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RESUMO

A mortalidade e as alteragdes morfolGgicas ocorridas em larvas de terceiro estddio de Aedes
- aegypti foram estudadas sob o efeito do inibidor da ecdise, o diflubenzuron, nas concentrages
de 0,1 e 1 ppm, com a finalidade de mostrar os seus mecanismos letais. As principais alteragdes
com o uso da microscopia de luz incluiram a presenca de vactolos citoplasmaticos e grande
quantidade de secrecdo na superficie apical das células do meséntero, além do espessamento
da cuiicula e intensa atividade celular. Observaram-se alteragdes no corpo gorduroso da larva,
além da presenga de vérias cuticulas. Embora estas se soltassem, as vezes, da regido cefilica,
amuda nio era finalizada, levando a larva 3 morte. Viérios aspectos da ecdise foram evidenciados,
dentre eles, o inicio da muda com espago subcuticular bem definido e a presenga da epicuticula
e exocuticula velhas separadas por um espago-exuvial. O diflubenzuron inibiu a reabsor¢do da
exocuticula e a formagio da nova cuticula. As larvas morreram presas a essas camadas, em
periodos de 6,8 = 0,59 e de 6,5 + 0,99 dias, respectivamente, as solugtes de 0,1 e 1 ppm. Em
condigdes de campo, apenas a dose de 1 ppm causou 100% de mortalidade, sendo que a morte

néio ocorre rapidamente como na intoxicagdo direta com inseticidas neurotéxicos.
DESCRITORES: Aedes aegypti. Diflubenzuron. Inibidor de crescimento. Controle.
INTRODUCAO

Uma nova geragio de inseticidas é formada por reguladores de crescimento
de inseto (IGR = Insect Grow Regulator). Os IGRs surgiram na década de 1970
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como um novo grupo de inseticidas de agao mais especifica.(1, 23, 27, 28, 32, 33,
41) e menor toxicidade para mamiferos ¢ outros animais. Ao passo que outros
inseticidas provocam intoxicago direta, esse grupo causa modificagdes fisiologicas
e morfoldgicas interrompendo o ciclo larval, pela inibi¢do da sintese de quitina
durante o estigio imaturo do inseto (5, 6, 18, 32, 44).

O diflubenzuron tem sido comercializado em muitos paises com o nome
comercial de dimilin (12, 16, 21, 26, 32, 44), um inseticida usado na agricultura
desde a década de 1990, contra formas imaturas de borboletas (26) e gafanhotos
(2, 5). O inseticida pode ser usado também contra os insetos de interesse na drea
da savide, como o Aedes aegypti, conforme atestam vérios estudos (1, 9, 10, 12,
13, 14). A. aegypti ¢ um mosquito urbano com antropofilia acentuada. A sua
oviposigio é feita na superficie interna do recipiente, imediatamente acima da
superficie da 4gua dos criadouros. Quando o volume de 4gua aumenta, segue-se¢
uma fase aquética com quatro estddios larvais e um estigio de pupa.
Posteriormente, 0 mosquito atinge a fase adulta, fase de importéancia
epidemiolégica para os quatro sorotipos-de dengue ¢ para a febre amarela.

A reemergéncia das infecgbes causadas pelos virus da dengue nas
Américas (17, 37, 39), sob as véarias formas clinicas de epidemias, coloca essa
virose como um dos mais graves problemas de saiide péblica (20, 30, 31, 34,
42,45, 46). Cerca de 3,5 bilhdes de pessoas no mundo estao atualmente expostas
ao risco de se infectarem vivendo em dreas afetadas pela presenga do A. aegypti,
principalmente em paises tropicais, onde a temperatura e a umidade favorecem
a proliferagdo do vetor (30, 31). Esse problema constitui um grande desafio
para os servigos de satide, pois néo existe até 0 momento uma vacina eficaz
para O uso preventivo contra.a dengue (7, 47).

