norte (de 23 a 32,3 °C) 3 8 0,8
Nordeste (de 23 a 30,3 °C) 3 5 0,95
Centro-Oeste (de 19,5 a 31 °C) 5 7 1,6

Fonte: Autoria prépria (2022)
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A sensibilidade dos organismos foi maior conforme o tempo de exposi¢éo ao
larvicida, sendo observadas entdo as taxas mais altas de inibicdo de emergéncia (IE)
nas simulacfes para a regido S (tempo médio de exposicdo de 10,5 dias), cuja menor
taxa foi de 60% em resposta a menor concentracao de Pyriproxyfen aplicada (0,0025
mg/L). A distribuicdo descritiva da inibicdo de emergéncia dos mosquitos adultos para
cada condicao experimentada pode ser observada na Figura 20. Cabe ressaltar que
ndo ha barra de erro na concentracdo de 0,04 mg/L para as simulacdes térmicas da
regido S devido ao IE de 100% das larvas em todas as repeticdes dos experimentos.

Figura 20: Representacao grafica da proporc¢éo de inibicdo da emergéncia de adultos em diferentes
concentracdes de Pyriproxyfen nas simulac6es térmicas para as 5 regides brasileiras
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Fonte: Autoria prépria (2022).

OBS: Barras com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes entre si. A mortalidade nos
tratamentos controle foram menores que 10% em todas os experimentos. Sendo assim, ndo foi
corrigida por meio da Férmula de Abbott conforme o Protocolo da OMS (2016).

Considerando os experimentos simulando regido Norte (N), ndo houve
diferenca significativa entre os tempos de exposi¢cdo das larvas ao Pyriproxyfen se
comparados ao periodo médio de exposicao registrado para a regido SE, sendo uma
diferenca de apenas 0,2 dias. Entre estes tratamentos, a maior diferenga esta entre
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as temperaturas correspondentes ao fotoperiodo claro, que em N é 4 °C maior do que
SE. A regido Centro-Oeste (CO) correspondeu as larvas cujo desenvolvimento
completo levou, em média, um dia a menos nas exposi¢cdes as concentracdes
subletais do larvicida quando comparado com SE e N, e também foi correspondente
a menor sensibilidade das larvas ao composto.

Em todas as condi¢Oes testadas houve evidéncias de tendéncia no aumento
da mortalidade de larvas como consequéncia da acéo do larvicida devido ao aumento
da concentracdo (p < 0,05, no teste post hoc de Tukey), o que confirma que a
eficiéncia desse larvicida € dose-dependente. Entretanto, em algumas condicdes
térmicas ndo houve evidéncias de que a eficiéncia do larvicida tenha sido reduzida
com o aumento da concentragdo de Pyriproxyfen.

Nas simulacdes térmicas para a regido N, ndo houve evidéncias de que a IE
meédia a concentracdo de 0,01 mg/L, recomendada pela OMS, foi maior quando
comparada a IE média nas concentra¢cdes em 0,005 mg/L e 0,02 mg/L (p = 0,8951 e
0,18, respectivamente), e entre as duas maiores concentracdes do larvicida (p =
0,505). Padrao semelhante foi observado na comparacao dos dados da IE média na
condicao de simulacao térmica para a regido NE, para a qual ndo houve evidéncia de
gue o aumento de 0,0025 mg/L para 0,005 mg/L refletiu aumento de eficiéncia em IE
de adultos (p = 0,2493) assim como ndo houve evidéncias de que a IE nas
concentragcfes 0,005 e 0,01 mg/L foram diferentes (p = 0,7646). Por outro lado, na
condicao de experimento para a regido CO houve evidéncia de que todo aumento de
concentracgao resultou em aumento na eficiéncia do larvicida, sem excec¢des (p < 0,001
nas comparacdes multiplas post hoc). Na condi¢ao térmica simulada para a regido SE
0 aumento da concentracdo acarretou no aumento significativo da IE de adultos, com
excecao da comparacéo entre 0,01 mg/L e 0,02 mg/L, para a qual ndo houve evidéncia
de que o0 aumento da concentracdo tenha causado aumento na IE (p = 0,90). Por fim,
para aregido S, ndo houve evidéncia de que a IE nas menores concentracdes (0,0025,
0,005 e 0,01 mg/L) foram diferentes entre si, sendo entdo o aumento da inibicédo

apenas significativo na maior concentracdo (0,02 mg/L de Pyriproxyfen).

Para isolar o efeito das combinac¢des de temperatura em fungéo da exposi¢céo

ao larvicida, € importante a comparacédo multipla da IE em uma mesma concentracdo
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nas diferentes simula¢gdes térmicas a comecar pela menor concentracao aplicada
(0,0025 mg/L). Houve evidéncias de que a IE correspondente a regiao S foi maior que
a |IE observada para as demais condi¢cdes térmicas (Tabela 4), indicando maior
sensibilidade das larvas ao composto nesta condi¢cdo experimentada.

Tabela 4: Valores da estatistica p no teste post hoc de Tukey para comparac¢des multiplas de inibicao
de emergéncia de adultos para as larvas expostas a 0,0025 mg/L de Pyriproxyfen em diferentes
simulagdes térmicas regionais.

Regides Norte Nordeste Centro- Sudeste Sul
Oeste
Norte 0,00560 0,13759  0,96646 0,00015
Nordeste  0,90560 0,00698  0,49526  0,00081
Centro- 0,13759  0,00698 0,37862  0,00012
Oeste
Sudeste 0,96646 049526  0,37862 0,00012
sul 0,00015 000081 0,00012  0,00012

Fonte: Autoria Propria (2022).
OBS: Valores em negrito representam diferenca estatisticamente significativa

A mortalidade das larvas decorrente da IE na simulacdo para a regidao CO foi
menor quando comparada com a IE calculada para a regido NE na concentracdo em
0,0025 mg/L de Pyriproxyfen (p = 0,00698). A mesma concentracdo (0,0025 mg/L)
inibiu a emergéncia de 50% menos mosquitos nas condi¢cdes simuladas para a regiao
Sudeste (SE), quando comparado a regido S. Nesta comparacéao, vale ressaltar que
a temperatura referente ao fotoperiodo claro foi, em média, 2°C maior nos tratamentos
associados a regido SE, que também correspondeu ao desenvolvimento mais rapido
das larvas, com 2,3 dias a menos para atingirem a metamorfose para a fase adulta.
Esta relacdo é corroborada pelo trabalho de Alomar, Eastmond e Alto (2021) que
também observaram menor tempo de desenvolvimento larval em individuos
ambientados a temperatura mais altas (30 °C) comparado a 20°C.

N&do houve evidéncias de que as IE foram diferentes entre as condicfes
térmicas simuladas para as regides Norte, Nordeste e Sudeste (p > 0,05) quando
expostas a 0,005 mg/L de Pyriproxyfen. Entretanto, a IE média nesta concentracao foi
maior nas condicfes experimentadas para a regido S do que na regido CO (p =
0,004768), inibindo a emergéncia de adultos em mais de 50% dos individuos em S.

Ao considerar a concentracdo recomendada pela OMS (0,01 mg/L), a

mortalidade média decorrente da |IE de adultos foi acima de 50% dos individuos nas
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condi¢cdes experimentadas, exceto na simulagdo térmica para a regido CO (Figura
22). Entretanto, € possivel observar que a inibicdo de emergéncia de adultos na
concentragdo de 0,01 mg/L foi 20% menor em N se comparado ao resultado da
mesma concentracdo para SE. Houve evidéncias de que a IE média registrada nesta
ultima condicédo foi significativamente menor que a IE média para a regido CO (p =
0,0017) na concentracao de 0,01 mg/L de larvicida. As larvas expostas a 0,01 mg/L
de larvicida nas condi¢cdes simuladas para a regido NE foram significativamente
menos sensiveis ao composto quando também comparadas com as IE nas condicdes
associadas a regiao SE (p = 0,0452).

Nas duas maiores concentragdes do larvicida (0,02 e 0,04 mg/L), a IE ocorreu
para mais de 65% dos individuos em todas as condicfes térmicas simuladas (Figuras
23a e b). Para a concentracdo de 0,02 mg/L de Pyriproxyfen, houve evidéncias de que
a IE média nas condi¢cdes térmicas para a regido S foi maior que nas demais
condi¢cBes, com excec¢ao a IE na regido SE, o que pode ser visualizado por meio dos
valores de p na Tabela 5.

Tabela 5: Estatistica p no teste post hoc de Tukey para comparac@es multiplas de inibicdo de
emergéncia de adultos em larvas expostas a 0,02 mg/L de Pyriproxyfen em diferentes simulacdes
térmicas regionais

Regides Norte Nordeste Centro-Oeste  Sudeste Sul
Norte 0,264390 0,999651 0,949931 0,019568
Nordeste 0,264390 0,216039 0,035533 0,000122
Centro-Oeste  0,999651 0,216039 0,819858 0,001578
Sudeste 0,949931 0,035533 0,819858 0,084433
Sul 0,019568 0,000122 0,001578 0,084433

Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: valores em negrito representam diferenca estatisticamente significativa

Curiosamente, apesar da semelhancas na eficiéncia entre as simulacfes
térmicas para as regibes SE e N com aplicacdo de 0,02 mg/L de larvicida (médias de
0,83 e 0,82, respectivamente), houve evidéncia de que a mortalidade para a regido N
foi menor apenas que a mortalidade por IE na regido S. Uma alternativa que pode
explicar a diferenca entre as regides é o tamanho amostral, considerando que foi
realizada uma repeticdo a mais do experimento com as condicdes térmicas da SE do
gue da N, o que produziu diferencas na variabilidade dos dados. Todas as
comparacdes multiplas para cada concentracdo aplicada por ser vista graficamente

pela Figura 21.
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Figura 21: Representacao gréafica da inibicdo de emergéncia de adultos de Aedes aegypti expostos a
diferentes concentracdes sob condigbes térmicas distintas associadas as cinco regides brasileiras
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Apesar da relacdo dose-dependente verificada em todas as condigbes, cabe
destacar a diminui¢cdo da IE observada nos tratamentos da simulagéo térmica para
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NE especialmente nas condicdes com maior concentracéo do larvicida, ao passo que
nas outras condigfes térmicas a mortalidade decorrente da IE & proxima de 100%,
nas condi¢bes para NE a maior taxa de IE é de 80%. Atribui-se tal resultado a
combinacao de temperaturas, em que a variagao de 7°C compreende o intervalo 6timo
para essa espécie (SIMOY; SIMOY; CANZIANI, 2015).

E possivel observar, pelas comparagdes multiplas entre cada concentragéo, a
tendéncia de aumento de sensibilidade dos individuos nas condi¢cdes térmicas
simuladas para a regido S. Na concentracdo mais baixa, de 0,0025 mg/L, em média
60% das larvas expostas ndo emergiram para o estagio adulto do mosquito. Enquanto
isso, a mesma concentracao nas condi¢des térmicas para aregido CO inibiu em média
a emergéncia de 21% dos individuos. Dessa forma, é importante destacar o efeito que
a combinacéo de diferentes temperaturas demonstra ter sobre a eficiéncia do larvicida
em inibir a emergéncia de adultos.

A temperatura € um dos fatores que interfere diretamente nas respostas aos
reguladores de crescimento do inseto por alterar as caracteristicas da histéria de vida
e a sensibilidade dos organismos aos inseticidas (ALOMAR; EASTMOND; ALTO,
2021). Temperaturas mais altas, porém constantes, foram associadas a reducdo da
eficiéncia de Pyriproxyfen nos experimentos com exposicao de larvas de Ae. aegypti
em condicbes laboratoriais (MOURA et al., 2021). Entretanto, experimentos com
temperaturas constantes ndo sdo tdo representativas do que ocorre na natureza
guanto utilizar de flutuacdes da temperatura em funcdo do fotoperiodo. A exposicdo a
variacdo da temperatura ao longo do fotoperiodo, mimetizando a flutuacdo natural
entre dia e noite, influencia a regulacéo da tolerancia térmica e de proteinas do choque
térmico, o que também pode influenciar a resisténcia metabdlica envolvida em
mecanismos de desintoxicacdo aos inseticidas (COLINET et al., 2015).

Salinas, Feria-Arroyo e Vitek (2021) demonstraram que a suscetibilidade de Ae.
aegypti a permetrina e deltametrina foi significativamente menor no regime de
temperatura mais alto, considerando uma variacdo de 11,4°C (36°C durante o
fotoperiodo claro e 24,6°C durante o fotoperiodo escuro), o que corrobora os
resultados encontrados pelo presente trabalho na exposi¢ao ao larvicida Pyriproxyfen.
Convém destacar a diferenca quanto ao sitio alvo dos compostos experimentados em
relacdo ao Pyriproyfen bem como ao estagio de vida do ciclo do mosquito, uma vez
gue o Pyriproxyfen é aplicado para o controle larvario e a permetrina e deltametrina

sao adulticidas.
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Apesar de, até o momento da escrita, ndo haver registros de trabalhos que
tenham considerado efeitos dependentes de variacdo da temperatura na eficiéncia
da aplicagcdo de Pyriproxyfen, vale ressaltar que este composto, em condi¢cdes
laboratoriais e semi-campo, apresenta alta eficiéncia em concentracdes baixas
(GOMEZ et al., 2011; HUSTEDT et al., 2020). Tal afirmac&o deve ser considerada em
relacdo a concentracdo que inibe a emergéncia de 50% da populacdo nos
experimentos, levando em conta a concentracdo recomendada pela OMS e pelo MS.

