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RESUMO

ALVES, Sténio Nunes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2000.
Efeitos da iver mectina em larvas de Culex quinquefasciatus (Say, 1823).
Orientador: José Eduardo Serrdo. Conselheiros: Raul Narciso Carvalho Guedes e
L Ucio Antdnio Oliveira Campos.

O presente trabalho tem por objetivo verificar, nos parametros morfolégicos e
biol6gicos, apos a exposicdo das larvas de Culex. quinquefasciatus a concentragdo
de 15 ppb de ivermectina, o comportamento e a sobrevivéncia de C.
quinquefasciatus, as possiveis ateragcbes morfolégicas no corpo gorduroso das
larvas, as possiveis ateraces no nimero de instares, nimero médio de ovos por
postura da fémea, duracdo do periodo larval e a assimetria flutuante nos adultos. Na
sua execucdo foram utilizadas 601 larvas de 3° e 4° instar do mosguito como
material biolégico, que foram obtidas de criacdo semi natural. As larvas foram
colocadas em recipientes plasticos num periodo de 30 minutos de exposi¢éo a droga.
Apbs a exposicdo a solucdo do féarmaco, foram lavadas em agua desclorada e
colocadas em gaiolas teladas para acompanhamento do desenvolvimento. Apés a

postura, os ovos foram separados e as larvas eclodidas, contadas. Algumas larvas



submetidas a 1,5 ppb de ivermectina, foram utilizadas para o preparo de amostras
para estudos em histologia. Para a andlise de assimetria flutuante, 40 machos e 43
fémeas adultas do grupo controle e 39 machos e 40 fémeas adultas, sobreviventes
das larvas expostas a concentracdo de 1,5 ppb de ivermectina, foram selecionados e
destes, retiradas suas asas para posterior observacdo através do microscopio
estereoscopico com camera de video acoplada. Foram realizadas medidas de
comprimento das nervuras Rz, Rs.s5, M1, M, M3,4 € do perimetro das nervuras M, e
M,. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a ivermectina na
concentragdo de 1,5 ppb causou paralisia nas larvas com 73,38% de mortalidade,
aumento das goticulas de lipidios no corpo gorduroso larval e uma diminui¢céo do
numero de posturas. Foi verificado também, alteracdo na assimetria flutuante (AF),

sendo maior no grupo controle e nas fémeas.
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ABSTRACT

ALVES, Sténio Nunes, M.S., Universidade Federal de Vicosa, september of 2000.
Effects of the ivermectin on Culex quinquefasciatus (Say, 1823) larvae.
Advisor: José Eduardo Serrdo. Commitee members: Raul Narciso Carvaho
Guedes and L ucio Antonio Oliveira Campos.

The present work aims to investigate the behavior and the survival rate of
Culex. quinquefasciatus, and to determine the lethal effect of ivermectin based on
morphologic and biologic parameters of a 1.5 ppb concentration of C.
guinquefasciatus larvae, and possible alterations of their fat body. Larvae of
mosquito were obtained from semi-natural breeding as biologic material. Changesin
the number of instars, average number of eggs per laying, length of the larval stage
and fluctuating asymmetry (FA) were studied in adults. For this experiment, 601
larvae of 3" and 4" instars of the mosquito were obtained and placed in plastic
containers and exposed for 30 minutes. The laid eggs were separated and the
hatched larvae were counted. Some larvae submitted to 1.5 ppb of ivermectin were
used to prepare samples for histologic study. For asymmetry analyses, 40 floating

males and 43 adult females of the control group which survived exposure to 1.5 ppb
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of ivermectin were selected and from them, the posterior observation through
stereoscopic microscope with video camera mounting. Rz, Rais, M1, My, Mayy
nervures and the perimeter of M; and M, nervures were measured. The results
obtained show that ivermectin in a concentration of 1.5 ppb caused paralysis to the
larvae with a mortality rate of 73.38%, an increase in the number of lipid dropletsin
the fat body and an reduction of the number of egg layings in the adult. It was also
observed that the FA is larger in females than in males and also larger in the treated

group than in the control one.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos dipteros pertencentes a familia Culicidae,
conhecidos também como pernilongos, muricocas ou carrapanas. Os adultos sdo
alados, possuem pernas e antenas longas e na sua grande maioria Sao
hematéfagos, enquanto as fases imaturas sdo aguaticas. Entre os Culicidae
encontramos a maior subfamilia, Culicinae, com cerca de 3000 especies divididas
em 10 tribos que relinem 34 géneros. Destes, os géneros Aedes e Culex sdo os de
maior importancia sanitéria no Brasil, por serem os vetores do dengue e filariose,
respectivamente (PESSOA & MARTINS, 1988).

Culex quinquefasciatus (Say, 1823) € 0 mosquito mais conhecido pelos
habitantes das vilas rurais e das cidades, sendo considerado tropicopolito e,
também, altamente antropofilico. Seus criadouros preferenciais séo os depdsitos
naturais ou artificiais, no solo ou em recipientes, com agua rica em matéria
organica em decomposicdo e detritos, de aspecto sujo e ma cheirosa
(FORATTINI, 1965). E fregiiente nos meses quentes e chuvosos, pois a égua da
chuva que se acumula no solo e nos recipientes amplia seus criadouros. De
acordo com SINTON & SHUTE (1938), a duracdo de vida dos mosquitos é
influenciada por fatores intrinsecos como nutri¢do larval, metabolismo do adulto,
postura de ovos e hibernacdo, e fatores extrinsecos referentes a temperatura,

umidade e outras varidveis ambientais. VIANNA et al. (1996a) observou, em



condi¢bes ambientais, a longevidade do ciclo aguatico de C. quinquefasciatus e
verificou que a temperatura teve influéncia inversamente proporciona ao periodo
aquético, cuja variacdo foi de 8 a 48 dias. Durante seus experimentos a
temperatura variou de 6,7°C a 29°C, sendo a temperatura 6tima entre 20°C e
29°C, para periodos varidveis de incubacdo (1 a 8 dias), larval (6 a 31 dias) e
pupa (1 a9 dias). RIBEIRO (1993) obteve resultados semelhantes. No ciclo do
adulto, VIANNA et al. (1996b) mostrou que a temperatura média ambiental
maior que 20°C diminui a longevidade e o tempo letal médio, mas favorece o
aumento no numero de posturas de ovos, enquanto que uma temperatura media
ambiental entre 15 e 20°C prolonga a longevidade e o tempo letal médio do C.
guinquefasciatus na fase adulta e favorece a postura de ovos ab mesmo tempo.

O habito hematéfago de fémeas de C. quinquefasciatus, usuamente
necessario para que se processe a maturacdo dos ovos, resulta na capacidade de
transmisséo de diversas moléstias tanto para 0 homem como para outros animais,
sendo uma espécie de grande importancia na saide publica e animal, por ser o
principal vetor de Wuchereria bancrofti no Brasil (PESSOA & MARTINS,
1988). Além de causar consideravel incdmodo pelas suas picadas, as fémeas, pela
preferéncia em sugar sangue durante a noite, facilitam em muito o contato de
microfilarias com esse culicideo, uma vez que no periodo noturno ha aumento da
microfilaremia periférica, 0 que torna o inseto mais eficaz que os outros
mosquitos transmissores (SUBRA, 1980).

