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RESUMO

Os fungos entomopatogénicos tém sido considerados promissores para o controle
do mosquito adulto Aedes aegypti. No atual estudo foi observada a toxicidade e
foi determinada a concentracdo subletal do inseticida Imidacloprid (IMI) contra
fémeas de A. aegypti. A concentracdo subletal do IMI foi combinada com o fungo
Metarhizium anisopliae (isolado LPP 133) e exposta as fémeas de A. aegypti. Os
mosquitos também foram infectados com somente o isolado LPP 133. Em outro
experimento 0os mosquitos foram alimentados com sangue ou sacarose e
expostos aos isolados LPP 133 ou ESALQ 818 ou a combinacdo ESALQ 818 +
IMI. Subseqiientemente dois testes em condicdes de semi-campo foram
realizados. Primeiro os mosquitos foram expostos por quatro tempos 3, 12, 24 e
48 horas a um pano preto impregnado com ESALQ 818. Em uma simulacao de
um comodo residencial, os mosquitos ficaram expostos por 7 dias a cinco panos
pretos impregnados com ESALQ 818 ou ESALQ 818 + 0,1ppm do IMI ou ESALQ
818 + 10ppm do IMI. Os panos foram fixados em modveis como cadeira, mesa,
estante, armario. Os tratamentos controle foram feitos com 0,05% Tween 80 (TW)
ou IMI. O IMI foi toxico para adultos de A. aegypti, o valor da Concentracéo Letal
(CLso) foi de 4,04 ppm. A concentracdo subletal do IMI foi de 0,1ppm. A
combinacdo de LPP 133 + 0,1ppm IMI reduziu significativamente as taxas de
sobrevivéncia e o tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) dos mosquitos, comparado
com o tratamento feito somente com o LPP 133. Nos quatro primeiros tempos
pos-alimentacdo sanguinea (0, 24, 48 e 72 horas) as fémeas da linhagem
Rockefeller foram menos suscetiveis aos isolados LPP 133 e ao ESALQ 818,
comparado com as fémeas alimentadas com somente sacarose. As fémeas
expostas ao LPP 133 ou ESALQ 818 a 96, 120 e 144 horas apoés a alimentacdo
com sangue voltaram a ser suscetiveis ao fungo. Os mosquitos oriundos do

campo apresentaram menor suscetibilidade ao isolado ESALQ 818 até 72 horas
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poés-alimentacdo sanguinea, comparado com o tratamento feito com as fémeas
alimentadas com sacarose. No entanto, quando expostos ao isolado ESALQ 818
a 120 horas pos-alimentagcdo com sangue 0s mosquitos foram suscetiveis ao
fungo. Tanto as fémeas da linhagem Rockefeller como as fémeas do campo,
expostas a combinacdo ESALQ 818 + 0,1ppm IMI, apresentaram significativas
taxas de mortalidade nas primeiras horas pés-alimentacdo sanguinea (0 e 48
horas). Nos testes feitos em gaiolas grandes, os mosquitos expostos por 48 horas
a um pano preto impregnado com ESALQ 818 apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 12% e Sso de 2 dias, valores significativamente menores
comparados com os resultados dos outros tratamentos e grupo controle. Na
simulacdo de um cOmodo residencial a exposicdo a cinco panos pretos
impregnados com ESALQ 818 + 10ppm IMI resultou na menor taxa de
sobrevivéncia dos mosquitos, comparado com os tratamentos ESLAQ 818 e
ESALQ 818 + 0,1ppm IMI. Resumindo os resultados: até 72 pds-alimentacao
sanguinea as fémeas de A. aegypti foram menos suscetiveis ao fungo comparado
com as fémeas alimentadas com sacarose. Entretanto a combinacdo do isolado
ESALQ 818 com O0,1ppm do IMI reduziu a sobrevivéncia de A. aegypti
independente do estado nutricional. Panos pretos impregnados com fungo+IMlI
parecem ser promissores para 0 uso no campo. A diminuicdo da sobrevivéncia de

A. aegypti no campo possivelmente reduzird a transmissao do virus da dengue.

Palavras-chave: Dengue, mosquito, Aedes aegypti, fungos entomopatogénicos,

Metarhizium anisopliae, inseticida, Imidacloprid.
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ABSTRACT