Dentre as regides termicamente simuladas, ndo houve experimento no qual a
IEso fora maior que 0,01 mg/L (com excecao do segundo experimento nas simulagdes
para a regido N, na qual a |Esg foi calculada em 0,02 mg/L). Em média, houve baixa
variabilidade nas I|Esp, com médias que ndo ultrapassaram a concentracdo
recomendada pela OMS, como pode ser observado pela Figura 22. Dados das IEsg
dos experimentos para a regido sul corroboram para a observacdo de que os
organismos foram mais sensiveis ao composto nessa condi¢do, considerando que a
concentragao que inibiu a emergéncia de 50% da populacao foi trés vezes menor que
a concentracao recomendada pela OMS (0,01 mg/L). A IEso calculada para a regiédo
SE, por sua vez, apresentou concentracdo duas vezes menor que a preconizada pela
OMS, sendo correspondente a segunda condicdo de experimento com maior
sensibilidade. Na sequéncia em termos de sensibilidade, dados associados a regiao
CO demonstraram que o0s organismos foram menos sensiveis que as condi¢des
anteriores, mas, ainda assim, uma concentracdo 1,5 vez menor que a indicada pela
OMS foi capaz de inibir a emergéncia de 50% da populacdo de larvas nos
experimentos. A IEsp para as regibes NE e N aproximaram-se da concentragcdo
preconizada pela OMS, de forma que a variacdo encontrada é desprezivel, tanto
estatisticamente quanto biologicamente, sendo estas duas condi¢cdes consideradas
as que requerem maior concentracao aplicada do larvicida para contemplar resultado

de inibicdo de 50% dos organismos.
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Figura 22: Distribui¢cdo dos valores calculados para a IE50 nas simulac¢des térmicas
regionais

sul
% =0,004 mg/L
g=0,14

sudeste
% =0,005 mg/L
g =0,01

norte
% =0,0098 mg/L
¢ =0,017

nordeste

X =0,0088 mg/L
o =0,001

centro oeste
%= 0,007 mg/L
o =0,0158

0.001 0.003 0.010
IESO

Fonte: Autoria prépria (2022)

E importante destacar a relacéo entre a suscetibilidade das larvas ao composto
com o tempo de exposicao nas diferentes temperaturas. Partindo-se do pressuposto
gue todos os individuos expostos apresentaram o mesmo nivel inicial de sensibilidade
por tratar-se de uma cepa laboratorial de referéncia, cabe notar que quanto mais
tempo expostas ao composto, as larvas tiveram menos chances de emergirem para
mosquitos adultos.

Como observado por Alomar, Eastmond e Alto (2021), exposicdo ao
Pyriproxyfen em temperaturas mais baixas aumentou o tempo de desenvolvimento
larval de Ae. aegypti, 0 que corrobora com os resultados encontrados pelo presente
trabalho. Ademais, o maior tempo de exposicao ao larvicida nas condi¢cfes da regido
S indicam que ha maiores chances de que o composto entre no organismo da larva e
comprometa seu desenvolvimento para o estagio adulto. O tempo de exposicéo
demonstra ser determinante para que o composto seja eficiente em inibir emergéncia
de adultos e, no caso da regido S, em concentracdes mais baixas que as demais.

A aplicacao de concentracdes mais baixas de larvicida, naquelas regides para
as quais a suscetibilidade é maior, pode ser potencial estratégia por reduzir 0s riscos

de exposicdo em espécies ndo-alvo, aumentando a seguranca ambiental, além de
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gerar economia direta de recursos financeiros para a Vigilancia Epidemioldgica. Além
disso, pode estar associada a aplicagéo de outro composto, com diferente modo de
acao. Por exemplo, a associacdo de baixa dosagem de Pyriproxyfen (0,00063 mg/L)
e spinosad (0,00125 mg/L) demonstrou alta eficiéncia no controle larvario de Ae.
aegypti e ndo teve efeito observado em mortalidade e parametros reprodutivos de
Daphnia magna (SANTOS; LIMONGI; PEREIRA, 2020).

E de suma importancia considerar as propriedades locais das cepas
considerando as pressodes evolutivas do ambiente de cada populacédo, o que contribui
diretamente no nivel de resisténcia da populacdo de mosquitos. Recentemente,
Campos et al. (2020) demonstraram que 126 de 132 populagdes de Ae. aegypti estdo
suscetiveis ao Pyriproxyfen em dosagem-diagnéstica baixa (0,000015 mg/L), sendo
as seis populac¢des sugestivamente resistentes ao Pyriproxyfen provindas de cidades
da regido Nordeste. Convém destacar a discrepancia entre a dose-diagnostica
encontrada por Campos et al. (2020) e as IEso nas condicdes testadas pelo presente
trabalho. Por um lado, os autores utilizaram-se de cepas coletadas em campo, o que
preserva a fidedignidade das respostas dos organismos ao composto. Por outro lado,
a variacdo da temperatura pode ter sido determinante na sensibilidade ao larvicida,
com desenvolvimento mais rapido nas condicdes com temperaturas mais altas (e.g.
N, NE e CO).

O tempo de muda e de metamorfose nas larvas esta relacionado a diversos
fatores bidticos e abidticos, para além da temperatura do ambiente, dentre eles, o
tempo de alimentacédo no estagio larval, independentemente da quantidade de matéria
organica presente. De forma geral, quanto maior a janela de oportunidade de
alimentacao para as larvas de Ae. aegypti no IV instar, uma maior propor¢cao dos
individuos consegue transformar-se em pupa e, posteriormente, em adultos
(TELANG; FRAME; BROWN, 2007). Contudo, tal regra parece ndo acontecer na
presenca de Pyriproxyfen nos criadouros experimentais, mesmo em baixas
concentragfes. As larvas dos experimentos com as condicdes da regido S tiveram
mais oportunidades de acumulo de nutrientes, o que ndo demonstrou ter efeito pratico
sobre a desintoxica¢éo do larvicida.

Considerando a simulacéo da presenca do larvicida em campo a longo prazo,
foram feitos os experimentos com exposicao prolongada do larvicida ao conjunto de
temperaturas em diferentes tempos para testar o efeito residual na inibicdo de

emergéncia de adultos. O efeito residual em inibicdo da emergéncia de adultos nas
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condi¢cBes simuladas para a regidao CO teve reducéo quando as larvas foram expostas
apos 15 e 30 dias (Figura 23 a e b). Nos casos em que a solu¢ao-estoque do larvicida
esteve exposto na temperatura simulada para a regiao CO durante 15 dias, houve
reducdo da IE em comparacdo aos resultados sem aclimatacao da solucao. Apés 30
dias, a IE nas maiores concentracbes (0,02 e 0,04 mg/L) foi menor quando
comparadas com a mesma resposta obtida no experimento com 15 dias de exposi¢ao
prévia do larvicida sozinho. A reducéo foi expressiva na concentracédo mais alta, 0,04
mg/L, para a qual a IE foi 25% menor apds 30 dias ha comparagdo com os resultados

para 15 dias.

Figura 23: Proporcéo da inibicdo de emergéncia de adultos de Aedes aegypti em experimentos com
exposicdo prévia da solucdo com Pyriproxyfen por diferentes periodos sob as condi¢des térmicas
simuladas para Centro-Oeste. A) Pés 15 dias; B) P6s 30 dias
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Apesar de os resultados indicarem queda na eficiéncia do larvicida, ndo houve
evidéncia de reducéo significativa de mortalidade das larvas a concentracédo de 0,01
mg/L de Pyriproxyfen entre 15 e 30 dias de exposicdo da solucdo do larvicida.
Possivelmente o tamanho de amostra pode ter influenciado nos calculos de
comparacdes multiplas. De forma semelhante, para simulacdo térmica da regido SE
o efeito residual do composto também exibiu reducdo na mortalidade de larvas em
funcdo da inibicdo de emergéncia dos adultos em funcédo do tempo em algumas
condi¢cBes (Figura 24 a, b, c). No entanto, houve evidéncias de que a eficiéncia do

larvicida diminuiu apds 15 dias nas duas maiores concentracdes aplicadas (0,02 e
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0,04 mg/L), quando consideradas as respostas de inibicdo de emergéncia de adultos
(p < 0,001 para ambas comparacdes). Apos 30 dias, a eficiéncia do larvicida foi menor
em todas as concentragdes aplicadas, sendo as respostas de inibicdo de emergéncia
de adultos menores que as obtidas nas condi¢des apds 15 dias de aclimatacdo do
larvicida (p < 0,001).

Figura 24: Inibicao de emergéncia de adultos nos experimentos com exposi¢édo prévia da solucao

com Pyriproxyfen por diferentes periodos sob as condi¢des térmicas simuladas para Sudeste.
A) Pos 10 dias; B) Pés 15 dias; C) Pés 30 dias
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Considerando as respostas em IE de adultos nas condi¢des de simulacéo para
a regidao S, houve evidéncias de que o efeito residual do larvicida permaneceu alto
nas concentra¢cdes maiores apoés 10, 15 e 30 dias, sem evidéncias de diferencgas entre
esses tratamentos (Figura 25, p > 0,05). Por outro lado, na concentracdo de 0,0025 e
0,005 mg/L de Pyriproxyfen houve evidéncias de que a IE foi menor quando os

individuos foram submetidos a solu¢do aclimatada por 15 dias nas temperaturas do
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experimento comparados com resultado para solugéo aclimatada por 10 e 30 dias nas
mesmas condi¢des (p < 0,05). Convém ressaltar que, embora significativa diferenca,
a IE ocorreu em mais de 50% da populacao testada o que indica que o controle da
populacdo adulta de Ae. aegypti estaria acontecendo.

Figura 25: Inibicdo de emergéncia de adultos (Aedes aegypti) nos experimentos com exposicao
prévia da solugdo com Pyriproxyfen por diferentes periodos sob as condi¢des térmicas simuladas
para a regido Sul. A) Pés 10 dias; B) Pds 15 dias; C) Pos 30 dias
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A falta de evidéncia de diferencas significativas nas respostas apos 30 dias de
aclimatacéo da solugéo estoque foi um resultado inesperado, uma vez que o tempo
de exposicao aos fatores ambientais parece estar associado a reducéo de eficiéncia

na IE. Uma hipotese do que pode ter influenciado em tal resultado foi o baixo numero



76

de repeticdes do experimento, uma vez que o experimento foi repetido duas vezes
(contando com 10 réplicas para cada concentracdo).

Nas condi¢cbes térmicas experimentais associadas a regidao N (n = 10), ndo
houve diferencas significativas entre a IE média encontrada apdés 30 dias de
aclimatacéo do larvicida (Figura 26).

Figura 26: Inibicdo de emergéncia de adultos (Aedes aegypti) nos experimentos com
exposicdo prévia da solugao com Pyriproxyfen sob as condi¢Bes térmicas simuladas para a
regido Norte.
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A reaplicacdo de larvicida, pelos agentes de controle de endemia, €
recomendada para ser realizada bimestralmente, especialmente nos criadouros que
nao podem ser destruidos (CAMPOS et al., 2020). Sendo assim, analisar as respostas
em IE ao longo do tempo se faz necessario como um dos indicadores de eficiéncia do
tempo de reaplicacao.

A eficiéncia de um inseticida depende, para além de fatores ambientais, de
fatores fisico-quimicos caracteristicos do ingrediente ativo e seu veiculo. Nesse
sentido, a estabilidade do composto no ambiente em relacdo a sua composi¢ao
guimica e concentracdo esta sujeita a interagdo com os fatores ambientais. No caso
do Pyriproxyfen, ha relatos na literatura que descrevem comportamentos diferentes

de estabilidade quimica considerando o meio (aquatico ou terrestre), temperatura, pH,
luminosidade e matéria organica.




77

No estudo de Schaefer, Dupras e Mulligan (1991), a concentracdo média de
Pyriproxyfen diminuiu lentamente ao longo de 64 dias de experimento em que 0
ingrediente ativo se tornou indetectavel ao fim do periodo. Por outro lado, em um
estudo analisando degradacdo em meio aquatico contendo sedimento arenoso,
Kodaka (2011) relatou meia-vida de 17,5 dias e 21 dias do Pyriproxyfen em agua
destilada e &gua coletada em riacho, respectivamente. Schaefer et al. (1988)
analisaram a estabilidade do Pyriproxyfen sob diferentes condicbes e descreveram
gue a concentracdo de Pyriproxyfen diminuiu com o0 aumento da temperatura
ambiente, em condi¢cdes sem influéncia de luminosidade.