Segundo CONSOLI & OLIVEIRA (1994), C. quinquefasciatus tem sido
também incriminado como vetor de arboviroses dentro de vilas rurais e cidades.
Foi naturalmente encontrado infectado com virus causadores de encefalites. No
Brasil, é também responsavel pela veiculagdo do virus Oropouche, sendo
considerado vetor secundario dessa arbovirose (0 vetor prim&io € o0
ceratopogonideo Culicoides paraensis) em areas do estado do Parg, onde a
doenca tem causado epidemias. A sua presenca também foi associada com a
transmissdo de varias arboviroses em aves, equinos, canideos e felinos
(HURLBUT, 1950; MEYERS et al., 1960; HARWOOD & JAMES, 1979).



Anteriormente a descoberta dos inseticidas residuais sintéticos na década
de 40, varias metodologias para controlar mosquitos foram adotadas em diversas
partes do mundo com variados graus de sucesso. ApOs a descoberta destes
inseticidas, as metodologias para o controle de mosguitos vetores de doencas
foram revistas, possibilitando a sua maior padronizacdo (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994). Atualmente os inseticidas sintéticos continuam sendo o
principal suporte dos programas de controles (WRIGTH, 1971; MARICONI,
1980). Inseticidas organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides
tém sido largamente empregados para controlar mosguitos vetores de doengas em
diversas partes do mundo. Alguns deles, como o DDT (Dicloro-difenil-tri-cloro-
etrano), trata-se de produto relativamente barato, moderadamente téxico e com
elevado poder residual. Este composto néo € biodegradavel sendo acumulativo
nas gorduras de animais de sangue quente, pode interferir no metabolismo de
sodio-potdssio e mostrou-se carcinogénico em camundongos, (ALDRIDGE,
1979; MARICONI, 1980).

O uso indiscriminado de inseticidas usados para o controle de populagtes
larvais de mosquitos e 0 tempo de exposicdo prolongado do inseto a droga
podem selecionar individuos resistentes a essas substancias. A resisténcia de
insetos aos inseticidas comuns como organoclorados, carbamatos e piretroides
(OMS, 1976; PEIRIS & HEMINGWAY, 1990; BISSET et al., 1991,
CHANDRE et al., 1997) e uma certa tolerancia ao methoprene - um andogo do
hormdnio juvenil (ORTEGA et al., 1991) tem sido fregientemente detectadas,
requerendo um constante aumento das doses de aplicagdo dos inseticidas (WHO,
1970; SUBRA, 1980).

O uso constante dos inseticidas diretamente nos criadouros, em altas
concentracbes, faz com que o combate aos vetores torna-se dispendioso
economicamente (ABERCROMBIE & BERG, 1978; LASALLE, 1993), dém de
destruir uma importante e rica fauna associada nos criadouros, que pode,
juntamente com fatores climaticos, reduzir a presenca destes vetores (SILVEIRA
et al., 1989). Outro aspecto importante também a considerar € o destino no meio

ambiente dos inseticidas e outros compostos quimicos, uma vez que 0 emprego



de moléculas estaveis e persistentes podem levar a deterioracdo do ambiente na
superficie e no fundo dagua (HALLBERG, 1989; RICHARDS & BAKER,
1993; LUNDBERGH et al., 1995).

Desde os primeiros inseticidas organofosforados usados contra as pragas
de importancia médica, veterinaria e agricola, novas geracdes de inseticidas cada
vez mais potentes tem sido pesquisadas e desenvolvidas. A ivermectina, derivado
22-23-dihidro da avermectina B;, € um grupo de lactonas macrociclicas com
baixa solubilidade em agua e que € produzida pelo processo de fermentacdo do
actinomiceto Streptomyces avermectilis (BURG, et al., 1979; EGERTON et al.,
1979; MILLER et al., 1979; CHABALALA et al., 1980). A ivermectinatem sido
utilizado como anti-parasitérios no tratamento de animais domeésticos (AZIZ et
al., 1982; CAMPBELL et al., 1983). Estudos preliminares tém comprovado que
a ivermectina é bastante eficaz em varios invertebrados [Dugesia tigrina
(ALVES, et al., 1996a), Pomacea haustrum e Physa sp. (ALVES, et al., 1996b),
Biomphalaria glabrata (FARIA et al., 1993), Belostoma anurum (HORTA et al.,
1994a), Martarega uruguayensis (HORTA et al., 1994b) e C. quinquefasciatus
(FREITAS et al., 1996)]. As avermectinas levam a morte os adultos e estadios
imaturos de insetos pertencentes a varias ordens (STRONG & BROWN, 1987).
A suaingestdo ndo é necessaria, umavez que 0 contato com 0 mesmo ja é efetivo
na maioria dos casos (STRONG, 1992).

FREITAS et al. (1996) observaram os efeitos da ivermectina em larvas de
C. quinquefasciatus expostas as concentracdes de 1, 5 e 10 ppm, em tempos
variados de exposicéo. As larvas expostas a droga apresentaram os fendmenos de
ataxia e paralisia progressiva em todas as larvas, inclusive naquelas que néo
morreram no periodo de tempo de 48 horas apds a exposicao larval a solucdo de
ivermectina. Esses fendbmenos foram mais claramente observados nos grupos
expostos as concentractes de 5 e 10 ppm, em comparagdo com oS demais grupos.

Mortalidade e paralisia causadas pela ivermectina em adultos de Aedes
fluviatilis, Aedes aegypti, Anopheles quadrimaculatus e outras espécies de
mosquitos também tém sido relatadas (CONSOLI et al.,, 1986; TESH &



GUZMAN, 1990; FOCKS et al., 1991; JONES, et al., 1992; GARDNER, et al.,
1993).

Em agumas ordens, principamente Diptera e Coleoptera, ha relatos de
acumulo de &gua nos individuos em consequiéncia da acéo das avermectinas. Isto
possivelmente ocorre pela interferéncia da droga na fungdo dos tubulos de
Malpighi e dos horménios relacionados com o balanco hidrico nos insetos
(STRONG, 1993).

E possivel que as avermectinas afetem outros tecidos incluindo o corpo
gorduroso (STRONG & BROWN, 1987). Em mosquitos, ele se apresenta como
uma placa de células aderidas a parede corporal do térax e abdome estendendo-se
pela cavidade corporal, as vezes circundando certos 6rgaos (CLEMENTS, 1996).
E o principal 6rgdo de metabolismo intermediario em insetos, funcionando como
orgéo armazenador de proteinas, lipidios e carboidratos (CHAPMAN, 1998). O
total de carboidratos e lipidios presentes no adulto provém das reservas
energéticas armazenadas durante o estadio larval (CLEMENTS, 1996). O corpo
gorduroso de larvas e adultos de dipteros possuem fungdes especificas
relacionadas ao estagio de desenvolvimento. Por exemplo, sintetizando proteinas
da hemolinfa em larvas e em adultos, além disso, nas fémeas, este 6rgdo produz
os polipeptideos do vitelo. Ha indicios, também, do seu envolvimento na resposta
de defesa. De fato, peptideos, entre os primariamente produzidos no corpo
gorduroso, séo secretados na hemolinfa (HOFFMANN et al. 1999). Encontram-
se, entre eles, a defensina, um grupo de moléculas compactas (3 a 5 kDa)
protease-resistentes com 3 ou 4 pontes dissulfetos com atividade direta na
resposta imune natural contra varias bactérias, fungos e virus encapsulados
(ZANETTI et al., 1997).

A inducéo rapida e consistente de genes peptidicos antimicrobianos em
células do corpo gorduroso de Drosophila sp., depois de um dano séptico, tem
sido utilizada de modelo para a andlise da imunidade natural destas espécies
(HOFFMANN et al. 1999). Isso poderia ser atil num estudo de controle

integrado para varias especies vetoras de doencas como o C. quinquefasciatus.