No Brasil 0 A. aegypti, erradicado vdrias vezes através das intensas
campanhas de combate 3 febre amarela urbana (33, 34, 37), foi reintroduzido
em 1976, aos poucos reinfestando todo o territorio brasileiro. Atualmente, esse
mosquito encontra-se em todas as unidades federadas do Brasil infestando cerca
de quatro mil municipios (31), o que torna critico o controle da dengue.

' Em Goids, foi registrado, nos tltimos dois anos, 0 maior nimero de
casos de dengue desde 1994, quando se iniciou a transmissdo nesse estado.
Atualmente, 240 municipios estdc infestados com a presenca do A. aegypti;
dentre eles 109 apresentam transmissio continua da doenga. No ano de 2001
foram notificados 6.263 casos de dengue em todo o estado, enquanto somente
no primeiro semestre de 2002 foram notificados 25.344 casos (Superintendéncia
de Ac¢bes Bésicas de Satide, 2002, dados nao publicados).

O vinico meio disponivel na prevengio da dengue € o combate ao A.
aegypti, que se limita a eliminagao dos seus criadouros € ao controle quimico. Este
dltimo tem se tornado intensivo, induzindo o desenvolvimento de populagGes
resistentes aos inseticidas utilizados (25, 42). E o caso do uso intensivo do temephos
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para o controle larvério do A. aegypti no Brasil, uma situag¢io que tem preocupado
as agOes antivetoriais. Em 12 das 27 unidades federadas, j4 se confirmou a resisténcia
do A. aegypti ao temephos (30, 31), o que torna ineficazes os métodos de controle
utilizados atualmente. Surge assim a necessidade de pesquisas de produtos novos e
menos nocivos ao meio ambiente, como alternativa estratégica de controle vetorial.
O diflubenzuron, por exemplo, poder4 constituir uma importante alternativa.

Este trabalho teve a finalidade de avaliar a atividade inibidora do
diflubenzuron na ecdise das larvas de A. aegypti, através das alterages morfolégicas
que interrompem o processo, levando a larva 2 morte. O produto-tem a vantagem
de ser biodegradavel, at6xico, ndo sistémico e de baixo impacto ambiental.

MATERIAL E METODOS

A criagio do A. aegypti se deu pela metodologia j4 estabelecida e em
cimara bioldgica climatizada a 28 + 1°C, com umidade de 80 + 5% e fotofase
aproximada de doze horas:(43).

O diflubenzuron utilizado neste estudo foi produzido pela empresa
Champion Farmoquimico Ltda., tendo por nome quimico 1-(4-clorofenil)-3-
(2,6-diflurobenzoil) uréta. A férmula empirica utilizada foi C H,CIFN.0,
nas concentragdes 0,1 ppm (CL,,) e 1 ppm (CL,). Usaram-se vmte larvas de
terceiro estddio para cada concentragio, repeticdo e controle. :

As larvas foram fixadas em paraformaldeido a 4%, em tampao cacodilato
de s6dio (0,1 M) e pH 7,2 & temperatura ambiente, por um perfodo de duas
horas. Outra alternativa foi manter o paraformaldeido em perfodo overnight a
4°C, em solugdo tamp#o nessa temperatura, por no minimo 24 horas.

Apbs esse procedimento, o material foi lavado no mesmo tampéo e
submetido & desidratac@o em uma concentragio crescente de etanol (de 50, 70,
80, 90'e 95%) por dez minutos cada concentragdo. O material desidratado foi
embebido e incluido em historesina (Leica Historesin Embedding Kit) e deixado
a temperatura ambiente por doze horas para a completa polimerizagio.

- Os blocos de resina foram seccionados com navalha de vidro em
micrétomos com espessura de 3mm. As secgdes foram distendidas em banho-
maria & temperatura ambiente, colocadas sobre 14minas, secas 4 temperatura
ambiente e coradas pela hematoxilina e eosina, pelo xylidine ponceau e pelo
azul de bromofenol (8, 10, 15, 19, 22, 24, 29, 36, 38).