Dessa forma, uma possibilidade, é a relacdo entre a perda de eficiéncia de
efeito residual a degradacdo do composto em algumas das condicdes testadas.
Entretanto, apesar dos resultados da literatura corroborarem com as respostas
encontradas pelos experimentos, cabe ressaltar que estes ndo expuseram larvas de
Ae. aegypti concomitantemente. Neste sentido, Ohashi (2017) avaliou o efeito da
matéria organica na decomposicao do Pyriproxyfen por meio da eficiéncia biologica
em experimentos com Ae. albopictus em Takarazuka no Japdo observando o efeito
residual da exposicao durante 4 semanas. O autor encontrou um aumento na IE nas
condicbes em que a matéria organica estava presente em comparacdo aos
tratamentos sem matéria organica, o que indica uma possivel rota de introducdo do
larvicida por meio da alimentac&o das larvas, uma vez que estas consomem a matéria
organica na qual o Pyriproxyfen foi adsorvido.

Para Ae. aegypti, a literatura indica forte relacdo dose-dependente em relacéao
ao efeito residual ao Pyriproxyfen, em condi¢cdes de semi-campo, em relacdo ao
tempo (HUSTEDT et al., 2020). Enquanto 0,1 mg/L de Pyriproxyfen proveu controle
de 50% da populacdo nos experimentos com persisténcia por 15 dias, uma
concentracdo cem vezes maior foi eficiente para inibir a emergéncia de 95% da
populacédo por 40 semanas (RITCHIE et al., 2013).

Por outro lado, experimentos avaliando respostas de mortalidade em condicdes
de mistura entre Pyriproxyfen e Spinosad demonstraram prolongada eficiéncia em
concentragcfes muito baixas de ambos compostos, compreendendo mortalidade
acima de 85% da populacdo apdés 60 dias de exposicdo (SANTOS; LIMONGI,;
PEREIRA, 2020). Seccacini et al. (2014) demonstraram prolongado efeito residual do

Pyriproxyfen na IE de Ae. aegypti adultos quando aplicados em biomateriais
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compostos de parafina e cera de abelha em formulagbes de lenta diluicéo,
funcionando como ovitrampas.

Portanto, o efeito residual do Pyriproxyfen deve ser considerado de acordo com
as condicdes de experimento e ndo se deve descartar combinacdes de tratamentos
para fins de aumento da eficiéncia dos programas de controle. Considerar o efeito
residual pode aumentar potencialmente a eficiéncia dos programas de controle em
relacdo a seguranca para os agentes de controle de endemias, que também podem
trabalhar de forma mais eficiente com menor esforgco amostral com menos aplicacoes,
possivelmente aplicando menores concentracées 0 que consequentemente diminui
impactos ambientais negativos (SECCACINI et al., 2014). Entretanto, ndo se pode
descartar os riscos em desenvolvimento de subpopulacdes resistentes especialmente
Nos casos em que a concentracdo é sub-letal para os individuos, ou a maior parte
destes. Entender os efeitos fisioldgicos e morfoldégicos nos adultos que sobreviveram
a exposicao ao larvicida pode fornecer respostas importantes para analisar o cenario

epidemiologico, tanto a médio quanto a longo prazo.
5.2Longevidade de Aedes aegypti adultos sobreviventes ao Pyriproxyfen

Ao todo, emergiram 1126 mosquitos adultos dos experimentos e, dentre esses,
555 mosquitos foram dos experimentos controle e 571 foram sobreviventes as
diferentes concentracdes de Pyriproxyfen em 4 condi¢cfes térmicas simuladas. Na
Tabela 6 esta detalhado o numero de individuos para cada condicdo e sua
longevidade média, contemplando os respectivos desvios padrdo dos dados. N&o
houve coleta de dados referente a simulacao térmica para a regido Nordeste. Ambas
as limitacdes decorreram do contexto situacional em restricées ao uso do laboratério
devido a emergéncia de saude global ocasionada pela pandemia de COVID-19 de

forma critica durante os anos de 2020 e 2021.

Tabela 6: Longevidade de Aedes aegypti adultos sobreviventes ao Pyriproxyfen em diferentes
condigdes térmicas

Fémeas — Norte (de 23 a 32,3 °C)

0,0025 0,005 0,01 0,02 0,04

Tratamento  Controle mg/L mg/L  mg/L  mg/L mg/L
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n 28 8 8 7 8 8
longevidade g g¢ 8,25 15 7 11 7
meédia (dias)

desvio-padréao 6,88 10,5 7,74 3 4.9 1,06

Machos — Norte (de 23 a 32,3 °C)

0,0025 0,005 0,01 0,02 0,04
Tratamento  Controle mg/L mg/L  mgl/L mg/L mg/L
N 43 17 10 8 9 2
longevidade 4, 4 13,1 8 8 10 8
meédia (dias)
desvio-padréao 7,9 9,96 4,7 4,5 6 0

Fémeas — Sul (de 17 a 26,1 °C)

Tratamento Controle 202> 0,005 0,01 0,02 0,04
mg/L mg/L mg/L mg/L ma/L
longevidade
média (dias) 8,6 4,04 9,2 9 ] )
desvio-padréo 6,01 5,38 8,86 819 ] ]

Machos — Sul (de 17 a 26,1 °C)

Tratamento Controle 0,0025 0,005 0,01 0,02 0,04
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
N 165 67 26 15 - -
longevidade
média (dias) T 6 ! 6 - -
desvio-padréao 8,2 5,92 8,18 4,87 - -

Fémeas — Centro-Oeste (de 19,5 a 31 °C)

0,0025 0,005 0,01 0,02

Tratamento  Controle mg/L mg/L  mg/L mg/L

0,04 mg/L

N 66 56 21 18 18 -
longevidade
média (dias) 12 1 8 ! 3 -

desvio-padréao 6,19 10,3 5,21 5,18 1,54 -
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Machos — Centro-Oeste (de 19,5 a 31 °C)

0,0025 0,005 0,01 0,02

Tratamento Controle mg/L mg/l  mg/L mg/L 0,04 mg/L
N 112 78 37 22 15 -
longevidade
média (dias) -7 8 85 7 2 -
desvio-padréao 8,1 7,9 9,26 3,8 1,09 -
Fémeas — Sudeste (de 20 a 28,4 °C)
0,0025 0,005 0,01 0,02
Tratamento Controle mg/L mg/L  mgl/L mg/L 0,04 mg/L
N 6 3 - - - -
longevidade
média (dias) o 6 - - - -
desvio-padréao 0,51 2,88 - - - -
Machos — Sudeste (de 20 a 28,4 °C)
0,0025 0,005 0,01 0,02
Tratamento  Controle mg/L mg/L  mgl/L mg/L 0,04 mg/L
N 9 11 - - - -
longevidade 6 5 i i i i
meédia (dias)

desvio-padréao 2,78 3,16 - - - -

Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: células preenchidas por hifen indicam tratamentos para os quais ndo ha dados disponiveis

Em relacéo aos individuos nos experimentos controle sob diferentes regimes de
temperatura, ndo houve evidéncia de que os padrbes de longevidade das fémeas
foram diferentes apesar da maior idade de morte das fémeas nas temperaturas
simuladas para a regido CO (p = 0,5804; x*>= 0,1354).

No entanto, entre os machos dos experimentos controle houve evidéncia de
gue os individuos nas condi¢cBes simuladas para a regido SE viveram menos quando
comparados com os machos nas demais condicfes (p = 0,007; x2 = 7,25), como pode
ser visualizado na Figura 27.

Considerando apenas a variacdo de temperatura, os dados ndo indicam
influéncia significativa desta componente na longevidade dos individuos, uma vez que
os perfis de longevidade dos mosquitos nos controles nao diferem significativamente,
desconsiderando o sexo. Em condicdes de temperatura constante, ha evidéncias na

literatura de que temperaturas diferentes estdo relacionadas aos padrdoes de
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longevidade em mosquitos adultos do género Aedes, para os quais a tendéncia geral
€ de que h& maior longevidade em condi¢des de temperatura mais altas com excecéo
do Aedes albopictus, que tende a viver mais em temperatura média de 15 °C quando
comparado a longevidade em 30 °C (DELATTE et al.,, 2009; REUSS et al., 2018;
GUTIERREZ et al., 2020; MARINI et al., 2020).

Na comparacdo entre machos e fémeas dos experimentos controle, houve
evidéncia que os machos viveram mais que as fémeas em todas as condi¢cdes

experimentais (p < 0,05).

Figura 27: Perfil de longevidade de machos de Aedes aegypti dos experimentos controle sob
diferentes regimes de temperatura simulados para quatro regides brasileiras
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Fonte: Autoria propria (2022)

Considerando apenas os machos e fémeas adultos sobreviventes a exposi¢ao
ao Pyriproxyfen nas condi¢cdes simuladas para a regido N, ndo houve evidéncia de
gue Ae. aegypti adultos viveram menos quando sobreviventes as diferentes
concentracdes (p > 0,15 em todas as comparacgdes). Apesar da evidente reducdo de

longevidade daqueles sobreviventes a concentracdo mais alta, que pode ser
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observada na Figura 28, ndo ha evidéncia de que o aumento da concentracdo esteja
relacionado com mosquitos significativamente menos longevos (p = 0,8213). Na
concentracdo mais alta (0,04 mg/L), os machos viveram, em média, 3 dias a menos
gue individuos ndo expostos ao Pyriproxyfen enquanto as fémeas viveram em média
um dia a menos. Curiosamente ndo houve evidéncias que o0s mosquitos dos
experimentos controles viveram mais que 0s sobreviventes a exposicdo ao
Pyriproxyfen, ressaltando ainda que estes ultimos, em concentracdes menores
(0,0025 e 0,005 mg/L) viveram mais dias quando comparado com o controle (p =

0,8412 e 0,05747 respectivamente).

Figura 28: Perfil de longevidade de fémeas e machos de Aedes aegypti sobreviventes a diferentes
concentracdes de Pyriproxyfen nas condi¢des térmicas simuladas para regidao Norte (N)
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Fonte: Autoria propria (2022)

Diferentemente do que se observou para 0s mosquitos nas condi¢cdes para a

regido N, nos experimentos simulando as condi¢des térmicas para a regido CO houve
evidéncias de que os mosquitos machos e fémeas dos experimentos controle viveram
mais que os individuos sobreviventes ao larvicida (p < 0,05). Entretanto, as fémeas
sobreviventes a 0,0025 mg/L foram excecao, pois ndo houve evidéncias de que a
longevidade tenha sido menor que o das fémeas do experimento controle (p = 0,72;
x2 =0,125) (Figura 29).
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Figura 29: Longevidade de fémeas e machos de Aedes aegypti sobreviventes a diferentes
concentracdes de Pyriproxyfen nas condi¢des térmicas simuladas para regido Centro-Oeste (CO)
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Fonte: Autoria propria (2022)

De forma semelhante, nos experimentos simulando termicamente a regido Sul,
0S mosquitos machos dos experimentos controles viveram mais que 0s mosquitos
sobreviventes ao Pyriproxyfen em todas as concentragcfes analisadas (p < 0,05). No
caso das fémeas, ndo houve evidéncias de que as sobreviventes a aplicacao de 0,005
mg/L e 0,01 viveram menos que as fémeas dos experimentos controle (p = 0,8357;
x2= 0,0492 e p = 0,9775; x2 = 0,00077 respectivamente). Curiosamente, houve
evidéncia de que as fémeas expostas a menor concentracdo do larvicida (0,0025
mg/L) viveram menos que as fémeas do experimento controle (p = 0,000; x2 = 25,46)
(Figura 30).
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Figura 30: Longevidade de fémeas e machos de Aedes aegypti sobreviventes a diferentes
concentracdes de Pyriproxyfen nas condi¢des térmicas simuladas para regido Sul (S)
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Fonte: Autoria propria (2022)

Por fim, sobre a longevidade de mosquitos emergentes das condicbes

simuladas para a regido Sudeste, houve uma grande limitacdo na analise e

interpretacdo dos dados devido ao baixo volume amostral para essa condi¢do (n

14). Para dados correspondentes a simulacéo térmica para a regido Sudeste so é

possivel descrever a longevidade de uma amostra de 14 sobreviventes a 0,0025 mg/L

gue nao diferiu significativamente da longevidade de mosquitos do experimento

controle (p = 0,533, x2 = 0,388). Nota-se que, dentre 0s mosquitos observados para

tal analise, a longevidade foi mais curta com idade maxima de 11 dias para machos e

9 dias para fémeas (Figura 31).
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Figura 31: Longevidade de fémeas e machos de Aedes aegypti sobreviventes a 0,0025 mg/L de
Pyriproxyfen na condicdo de simulagéo térmica para a regido Sudeste
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Fonte: Autoria propria (2022)

Embora frequentemente intencionados a matar rapidamente o maior numero
de individuos possiveis de uma espécie alvo, os inseticidas podem sofrer degradacéo
ao longo do tempo no ambiente natural, o que tende a reduzir a concentracéo letal
para uma dose sub-letal aos organismos. Tal degradacdo pode ser estimulada por
fatores ambientais diversos, tais quais a diluicdo causada por chuva em periodo
proximo a aplicacdo do composto, irregularidades na aplicagdo do produto e
exposicao solar direta por longo periodo (DEVILLERS, 2020).