Outro aspecto de importancia relevante que se pode observar contra 0s
insetos é o efeito de concentragOes sub-letais de drogas. 1sso recai dentro de trés
categorias: inibicdo alimentar, anormalidades do desenvolvimento e distarbios
reprodutivos (STRONG & BROWN, 1987). Neste sentido, SEIF et al. (1997)
observaram o efeito da concentracdo sub-letal para alguns inseticidas em larvas
de C. pipiens e constatou que o desenvolvimento de Wuchereria bancrofti foi
prejudicado quando os insetos foram expostos a estas concentragdes, ja que
residuos de inseticidas nas larvas podem perdurar no adulto afetando os fatores
nutricionais no mosquito e, conseqientemente, afetando o desenvolvimento da
larva do nematoide.

Outros insetos tém sido usado para observar o efeito de concentracoes
sub-letais de avermectinas como, fémeas de Rhodnius prolixus que, expostas a
solucdo de avermectina, apresentaram reducéo de 86% na producéo de ovos (De
AZAMBUJA et al., 1985). Ja em Chrysomya bezziana e Calliphora vomitoria as
concentragcbes sub-letais do inseticida, inibiram a pupaiacgdo e o
desenvolvimento de adultos (SPRADBERY et al., 1985; STRONG, 1986;
BORGES & MELO, 2000). No entanto, pouco se conhece sobre a concentracéo
sub-letal da 22,23-dihidroavermectina B; [MK-933 (Ivermectina — IvomecO)]
em larvas de C. quingquefasciatus.

Além do pouco conhecimento do efeito da concentracdo sub-letal da
ivermectina em larvas de C. quinquefasciatus, pouco se conhece, também, da
assimetria flutuante (AF) nesse mosquito quando exposto a algum tipo de
inseticida. A AF pode ser definida como pegquenos desvios da perfeita smetria
bilateral para uma caracteristica morfologica (VAN VALEN, 1962). Esses
desvios, freguientemente aparecem quando um estresse genetico ou ambiental
desestabiliza o processo de desenvolvimento de um ser vivo.

A AF tem um padréo que pode ser determinado por um carater em uma
populagéo, sendo, este caréter, representado pela distribuicdo de freqiiéncias da
diferenca entre os lados do carater, em uma distribuicdo normal com média zero,
evidenciando a tendéncia natural dos individuos apresentarem caracteres

simétricos. A ateracdo deste padrdo pode indicar um aumento na frequéncia de



individuos assimétricos na populacdo. As outras formas de assimetria existentes
sd0 adaptativas, ocorrendo em caracteres que sd0 naturamente mais
desenvolvidos em um dos lados, de forma casua (antissimetria) ou n&o
(assimetria direcional). Enquanto a antissimetria € representada por uma curva de
distribuicéo de frequéncias bimodal, a simetria direcional é representada por uma
curva com desvio paraum dos lados (PALMER & STROBECK, 1986).

Desta forma, a assimetria flutuante tem sido usada como um indicador da
guantidade do efeito estressante (PARSONS, 1990), podendo ser detectada
através de efeitos de medidas em algumas partes corporais do organismo, como
tibias, nervuras ou areas das asas nos insetos. Para realizar essas medidas, tem-se
usado um analisador de imagens, que tem demonstrado maior eficiéncia sobre
outros metodos de medidas da AF (KOKKO et al. 1996). A andise de imagem &
aceita como método, pois gera um satisfatério grau de medicéo, objetividade,
precisdo e repeticdes (YU et al., 1992; KOKKO et al. 1993a-c, 1995). Neste
sentido, o analisador de imagens pode reduzir os erros de medidas no estudo da
AF.

No sentido de determinar ou conhecer o efeito sub-letal da ivermectina
na concentracdo de 1,5 ppb em larvas de C. quinquefasciatus nos parametros
morfolégicos e biologicos, o presente trabalho tem por objetivo verificar, o
comportamento e a sobrevivéncia de C. quinquefasciatus, as possiveis alteracoes
morfolbgicas no corpo gorduroso das larvas, as possiveis ateragdes no nUmero
de instares, nUmero médio de ovos por postura da fémea, duracdo do periodo

|arval e a assimetria flutuante nos adultos.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtenc&o dos Espécimens

As formas imaturas de Culex quinquefasciatus foram obtidas segundo
GERBERG (1979) com ligeiras modificagcbes, da criagdo mantida nos
laboratorios do Grupo Interdepartamental de Estudos sobre Esguistossomose
(GIDE) no Ingtituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. Para tanto, as posturas
foram transferidas para cubas plésticas (50 X 40 X 25 cm) contendo agua de
torneira desclorada. Apds a eclosdo, as larvas foram alimentadas com racéo

rotineiramente utilizada para a aimentacdo de camundongos.

2.2. Exposicao das larvas em concentracao de 1,5 ppb e 1 ppm

Um mil duzentas e duas larvas de 3° e 4° instar de C. quinquefasciatus
foram colocadas em recipientes plasticos e divididas em 20 por recipiente. A
metade das larvas foi exposta a concentracéo de 1,5 ppb de ivermectina (22,23-
Dihydroavermectina B;) para um volume de 100ml de solucdo num periodo de
30 minutos de exposicdo a droga. A outra metade foi usada para 0 grupo

controle. O mesmo foi feito para 80 larvas expostas a concentragdo de 1 ppm.



2.3. Manutencao dos insetos ap0os exposicao a droga

As larvas de 3° e 4° instar de C. quinquefasciatus expostas a 1,5 ppb de
ivermectina, apds lavagem em agua de torneira desclorada, foram transferidas
para recipientes pléasticos contendo dgua sem cloro. As larvas foram alimentadas
com racdo rotineiramente utilizada para a aimentacdo de camundongos até se
transformarem em adultas.

Cinco casais do grupo controle e tratado, sobreviventes do experimento,
foram colocados em gaiolas teladas e alimentados com mel e &gua em
concentracdo de 10%, e além disso, as fémeas tiveram Nothura minor (codornas)
in natura como fonte para hematofagia. Todo o experimento foi conduzido em
temperatura de 26 + 1°C e fotoperiodo de 12 h. Neste tratamento foram
analisados 0s seguintes parametros biologicos. nimero de ovos por postura da
fémea; duragcdo do periodo de eclosdo larval; duracéo do ciclo aquético, nimero

de posturas por fémea e duracéo da emergéncia do adulto.

2.4. Amostras Histologicas

Foram retiradas 10 larvas de 3° e 4° instar de C. quinquefasciatus do grupo
controle e dos grupo expostos a 1,5 ppb e a 1 ppm de solucdo de ivermectina,
ambos por 30 minutos de exposicdo, para serem utilizadas no preparo de
amostras para estudos em histologia. Logo ap0s serem retiradas da exposicéo as
solugdes de iveremcting, as amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampéo fosfato pH 7,2 a 0,1M. As amostras fixadas, foram desidratadas em série
alcbolica de 70, 80, 90, 95 °Gl e absoluto, incluidas em historesina (Leica) para
posterior microtomia, com espessura de 4 mm, realizada com navalhas de vidro.
As seccles foram submetidas as seguintes coloracdes: (1) PAS para evidenciacdo
de polissacarideos neutros e glicoproteinas conjugadas, (2) azul de bromofenol
para proteinas totais, (3) sulfato azul de nilo para lipideos, (4) azul de Toluidina
borax a 1% e (5) verde de metila-pironina para evidenciagdo da presenca de

morte celular. Todos os testes de coloragao foram feitos de acordo com PEARSE



(1968), seguindo-se pequenas adaptacOes para 0 uso em historesina. A seguir as

secgOes foram analisadas e fotografadas sob microscopio optico.