RESULTADOS
O diflubenzuron é um larvicida que age na ecdise, durante a passagem

de um estadio a outro. Mostrou efic4cia de 100% na mortalidade das Iarvas de
terceiro estadio de A. aegypti (Tabela 1).
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Tabela 1. Periodo médio (em dias) de sobrevivéncia das larvas de A. aegypti
A acfo inibidora do diflubenzuron na ecdise, com mortalidade de
100%, em laboratério *

Concentragoes 1° teste 2° teste 3° teste 4° teste - média
(ppm)
0,1 502077 | 57=061° | 79+192 | 80+082 | 68+0,59
1,0 60088 | 55069 | 74+ 149 | 70+0,50° | 6,5x0,99

Obs: As médias seguidas da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa entre si, pela
andlise de variancia e pelo teste de Tukey a 5%.

As leituras de sobrevivéncia das larvas do A. aegypti foram feitas em
intervalos de 24 horas apés o inicio dos experimentos até elas atingirem o
indice de 100% de mortalidade. Esta ocorria pela interferéncia do diflubenzuron
na sintese efou reabsor¢do da quitina, no momento da muda; ou seja, esse
produto ndo causa intoxicagdo direta nas larvas, como ocorre com os inseticidas
neurotéxicos dos grupos clorados, fosforados, carbamatos ¢ piretréides.

Com as concentragdes 0,1 a 1 ppm, larvas de A. aegypti foram tratadas
e, posteriormente, examinadas individualmente sob o estereomicroscdpio. Ao
se tornarem letdrgicas, mostrando-se inertes mesmo quando tocadas com estilete,
as larvas eram retiradas e fixadas.

As larvas-controle de A. aegypti apresentaram um aspecto alongadoe
vermiforme, com sifio respiratério curto € tubular e com grande nimero de
cerdas bem definidas na superficie do corpo, mostrando a morfologia robusta
bem delimitada (Figura 1A). As larvas tratadas com 1 ppm de diflubenzuron
evidenciaram uma morfologia alterada, superficie corporal destruida, aspecto
franzino e baixo desenvolvimento, além do porte menor, aspectos mais escuros
e segmentos corporais indefinidos (Figura 1B). As larvas tratadas com 0,1 ppm.
sofreram menores alteragdes quanto a morfologia, mantendo seus segmentos
ainda o_bservéveis, entretanto apresentaram-se mais delgadas e menores do que
as do grupo-controle (Figura 1C). As larvas tratadas apresentaram tambeém
uma coloragiio esbranquigada no tubo digestivo, o que lhes conferia um aspecto
mais claro, quase que completamente branco.

Apé6s seis horas do inicio do tratamento ¢om o inibidor de crescimento,
a maioria das larvas apresentava movimentos lentos que se intensificavam com
o aumento do perfodo de contato. A distingdo foi feita sob estereomicroscopio
e com o estimulo de um estilete, sendo apenas as larvas letdrgicas fixadas e
analisadas histologicamente. As mortas ndo foram utilizadas para andlise, para
evitar a interferéncia de alteragdes celulares pos-morte nos resultados de andlise
celular.
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Figura 1. Aspecto morfolégico das larvas de 3° estddio de Aedes aegypti. A:
Larva-controle (50x); B: Larva tratada com diflubenzuron (1 ppm,
50x); C: Larva tratada com diflubenzuron ( 0,1 ppm, 50x)