Quando os organismos séo expostos a concentracao sub-letal do inseticida, as
chances de sobrevivéncia sdo maiores sendo que esta é acompanhada por um custo
fisiologico, que gera uma compensacdo como resposta protetiva a nivel individual
(MALTBY, 1999). Respostas protetivas envolvem mudancas no metabolismo
energeético, favorecendo a alocacéo de recursos para a sobrevivéncia dos individuos
em detrimento do gasto energético para crescimento corporal, o que reflete na
longevidade, e para a capacidade reprodutiva, afetando a fecundidade e a fertilidade
dos mosquitos adultos (JAGER et al., 2004; GUTIERREZ et al., 2020). Essas
compensacdes podem afetar profundamente a histéria de vida das populagdes de Ae.
aegypti que, consequentemente, tém potencial de afetar o cenario epidemioldgico.

As diferencas encontradas na longevidade no presente trabalho, tanto de
machos quanto de fémeas, convergem a interpretacdo dessa caracteristica como um

indicador de estresse como efeito do custo de sobrevivéncia ao larvicida durante o
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desenvolvimento dos imaturos. Além disso, é importante ressaltar que tais
compensacoes fisioldgicas podem ser observadas no processo de desenvolvimento
de micropopulacdes resistentes ao composto aplicado (GUEDES; WALSE; THRONE,
2017). Por exemplo, Ae. aegypti expostos ao diflubenzuron, um composto cujo modo
de acdo se da pela inibicdo da sintese de quitina nas larvas, apresentaram
longevidade reduzida associada ao custo energético de desenvolvimento de
resisténcia ao longo de 6 geracdes (BELINATO; VALLE, 2015). Em um trabalho
realizado por Da Silva (2009) com exposi¢cdo sub-letal de diflubenzuron os autores
encontraram resultado semelhante ao de Belinato e Valle (2015), porém sem
diferencas nas respostas sobre fecundidade e fertilidade de fémeas. David et al.
(2018) demonstraram que ha tendéncia de que fémeas adultas de Ae. aegypti
resistentes ao temefds vivam por menos tempo se comparadas a fémeas suscetiveis.
Entretanto, vale ressaltar que no presente trabalho foi utilizada uma cepa suscetivel
de laboratorio e considerada apenas uma geragcao nos experimentos. Ainda assim, a
reducdo na longevidade foi observada, relacionada especialmente as variacbes de
temperatura.

Considerando os custos de trade-off impulsionados pelo estresse quimico
causado pelo larvicida, podem ser observados impactos negativos associados a
reproducdo. No caso da exposicdo ao Pyriproxyfen, Ahmed et al. (2020)
demonstraram que o Pyriproxyfen perturbou a reproducao das fémeas de Ae. aegypti,
com efeito prejudicial mais intenso no primeiro ciclo gonotréfico. Além disso, fémeas
sobreviventes ao Pyriproxyfen apresentaram niveis menores de sucrose, glucose e
frutose, o que pode ter relacdo com o comprometimento reprodutivo das fémeas,
porém essa relacdo de causalidade nao foi testada pelos autores sendo apenas uma
hipotese (AHMED et al., 2020). FEmeas menos longevas, tais quais as sobreviventes
a exposicao ao Pyriproxyfen no presente trabalho, terdo menos ciclos gonotréficos, o
gue pode interferir na estrutura populacional. Entretanto, até o0 momento da escrita,
nao ha resultados na literatura disponiveis que tenham avaliado por tal perspectiva.

O periodo de incubacéo extrinseca é sensivel a temperatura, o qual se completa
mais rapido ou mais devagar de acordo com a variacdo térmica do ambiente (WATTS
et al., 1987). Para que os virus sejam transmitidos aos hospedeiros vertebrados
durante a hematofagia, € necessario que se complete a incubacdo antes que o
mosquito-vetor morra devido diferentes causas. Para as arboviroses transmitidas pelo

Ae. aegypti, dados empiricos demonstram que o tempo de incubacdo esta
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intimamente relacionado com a temperatura e com a longevidade das fémeas (CHAN;
JOHANSSON, 2012; KAMIYA et al., 2020). Considerando os sorotipos da dengue, foi
demonstrado por Chan e Johansson (2012) que a duracéo até a completa incubacao
extrinseca tende a diminuir junto com o aumento da temperatura, levando entre 8 a
10 dias em média para completar a incubacéo extrinseca quando a temperatura do
ambiente €, em média, 30 °C .

Considerando as idades de morte dos mosquitos encontradas pelo presente
trabalho, cabe destacar para as devidas discussdes que a longevidade dos mosquitos
nas condi¢cOes simuladas para a regido N representam alerta, pois em uma situacéo
hipotética ha mais tempo disponivel para completar o periodo de incubacdo
extrinseca. Ademais, pela temperatura média mais alta que nas demais condicdes,
espera-se que o periodo de incubacao extrinseca seja menor levando-se em conta as
condicbes laboratoriais testadas. Ainda sobre 0s mosquitos emergentes nas
condi¢cBes simuladas para a regido N, é valido destacar que as fémeas sobreviventes
ao larvicida, em alguns tratamentos, viveram mais dias em média do que as adultas
do experimento controle. Apesar de ndo haver relevancia estatistica, cabe o destaque
no ambito biolégico. Resultados encontrados por Gutiérrez et al. (2020) corroboram
essa observacgéo, em gque fémeas aclimatadas a temperaturas mais altas tenderam a
viver mais.

Cabe ainda destacar fatores bioticos que foram isolados no presente trabalho,
para fins analiticos. No presente trabalho, fémeas e machos foram mantidos isolados
para que nao houvesse interferéncia nas leituras de longevidade devido efeitos pos
acasalamento. Villareal et al. (2018) descreveram que as proteinas seminais dos
machos, que sao liberadas durante a copula, ttm uma relacdo de causalidade no
aumento da longevidade das fémeas de Ae. aegypti. Considerando a presenca de
machos e a complexidade do ambiente natural, as longevidades das fémeas de Ae.
aegypti nas variacdes de temperatura para a regidao N podem ser ainda maiores.

As longevidades observadas nas fémeas sobreviventes e aclimatadas as
temperaturas simuladas para a regido CO merecem destaque por serem as que
viveram mais, quando comparadas com as demais regifes simuladas. Além disso,
dentro das mesmas condi¢cbes, a ndo deteccdo de reducdo da longevidade nas
fémeas sobreviventes a 0,0025 mg/L quando comparada com a longevidade das

fémeas no controle também merece destaque.
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Ao passo que no dogma central da toxicologia espera-se que quanto maior a
dose maior a letalidade, 0 mesmo € esperado para respostas sub-letais em relacéo a
reducdo da longevidade (GUEDES; RIX; CUTLER, 2022). Entretanto, € importante
destacar que a resposta ao composto quimico estressor ndo € sempre monofésica
mas pode também ser bifasica. De acordo com Calabrese e Baldwin (2002) a resposta
bifasica na toxicologia corresponde ao fenbmeno da hormese, que acontece quando.
Este pode ter sido o caso das respostas de longevidade de fémeas sobreviventes a
exposicao ao Pyriproxyfen nas condi¢des térmicas mais quentes, correspondentes as
regides CO e N, especialmente considerando a longevidade como resposta a 0,0025
mg/L do composto.

Apesar da escassez de resultados que podem ser associados a efeito de
hormese em vetores do género Aedes em resposta a inseticidas, tal hipétese nao
pode ser descartada tendo em vista a importancia que estes vetores tém para o
cenario epidemiologico e o relato de efeitos em parametros do ciclo de vida de outras
espécies de insetos que sdo importantes pragas agricolas. Por exemplo, para
Drosophila suzukii, a exposi¢do a concentracdes sub-letais (concentracao letal a 20%
da populacéo) de duas diferentes classes de inseticidas, a permetrina e a espinosina,
foi relacionada com maior longevidade das fémeas (DEANS; HUTCHISON, 2022). Em
um trabalho analisando exposicdo de Bombus terrestris a imidacloprida, Mulvey e
Cresswell (2020) relataram aumento na longevidade em concentracdes baixas do
composto, indicando efeito de hormese. Baixas concentracbes de imidacloprida
também foram associados ao aumento de fecundidade em besouros do género
Paederus, mostrando outro tipo de compensacdo que pode acontecer em um
fendbmeno de hormese (FENG et al., 2019). Considerando a extensao que o efeito
hormético em Ae. aegypti pode ter sobre o cenario epidemioldgico, tal fenébmeno nao
pode ser desprezado quando analisado os efeitos sub-letais que os inseticidas podem
exercer em uma base regional, considerando as particularidades de cada regido. Bem
como outros tracos de vida como fecundidade, fertilidade e tamanho corporal de

machos e fémeas da espécie.

5.3Morfometria geométrica alar: tamanho e forma
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Foram digitalizadas, ao todo, 610 asas (direitas e esquerdas) de fémeas e 556
asas de machos, considerando as cinco regides termicamente simuladas. Ao
considerar apenas o efeito da temperatura, o comportamento do tamanho do centroide
alar em relacéo a condicéo térmica foi condizente com a teoria, ainda com a variagao
de temperatura ao longo dos experimentos. Fémeas provenientes dos ambientes mais
guentes apresentaram asas menores quando comparadas com aquelas de ambientes

mais frios, independente da exposi¢ao ao larvicida Pyriproxyfen (Figura 32).

Figura 32: Representacgédo gréafica da distribuicdo de tamanhos do centroide alares das fémeas de
Aedes aegypti sob as cinco condi¢cbes térmicas simuladas das regides brasileiras (experimento
controle)
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Fonte: Autoria propria (2022)

Ao passo gue o tamanho é diferente, ndo ha evidéncias de diferencas na forma
em diferentes condi¢des térmicas. O morfoespaco representado por meio das AVCs
com os dados contendo alometria demonstra sobreposicdo em todas as regides, sem

distin¢cdes nos agrupamentos (Figura 33).



90

Figura 33: Representacéo da variacdo do formato alar das fémeas de Aedes aegypti nas condi¢des
térmicas simuladas para as cinco regides brasileiras testadas no tratamento controle, de acordo com
a Analise de Variaveis Canonicas
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Fonte: Autoria propria (2022)

De modo geral, as fémeas que sobreviveram a exposicdo a concentracdes
maiores apresentaram asas significativamente menores (p = 0,002). A Tabela 7
apresenta os dados descritivos para os tamanhos do centroide de fémeas de todos 0s
tratamentos em suas respectivas simulacfes térmicas regionais. Por meio da tabela,
€ possivel notar o padrdo em asas menores conforme exposicdo as concentracdes
mais altas do larvicida. No entanto, cada regido exibiu peculiaridades em relacéo as

comparacoes entre tratamentos.



Tabela 7: Estatistica descritiva dos tamanhos do centroide alar das fémeas de Aedes aegypti em
diferentes condi¢bes térmicas e expostas a diferentes concentragdes de Pyriproxyfen

Regiéo Sul
Controle  0,0025mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
n 16 34 24 10 0
Média (mm) 2,69 2,57 2,60 2,17 -
Desvio
Padrio 0,07 0,21 0,21 0,24 i
Maximo (mm) 2,81 2,87 2,85 2,58 -
Minimo (mm) 2,57 1,75 2,01 1,85 -
Regido Sudeste
Controle  0,0025mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
n 8 12 7 7 0
Média (mm) 2,58 2,44 2,67 1,85 -
Desvio
Padrao 0,23 0,09 0,09 0,09 -
Maximo (mm) 2,84 2,60 2,79 1,96 -
Minimo (mm) 2,05 2,30 2,53 1,70 -
Regido Centro-Oeste
Controle  0,0025mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
n 33 36 0 20 20
Média (mm) 2,58 2,51 - 2,41 2,49
Desvio
Padréao 0,08 025 i 0,23 0,16
Méaximo (mm) 2,71 2,82 - 2,65 2,71
Minimo (mm) 2,38 1,82 - 1,76 2,03
Regido Nordeste
Controle  0,0025mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
n 13 0 13 9 0
Média (mm) 2,42 - 2,40 2,04 -
Ees"lo 0,21 - 0,09 0,25
adrao -
Méaximo (mm) 2,71 - 2,50 2,43 -
Minimo (mm) 2,14 - 2,20 1,60 -
Regido Norte
Controle  0,0025mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
n 10 9 10 0 10
Média (mm) 2,42 2,06 2,07 - 1,97
Desvio
Padréao 0,08 0.27 0.21 i 0,27

Maximo (mm) 2,57 2,24 2,41 - 2,44
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Minimo (mm) 2,26 1,58 1,70 - 1,70
Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: hifen simboliza auséncia de dados para a referida concentragéo.

Na regido S, fémeas sobreviventes a concentracdo recomendada pela OMS
(0,01 mg/L) apresentaram menores asas quando comparadas as fémeas provindas
de concentragdes menores de larvicidas e do experimento controle (p = 0,000147 no
teste post hoc de Tukey), o que pode ser observado visualmente por meio da Figura
34.

Figura 34: Representagdo da distribuicdo do tamanho dos centroides alares das fémeas de Aedes
aegypti provindas dos experimentos com simulacdes térmicas da regido Sul do Brasil
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Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Asterisco denota tratamento que diferiu significativamente dos demais

Ademais, houve evidéncias de que ha assimetria flutuante entre as asas das
fémeas provindas dos experimentos com as condi¢des térmicas da regido S (p <
0,0001). A respeito da forma, pouca variacéo foi observada no morfoespaco analisado
por meio da AVC, considerando que a VC1 corresponde a 31,3% da variacéo (Figura
37). Considerando esta a variavel mais expressiva, nota-se baixa porcentagem em
sua explicacdo. Ainda para as fémeas nas condi¢cfes térmicas simuladas para a regido

Sul, o efeito alométrico apesar de ter sido significativo, foi baixo (2,02%, p = 0,011).