Fungi are potential candidates for the control of adult Dengue mosquitoes Aedes
aegypti. Firstly, the study showed the toxicity of the insecticide Imidacloprid (IMI)
against female A. aegypti. A sub-lethal concentration of IMI was determined and
combined with the fungus Metarhizium anisopliae isolate LPP 133 (LPP 133+IMI).
Survival rates of mosquitoes exposed to a combination of fungus and IMI were
compared to the survival of mosquitoes exposed only to LPP 133. Three
independent bioassays were conducted to study the effect of blood and sucrose
feeding status on survival of A. aegypti exposed to LPP 133, ESALQ 818, and a
combination of ESALQ 818+IMI. Females were exposed to the fungus after
different time periods post-blood feeding and immediately after sucrose feeding.
Rockefeller strain females and females obtained from eggs collected in the field
were used in this study. In another experiment, under semi-field conditions,
mosquitoes were exposed to fungus (ESALQ 818) impregnated black cloths for
four different time periods (3, 12, 24 and 48 hours). In experiments simulating a
residential room, five black cloths impregnated with isolate ESALQ 818 or ESALQ
818+IMI were attached to objects in the room and mosquitos were released into
the room for 7 days. The LCso of IMI was 4.04 ppm. The sub-
lethal concentration of IMI was 0.1ppm. A combination of LPP133+IMI significantly
reduced survival and median survival time (Ssg) of mosquitoes when compared
with mosquitoes exposed to isolate LPP 133 alone. Rockefeller strain females
exposed to isolates LPP 133 and ESALQ 818 at 0, 24, 48 and 72h post-blood
feeding were less susceptible fungal infection when compared with females fed on
sucrose only. However, the females exposed to isolates LPP 133 and ESALQ 818
96, 120 and 144h post-blood feeding were susceptible fungal infection. Females
obtained from eggs collected in the field were less susceptible to fungal infection

at 0, 48 and 72h post-blood feeding when compared to sucrose only fed insects,
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however, females exposed to ESALQ 818 at 120 hours post-blood feeding were
susceptible fungal infection. Rockefeller strain females and those obtained
from eggs collected in the field, exposed the combination ESALQ 818+IMI (0 and
48 hours post-blood feeding) were equally susceptible to fungal infection when
compared with sucrose fed females. Low percentage survival (12%) and low Ssg
values (2 days) were observed in large cages when A. aegypti were exposed to a
black cloth impregnated with ESALQ 818 for 48 hours. In a simulation of a
residential room, mosquitoes exposed to ESALQ 818 + IMI 10ppm resulted in
lower percentage survival when compared with mosquitoes exposed to ESALQ
818 and ESALQ 818+ IMI 0.1ppm. The combination of the entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae with sub-lethal concentration of IMI increases
virulence against the dengue vector A. aegypti, independent of nutritional status.
Black cloths impregnated fungus+IMI may be promising for use in the field. The
reduction of the adult of A. aegypti populations could reduce the risk of dengue

virus transmission.

Key words: Dengue, mosquito, Aedes aegypti, entomopatogenic fungus,

Metarhizium anisopliae, insecticide, Imidacloprid.



1. INTRODUCAO

Os mosquitos do género Aedes pertencem a subfamilia Culicinae, tribo
Adenini. Aedes aegypti é o principal vetor da dengue e da febre amarela urbana
(Vianna, 2001), enquanto Aedes albopictus € um vetor secundario da dengue
(Marcondes, 2001). No Brasil, no ano de 2008 foram registrados 743.517 casos
de dengue, caindo para 387.158 em 2009, com 98 mortes por dengue
hemorrdgica e 58 mortes relacionadas a outras complicagbes da dengue
(Ministério da Saude, 2009). Em 2010, 936.260 casos foram notificados, com 592
mortes (Ministério da Saude, 2010).

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus. Conhecem-se
atualmente quatro sorotipos distintos do virus, “Dengue virus” (DENV 1, 2, 3 e 4).
A doenca dengue apresenta diferentes quadros clinicos: dengue assintomatica,
classica, hemorragica e sindrome do choque da dengue. As causas das formas
graves ainda nao foram plenamente identificadas, existindo algumas teorias
relacionadas a viruléncia do virus infectante, a sequéncia de infeccdes por
diferentes sorotipos, aos fatores individuais do hospedeiro e a combinacdo de
todas as explicacdes anteriores (Gomes et al., 2007). Apesar de muito
pesquisada, ainda ndo esta disponivel uma vacina preventiva e eficaz para
dengue. O unico elo vulneravel na cadeia de transmissdo da dengue € o controle
do mosquito vetor (Tauil, 2002; Teixeira et al., 2002; Paula et al., 2011a; Paula et
al., 2011b).