2.5. Assimetria Flutuante

Para a andlise de assimetria flutuante foram selecionados 40 machos e 43
fémeas adultas do grupo controle e 39 machos e 40 fémeas adultas, sobreviventes
das larvas expostas a concentracao de 1,5 ppb de ivermectina. Suas asas foram
retiradas para posterior montagem entre lamina e laminula em basamo do
Canada e observadas através do microscopio estereoscopico com camera de
video acoplada. As imagens captadas pela camera foram digitalizadas e as
medidas tomadas, utilizando o software de andlise de imagem “KS 300" da
ZeissO. Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Triatomineos do
Centro de Pesguisas René Rachou da Fundagdo Oswaldo Cruz em Belo
Horizonte.

Foram realizadas medidas de comprimento das nervuras Rs, Rs.s, M1, M»,
Ms.s € do perimetro das nervuras M; e M, (Figura 1), num total de 1944
medidas. Estas medidas foram feitas usando objetivas de aumento 25x para asas
de insetos fémeas e 32x para machos. As medidas foram feitas em ensaio cego,

com as laminas numeradas sem indicar sexo ou tratamento.
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Figura 1. Asa de C. quinquefasciatus utilizadas para andlise da assimetria
flutuante dos mosquitos emergentes das larvas expostas a concentracéo de 1,5
ppb de ivermectina. As letras indicam 0s pontos marcados para a realizagéo
das medidas, enquanto os nimeros correspondem as nervuras. 1 — R, ponto a
—b; 2 = Rgs, ponto ¢ — d; 3 — My, ponto e —f; 4 — M,, pontoe —g; 5 —

perimetro daM; e M,, pontose —f —g —€; 6 — M4, ponto h —i.

2.6. Andlise Estatistica

Para verificar os parametros biolgicos foi usado o teste t para verificar se
houve ou ndo diferenca entre 0 grupo exposto a solucdo de 1,5 ppb de
ivermectina por um periodo de 30 minutos e o grupo controle.

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

A assimetria da amostra foi calculada pela formula da assimetria absoluta
(PALMER & STROBECK, 1986):
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]
A:a\E- D|
N

Onde, A = assimetria absoluta;, E = medida do comprimento do lado
esguerdo do carater; D = medida do comprimento do lado direito do caréter; N =
numero de individuos da amostra.

Foi realizada uma andlise de variancia de duas vias para cada medida e
para cada espécie da assimetria em relagdo ao tratamento e ao sexo.

Usou-se também o PCA para verificar se ouve assimetria flutuante no

conjunto das medidas.
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3. RESULTADOS

3.1. Mortalidade larval

Os resultados referentes a mortalidade larval estédo dispostos na
Figura 2. Um total de 1202 larvas, divididas igualmente, foram utilizadas
para 0 experimento com o grupo controle e tratado apresentando 30,78% e
71,71% de mortalidade respectivamente. O grupo tratado foi exposto a
solucdo de 1,5 ppb durante 30 minutos e todos os insetos mortos deste
grupo, apresentaram paralisia progressiva. A média de mortalidade dos
grupos controle e tratado foram de 6,30 e 14,33 espécimes respectivamente,

com p < 0,001.
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Controle Tratado

Figura 2. Mortalidade média de larvas de Culex quinquefasciatus expostas a 1,5
ppb de solucdo de ivermectina por um periodo de 30 minutos. Barras

representam desvio padréo.

3.2. Numero de adultos emer gidos

O numero de adultos emergidos durante o teste do grupo exposto a
solucéo de ivermectina foi de 170 de um total de 601 larvas, sendo 44,12%
machos e 55,88% fémeas. De um total de 416 adultos emergidos, de 601 larvas
do grupo controle, 46,63% foram machos e 53,37% foram fémeas. A andlise de
variancia (Tabela 2) mostra um efeito do tratamento na emergéncia dos adultos,
ndo havendo interacdo com o sexo. A média de emergéncia foi maior no grupo

controle (Figura 3).
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Tabela 1. Andlise de variancia para a emergéncia de adultos de Culex
quinquefasciatus apos exposicao a 1,5 ppb de solucéo de ivermectina por um
periodo de 30 min. S80 andlisadas as variaveis tratamento e sexo. Foram

analisados os grupos controle e tratado.

Efeitodo Efeitodo Errodog Erro do F p
al MS MS
Tratamento 1 22,94484 116 0,3134 73,123 p<0,001
Sexo 1 0,92222 116 0,3134 2,939 0,0891
Interacdo 1 0,00005 116 0,3134 F<0,001 0,9896
12
10 ____
o 8
% °
< m]
© 6
g _ T
: e LT
[
[m]
2
. N
Tratado Controle

Figura 3. Média de emergéncia de adultos de Culex quinquefasciatus apos
exposicao a 1,5 ppb de solugdo de ivermectina por um periodo de 30 minutos.

0- Machos; - - Fémeas. Barras representam desvio padréo.
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3.3. Parametr os biol 6gicos

Cinco casais de mosquitos que emergiram das pupas sobreviventes a
exposi¢do de solucdo de ivermecting, foram transferidos para uma gaiolatelada e
alimentados com solucéo de glicose a 10%, tendo as fémeas se aimentado de
sangue de codorna para fazerem postura de ovos.

Na Tabela 2 estédo representados os valores do teste t com célculo de
variancias separadas para a média do nimero de ovos por postura dos grupos
controle e tratado para adultos emergentes das larvas expostas a solugdo de 1,5
ppb de ivermectina. O cllculo com variancias separadas foi necessario pois, 0
teste de homogeneidade de variancias foi significativo, o que implica numa
diferenca das variancias entre os grupos controle e tratado, ja que o nimero total
de posturas por fémeas foi duas vezes menor no grupo tratado, que apresentou 3
posturas, enquanto o0 grupo controle apresentou 6 posturas. O numero de
ovos/postura variou de 84 a 134, num total de 319 ovos no grupo tratado e de 94

a 114, num total de 607 ovos no grupo controle.

Tabela 2: Teste t com célculo de variancias separadas para a média do nimero
de ovos por postura dos grupos controle e tratado para adultos de Culex
quinquefasciatus emergentes das larvas expostas a solucdo de 1,5 ppb de

ivermectina

Médiado Médiado t — edtimativa das gl p de 2-vias

Controle Tratado variancias separadas

Numerodeovos 101,167 106,333 - 0,343 2,232 0,762
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Na tabela 3 estéo representados os valores do teste t para 0s seguintes
parametros biologicos: nimero de dias da ecloséo larval; duragdo, em dias, do
ciclo aguatico; numero de dias da emergéncia do adulto apds o ciclo aguatico e o
nimero de dias da emergéncia do adulto, respectivamente, dos grupos controle e
tratado apOs a oviposi¢ao das fémeas emergentes das larvas expostas a solucdo de
1,5 ppb de ivermectina. Em todas as tabelas o valor de t esta mostrando que néo

houve diferencas significativas entre os grupos control e e tratado.

Tabela 4: Teste t para os parametros biol 6gicos analisados para o grupo controle

e tratado com solucéo de 1,5 ppb de ivermectina em Culex gquinquefasciatus.