Figura 35: Representacgéo gréfica da variagdo em forma no morfoespaco, segundo a analise de
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variaveis canonicas (asas das fémeas provindas das simula¢cfes térmicas correspondentes a regiao

Sul do Brasil com alometria)
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Fonte: Autoria propria (2022)

As fémeas provindas da regido termicamente simulada do SE apresentaram

similaridade ao padréo encontrado nas fémeas da regido S. Fémeas emergentes dos

tratamentos com 0,01 mg/L de Pyriproxyfen apresentaram asas menores que as

fémeas das demais condicdes (p = 0,00016). Tal relacao € visivel pela distribuicdo em

grafico boxplot (Figura 36)
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Figura 36: Representacgéo gréfica dos tamanhos de centroides alares —
Fémeas de Aedes aegypti (SE)
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A respeito da assimetria alar entre as fémeas da regido SE, houve
também evidéncias de que as asas das fémeas provindas de 0,01 mg/L de
Pyriproxyfen apresentaram assimetria flutuante quando comparadas com o perfil
simétrico das asas de fémeas do experimento controle. Para as concentracfes
menores ndo houve evidéncias de assimetria (Tabela 8). Em relacdo a forma, as asas
correspondentes as menores concentragcdes se distribuiram de forma mais proxima e
com sobreposicdes as asas relativas ao experimento controle, o que vai ao encontro

da distribuicdo dos tamanhos dos centroides (Figura 37).



95

Figura 37: Representagéo grafica da variagdo em forma no morfoespaco, segundo a andlise de
variaveis canonicas (asas das fémeas provindas das simulac@es térmicas correspondentes a regiao
Sudeste do Brasil com alometria)
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Fonte: Autoria propria (2022)

A partir da distancia de Mahalanobis (dM) observou-se maior proximidade
morfolégica entre fémeas do experimento controle com as duas concentracdes
menores, 0,0025 e 0,005 mg/L (dM= 2,56 e 3,21, respectivamente), coincidindo
novamente com o padrdo encontrado nas comparacfes de tamanhos do centroide.
N&o houve evidéncias de que a distancia de Procrustes (dP) foi significativa para as
fémeas dessas concentracbes (p = 0,34 na comparacdo entre o controle e a
concentracdo de 0,0025 mg/L; p = 0,59 na comparacdo entre o controle e a
concentracdo de 0,005 mg/L) (Tabela 8). No entanto, ha comparacéo entre o controle
e a concentracdo de 0,01 mg/L, a diferenca para a distancia de Procrustes foi
significativa mesmo considerando o valor de distancia baixo em relacdo a mudanca
de forma (p = 0,006; dP = 0,03). O efeito alométrico foi baixo (6,2%) porém,
significativo (p < 0,0001).
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Tabela 8: Valores p da ANOVA de Procrustes para os dados das asas
de fémeas de Aedes aegypti testadas nas condi¢cbes da regido sudeste SE

assimetria direcional assimetria flutuante
(fémeas — SE) (fémeas — SE)
Controle Controle
0,0025 mg/L  0,0543 0,0025 mg/L -
0,005 mg/L 0,0557 0,005 mg/L -
0,01 mg/L 0,0045 0,01 mg/L 0,0004

Fonte: Autoria propria (2022)

Nas fémeas da regido CO, diferentemente as duas regides apresentadas
anteriormente, houve evidéncia de que apenas sobreviventes a concentracdo 0,02
mg/L de Pyriproxyfen apresentaram asas reduzidas se comparadas as outras (Tabela
9).

Tabela 9: Valores da estatistica p provenientes do teste post hoc de Tukey - Tamanho do centroide
alar para fémeas de Aedes aegypti testadas nas condi¢des da regido Centro-Oeste

Concentracdo Controle 0,0025 0,02 0,01
Controle 0,642893 0,001198 0,403402
0,0025 0,642893 0,022711 0,940076
0,02 0,001198 0,022711 0,173144
0,01 0,403402 0,940076 0,173144

Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: valores em destaque correspondem a diferenca significativa

Para as fémeas da regido CO, o tamanho médio do centroide alar foi de 2,5 mm
com maior amplitude em 0,1 mm entre fémeas sobreviventes a 0,02 mg/L de
Pyriproxyfen e as fémeas proveniente de criadouro ndo contaminado (Controle). Na
Figura 38 pode-se observar as distribuicdes descritivas dos tamanhos de asa medidos
pelo tamanho do centroide. Apesar da diferenca evidenciada pelo valor da estatistica
do teste Tukey, é possivel notar que as diferencas sdo minimas a ponto de haver

sobreposicao das médias entre os quartis dos demais tratamentos.
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Figura 38: Tamanho do centroide (mm) das fémeas de Aedes aegypti expostas a
diferentes concentracdes de Pyriproxyfen (Regido Centro-Oeste)
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Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Asterisco denota diferenca significativa

A respeito da forma, ndo houve evidéncias de que as asas das fémeas dos
experimentos simulando a regido CO fossem assimétricas com excecao daquelas
provindas da maior concentragéo (0,02 mg/L de Pyriproxyfen) (Tabela 10). As fémeas

sobreviventes a maior concentracao apresentaram assimetria flutuante e direcional.

Tabela 10: Valores da estatistica p da ANOVA de Procrustes para as
asas das fémeas de Aedes aegypti para a regido Centro-Oeste (CO)

assimetria direcional assimetria flutuante
(fémeas - CO) (fémeas - CO)
Controle Controle
0,0025 mg/L 0,061 0,0025 mg/L 0,99
0,01 mg/L 0,051 0,01 mg/L -
0,02 mg/L 0,0001 0,02 mg/L 0,0001

Fonte: Autoria prépria (2022)
OBS: Valores em negrito denotam diferenca significativa



98

A AVC foi aplicada para analisar a existéncia de padrGes nos agrupamentos entre
as fémeas que sobreviveram a diferentes concentracdes sob a simulagéo térmica para
a regiao CO. Com base na Figura 39, ndo ha evidéncias de que ha agrupamentos
diferentes no morfoespagco considerando a sobreposicdo entre os dados das
diferentes concentracdes. Portanto, ndo ha evidencias de mudancas significativas na
forma alar para a regiao CO.

Figura 39: Representacdo da variacdo de forma entre os diferentes tratamentos (Fémeas de Aedes

aegypti em condicbes de temperatura da regido Centro-Oeste - CO) de acordo com a analise de
variaveis candnicas com alometria
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Com efeito alométrico baixo (5,4%, p < 0,0001), nas fémeas da regido CO a
maior distancia morfolégica observada foi entre as fémeas do experimento controle e as
sobreviventes a 0,005 mg/L (dM = 2,61, p = 0,039).
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As fémeas da regido NE apresentaram, em média, tamanho do centroide alar
de 2,3 mm considerando todas as condi¢des. Observou-se uma diferenca de 0,38 mm
entre o tamanho médio menor e maior, além de menor variabilidade entre os tamanhos
do centroide alar das fémeas sobreviventes a 0,005 mg/L.

As fémeas sobreviventes as concentracfes de Pyriproxyfen possuem asas
menores que as das fémeas provenientes do ambiente descontaminado (p=
0,000093). Ademais, as fémeas emergentes de 0,01 mg/L de Pyriproxyfen tiveram
asas menores que as de fémeas dos outros tratamentos, o que pode ser observado
visualmente por meio da Figura 40, com evidéncia sustentada por meio do teste post
hoc de Tukey (Tabela 11).

Tabela 11: Valores da estatistica p para o teste post hoc de Tukey
(Tamanho do centroide de Fémeas na regido termicamente simulada do Nordeste)

Concentragao Controle 0,005 mg/L 0,01 mg/L

Controle 0,972261 0,000306

0,005 mg/L 0,972261 0,000464
0,01 mg/L 0,000306 0,000464

Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Numeros em destaque representam diferencas significativas

Houve evidéncias de que as asas das fémeas, na condi¢cao simulada para a
regido NE, apresentaram assimetrias direcional e flutuante tanto as sobreviventes a

0,005 mg/L quanto a 0,01 mg/L (p < 0,001 para todas os calculos).
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Figura 40: Tamanho do centroide alar (mm) das fémeas de Aedes aegypti na
condig&o térmica da regido Nordeste sob diferentes concentragfes de Pyriproxyfen
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Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Asterisco denota diferenca significativa

A respeito da forma alar, houve evidéncias de diferenciacdo observados pelo
morfoespaco representado pela AVC que pode ser observado pela Figura 41. A maior
dM registrada foi entre as asas das fémeas sobreviventes ao tratamento com 0,01
mg/L e as fémeas do controle (dM = 10,68, p = 0,0003) embora caiba o destaque da
dM comparando fémeas do controle e sobreviventes a 0,005 mg/L (dM = 6,95, p =
0,0001). Para além da forma, houve evidéncia de que as asas das fémeas
sobreviventes ao Pyriproxyfen sob as condicGes térmicas para NE apresentaram
assimetria flutuante (p = 0,00034). O efeito alométrico foi baixo, porém significativo
(5,83%, p = 0,0059). As dM calculadas apés remocdo do efeito alométrico
apresentaram sutil aumento, o que indica que o tamanho provavelmente tem pouca

influéncia sobre a forma nas fémeas para a regidao NE (Tabela 12).
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Figura 41: Representacao da variacéo de forma entre os diferentes tratamentos (FEmeas de Aedes
aegypti em condicdes de temperatura da regido Nordeste - NE) de acordo com a analise de variaveis
candnicas com alometria
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Tabela 12: Distancias de Mahalanobis (FEmeas — Nordeste)

Com alometria Sem alometria
Controle Controle
0,005 mg/L 6,95 0,005 mg/L 7,07
0,01 mg/L 10,98 0,01 mg/L 111

Elaborado pela autora (2022). OBS: Numeros em destaque indicam valores significativos (p <0,05)

Diferindo as demais regides, as fémeas correspondentes a regido N apresentaram
asas significativamente menores em todas as concentracdes de Pyriproxyfen em

comparacao as fémeas do experimento controle (p = 0,0002) (Figura 42).
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Figura 42: Tamanho do centroide alar (mm) das fémeas de Aedes aegypti na condicao térmica da
regido Norte sob diferentes concentragbes de Pyriproxyfen.
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Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Asterisco denota diferenca significativa

No entanto, ndo ha evidéncia de que o tamanho das asas das fémeas entre as
concentracOes testadas sejam diferentes, evidenciando a sensibilidade ao composto
independente de sua concentracéo nas condi¢cfes testadas em simulacdo a condigcao
térmica da regido N. Na analise de simetria, ndo houve evidéncias de assimetria
direcional nas asas das fémeas, mas houve evidéncias de assimetria flutuante (Tabela
13).

Tabela 13: Dados dos valores de p calculados pela ANOVA de Procrustes (Fémeas de Aedes aegypti
em exposicao na condi¢do térmica da regido Norte N)

assimetria flutuante Assimetria direcional
(fémeas - N) (fémeas - N)
Controle Controle
0,0025 mg/L  <0,0001 0,0025 mg/L 0,998
0,01 mg/L  <0,0001 0,01 mg/L 0,984
0,02 mg/L 0,0045 0,02 mg/L 1

Fonte: Autoria prépria (2022) OBS: Numeros em destaque representam valores significativos
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A AVC demonstrou agrupamentos distintos entre as formas das asas das
fémeas sobreviventes aos experimentos térmicos simulados a regido N (Figura 43).
Ha uma distancia maior entre os grupos da concentracdo de 0,0025 mg/L e 0,02 mg/L
(dM = 7,55, p < 0,0001) e menor entre as concentracdes de 0,005 mg/L e 0,02 mg/L
(dM = 4,03, p < 0,0001).

Figura 43: Representagdo da variagdo de forma alar entre os diferentes tratamentos (Fémeas de
Aedes aegypti -condicoes do Norte - N) de acordo com a analise de variaveis canbnicas com
alometria
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Fonte: Autoria propria (2022)

Resultados da regressao linear indicam alometria baixa e significativa (8,32%,
p < 0,0001) e nova AVC com os escores da regressdo produziram significativa
reducdo das dM, o que indica que o tamanho influencia diretamente nos efeitos das
formas para as asas testadas nas condi¢cbes simuladas a regido N (Tabela 14). A
baixa variabilidade na forma era esperada devido ao fato de o presente trabalho utilizar

de apenas uma cepa e em uma unica geragao para 0s experimentos.
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Tabela 14: Distancias de Mahalanobis (Fémeas - Norte)

Distancias de Mahalanobis (com alometria) (FEmeas N)

Tratamento 0,0025 mg/L  0.005 mg/L 0.02 mg/L
0,005 mg/L 5,7823

0,02 mg/L 7,5563 4,0308

Controle 4,411 4,4598 5,1108

Distancias de Mahalanobis (sem alometria) (Fémeas N)

Tratamento 0,0025 mg/L  0.005 mg/L 0.02 mg/L
0,005 mg/L 1,1899

0,02 mg/L 0,1971 0,9928

Controle 1,8609 0,671 1,6638

Fonte: Autoria prépria (2022). OBS: Numeros em destaque denotam valores
significativos (p < 0,05).