Os cortes histolégicos do grupo-controle demonstraram aspectos
celulares normais. Nesses cortes, a cuticula apresentou nticleos achatados na
periferia, com a presenga de células do corpo gorduroso arranjadas em cordoes
logo abaixo do tegumento e associadas aos endcitos (Figura 2A). Essas células,
de origem ectodérmica, sdo grandes, ovéides e podem ser encontradas ao longo
de todo o corpo da larva. Seu citoplasma € acidé6filo, homogéneo e tem contorno
nuclear bem nitido. Esse tipo celular secreta cutilina, cuja fungdo € proteger as
camadas recém-formadas da procuticula. Sdo c€lulas caracteristicas dos insetos,
aparecendo freqiientemente em intima associagdo com as células do corpo
gorduroso.
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Figura 2. Fotomicrografias do tubo digestivo de 1arvasrde 3° estadio de Aedes
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aegypti. A: Cuticula da larva controle (C) com nicleos periféricos
(seta) achatados e logo abaixo a presenga de células do corpo
gorduroso e enéceitos. Tr = Traquéia, EN = endcitos, M = Musculatura.
400x. B: Regiio mediana do meséntero. Células epiteliais (CE)
colunares com nticleo basal, nucléolo ¢ bordo em escova
(microvilosidades apicais). Espago subperitréfico (ES) entre o dpice
celular e a membrana peritréfica, revestindo o alimento. Nticleo das
células basais indiferenciadas (CB). 500x.

REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



A Figura 2B evidencia a regido mediana do meséntero das larvas de
terceiro estddio do grupo-controle. Nessa regido, as células epiteliais
apresentaram-se cilindricas, com nucleo basal e com nucléolo evidente,
indicando alta atividade celular. Na superficie apical celular observou-se o
bordo em escova, que corresponde as microvilosidades, cuja fungao € aumentar
a superficie de absor¢do. Além disso, evidenciaram-se o delgado espago
subperitréfico e a luz do tubo digestivo repleto de alimentos (Figura 2B). Na
superficie basal do epitélio notou-se a presenga de pequenos niicleos celulares
que correspondem aos nicleos das células basais.

As Figuras 3(A,B,C) mostram secgoes histolégicas que evidenciam o
processo de muda. Observa-se ai a presenga da epicuticula fina mais externa e
da procuticula, que pode ser diferenciada em exocuticula e endocuticula, esta
Gltima assentada sobre a epiderme. A procuticula apresenta-se recém-secretada,
demonstrando o processo de muda.

Figura 3. Fotomicrografias da regido mediana do meséntero de larvas de 3°
estddio de Aedes aegypti. A: Cuticula livre e dobrada (setas). 1000x.
B: Células que secretam a procuticula logo abaixo da cuticula jovem
destacadas (setas) no interior do tubo digestivo e o aspecto de
destruiciio das células epiteliais cilindricas (seta) 1000x. C:
Ectocuticula com cerdas sensoriais, espago intercuticular e
endocuticula bem delimitada com epicuticula livre (setas). 1000x.

A Figura 4A mostra o aspecto geral do tubo digestivo das larvas tratadas
com a solugdo a 1 ppm, evidenciando as células epiteliais altas com aspectos
colunares, e a presenga de vactiolos citoplasmaticos, A superficie apical dessas
células apresentou-se mais basofilica e com maior quantidade de secre¢ao (Figuras
4-A,B,C) do que a regido basal, apesar da presenga dos niicleos. A matriz
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Figura 4. Fotomicrografias do meséntero de larvas de 3¢ estadio de Aedes
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aegypti, submetidas a solugdo de diflubenzuron a 1 ppm, coradas
pela hematoxilina eosina. A: (L) luz intestinal, (MP) matriz
peritréfica, (ES) espago subperitrofico, (CE) células epiteliais, (C)
cuticula, (M) musculatura. 160X. B: Aspecto da cuticula (C) e logo
abaixo as células do corpo gorduroso (CG), células epiteliais (CE),
musculatura (M), traquéia (Tr), luz intestinal (L). 250X. C: Nicleo
periférico e cuticula dobrada e pouco espessa (C), dpice das células
epiteliais liberando sua secregio (CE), luz intestinal (L). 500X.
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peritréfica apresentou-se como uma camada fina intensamente basofilica,
separando as c€lulas epiteliais do alimento contido no tubo digestivo. O espaco
subperitréfico das larvas tratadas foi maior do que no grupo-controle, em que
esse espago € ocupado por grande quantidade de substincias acidéfilas. A andlise
histol6gica de sec¢des de larvas tratadas com 1 ppm revelou que as células dessas
larvas iniciam um processo de desarranjo, com espessamento da cuticula e
presenca de vacuolos citoplasmaticos. Tais células, mostram ainda caracteristicas
nao evidenciadas no grupo- controle, como a presenga de um grande espago
subperitr6fico e o espessamento da cuticula e de protusdes basofilicas no dpice
das c€lulas epiteliais do tubo digestivo (Figuras 4 A, B e C).