Parametros Bioldgicos Médiado Médiado t gl P
Controle Tratado
Numer o de dias par a eclosado 3,833 3667 0333 7 0,748
Ciclo aguatico 11,167 10,667 0,284 7 0,785
Duracdo da emergéncia do adulto 5,1667 4,000 1985 7 0,087
NuUmero de emergéncia do adulto 7,333 7000 0198 7 0848
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3.4. Analise Histologica

As secgOes coradas pelo azul de toluidina-borax, mostraram que 0 corpo
gorduroso segue o padrdo morfologico descrito para outros insetos, ou sga,
células bem desenvolvidas com citoplasma apresentando consideravel granulagéo
(Figuras 4-6). Testes histoquimicos mostraram que esta granulacdo consiste de
lipidios, carboidratos e proteinas. Entretanto, quando se comparou os trofocitos
das larvas que foram expostas a solucéo de ivermectinag, notou-se 0 surgimento
de uma granulac&o mais fina e evidente no citoplasma destas células (Figura 7).
Os testes histoquimicos mostraram que estes granulos apresentavam a mesma
constituicdo daqueles maiores e mais homogéneos observados nas células do
corpo gorduroso de larvas ndo tratadas (Figur as 8-10).

A andlise com verde metila-pironina, ndo indicou diferenca significativa
na taxa de morte celular, entre os grupos controle e tratado. Entretanto, foram
evidenciadas umas poucas células com aspecto de morte nos dois grupos
analisados.

Além das analises do corpo gorduroso, outros 6rgaos foram observados e
ndo foram verificadas variacOes decorrentes do tratamento com ivermectina.
Neste sentido, o intestino médio apresentou-se formado por um epitélio simples
de células colunares com bordo estriado bem evidente (Figura 11). A membrana
peritrofica sempre esteve presente no interior do intestino médio, formando os
espacos endo e ectoperitroficos, 0os quais mostraram constituintes diferentes,
sugerindo uma membrana peritrofica em perfeitas condigdes (Figura 12).

Os tubulos de Mapighi formados por células com nucleos esféricos
evidentes e cromatina relativamente condensada, ndo apresentaram acumulo de
qualquer substancia na sualuz, que se mostrou bastante estreita.

Um resultado interessante, foi 0 aparecimento, em algumas larvas tratadas,
de grande quantidade de bactérias que estavam distribuidas por praticamente toda

a cavidade celomética do inseto.
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Figura 4 - 5: Seccdo longitudinal da larva de terceiro instar de Culex
quinquefasciatus em coloragéo por azul de Toluidina-borax. Aumento de 40
X. 4 — Larva ndo exposta a ivermectina, mostrando o corpo gorduroso (setas)
cujas células estdo preenchidas por granulos grandes e homogéneos. 5 — Larva
exposta & 1 ppm de solucdo de ivermectina, mostrando o corpo gorduroso

(setas) cujas células estdo preenchidas por pequenos granulos.
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Figura 6: Coloracdo por azul de Toluidina-borax em seccdo longitudinal dalarva
de terceiro instar de Culex quinquefasciatus ndo exposta a ivermectina,
mostrando o corpo gorduroso (CG) cujas células estdo preenchidas por
granulos grandes e homogéneos (g). T — tegumento, OE - oendcito. Barra de
escalaindica 50 mm.
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Figura 7. Coloragdo por azul de Toluidina-borax em seccdo longitudinal dalarva
de terceiro instar de Culex quinguefasciatus exposta a solucéo de 1,5 ppb de
ivermectina durante 30 min mostrando o corpo gorduroso (CG) com células
cujo citoplasma apresenta granulacdo fina (setas). T — tegumento. Barra de

escalaindica50 m

Figura 8: Coloracdo por azul do nilo em seccdo longitudinal da larva de terceiro
instar de Culex quinquefasciatus exposta a solucéo de 1,5 ppb de ivermectina
durante 30 min. Corpo gorduroso (CG) com pequenas gotas lipidicas (setas)

na periferia celular (azul do nilo). n—ndcleo. Barras de escalaindicam 20 mm.
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Figuras 9 — 10: Seccdo longitudinal da larva de terceiro instar de Culex
quinguefasciatus exposta a solucéo de 1,5 ppb de ivermectina durante 30 min.
Teste de PAS mostrando reagéo positiva em granulos pequenos (setas) e
grandes (ponta de seta) nas células do corpo gorduroso (CG). 10 — Coloragéo
pelo azul de bromofenol mostrando pequenos granulos protéicos (setas) nas

células do corpo gorduroso (CG). Barras de escalaindicam 20 nm.
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Figuras 11 — 12: Seccdo longitudina do intestino médio da larva de terceiro
instar de Culex quinquefasciatus exposta a solucéo de 1,5 ppb de ivermectina
durante 30 min. 11 — Células digestivas integras (cd) e a membrana peritréfica
(seta). 12 — Notar as diferentes constituicdes do espaco endoperitrofico (ed) e
ectoperitréfico (ec). be — bordo estriado; n — nlcleo. Barras de escala indicam

50 mm.
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3.5. Assimetria flutuante

Nenhum dos caracteres estudados apresentaram assimetria direcional ou
assimetria ligada ao tamanho (Fig. 13 a 18) e todos apresentaram distribuicdo
normal (Fig. 19 a 30).

A AF variou entre 0s sexos e entre os grupos tratado e controle. Os
parametros M e perimetro das nervuras M, e M, ndo tiveram efeito significativo.
A Tabela 1 mostra os dados referentes a andlise de variancia entre os efeitos do
tratamento e do sexo e de suas interagcOes. Os parametros M,, R; € Ry
mostraram um efeito significativo para o sexo, tendo este Ultimo parémetro,
apresentado uma outra diferenca significativa no efeito da interagcao entre sexo e

tratamento. O parametro M;.4 mostrou diferenca significativa no grupo tratado.
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Tamanho = 889,20 + 1,6588 * Assimetria
Correlagdo: r =,20388
1400

1300
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Tamanho em micrémetros
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“o. Regressio
-20 20 60 100 140 180 95% conf.
Assimetriaabsoluta (E - D)
em micrémetros

500

Figura 13. Regressdo linear da assimetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento da nervura R; da asa de Culex quinquefasciatus dos
sobreviventes do grupo controle e tratado, apos exposicdo larval a solugdo de

ivermectinaa 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos.

Tamanho = 1200,2 + 3,3763 * Assimetria
Correlagdo: r = ,27404
1700

g 1500
15
&
S 1300
=
S 1100 .-
<
:
8 900
oo Regressio
700 >
20 0 20 40 60 80 100 120 140 95% conf.

Assimetria absoluta (E - D)
em micrémetros

Figura 14. Regressdo linear da assmetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento da nervura R4.s da asa de Culex quinquefasciatus dos
sobreviventes do grupo controle e tratado, apos exposicéo larval a solugdo de

ivermectinaa 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos.
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Tamanho = 752,74 + ,70987 * Assimetria
Correlagdo: r =,08227
1100
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900
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600

Tamanho em micrémetros
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400 oo Regressdo
-10 10 30 50 70 90 110 95% conf.

Assimetriaabsoluta (E - D)
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Figura 15. Regresséo linear da assimetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento da nervura M; da asa de Culex quinquefasciatus dos
adultos sobreviventes dos grupos controle e tratado, apos exposicéo larval a

solucdo deivermectinaa 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos.