Ao passo da importancia de se determinar os tamanhos das asas como parte
de efeito subletal do Pyriproxyfen, também é importante a comparacao dos tamanhos
alares entre as regides para uma mesma concentracdo aplicada. Neste sentido,
guando comparados os tamanhos de asa das fémeas provenientes da concentracao
0,0025 mg/L, aquelas dos experimentos simulando a regido N foram mais sensiveis

guando comparados com os resultados das demais regides (Figura 44).
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Figura 44: Tamanho do centroide (mm): Asas de fémeas de Aedes aegypti de todas as
regides sobreviventes a concentracdo de 0,0025 mg/L
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OBS: Asterisco denota diferenca significativa

Relacdo semelhante foi observada na comparacao da concentracdo de 0,005
mg/L de Pyriproxyfen. Fémeas provindas dos experimentos com as temperaturas
simuladas da regido N foram as mais sensiveis em termos de tamanho de asas,
apresentando as menores asas entre as demais (Figura 45). Nesta analise, houveram
dados para a regido NE e esta apresentou também fémeas com asas menores em

comparacao as regides S, SE e CO (Tabela 15).
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Tabela 15: Valores de p para o teste post hoc de Tukey com os dados de tamanho dos centroides de
asas das fémeas de Aedes aegypti em cada condicao testada para a concentracao de Pyriproxyfen
de 0,005 mg/L

Tratamento e condicédo de teste

0,005 mg/L NE 0,005 mg/L N 0,005 mg/L SE 0,005 mg/L S

0,005 mg/L NE 0,000540 0,011383 0,019502

0,005 mg/L N 0,000540 0,000167 0,000167
0,005 mg/L SE 0,011383 0,000167 0,720694
0,005 mg/L S 0,019502 0,000167 0,720694

Fonte: Autoria propria (2022)
OBS: Numeros em destaque representam diferencas significativas

Figura 45: Tamanho do centroide (mm): Asas de fémeas de Aedes aegypti de todas as
regides sobreviventes a concentracdo de 0,005 mg/L
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Considerando a concentracao recomendada pela OMS (0,01 mg/L) e também
a maior concentracao relacionada a fémeas com menores asas, as adultas provindas

dos experimentos com temperaturas da regido CO apresentaram asas maiores



107

guando comparadas com as demais regides (NE, SE e S), o que pode ser visto na
Figura 46.

Figura 46: Tamanho do centroide (mm): Asas de fémeas de Aedes aegypti de
todas as regides sobreviventes a concentragéo de 0,01 mg/L
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Convém destacar que foi na simulacdo térmica da regido CO que foram
encontradas as fémeas com menor sensibilidade ao composto, em relacdo aos efeitos
sub letais observados nas asas. Apesar de apresentar a maior amplitude térmica, a
regido CO teve a maior temperatura dentre as testadas, considerando o maior tempo
de exposicdo (14 horas com fotoperiodo claro) sendo entdo esperado que as asas
das fémeas nessas condicdes fossem menores em resposta a temperatura mais alta.
Hé vasta literatura que relata evidéncias de que as fémeas tendem a serem menores
guando desenvolvidas sob regimes de temperaturas mais altas, devido ao aumento
das taxas metabdlicas em funcdo do aumento de temperatura (VAN DEN HEUVEL,
1963; BRIEGEL, 1990; MOHAMMED; CHADEE, 2011; REISKIND; ZARRABI, 2012;
SIMOY; SIMOY; CANZIANI, 2015). Uma possivel explicacdo para essa mudanca é a
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exposicdo de temperaturas diferentes de acordo com o fotoperiodo, tal qual descrito
por Rivas et al. (2018).

A temperatura mais baixa durante a noite, simulada pelo fotoperiodo escuro,
pode ter influenciado na redugdo do metabolismo das larvas, o0 que
consequentemente aumentou o tempo de desenvolvimento larval e permitiu fémeas
maiores em relacéo ao esperado caso se mantivesse a temperatura dos experimentos
constantemente alta. Tal efeito aproxima-se ao que pode ser esperado em condi¢des
naturais de campo. No ambiente natural o ciclo diario de intensidade de luz ocorre
concomitantemente com o ciclo de temperatura, no qual a queda de temperatura
ocorre junto a diminuigdo da intensidade da luz ao cair da noite (SAUNDERS, 2002).
Esses ciclos exercem influéncia continua nas funcdes biolégicas dos organismos ao
longo de seus ciclos de vida (FARNESI et al., 2018).

Para uma espécie diurna como Ae. aegypti, os regimes de luz e temperatura
influenciam diretamente no ritmo de atividade locomotora. Rivas et al. (2018)
observaram que o ritmo da atividade locomotora de Ae. aegypti adultos & mais
sensivel a temperatura do que a luminosidade. Por sua vez, Farnesi et al. (2018)
observaram que as fémeas depositam mais ovos no escuro do que no claro em
condicBes laboratoriais, relatando efeito importante em uma caracteristica reprodutiva
considerando apenas o fotoperiodo. Costanzo et al. (2015) observaram que a duracéo
do dia afeta a propensao a hematofagia nas fémeas de Ae. aegypti, sendo essas mais
propensas a alimentarem-se de sangue nas condicdes em que o dia dura menos
tempo. Tais trabalhos demonstram a importancia de ambas condi¢des (temperatura e
luminosidade) como interferentes em parametros importantes do ciclo de vida das
fémeas.

O efeito do tamanho corporal das fémeas no cenéario epidemiolégico é
multifatorial, considerando as influéncias diretas e indiretas na capacidade vetorial,
incluindo aspectos sobre a longevidade, o comportamento de hematofagia e
fecundidade (ALTO; REISKIND; LOUNIBOS, 2008a; BUCKNER; ALTO; LOUNIBOS,
2016; DUJARDIN, 2008; FARJANA; TUNO, 2013; JULIANO et al., 2014
KOENRAADT, 2008)

De acordo com Costanzo et al. (2015), as fémeas maiores tém mais
probabilidade de sobreviver a periodos de inanicdo, o que consequentemente
aumenta a chance de sobrevivéncia enquanto 0s recursos estdo escassos durante

condi¢cdes desfavoraveis. Juliano et al. (2014) também obtiveram resultados que
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corroboram com tal afirmacéo, nos quais verificaram que fémeas maiores tiveram
maior longevidade. Neste sentido, os resultados encontrados para tamanho do
centroide alar corroboram os dados sobre longevidade. As fémeas provindas dos
experimentos simulando as temperaturas para a regido CO foram maiores e viveram
mais.

Ha evidéncias de que a competéncia vetorial para DENV € influenciada pelo
tamanho dos individuos e tem relacdo tanto com a taxa de infeccéo das fémeas quanto
com a capacidade de transmitirem os virus para os hospedeiros vertebrados. Fémeas
menores Sao mais propensas a se infectarem com DENV-2 e depositam mais ovos
durante o primeiro ciclo gonotrofico (BRIEGEL, 1990; ALTO; REISKIND; LOUNIBOS,
2008b). Por outro lado, fémeas menores conseguem comportar uma carga viral
menor quando comparadas com fémeas maiores, o que corroborou com os resultados
encontrados por Juliano et al. (2014), nos quais evidenciaram que as fémeas maiores
foram vetores mais eficientes para dengue durante uma epidemia no Rio de Janeiro.
Fémeas maiores sdo mais pesadas durante a emergéncia devido ao aumento das
demandas de glicogénio e, consequentemente, gastam mais recursos durante o voo,
0 que indica que asas menores para as fémeas pode ser uma vantagem (REISKIND;
ZARRABI, 2012).

Embora durante o presente trabalho nédo se tenha testado a capacidade
vetorial para fémeas sobreviventes as concentracdes do larvicida, ndo se pode
negligenciar a possibilidade de que o efeito combinado entre as concentracfes sub-
letais e as temperaturas possam também ter o potencial de influenciar na capacidade
vetorial. Além disso, mosquitos com fenotipos que exibem perfil de resisténcia a
inseticidas ou experienciam efeitos sub-letais podem estar associados com
suscetibilidade alterada a infeccdo e transmissdo de patégenos (MUTURI; ALTO,
2011; GUEDES; WALSE; THRONE, 2017). Alomar, Eastmond e Alto (2021)
evidenciaram que Ae. aegytpi adultas que sobreviveram a exposicdo ao Pyriproxyfen
durante a fase larval foram vetores mais competentes para Zika virus, tanto a 20°C
guanto a 30°C, e independente do tamanho da fémea.

Desvios no padrdo em simetria nas asas sao esperadas em resposta a
estressores ambientais, dentre eles, temperatura e compostos quimicos como
inseticidas. No presente trabalho, a assimetria flutuante foi identificada em diversas
fémeas sobreviventes a concentragdo do Pyriproxyfen. Alves et al. (2020) observaram

resultado semelhante em Culex quinquefasciatus quando expostos a ivermectina, em
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gue o efeito de assimetria flutuante foi maior nas fémeas do que nos machos expostos.
No caso da exposicdo a inseticida a base de organofosfato, machos de Culex
quinquefasciatus foram mais sensiveis do que fémeas nos efeitos em assimetria
flutuante de forma que a assimetria foi maior conforme o aumento da concentragéo
aplicada, semelhante ao ocorrido com as fémeas sobreviventes nas condigdes
simuladas para a regido CO (MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001).

Até o momento da escrita do presente trabalho, ndo houve registros de
trabalhos anteriores que tenham testado o efeito do Pyriproxyfen na simetria de asas
de machos e fémeas adultas sobreviventes. Sendo assim, € importante que novos
estudos avaliando modificacdes nos padrdes de voo sejam também realizados de
modo complementar, bem como analises em niveis moleculares e trans-geracionais.
E importante destacar que os padrées de assimetria sio manifestaces observaveis
dos processos biologicos, porém ndo sao os processos bioldgicos em si. Portanto,
deve-se considerar tal limitacdo para as inferéncias considerando apenas o padrao
em assimetria estimada por meio da morfometria geomeétrica (KLINGENBERG, 2015).

Visto que outros estressores ambientais influenciam diretamente no padrao de
simetria das asas como, por exemplo, disponibilidade de alimento durante o
desenvolvimento larval (REISKIND; ZARRABI, 2012), mais estressores combinados
devem ser considerados em futuras pesquisas.

No que se diz respeito aos machos emergidos, foram digitalizadas, ao todo,
767 asas de individuos machos sendo destas 281 asas direitas e 276 asas esquerdas.
Ao todo, informacdes das asas de 281 individuos foram utilizadas nas analises. A
diferenca entre o numero de asas esquerdas e direitas se da por eventuais acidentes
no momento de manipulacdo das asas (rompimento devido sensibilidade do
espécime). Em geral, o tamanho dos centroides (TC) das asas dos machos
sobreviventes aos experimentos variou entre 1,30 mm a 2,68 mm. A Tabela 16
resume os dados descritivos das asas em relacdo ao tamanho dos centroides para 0s

machos, em todas as condi¢des testadas.

Tabela 16: Dados descritivos sobre o tamanho dos centroides das asas de machos de Aedes aegypti
nas diferentes condi¢bes de experimento

Regido Sul
Controle 0,0025 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L
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n 12 19 12 15 0
Média (mm) 2,03 2,00 2,04 2,03 -
Desvio Padréo 0,07 0,17 0,05 0,19 -
Minimo (mm) 1,93 1,98 1,95 1,86 -
Maximo (mm) 2,17 2,19 2,12 2,68 -

Regido Sudeste
Controle 0,0025 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L

n 16 14 12 11 18
Média (mm) 2,07 2,02 2,04 2,01 1,98
Desvio Padréo 0,08 0,08 0,07 0,06 0,07
Minimo (mm) 1,95 1,85 1,93 1,88 1,87
Maximo (mm) 2,23 2,16 2,13 2,11 2,10

Regido Centro-Oeste
Controle 0,0025 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L

n 28 15 14 17 11
Média (mm) 1,90 1,87 1,91 1,88 1,87
Desvio Padrdo 0,06 0,08 0,07 0,18 0,11
Minimo (mm) 1,78 1,74 1,76 1,30 1,70
Méaximo (mm) 2,00 2,00 2,03 2,04 2,04

Regido Nordeste

Controle 0,0025 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L

n 12 10 7 - 8
Média (mm) 1,94 1,92 1,84 - 1,79
Desvio Padrao 0,05 0,11 0,16 - 0,09
Minimo (mm) 1,86 1,76 1,62 - 1,69
Maximo (mm) 2,04 2,03 2,03 - 1,99

Regidao Norte
Controle 0,0025 mg/L 0,005 mg/L 0,01 mg/L 0,02 mg/L

n 7 7 7 5 0
Média (mm) 1,85 1,57 1,66 1,65 -
Desvio Padréao 0,09 0,02 0,09 0,08 -
Minimo (mm) 1,70 1,55 1,50 1,58 -
Maximo (mm) 1,96 1,61 1,79 1,77 -

Elaborado pela autora (2022)
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OBS: Células preenchidas por hifen denotam tratamentos sem observagdes

Considerando apenas a temperatura, houve evidéncia de que os TC médio dos
machos foram diferentes entre as condi¢des térmicas simuladas entre as regides
(p <0,001). Quando analisados por meio do teste post hoc de Tukey, os TC dos
machos provindos das simulacdes para CO foram menores que SE e S (p = 0,0001
para ambas comparacdes). SE e S, por sua vez, foram correspondentes aos TC
maiores quando comparados com os resultados para as regidées N, NE e CO (p <0,05)
mas nao diferentes entre si (p = 0,51). TC dos machos das simula¢des para a regido
N foram menores que os da regido NE (p = 0,02). A Figura 47 ilustra a distribuicao
grafica dos dados referentes aos TC dos machos ndo contaminados (experimento
controle) para todas as regides testadas.