A Figura 5 € muito interessante por mostrar o alto grau de desarranjo
celular e seu efeito gradativo no tubo digestivo, ao ser usado o diflubenzuron a
0,1 ppm. As c€lulas da regido anterior do meséntero apresentaram-se mais
vacuolizadas e alteradas em compara¢do com as do grupo-controle. Essas
alteragdes vao gradativamente atingindo as regides mais posteriores, & medida
que aumenta o seu tempo de contato com o diflubenzuron. A cuticula, mesmo
em corte longitudinal, mostrou um aspecto retorcido, evidenciado também
externamente na larva. Cada segmento larval parece apresentar-se mais fixo ao
corpo, como se existissem pontos de maior fixa¢do na auséncia de células de
corpo gorduroso nessas regides (Figura 5).

Figura 5. Fotomicrografias de sec¢oes longitudinais do meséntero de larvas
de 3° estddio de Aedes aegypti, submetidas ao diflubenzuron a 0,
ppm, coradas pela hematoxilina eosina. Altera¢des das células
epiteliais (CE), presenca da vélvula cardia (VC), cuticula redobrada
com reentrancas que reveste a superficie larval com pontos de maior
fixagao (setas), cecos gastricos (CG), enéceitos (E), glandula salivar
(GS), luz intestinal (L), musculatura (M), traquéia (Tr.) 100x.

As Figuras 6 (A,B,C) referem-se as larvas tratadas com 0,1 ppm. As

células do tubo digestivo da regido mediana apresentam alto grau de
vacuolizagdo do citoplasma e niicleos intensamente corados (Figura 6A), o
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ra 6. Fotomicrografias de sec¢des longitudinais do meséntero de larvas
de 3° estadio de Aedes aegypti, submetidas ao diflubenzuron a 0,1
ppm, coradas pela hematoxilina eosina. A: Células epiteliais com
alto grau de vacuolizagdo, cuticula (C), corpo gorduroso (CG), luz
intestinal (L), traquéia (Tr). 200x. B: Epicuticula e procuticula no
inicio da ecdise, traquéia, corpo gorduroso (CG). 400x. C: Alto grau
de vacuolizagio citoplasmadtica das células epiteliais (CE). 400x.
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que indica grande atividade secretora. A Figura 6B mostra um detalhe da
cuticula, que se apresenta bastante espessa e com intensa atividade celular.
Ainda nessa figura, nota-se a presenca do corpo gorduroso alterado pela agdo
do inibidor de crescimento. A Figura 6C evidencia detalhes das células epiteliais,
que se apresentam bastante vacuolizadas e com niicleo definido.

DISCUSSAO

Com base em experimentos pilotos, este trabalho foi desenvolvido com
um gradiente de concentragdo de diflubenzuron.de 0,1 a 1 ppm, com o objetivo
de mostrar seus efeitos letais sobre as larvas de terceiro estddio de A. aegypti.
Nessas concentragdes a mortalidade foi total, porém com tempos diferentes. A
opgao pelas concentragdes de 0,1 e Ippm deveu-se ao fato de se tratar de estudo
de morfologia, em que é necessario tempo para verificacio das alteragGes celulares.

Nas duas concentragbes, apds seis horas do inicio dos experimentos, as
larvas comegaram a perder a mobilidade, diminuindo os movimentos até a completa
letargia. Esse foi o indicativo do inicio das alteragGes morfolégicas, que nio
aconteceram simultaneamente com todas as larvas, variando de 6 a 24 horas.