Tamanho = 574,20 + 1,0743 * Assimetria
Correlagdo: r =,16245
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Figura 16. Regresséo linear da assimetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento da nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos
sobreviventes do grupo controle e tratado, apos exposicao larval a solugdo de

ivermectinaa 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos.
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Tamanho = 1552,1 + ,65610 * Assimetria
Correlagdo: r =,07595

2400
2200
2000
1800
1600

1400
1200
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-20 20 60 100 140 180 95% conf.
Assimetriaabsoluta (E - D)
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Figura 17. Regressdo linear da assimetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento do perimetro entre as nervuras M, e M, da asa de Culex
quinquefasciatus dos sobreviventes do grupo controle e tratado, apds

exposicao larval a solucéo de ivermectina a 1,5 ppb durante um periodo de 30

minutos.
Tamanho = 1185,9 + 1,8185 * Assimetria
Correlagdo: r =,13237
1700
g 1500
o]
5
5 1300
IS
5
o 1100
<
;
S 900
oo Regression
700 .
-10 10 30 50 70 90 95% conf.
Assimetria absoluta (E - D)
em micrémetros

Figura 18. Regressdo linear da assmetria absoluta (IE - DI) pelo tamanho (E +
D/2) do comprimento da nervura Ms,, da asa de Culex quinquefasciatus dos
sobreviventes do grupo controle e tratado, apos exposicéo larval a solugdo de

ivermectinaa 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos.
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Shapiro-Wilk W=,97541, p<,6475
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Figura 19. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura R; da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do
grupo tratado, apods exposicao larval a solucéo de ivermectina na concentragcao

de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a) macho; b) fémea.

28



Shapiro-Wilk W=,93760, p<,0388
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Figura 20. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura R; da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do

grupo controle. a) macho; b) fémea.
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Shapiro-Wilk W=,98883, p<,9759
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Figura 21. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura Rs.5 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do
grupo tratado, apds exposicdo larval a solucéo de ivermectina na concentracéo

de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a) macho; b) fémea.
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Figura 22. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura R4.5 da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do

grupo controle. a) macho; b) fémea.
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Figura 23. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) da
nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do
grupo tratado, apos exposicao larval a solucéo de ivermectina na concentragao

de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a) macho; b) fémea.
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Figura 24. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) da
nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do

grupo controle. a) macho; b) fémea.
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Figura 25. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do
grupo tratado, apds exposicdo larval a solucdo de ivermectina na concentracdo

de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a) macho; b) fémea.
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Figura 26. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - Dl) da
nervura M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do

grupo controle. a) macho; b) fémea.
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Figura 27. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) do
perimetro das nervuras M; e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos
sobreviventes do grupo tratado, apOs exposicdo larva a solucdo de
ivermectina na concentracdo de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a)

macho; b) fémea.
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Figura 28. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) do
perimetro das nervuras M, e M, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos

sobreviventes do grupo controle. a) macho; b) fémea.

37



Shapiro-Wilk W=,98294, p<,8724
18
16
14
8
3 12
=
'g 10
8 8
5
c 6
S
Z 4 \
2
0 \ — Normal
-60 -40 -20 0 20 40 Esperada
em micrémetros
a) (E-D)
Shapiro-Wilk W=,97923, p<,7620
16
14
0w 12 /\
o
3
S 10
2
> 8
©
g 6
5
Z 4
2
0 _— [ >~ — Normd
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 Esperada
b em micrémetros
) (E-D)

Figura 29. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) da
nervura Ms,, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do
grupo tratado, apods exposicao larval a solucéo de ivermectina na concentragéo

de 1,5 ppb durante um periodo de 30 minutos. a) macho; b) fémea.
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Figura 30. Distribuicdo da diferenca entre o lado esquerdo e o direito (IE - DI) da
nervura Ms,, da asa de Culex quinquefasciatus dos adultos sobreviventes do

grupo controle. a) macho; b) fémea.
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3.5.1 Efeito da assimetria flutuante sobr e o sexo

A AF variou entre os parametros e mostrou que as nervuras Mo, Rz € Rys
apresentaram maior assimetria absoluta nas fémeas, independente do grupo

controle ou tratado, como mostrado naFigura31 & b, c.
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Figura 31: Assimetria absoluta das nervuras das asas de Culex quinquefasciatus
tendo o sexo como efeito principal. a) Nervura M, com p < 0,057 e F (1,158)
= 3,68; b) Nervura R; com p < 0,007 e F (1,158)= 7,51; ¢) Nervura Rs.scom p
< 0,001 eF (1,158) = 21,12
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3.5.2. Efeito da assimetria flutuante sobre o tratamento

A figura 32 mostra uma maior assimetria no grupo controle para o

pardmetro M .4, independente do sexo, com p < 0,042 e F (1,158) = 4,22.
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Figura 32. Assimetria absoluta na nervura Ms,, das asas de Culex
guinquefasciatus, tendo o tratamento como efeito principal para as larvas

expostas a solucéo de 1,5 ppb de ivermectina por 30 minutos.
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3.5.3. Efeito da assimetria flutuante sobre a interacao

Houve uma interacdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo

para anervura R4 daasacom p < 0,052 e F (1,158) = 3,81. (Figura 33)
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Figura 33: Interacdo entre tratamento, de exposicdo de larvas de Culex
quinquefasciatus a solucéo de 1,5 ppb de ivermectina por 30 minutos, e sexo

da assimetria absoluta do comprimento da nervura Ry.s.
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4. DISCUSSAO

Existem relatos discutindo a ligagdo da ivermectina a receptores
especificos do GABA. Nesta situagdo, a droga aumenta a possibilidade do
GABAa, um receptor especifico, em ativar canais de CI° de membranas pré-
singpticas. 1sso leva a conducdo de um influxo de ions cloro e hiperpolarizacdo
irreversivel com consequente inibicdo de sinais de transmisséo (CAMPBELL,
1985; TURNER & SCHAEFFER, 1989). A ivermectina também pode se ligar
diretamente a outros canais ibnicos especificos seguindo um desarranjo do
balanco elétrico. Entretanto, a acdo da ivermectina pode estar associada com a
liberacdo de neurotransmissores em conjuncdo com O antagonista GABA,
provavelmente contribuindo para sinais excitatorios de intoxicagdo (TURNER &
SCHAEFFER, 1989; BLOOMQUIST, 1996). No presente estudo, larvas de
Culex quinquefasciatus expostas a solucdo de 1,5 ppb de ivermectina, um dos
analogos da abamectina, apresentaram ataxia, seguida de 73,38% de mortalidade,
0 gue pode indicar uma ligacdo deste inseticida aos receptores GABA com
consequente acdo letal da solugdo de ivermectina aos mosquitos C.
guinquefasciatus, confirmando os resultados de FREITAS et al. (1996).

A ivermectina em contato com as larvas de C. quinquefasciatus pode estar
atuando também na membrana peritréfica (MP). A MP, acelular e quitinosa,
separa o conteddo intestinal do epitélio intestinal secretor/absortivo (RICHARDS
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& RICHARDS, 1977; VOLKMANN & PETERS, 1989; PETERS, 1992,
JACOBS-LORENA & 00, 1996; LEHANE, 1997; TELLAM et al. 1999), sendo
a principal juncdo entre o aimento e o epitélio intestinal nos insetos. Os
mosquitos possuem dois tipos de MP de acordo com seu modo de formagao: tipo
I ell (WIGGLESWORTH, 1930). Em larvas de mosquitos ha a producéo do tipo
[, enquanto nas fémeas adultas ha a producdo do tipo | (STAMM et al, 1978;
TELLAM, 1996).