As incidéncias das epidemias de dengue estdo crescendo devido ao
aumento desordenado da populacdo humana, uso de recipientes nao
biodegradaveis, coletas de lixo deficientes e saneamento basico inadequado,
fatores que propiciam a criagdo do mosquito vetor (Tauil, 2002; WHO 2008).
Métodos convencionais para controlar o mosquito A. aegytpi consistem na
vigilancia epidemiolégica, aplicacdes continuas de larvicidas quimicos ou
biol6gicos e pulverizacdo de inseticidas (Paula et al., 2011a). Existem vérias
formas de aplicacdo dos inseticidas, os larvicidas podem ser aplicados em agua,
os adulticidas podem ser aplicados pelo método residual ou aspersdo. Em escala
maior, recomenda-se o0 método residual com aplicacdes de inseticidas nas
paredes internas e externas nas moradias humanas e nos abrigos de animais
domésticos, ambientes considerados como locais de repouso dos mosquitos.

Os inseticidas, Malathion, Fenitrothion ou Permetrina, podem ser
vaporizados utilizando dispersores em altas temperaturas (acima de 200°C) e
podem ser aplicados usando veiculos ou pulverizadores (Donalisio & Glasser,
2002). Luz et al. (2009) questionaram as atuais intervenc¢des para o controle das
larvas e adultos de A. aegypti e demonstraram, por modelos matematicos, que 0s
inseticidas quimicos so6 deveriam ser utilizados no inicio da temporada de dengue.

A resisténcia dos mosquitos A. aegypti aos inseticidas quimicos
organofosforados e piretroides tem sido mostrada em varios estudos (da-Cunha et
al., 2005; Montella et al., 2007, Lima et al.,, 2011). Montella et al., 2007
observaram resisténcia de A. aegypti a organofosforado e piretroide em todo o
Brasil. Os inseticidas utilizados para controle de vetores, sem davida, salvaram
milhdes de vidas humanas e continuardo sendo de extrema importancia para
reduzir a populagéo desses insetos, principalmente em epidemias. Entretanto, a
evolucdo da resisténcia dos mosquitos faz com que novos métodos sejam
urgentemente investigados (Paula et al.,, 2011b). Mosquitos modificados
geneticamente tornando-se refratarios aos parasitas (James, 2005; Matrrelli et al.,
2007) e/ou altamente sucetiveis a infec¢do por agentes microbianos (Shin et al.,
2006) parecem ser estratégias promissoras para o controle de vetores.

As bactérias entomopatogénicas Bacillus thuringiensis e Bacillus
sphaericus possuem endotoxinas protéicas que destroem as células epiteliais do
intestino médio larval, levando-as a morte (Neto et al., 1985; Lacey et al., 1986). A



bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis é virulenta contra larvas de A.
aegypti (Espindola et al., 2008; Costa et al., 2010; Ritchie et al., 2010). Os fungos
entomopatogénicos, diferentemente das bactérias, podem ser virulentos ao ovo
(Luz, et al., 2007), as larvas e pupas (Pereira et al., 2009) e aos adultos de A.
aegypti (Paula et al., 2008; Paula et al.,, 2011a; Paula et al., 2011b). Véarios
estudos mostraram que os fungos foram altamente virulentos as larvas de A.
aegypti (Clark et al., 1968; Goettel et al., 1987; Alves et al., 2002; Pereira et al.,
2009), aos mosquitos adultos Culex quinquefasciatus (Scholte et al., 2003;
Scholte et al., 2005), Anopheles (Scholt et al., 2004; Scholt et al., 2005; Thomas &
Read, 2007; Mnyone et al., 2009; Farenhorst et al., 2009; Howard et al., 2010a) e
A. aegypti (Scholte et al., 2007; Paula et al., 2008; Leles et al., 2010; Paula et al.,
201la; Paula et al., 2011b). A autodisseminacdo dos conidios do fungo
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana durante a copula ja foi observada no
mosquito Anopheles gambiae (Scholte et al., 2004) e A. aegypti (Munguia et al.,
2011), respectivamente.