Figura 47: Representagéo gréafica da distribuicdo de tamanhos do centroide alares dos machos de
Aedes aegypti sob as 5 condicdes térmicas simuladas das regifes brasileiras no controle
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Fonte: Autoria prépria (2022)

Por outro lado, ndo houve evidéncias de que o formato das asas dos machos
dos experimentos controle tivera distribuicédo diferente no morfoespaco como pode ser
observado pela Figura 48. As dM entre os machos provindos de ambiente

descontaminado (experimento controle) variaram entre 1,44 (CO e NE, p <0,0001) e
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2,8 (S e N, p<0,0001), o que também reforca a similaridade entre os padrdes no
formato das asas dos machos. A alometria nos machos dos experimentos controle foi
baixa (2,013%, p < 0,0001).

Figura 48: Representacgdo da variacdo da forma alar dos machos nas condi¢des térmicas simuladas
para as cinco regides brasileiras testadas, de acordo com a Andlise de Variaveis Canfnicas com

Variavel canonica 2 (24,8%)

alometria.
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Fonte: Autoria propria (2022)

N&o houve evidéncias de que o TC médio dos machos nas simulacdes térmicas
referentes a regido S fossem diferentes entre si (p = 0,80). A distribuicdo dos TC dos
machos nesta condicdo testada apresenta sobreposicdo das médias, 0 que vai ao
encontro da falta de evidéncia sobre diferencas nos TC dos machos em diferentes
concentragfes de Pyriproxyfen (Figura 47). No que se refere ao formato das asas, nédo
houve evidéncias de que ha diferencas na forma das asas de machos sobreviventes
a diferentes concentracbes de Pyriproxyfen e machos desenvolvidos nos
experimentos controle (Figura 49). Também ndo houve evidéncias de assimetrias nas

asas de machos sobreviventes as diferentes concentracdes do larvicida.
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Figura 49: Representacgédo gréfica dos tamanhos dos centroides dos machos sobreviventes a
diferentes concentracdes de Pyriroxyfen na simulagao térmica da regido Sul
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Considerando a sobreposi¢cdo entre as concentracdes de Pyriproxyfen e o
experimento controle no morfoespaco, a maior dM encontrada foi entre a
concentracgdo do larvicida 0,01 mg/L e o experimento controle (dM =2,74, p < 0,0001).
Ainda para os machos das simulacdes térmicas para a regido S, o efeito alométrico
foi baixo e significativo (2,7%, p < 0,0001). Na Figura 50 é possivel observar a
sobreposicao dos dados no morfoespaco a partir da AVC para machos sobreviventes
a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen sob as condicdes térmicas simuladas para

aregiao S.
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Figura 50: Representacéo da variacdo da forma alar dos machos de Aedes aegypti nas condi¢bes
térmicas simuladas para a regido Sul, de acordo com a Andlise de Variaveis Canénicas
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Entre os machos sobreviventes a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen sob

as condicdes simuladas para a regido SE, por sua vez, houve evidéncias de que 0s

TC dos sobreviventes a 0,02 mg/L de Pyriproxyfen sdo menores do que os tamanhos

meédios para os machos quando emergidos de ambiente descontaminado (p =

0,004348, no teste post hoc de Tukey). No entanto, na comparacdo com as demais

concentragbes do larvicida nas condicfes testadas ndo houve evidéncia de

diferencas, o que pode ser visto também na distribuicdo dos valores na Figura 51. N&o

houve evidéncias de assimetria nas asas dos machos nessas condi¢cdes para a regiao

SE.
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Figura 51: Representagéo grafica dos tamanhos dos centroides dos machos de Aedes aegypiti
sobreviventes a diferentes concentracdes de Pyriroxyfen na simulagéo térmica da regido Sudeste
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OBS: Asterisco denota diferenca significativa

Houve baixa variabilidade da distribuicdo das formas das asas dos machos no
morfoespaco, considerando as diferentes concentracbes testadas nas condicdes
simuladas para a regido SE (Figura 52). A dM vai ao encontro com a baixa
variabilidade, sendo a distancia mais alta entre os machos sobreviventes a 0,005 e
0,01 mg/L (dM = 2,5, p <0,0001). O efeito alométrico da regido SE foi mais alto do

gue o encontrado nos dados para a regido S, mas ainda baixo (3,1%, p < 0,0001).
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Figura 52: Representacéo da variacdo da forma alar dos machos de Aedes aegypti nas condi¢bes
térmicas simuladas para a regido Sudeste, de acordo com a Analise de Variaveis Candnicas com
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Nas analises com as asas dos machos nas temperaturas simuladas para a
regido CO, ndo houve evidéncias de que os TC médio fossem diferentes entre 0s
sobreviventes as diferentes concentracdes de Pyriprpxyfen e o experimento controle
(p = 0,8024). Pela representacao grafica na distribuicdo dos valores dos TC para 0s
machos nessas condicfes térmicas, é possivel notar a sobreposicdo dos valores
meédios nas distribuicdes interquartis (Figura 53). Essa sobreposi¢ao evidencia a baixa
variabilidade dos dados e demonstra a falta de evidéncia encontrada pelo valor da
estatistica p. Nao houve evidéncias de assimetria has asas dos machos sobreviventes

a Pyriproxyfen na simulacao para regido CO.
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Figura 53: Representacéo grafica da distribuicdo dos valores dos TC dos machos de Aedes aegypiti
emergidos de diferentes concentracdes de Pyriproxyfen nas simulacdes térmicas para a regido
Centro-Oeste
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De forma semelhante, foi observada baixa variabilidade na distribuicdo dos
dados para as formas no morfoespaco para os dados das asas de machos provindos
dos experimentos relacionados as condi¢fes térmicas da regido CO, ilustrado pela
Figura 54. A maior diferenca, de acordo com a dM, foi encontrada entre os dados do
experimento controle e a concentracdo de 0,02 mg/L de Pyriproxyfen (dM = 2,65,
p <0,0001) enquanto a maior similaridade foi observada entre 0,0025 mg/L e o
controle (dM= 1,58, p = 0,0020). O efeito alométrico nas asas dos machos foi baixo,
apesar de significativo (2,84%, p = 0,0058).
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Figura 54: Representacéo da variacdo da forma alar dos machos de Aedes aegypti nas condi¢bes
térmicas simuladas para a regido Centro-Oeste, de acordo com a Andlise de Variaveis Candnicas
com alometria
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Fonte: Autoria propria (2022)

Considerando os machos emergidos nos experimentos com as simulacdes
térmicas para a regido NE, houve evidéncias de que as asas dos machos
sobreviventes a concentracdo 0,02 mg/L sdo menores que as dos machos do
experimento controle, com base nos valores de TC (p = 0,019) (Figura 55). De forma
semelhante ao que foi observado com os dados nas simulacdes da regido SE, nestes
da regido NE também ndo houve evidéncias de diferencas nos TC entre os machos
sobreviventes as concentracdes de larvicida (p > 0,05). Ndo houve observactes
registradas na concentracdo 0,01 mg/L devido a problemas na conservagdo dos
individuos, impossibilitando as comparacfes com essa concentracdo a respeito dos

padrdes alares.
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Figura 55: Distribuic&o dos valores de TC para as asas dos machos de Aedes aegypti sobreviventes
a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen sob as condi¢des térmicas simuladas para a regido
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Nesta condicdo de experimento, observou-se maior variabilidade entre as
formas das asas dos machos sobreviventes a concentracdo de 0,0025 mg/L de
Pyriproxyfen e as dos sobreviventes a 0,02 mg/L, que pode ser observado
graficamente pela Figura 56 devido agrupamentos que ndo se sobrepde no
morfoespaco (dM = 5,82, p < 0,0001). Para 0,005, desconsiderou-se a comparacao
devido ao niumero muito mais baixo de observa¢des (n=7), o que também pode ser
observado na Figura 56 pela baixa distribuicdo sem formacéao de elipse de confianca

referente a essa concentragao.
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Figura 56: Representacéo da variacdo da forma alar dos machos de Aedes aegypti nas condi¢bes
térmicas simuladas para a regido Nordeste, de acordo com a Analise de Variaveis Canénicas
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Comparado ao observado para os machos nas demais regides simuladas, na

regido NE houve maior efeito alométrico mesmo que ainda considerado baixo (4,48%,

p = 0,0136), o que indica que o tamanho da asa dos machos teve pouca influéncia

sobre as diferencas na forma.

No cenario de simulacdo térmica correspondente a regido N, por sua vez,

houve maior sensibilidade a todas as concentracdes de Pyriproxyfen aplicadas

considerando o TC dos machos sobreviventes (Figura 57). Houve evidéncias de que

0s machos sobreviventes ao Pyriproxyfen tém asas menores do que 0os machos que

se desenvolvem em ambiente descontaminado, nas condi¢cfes testadas com as

variaces térmicas baseadas na regido Norte (p < 0,05).
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Figura 57: Distribuic&o dos valores de TC para as asas dos machos de Aedes aegypti sobreviventes
a diferentes concentragdes de Pyriproxyfen sob as condi¢cdes térmicas simuladas para a regido Norte
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

A AVC revelou diferencas na forma alar entre os machos sobreviventes a
menor concentracdo de Pyriproxyfen aplicada (0,0025 mg/L) em compara¢do com 0S
padrdes da forma alar de machos dos ambientes descontaminados e as demais
concentracfes experimentadas (Figura 58). A comparacdo de forma também se
baseou nos valores calculados nas dMs, a qual demonstrou que a maior diferenca
encontrada foi entre os machos sobreviventes a 0,0025 mg/L e 0,01 mg/L (dM = 8,12,
p < 0,0001), enquanto a maior similaridade foi observada para as formas alares dos
machos sobreviventes a 0,005 mg/L e os individuos dos experimentos controle (dM =
2,84, p = 0,0024).
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Figura 58: Morfoespaco de variaveis candnicas mais representativas para as asas de machos de
Aedes aegypti sobreviventes a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen sob as condi¢es térmicas
simuladas para a regido Norte com alometria
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

A alometria foi baixa e néo foi significativa (2,5%, p = 0,2683), o0 que indica que
nao ha evidéncias de que o tamanho tenha influéncia sobre a forma para as asas dos
machos sobreviventes a diferentes concentracdes de Pyriproxyfen sob as condicdes
térmicas simuladas para a regido N. Entre os machos, os individuos expostos a 0,0025
mg/L de Pyriproxyfen nas condicbes térmicas simuladas para a regido Norte
apresentaram o menor tamanho médio do centroide, sendo significativamente menor
gue os TC dos machos de todas as outras regides (p < 0,001 em todas as
comparacdes), o que é evidente visualmente por meio da Figura 59. A mesma relacéo
foi observada na comparacéo entre os TC dos machos sobreviventes a 0,005 mg/L (p
< 0,001 em todas as comparac6es). Em resposta a 0,01 mg/L, ndo houve evidéncia
de que o tamanho dos centroides alares dos machos das condi¢cdes térmicas de S,

SE e CO tenhas sido diferentes entre si (p > 0,05 no teste post hoc de Tukey).
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Figura 59: Tamanhos do centroide alares dos machos de Aedes aegypti expostos a 0,0025 mg/L sob
diferentes condic¢des térmicas
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
OBS: Asterisco denota diferenca significativa.

De forma geral, é possivel notar que o efeito sub-letal do Pyriproxyfen foi menor
nos parametros alares dos machos do que nas fémeas considerando todas as
condicBes testadas. Os resultados dos machos na simulacéo para a regido N foi uma
excecdao, na qual foi observado reducdo geral do tamanho das asas, mas sem
significativo efeito entre os machos em diferentes concentra¢cdes do larvicida. Uma
explicacédo possivel para essa diferenca € o desenvolvimento mais rapido de machos
do que de fémeas para o estagio adulto (protandria), o que significa que os machos
tém menor exposi¢do ao larvicida durante o periodo larval e, consequentemente, o
efeito sub-letal € menor (MPHO; HOLLOWAY; CALLAGHAN, 2001).

Helinski e Harrington (2014) demonstraram que ha evidéncias de que fémeas
tém fecundidade reduzida apds trés coOpulas com machos pequenos quando
comparados com machos grandes sendo observada também deplecédo de esperma
nas fémeas (JESUS; REISKIND, 2016). E importante destacar que, considerando

apenas a primeira copula, ndo houve evidéncias de reducdo na quantidade de ovos
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guando comparados machos grandes e pequenos (HELINSKI; HARRINGTON, 2014).
Sendo assim, para os resultados encontrados no presente trabalho, a reducdo da
fecundidade nas fémeas seria esperada para longo prazo em fémeas que copulam
com machos sobreviventes a alta dose de Pyriproxyfen (0,02 mg/L) na regido N,
considerando as temperaturas testadas como simulagdo para essa regidao. No
entanto, outros efeitos devem ser considerados assim como a influéncia de outras

variaveis ambientais na histéria de vida de machos adultos.