A MP pode proteger o epitélio intestinal de danos mecéanicos e contra
patogenos, toxinas e outros danos quimicos. Ela age como uma membrana
semipermeavel, regulando a passagem de moléculas entre os diferentes
compartimentos do intestino, podendo repartir o lUmem intestinal em diferentes
partes fisioloégicas (LEHANE, 1997). A peda da MP é resultante do
desdobramento de suas estruturas protéicas e do disturbio da interacéo proteina-
proteina para a manutencdo da integridade desta membrana (EDWARDS &
JACOBS-LORENA, 2000).

Larvas de Aedes aegypti de linhagens resistentes e susceptiveis ao DDT
somente excretaram uma MP visivel, quando tratadas com DDT, usando esta,
como veiculo de excrecdo do DDT (ABEDI & BROWN, 1961). GALLI-
VALERIO & ROCHAZ (1906), mostraram que as linhagens resistentes ao DDT,
produziram 9 vezes mais MP que a linhagem susceptivel, e a MP da linhagem
resistente eliminou cerca de 5 a 15 vezes mais DDT que a linhagem susceptivel.
MAHMOOD et al. (1991) observou que em fémeas adultas de A. aegypti,
tratadas com sangue contendo ivermectina, apresentaram uma MP mais fina
guando comparada ao grupo controle. Segundo CALCOTT & FATIG 11 (1984),
as avermectinas podem inibir a sintese de quitina.

De fato a ivermectina poderia estar atuando na formagédo de quitina [poly
_-(1,4)-N-acetyl-D-glucosamine] através da via glicolitica, tornando-a mais
delgada e mais facil para infecgdes bacterianas ou entdo impedindo a producgéo
de defensina que € um peptideo de cerca de 38 aminoacidos incluindo algumas

cisteinas com propriedades antibacterianas.



Por outro lado, Lecitinas de algumas espécies de mosquitos tém
implicagdes na aglutinagdo de células e inibe a proliferacdo de patégenos no
intestino médio. Pode ser que a ivermectina possa estar atuando na parte catodica
de proteinas associadas a MP. Entretanto, nos cortes histolégicos, com as
coloragdes testadas, ndo foram observadas modificagdes e nem danos a MP, o
gue somente em estudos posteriores com a utilizacdo de outras técnicas
histol 6gi cas possa mostrar com maior clareza.

Mudancas no pH ou em concentraces ibnicas ao longo do intestino, ou
durante o ciclo digestivo, causam mudancas freqlentes na densidade e nas
formas moleculares de proteoglicanos da MP. Isto afeta as caracteristicas de
filtracdo da MP, as quais 0 inseto podera usar para propositos fisiologicos
(LEHANE, 1976). Desta forma, aivermectina pode estar causando uma mudanga
do pH no intestino larval, o que provocaria uma filtragdo do fa&rmaco pela MP
para a cavidade corporal, podendo causar uma hiperpolarizacdo nas membranas
do corpo gorduroso nas larvas de C. quinquefasciatus, fazendo com gue as gotas
de lipidios do corpo gorduroso se tornassem menores. Em larvas bem nutridas de
mosquitos, as células do corpo gorduroso contém gotas de lipidios, glicogénio e
proteinas (WIGGLESWORTH, 1942; 1987).

O aparecimento dessas gotas de lipidios menores no corpo gorduroso pode
ter sido provocado também pelo estresse larval quando exposto a solucdo de
ivermectina, mostrando um sinal claro da mobilizacdo desta reserva para a
producdo de energia para uma possivel metabolizacdo do farmaco, ja que a
resisténcia de algumas linhagens de larvas de dipteros a inseticidas tem sido
propostas pela agdo de enzimas destoxificantes (GEORGHIEU & PASTEUR,
1978; KAO et al., 1984).

KOGAN & HAGEDORN (2000), observaram gue a sintese de poliaminas
€ um dos primeiros eventos da formacdo do vitelo em A. aegypti. Quando a
sintese de poliaminas sofre diminuicdo induzida experimentalmente, ha reducéo
nos niveis de acidos nucléicos e proteinas, causando um desenvolvimento
ovariano anormal. Entretanto quando ha inibicdo da sintese, ocorre uma
diminuicdo daenzimadigestivatripsina (KOGAN & HAGEDORN, 2000).
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A vitelina, maior proteina do vitelo, deriva de uma outra proteina, a
vitelogenina (Vg), cuja expressdo mostra o desenvolvimento sexual, hormonal e
a especificidade do tecido. A sintese de Vg ocorre em um curto periodo de
tempo, envolvendo extensiva remodelagem citolégica do corpo gorduroso e
ovaio (VALLE, 1993). Segundo CLEMENTS (1996), algum aumento no
tamanho celular ocorre com o acumulo de lipidios e glicogénio, e o
englobamento de proteinas estd associado com um aumento consideravel no
volume das células do corpo gorduroso. Desta forma, a possivel liberagdo de
energia para a metabolizacdo do inseticida, pode ter levado o adulto a diminuir o
nimero de posturas, ja que durante a vitelogénese as células do corpo gorduroso
sofrem mudancgas, passando de células armazenadoras de lipidios e glicogénio
para células com uma excessiva sintese de proteinas (RAIKHEL & LEA, 1983,
1987).

TESH & GUSMAN (1990) relataram que a ingestédo de sangue contendo
doses sub-letais de ivermectina causaram diminuicdo na producédo de ovos e
reducdo na eclosdo larval de mosquitos, entre eles o C. quinquefasciatus.
MAHMOOD et al. (1991), mostraram que fémeas de A. aegypti quando
ingeriram sangue contendo ivermectina, apresentaram pouco ou henhum depésito
de vitelo nos folicul os ovarianos.

Com concentragdes sub-letais de ivermectina no sangue de vertebrados,
mosquitos sobrevivem, mas ha uma redugdo marcada no numero e viabilidade
dos ovos deles. Esta infertilidade € temporaria, porém, em geracfes subsequentes
dos insetos poderiamos obter resultado na producéo de nimeros normais de ovos
fértels. Segundo NASR et al. (1996) o nivel de ivermectina que produz 76% dos
ovos inférteis em C. pipiens, apos 3 dias de ingestdo de sangue com ivermectina,
é de 0,4 mg/kg. Esta concentracéo esta dentro do achado em sangue de humanos
e animais domésticos, sugerindo que o uso difundido de ivermectina como
medicamento veterinario e humano possa ter um efeito residual em populagdes
de mosquitos.

No presente estudo, as larvas de C. quinguefasciatus sobreviventes a

exposicao da solucéo de 1,5 ppb de ivermectina, originaram adultos num periodo
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de 3 dias em média, ndo demonstrando um atraso no desenvolvimento gquando
comparado ao grupo controle, 0 que sugere a existéncia de larvas mais resistentes
a dose usada. Entretanto, estes adultos, assim como o grupo controle, fizeram
postura de ovos quase que simultaneamente, com diferenca apenas de um dia
Mas, os resultados mostraram reducdo no numero de posturas das fémeas
tratadas, 0 que pode sugerir que a ivermectina possa estar afetando a sintese de
poliaminas e/ou a vitelogénese em C. quinquefasciatus. Além disso, a
ivermectina também pode estar afetando o nivel de energia armazenada nagquel as
larvas expostas a solugdo da droga, com uma possivel atuacdo no corpo
gorduroso. Segundo CHAPMAN (1998), este Orgdo armazena lipidios e
proteinas como fonte de energia e como fonte de producéo de vitelogenina,
proteina importante para a formagdo do vitelo nos ovos.