Vérios trabalhos estudaram os efeitos subletais da infeccdo fungica nos
mosquitos. Scholte et al., 2006 observaram que An. gambiae diminuiu a
alimentacdo sanguinea e a fecundidade depois de infectado com o fungo M.
anisopliae. A infeccdo do fungo M. anisopliae no mosquito Anopheles stephensi
prejudicou a maturagéo do Plasmodium (Blanford et al., 2005). A persisténcia da
infecc@o do fungo em diferentes estagios do mosquito A. aegypti foi registrada por
Pereira et al. (2009), larvas sobreviventes a infec¢cdo fungica formaram pupas,
entretanto nem todas as pupas se desenvolveram em adultos.

A idade, sexo, desenvolvimento e estado nutricional pode afetar a
suscetibilidade do inseto a infeccdo fangica (Dimbi et al., 2003). Um recente
trabalho mostrou que Anophele gambiae alimentados com sangue foram menos
suscetiveis ao fungo B. bassiana e M. anisopliae, comparado com mosquitos
alimentados com sacarose (Mnyone et al., 2011). Assim, novas estratégias devem
ser investigadas com o intuito de diminuir a sobrevivéncia dos mosquitos,
independente do tipo de alimentacdo da fémea. A combinac&o do fungo com um
inseticida  pode ser promissora em reduzir a sobrivivéncia de fémeas
independente de estado nutricional. Inseticidas aumentam o estresse e alteraram

0 comportamento dos insetos, melhorando o desempenho de fungos



entomopatogénicos (Boucias et al., 1996). Os efeitos do fungo combinados com
os inseticidas tém sido relatados com sucesso contra pragas agricolas (Hiromori
et al., 2001; Jaramillo et al., 2005; Santos et al., 2007; Brito et al., 2008) e contra
mosquitos vetores da malaria e filariose (Farenhorst et al., 2009; Howard et al.,
2010a; Howard et al., 2010b), entretanto nenhum trabalho foi feito com A. aegypti.

O inseticida Imidacloprid (IMI) nunca foi testado em combinacdo com
fungos entomopatogénicos visando o controle de mosquitos. Os neonicoticoides
como o IMI atuam como neurotoxinas nos receptores nicotinicos da acetilcolina
do inseto, provocando a hiperexcitacdo do sistema nervoso, com consequente
paralisia e morte (Elbert et al., 1991). Larvas (Paul et al., 2006) e adultos (Paul et
al., 2006; Pridgeon et al.,, 2008) do mosquito A. aegypti foram considerados
suscetiveis ao inseticida IMI, entretanto o IMI sé foi considerado promissor para o
controle das larvas (Paul et al., 2006).

O atual estudo investigou se a combinacdo de Metarhizium anisopliae
com uma concentracdo subletal do inseticida IMI reduziria as taxas de
sobrevivéncia e o tempo médio de sobrevivéncia (Sso) das fémeas de A. aegypti.
Testes de sobrevivéncia usando M. anisopliae ou M. anisopliae +IMI foram feitos
contra os mosquitos alimentados com sacarose ou sangue. Panos pretos atrativos
para o descanso de mosquitos (Scholte et al., 2005; Paula et al., 2008) foram
impregnados com M. anisopliae e 0s mosquitos expostos ao panos em duas
condicbes de semi-campo, em uma gaiola grande e em uma sala simulando um
comodo residencial. A reducdo da sobrevivéncia da populacdo de A. aegypti

possivelmente diminuird a transmissédo da doenca dengue.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DADOS BIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DE Aedes aegypti

O ciclo bioldgico do mosquito A. aegypti compreende as seguintes fases:
ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Os ovos séo colocados isoladamente fora da
agua, em locais umidos ou em paredes de recipientes com capacidade de reter
agua. O tamanho dos ovos ndo ultrapassa 1 mm de comprimento. Externamente,
0S ovos sao revestidos por uma camada denominada de exocério (casca). O
horario de oviposicéo € regulado por fatores bioldégicos e mesolégicos. A. aegypti
oviposita duas horas apos o nascer do sol e duas horas antes do por do sol
(Consoli et al., 1998 ; Marcondes, 2001). O desenvolvimento embrionéario dura de
2 a 3 dias e as larvas eclodem dentro da agua. As larvas de primeiro instar
utilizam um érgéo conico quitinoso para romper o exocorio do ovo. O tempo de
crescimento larval esta condicionado as condigbes dos criadouros como bom
suprimento alimentar, auséncia de predadores e condi¢des climaticas adequadas.
As baixas temperaturas retardam o crescimento larval. As larvas se alimentam de
micro-organismos aquaticos (fitoplancton e zooplancton) e da matéria organica
sedimentada no fundo de criadouros (Consoli et al., 1998; Marcondes, 2001). O
corpo da larva compreende a cabeca, térax e abdome. A cabeca da larva é
globosa provida de um par de antenas, olhos compostos e alguns ocelos. O