As alteracOes morfolégicas apresentadas pelas larvas de A.aegypri tratadas
com o diflubenzuron foram similares as mudangas sofridas pelas larvas infectadas
com o Bacillus thuringiensis (35). A grande alteragio morfolégica externa iniciada
pelos aspectos comportamentais dessas larvas, apds a exposicéo ao diflubenzuron,
¢ um fator importante para assinalar a necessidade de estudos em campo.

A andlise do comportamento larval perante o diflubenzuron mostrou
que o produto interfere na fisiologia do processo de muda, no sistema nervoso da
larva, tornando-a incapaz de movimentar-se. Essa inércia dificulta a respiraciio
da larva e a liberagdo da exivia. Resultados similares foram encontrados em
outros estudos com a mesma espécie de mosquito (11). Num processo de muda
normal, as enzimas digestivas atuam na membrana ecdisial, mas ndo tém nenhum
- efeito na exocuticula, nos misculos ou nas conexdes nervosas para a velha cuticula.
Essas conexdes persistem até que o inseto deixe a exivia. Assim, mesmo em
processo de muda, a larva € capaz de se mover e receber estimulos ambientais,
até a ruptura da cuticula, através de movimentos corporais.

Estudos de toxicidade do extrato da Magonia pubescens sobre larvas de A.
aegypti (3, 4) mostraram que o primeiro comportamento das larvas foi a extrusio da
matriz peritrfica com o conteddo intestinal, na tentativa de evitar a intoxicag#o.
Com o diflubenzuron, entretanto, ndo ocorreu a extrusfo da matriz (40), porque o
produto tem aco mais incidente no processo ecdisial. O diflubenzuron, como tem
sido demonstrado, interfere na sintese e reabsorgéio da quitina, sem causar a intoxicagio
direta dalarva. Alguns estudos (21, 23, 27) mostram ainda que esse inseticida diminui
a fecundidade e a fertilidade da larva, bem como a emergéncia de adultos.
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Estudos histolégicos com hematoxilina e eosina, estes evidenciaram .
que o inibidor de crescimento ndo impediu a formagao de uma nova cuticula
com macro e microdobras, deixando um espago subcuticular entre a nova
epicuticula e a velha exocuticula, aspecto concordante com outros autores (8,
22). Outra informagZio importante é a vacuolizagao das células do tubo digestivo
no grupo tratado, 0 que ndo ocorreu no grupo-controle. Isso mostra que a
substincia atingiu também o tubo digestivo e as células do corpo gorduroso.
Muitos dos espagos observados entre a epicuticula € a endocuticula ao
microsc6pio de luz, na verdade, ndo existiriam ou estariam menos espessos se
o0 cemento, a cera e os lipidios ndo houvessem sido retirados durante o processo
de preparacio de laminas. A atividade do diflubenzuron foi observada na regido
anterior do meséntero, e, com o aumento do tempo de exposigio, estas c€lulas
também apresentavam o mesmo aspecto de vacuolizagdo das células epiteliais.
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ABSTRACT

Mortality and morphological alterations of Aedes aegypti larvae exposed to
diflubenzuron ‘

The mortality and the effect of the growth inhibitor diflubenzuron as a possible
agent of structural alterations of the cuticle and midgut cells of Aedes aegypti
(3"instar larvae) was studied by light microscopy. The following dosages were
compared for their ability to induce alterations on cuticle and midgut of the
larvae: minimal (0,1 ppm), and maximum (1 ppm) lethal dosage. The main
alterations observed at light microscopy were the presence of cytoplasmatic
vacuoles and increased concentration of secretion on apical surface of the midgut
cells. Moreover, the cuticle thickness, with great amount of nucleus, provided
evidence of the high cellular activity. Also, the fat body of the larvae showed
alterations. Investigations demonstrated that the midgut epithelial cells presented
highly vacuolated, spongious, and with secretory vesicles of several sizes.
Observations showed aspects of the larval change process, as evidenced by
formation of subcuticular space, which is a characteristic of the initial change
stage, and by presence of epicuticle and exocuticle separated by an exuvial
space.

KEYWORDS: Aedes aegypti. Diflubezuron. Grow regulator. Control.
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