O prejuizo no corpo gorduroso causado nas larvas expostas ao inseticida,
pode causar um dano também no sistema de defesa no adulto, ja que a sintese de
proteinas deste 6rgdo € necessdria para a producdo das células de defesa, como os
hemécitos (CLEMENTS, 1996). Algo semelhante parece ter acontecido neste
estudo, uma vez que com freqiéncia, foi observada a proliferacdo de bactérias na
cavidade do corpo das larvas, 0 que sugere uma deficiéncia das células de defesa
destes insetos. Estudos metabolicos do corpo gorduroso poder&o indicar se o
sistema enzimdatico esta sendo afetado (STRONG & BROWN, 1987),
principalmente no corpo gorduroso de larvas, ja que segundo TIMMERMANN
& BRIEGEL (1999), a maior sintese de lipidios e proteinas acontece no quarto
instar larval de mosquitos.

O desenvolvimento das geragbes F1 do grupo tratado e controle condiz
com os resultados de VIANNA et al. (1996b), que mostraram uma variacdo do
ciclo aguético entre 8 e 48 dias inversamente proporciona as temperaturas de
6,7°C e 29°C. No entanto, no grupo tratado, essas geracOes adiantaram, em
meédia, 2 dias 0 seu desenvolvimento de ovo a adulto. Esses resultados
evidenciam que o periodo do ciclo aquético desta espécie pode estar sendo
influenciado tanto pela temperatura ambiente quanto pela exposicdo da geracéo

parental & solucdo de ivermecting, o0 que pode sugerir que haja uma alocacdo de
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energia maior para o rapido desenvolvimento larval e pupal, no sentido de evitar
um possivel estresse no meio ambiente.

O ambiete (poluentes, parasitas, baixa oferta alimentar) juntamente com a
genética dos individuos (elevado endocruzamento, baixa taxa de heterozigoze ou
hibridacéo) sdo dos dois pontos de disturbios que podem elevar o nivel de AF em
um carater

A AF reflete entdo a habilidade de um organismo em desenvolver
caracteres com precisdo, enfrentando alteracfes genéticas ou ambientais. Esta
habilidade varia consideravelmente entre individuos de uma mesma populagéo
(SOULE, 1967, WATSON & THORNHILL, 1994). No presente estudo, a
geracdo parental de C. quinquefasciatus, a qual foi submetida a um estresse pela
Ivermectina, mostrou pegquenos disturbios na sua perfeita smetria.

Elevados niveis de AF foram detectados em populagbes que vinham
sofrendo estresse genético ou ambiental (SOULE, 1967; PARSONS, 1990;
SARRE & DEARN, 1991; M@LLER, 1995; WAUTERS et al. 1996). Baixas
taxas de heterozigose promovem um decréscimo na homeostase (SOULE, 1979;
PARSONS, 1990; HUTCHISON & CHEVERUD, 1995; SHERRY & LORD,
1996) e elevados niveis de alteracdes morfol dgicas e de AF foram observados em
casos em gue a heterozigose foi diminuida (WAYNE et al. 1986; CLARKE,
1992; HUTCHISON & CHEVERUD, 1995). A gualidade fenotipica € muito
importante para a evolugdo, definida como habilidade esperada de um individuo
para o sucesso navida (POLAK & TRIVERS, 1994).

A simetria é Util na variedade do contexto, além da escolha do parceiro;
por exemplo, na aocacd de recursos para a prole (THORNHILL &
GANGESTAD, 1993). Da mesma forma, organismos sao esperados a
valorizarem a qualidade fenotipica em seus parceiros. O presente estudo n&o
avaliou a integridade genética das populagbes analisadas, ndo sendo possivel
determinar em que nivel o estresse genético influenciou a AF nas larvas
submetidas a solugdo de ivermectina. Porém, de acordo com os resultados
obtidos no presente estudo, € sugestivo que as fémeas utilizem a AF em

ornamentos, ou caracteres sexuais secundarios, como indicador de qualidade
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fenotipico dos parceiros, preferindo machos com caracteres simétricos para o
acasalamento. Individuos mais assimétricos obteriam menor sucesso reprodutivo
(M@LLER, 1993; M@LLER & ERIKSON, 1995).

As nervuras do mosquito que apresentaram uma significancia para a AF,
mostraram alguns efeitos sobre 0 sexo ou sobre o tratamento ou sobre a interagéo
entre ambos os efeitos. Segundo CLARKE (1993) o estresse que causa um
aumento na assimetria € biologicamente relevante e este aumento da AF reflete
numa diminuicdo da média da qualidade dos individuos numa populacdo. Os
dados deste trabalho sugerem que assim, os mecanismos por tras das relagdes de
gualidade e AF s&o importantes serem examinados.

VariagBes na AF foram examinadas em varias partes do corpo de varios
organismos, incluindo comprimento de asas e nervuras em dipteros (SOULE &
COUZIN-ROUDY, 1982; KOKKO et. al. 1996). Altos niveis de AF e
neoformagdes na venacdo de moscas Scatophaga stercoraria criadas em fezes de
bovinos adicionadas de ivermectina, foram encontrados por STRONG & JAMES
(1992).

A interacdo significativa entre os efeitos do tratamento e sexo para a
nervura R4.s sugere que outras caracteristicas da biologia da espécie, aém do
sexo, possa estar influenciando as alteragbes na AF em resposta ao tratamento.
Seria necessario, entretanto, maior estudo para se conhecer com maior detalhe
outras caracteristicas destes insetos quando expostos a ivermectina, como por
exemplo, sua dieta, seu comportamento de acasalamento e outras alteracdes na
estabilidade do desenvolvimento.

Nem todas as nervuras medidas no presente estudo apresentaram 0 mesmo
efeito. A nervura M; e o perimetro da M; e M, ndo mostraram resultados
significativos para a AF. Entretanto é possivel gque tais nervuras tenham sofrido
alteracOes na assimetria ndo evidenciadas com a metodologia usada, 0 que pode
sugerir um carater sexual secundario, ou talvez um erro de medida. Estes erros
podem estar ligados a dificuldade de determinar o exato ponto das medidas nas
diversas asas examinadas e/ou ao erro de pixelizagéo provocado pelo analisador

de imagem no qual foram feitas as medidas.
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Outra explicacéo para os resultados ndo significativos para a AF das
nervuras M e perimetro da M; + M, das asas de C. quinquefasciatus pode se
basear na hipotese da “mortalidade diferencial” (FLOATE & FOX, 2000). Esta
hipétese tem como principio basico a assimetria medida em um subconjunto da
populacéo estudada, isto &, os individuos que se tornam adultos. Se a populagéo
for submetida a um pequeno aumento no estresse, 0 nivel de assimetria dos
individuos susceptiveis aumentara, assim como a média da assimetria de toda a
populacdo. Se esta mesma populacdo for submetida a um estresse mediano, os
individuos susceptiveis ndo alcancariam a idade adulta e consequentemente
haveria uma diminuicdo na AF, uma vez gue os resistentes, normalmente mais
assimétricos na auséncia do inseticida, ndo apresentam um aumento na
assimetria se submetidos ainseticidas.

No entanto, somente estudos posteriores com diferentes dosagens,
poderiam indicar se as nervuras M, e o0 perimetro da M; + M, estariam sofrendo

Ou Ndo com a agao daivermectina.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho permite concluir que, nas condigbes experimentais
descritas:
1. A ivermectinando altera o desenvolvimento do adulto.
2. A ivermectinainduz reducdo no nimero de postura de ovos.
3. A ivermectina afeta 0 corpo gorduroso.
4. A assimetria flutuante tem efeito sobre o sexo, tratamento e a interagdo

destes.
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