5.4 Caracterizacdo quimica do Pyriproxyfen em funcéo da temperatura

As amostras de Pyriproxyfen utilizadas na andélise com espectrofotbmetro
demonstraram transmitancia dos grupamentos quimicos esperados para tal
composto, considerando temperatura ambiente sem exposi¢céo luminosa. Como pode
ser visto por meio da Figura 60, ha expressiva transmitancia nos comprimentos de
onda 1550, 1300 e 750 que correspondem aos grupamentos de didxido de nitrogénio
(NO2), funcéo éter (-O-) e anel aromético (CeHs) respectivamente, sendo todas essas
ligacbes fortes. Vale ainda destacar a presenca de segundo anel aromatico na

estrutura, indicado pela posi¢cdo 3000 cm™ no comprimento de onda.
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Figura 60: Porcentagem de transmitancia de radiacéo infravermelha de amostra do Pyriproxyfen apos
analise em espectrometria
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A analise por FTIR realizada com ambas amostras de Sumilarv 0.5G® e de
Pyriproxyfen de alta pureza demonstrou alta estabilidade dos grupamentos organicos
em funcéo das temperaturas expostas. Adicionalmente, ndo ha evidéncias de que o
tempo de exposicdo das amostras tenha resultado em alguma modificacdo dos
grupamentos quimicos como resposta das temperaturas utilizadas, o que pode ser
visto por meio da Figura 61. Qualitativamente, € possivel apontar uma expressao
menor de transmitancia na posi¢do 3000 do comprimento de onda correspondente a
um anel benzénico, entretanto é inconclusivo apontar algum tipo de degradacédo por

este método apenas.
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Figura 61: Porcentagem de transmitancia de radiacéo infravermelha de amostras de Pyriproxyfen
expostas a diferentes temperaturas por mais de uma semana
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O Pyriproxyfen € um composto cujo modo de acdo se destaca pela sua
especificidade: ao ser analogo ao hormdnio juvenil, o risco de aplicacdo €é reduzido
guando se considera a possibilidade de efeitos negativos em organismos nao alvo.
Além disso, torna-se seguro para aplicacdo em agua potavel o que é uma excelente
vantagem na aplicacdo especialmente em locais cuja populacdo humana carece de
recursos basicos e tanto o desperdicio de agua potavel quanto a ocorréncia de
arboviroses sao fatores de risco muito grandes.

Conforme observado pelos resultados da analise por FTIR, o Pyriproxyfen
apresenta alta estabilidade quimica por ligacdes fortes que também ocorrem devido
ser composto por anéis aromaticos. Em comparacdo com a estrutura aciclica dos
sesquiterpenoides que compde o hormdnio juvenil natural dos insetos, o Pyriproxyfen
também é mais quimicamente estavel. Entretanto, € importante destacar que tal
estabilidade se confere em situacdo ideal e, nesse sentido, diversos parametros
ambientais podem ser considerados como fatores passiveis de influenciar neste

equilibrio.
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O presente trabalho testou se ha diferenca dos padrdes de transmitancia de
radiacdo infravermelha como forma de identificar mudancas dos grupamentos
guimicos que naturalmente caracterizam o Pyriproxyfen. Entretanto apesar de ndo se
ter observado nenhuma evidéncia de degradacdo por este método, ndo se pode
desconsiderar influéncia de outros fatores ndo experimentados no periodo deste
trabalho, mas que estéo presentes no campo e fazem parte da realidade.

Trabalhos na literatura indicam que ha diferenca na estabilidade quimica que o
composto demonstra em solugéo aquosa quando comparado ao soluto seco, no qual
ha maior volatilidade em ambiente aquético (DEVILLERS, 2020; SULLIVAN; GOH,
2008). Além disso, a combinacdo de diferentes fatores também influencia na
estabilidade quimica do larvicida. O efeito da luminosidade sobre a degradacdo do
Pyriproxyfen foi estudada por Kodaka et al. (2011) em sistemas com sedimento
composto por areia (66%), argila (22%) e matéria organica (12%). Os autores
encontraram diferenca significativa de fotodegradacao em separacao de subprodutos
do composto em sistema iluminado, simulando a luz natural do dia (KODAKA et al.,
2011). As cargas organicas no ambiente também séo fonte de influéncia sobre a
disponibilidade do larvicida, uma vez que a matéria organica potencialmente adsorve
o larvicida. Em experimentos conduzidos por Schaefer, Dupras e Mulligan (1991)
utilizando Pyriproxyfen em lagoas de estabilizacdo, amostras de fragmentos orgéanicos
flutuantes e de efluente foram coletados antes da aplicacdo do composto e ap6s 1, 4
e 8 dias e em um intervalo semanal durante 2 meses. Os autores identificaram o
composto nas amostras de matéria organica e reducédo da concentracéao no efluente,
identificando tempo de meia-vida em 7,47 dias nas condicbes de experimento
aplicadas (SCHAEFER; DUPRAS; MULLIGAN, 1991).

No entanto, é importante destacar que os trabalhos anteriores que testaram
diferentes parametros ambientais interferentes na degradacdo do Pyriproxyfen néo
consideraram se a reducdo da concentracdo do composto é acompanhada de

diminuicdo de sua eficiéncia enquanto larvicida.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A problemética envolvendo as recorrentes epidemias de arboviroses
transmitidas pelo Ae. aegypti € complexa e histérica, especialmente na regido tropical,
gue envolve diferentes atores sociais e diferentes areas do conhecimento. Na prética,
h& pouco espaco para o controle das variaveis ambientais que sdo capazes de
interferir em todos os processos relacionados ao ciclo de transmissdo. Dessa forma,
o trabalho de todas as pessoas envolvidas tem grande importancia no resultado final
gue se espera: a prevencdo da ocorréncia de epidemias por meio do controle
populacional do mosquito.

O objetivo maior da presente tese € em contribuir com o que entendemos sobre
a interferéncia das temperaturas do ambiente na eficiéncia do larvicida, considerando
variagdes de temperatura que ocorrem naturalmente nos ciclos diarios. Apesar de ser
uma metodologia limitada no que diz respeito a representar fielmente as flutuacdes de
temperatura, os resultados encontrados que demonstram mudancas na eficiéncia
desse composto devem ser levados em consideracdo. Para um pais de dimensodes
continentais como o Brasil, a estratégia de aplicacao dos larvicidas e adulticidas pode
ser adotada com base na regionalizacdo, considerando as peculiaridades de
temperatura e monitorando as flutuagbes para refinar as respostas esperadas de
controle larvario.

A forma de aplicacdo do Sumilarv 0.5G® em campo pelos agentes de controle
de endemias é realizada utilizando uma colher dosadora, com duas medidas
correspondentes ao tamanho do recipiente a ser tratado: nos grandes, utiliza-se a
medida maior (10g) enquanto nos pequenos, aplica-se com o lado da colher de menor
volume (1g). Considerando possibilidade de regionalizacdo nas recomendacfes de
aplicacdo, novas dosagens podem ser determinadas para considerar diferentes
peculiaridades (tanto em relacéo aos recipientes quanto em relacéo as localidades,
no que diz respeito as condicbes de temperatura esperadas). Nos casos em que a
concentracdo efetiva foi mais baixa (como foi o caso dos resultados encontrados
associados as temperaturas da regido Sul), pode-se considerar aplicar menor
dosagem para atingir nivel alto de eficiéncia. Aplicacdo de menor concentracdo do
composto € potencialmente positiva, representando menor ameaca para espécies ndo

alvo, maior economia de recursos dos Programas de Controle evitando desperdicios.
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Considerando o que se sabe até hoje em relacdo a suscetibilidade das
populacdes de Ae. aegypti em campo ao Pyriproxyfen, poucas populacdes na regido
NE exibiram resisténcia moderada de acordo com o estudo de Campos et al. (2020).
Nesse sentido, faz-se necessario continuar monitorando o perfil de resisténcia
local/regional também considerando as flutuacdes de temperatura desses ambientes.
Neste sentido, mais cidades podem ser amostradas para consideracao do banco de
dados das estacdes meteoroldgicas automaticas que abranjam maior alcance em
relacdo a combinacdo de temperaturas, considerando que diferentes localidades
sofrem efeito de diferentes elementos climaticos locais (por exemplo: continentalidade
e altitude).

O presente trabalho ressaltou a relagcdo entre o tempo de exposicdo ao
composto e sua eficiéncia como larvicida em diferentes temperaturas. Para um
composto cujo modo de acao nao é diretamente toxico e gera disrupcédo enddcrina,
investigacOes a niveis moleculares em resposta a literatura se fazem importantes para
identificar quais 0s possiveis mecanismos metabolicos estdo envolvidos nas
mudancas de eficiéncia observadas. Assim é possivel refinar a resposta em respeito
a definicdo de perda de eficiéncia devido maior eficiéncia metabdlica em funcao da
temperatura ou reducao de eficiéncia devido degradacdo do composto em maiores
temperaturas. Neste Ultimo topico cabe a recomendacédo a trabalhos futuros que se
avalie a perda de eficiéncia por degradacdo do composto em solucéo sob diferentes

temperaturas.



131

7. Conclusdes

Hipotese aceita. Os bioensaios cujas meédias de temperaturas eram mais
baixas corresponderam aos individuos mais sensiveis ao composto quando
comparados com as respostas de suscetibilidade das larvas em médias de
temperatura mais quentes. A variagdo de temperatura influencia na eficiéncia do
Pyriproxyfen.

e Experimentos de eficiéncia do composto em diferentes condi¢cdes de combinacdes
de temperatura:

o Regido Sul > Regido Sudeste > Regido Norte > Regido Nordeste
> Regido Centro-Oeste

e Experimentos de efeito residual do composto em diferentes condicbes de

combinacdes de temperatura:

o Experimentos com as temperaturas simuladas para a regiao
Centro-Oeste evidenciaram reducao significativa da eficiéncia
apos 15 dias.

e Experimentos avaliando a longevidade de mosquitos sobreviventes a exposicao ao
Pyriproxyfen ndo demonstraram evidéncias de influéncia da temperatura na
longevidade de machos e fémeas.

o Em todas as condicbes testadas, houve evidéncias de relacdo
dose-dependéncia na longevidade. Sobreviventes as maiores
concentragfes tiveram tempo de vida reduzido se comparados
aos mosquitos do tratamento controle em cada condicao testada.

e A exposicdo ao Pyriproxyfen e as diferentes variacbes de temperaturas
configuraram estresse ambiental como custo de sobrevivéncia, o que refletiu em
alteracdes no tamanho das asas e na simetria.

e Entre machos e fémeas, houve menos diferencas nos efeitos morfolégicos para as
asas de machos do que para asas de fémeas. O tempo de exposicdo de machos é
menor que o tempo de exposicado de fémeas devido protandria.

o Tamanho do centroide alar de fémeas expostas a 0,0025 mg/L:
Sul> Centro-Oeste> Sudeste> Norte

o Tamanho do centroide alar de fémeas expostas a 0,005 mg/L:
Sudeste > Sul > Nordeste > Norte

o Tamanho do centroide alar de fémeas expostas a 0,01 mg/L:
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Centro-Oeste > Sul > Nordeste > Sudeste
o Tamanhos do centroide alar de machos expostos a 0,0025 mg/L
e a 0,005 mg/L: Sul = Sudeste > Nordeste > Centro-Oeste > Norte
o Tamanhos do centroide alar de machos expostos a 0,01 mg/L:
Sul = Sudeste = Centro-Oeste.
Houve evidéncia de assimetria flutuante em todas as condi¢des térmicas para
as asas de fémeas, com excecao daquelas provindas de simulacéo a regido
Centro-Oeste, cujas fémeas sobreviventes a maior concentracdo apresentou
assimetria somente. O efeito alométrico nas asas das fémeas foi baixo.
o Nivel de alometria entre as fémeas: N (8,32%) > SE (6,2%) > NE
(5,83%) > CO (5,4%) > S (2,02%).
N&o houve evidéncias de que a combinacdo entre as temperaturas e as
concentracbes do larvicida produzem assimetria nas asas de mosquitos
machos. O efeito alométrico também foi baixo para machos nos experimentos:
o Nivel de alometria entre os machos: NE (4,48%) > SE (3,1%) >
CO (2,84%) > S (2,7%) > N (2,5%).
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9. APENDICE A — Localizagdo dos municipios amostrados e agrupados por regio,
utilizados nos calculos das temperaturas utilizadas nos experimentos.

Figura 62: Localizacdo dos municipios amostrados para a regido Norte do Brasil
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Figura 63: Localizacdo dos municipios amostrados para a regido Nordeste do Brasil
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Figura 64: Localizacdo dos municipios amostrados para a regido Sudeste do Brasil
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Figura 65: Localizacdo dos municipios amostrados para a regiao Sul
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Figura 66: Localizacdo dos municipios amostrados para a regido Centro-Oeste
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