aparelho bucal é do tipo mastigador-raspador. As pecas bucais sao formadas por



epifaringe, mandibulas, maxilas, hipofaringe e labio. Na frente da cabeca ha
escovas orais ou palatais que produzem correntes na agua que levam para boca
particulas alimentares. O torax das larvas é globoso e mais largo que a cabeca,
com segmentos pro, meso e metatérax fundidos e revestidos por cerdas. No
oitavo segmento abdominal localiza-se o sifao respiratério, dotado de um unico
par de espirdculos. Na parte ventral do sifdo had uma fileira de espinhos
denominada pecten e um ou mais tufos de cerdas. O 10° segmento é modificado
em lobo anal e possui uma estrutura denominada sela, que é incompleta. O
estagio larval tem o periodo entre 5 a 7 dias. As larvas e as pupas sao aquaticas
(Consaoli et al., 1998; Marcondes, 2001; Strieder, 2005).

O corpo da pupa € formado por cefalotérax (cabeca + térax) e o abdome.
A pupa de A. aegypti possui um par de trompas respiratérias. O abdome tem 8
segmentos. No oitavo segmento situa-se um par de paletas que auxiliam na
movimentacdo. A fase de pupa dura de 2 a 3 dias (Consoli et al.,, 1998;
Marcondes, 2001).

O mosquito adulto emerge de uma fenda em T situada na parte dorsal do
cefalotérax da pupa. O corpo do mosquito adulto reveste-se de exoesqueleto
esclerotizado, € segmentado e apresenta cabeca, térax e abdome. A cabeca é
globosa, ocupada em grande parte pelos olhos compostos. Na frente dos olhos
implantam-se antenas longas com 15 a 16 flagelémeros dotados de longos pelos.
Nos machos estes pelos sdo bastante numerosos e conferem aspecto plumoso as
antenas; nas fémeas os pelos sdo mais escassos e apresentam aspecto piloso. A
parte bucal é formada por um aparelho longo, constituido por seis estiletes - duas
maxilas, duas mandibulas, hipofaringe e labro, alojados em uma estrutura em
forma de calha, denominada labio. Ao conjunto dessas pecas da-se o nome de
probdscida, que é mais ou menos reta e do tipo pungitivo-sugadora em fémeas, e
sugador em machos. Ao lado da probdscida, na parte basal, implantam-se palpos
maxilares, que diferem quanto ao tamanho e a forma. Os palpos maxilares dos
machos sdo tado longo quanto a proboscida, e nas fémeas os palpos maxilares
Sao curtos.

O torax divide-se em protorax, mesotorax e metatorax. O mesotdrax
ocupa a maior parte. Na parte dorsal do térax localizam-se dois lobos pronotais e
0 escudo formando o escutelo, que nesse caso é trilobado. Na parte lateral do



torax localizam-se dois espiraculos toracicos, duas asas funcionais, dois halteres
ou balancins e outros escleritos importantes. O abdome é constituido por 10
segmentos, cada um dos quais formados por tergitos na parte dorsal e esternitos
na parte ventral, unidos pelas pleuras nas laterais. (Consoli et al.,, 1998;
Marcondes, 2001).

O mosquito adulto A. aegytpi se caracteriza por possuir escudo com 2
faixas longitudinais e 1 faixa central longitudinal em forma de lira na cor branco
prateada. A. albopctus possui escudo com apenas 1 faixa central longitudinal na
cor branca prateada. Ambas as espécies possuem manchas claras nos tarsos
(Eiras, 2000).

PUPA

Figura 1 — Ciclo de vida do Aedes aegypti. Os estagios ovo, larva e pupa sao

aguaticos.



A fémea de A. aegypti seleciona o local de oviposicéo influenciada pela
luz, cor do recipiente, temperatura e grau de salinidade. Os criadouros
preferenciais sdo aqueles que tém agua limpa, pobre em matéria organica
acumulada em recipientes sombreados e paredes escuras (Vianna, 2001). Tanto
no Brasil quanto em outros paises sul-americanos tem-se observado a criacdo de
A. aegypti em recipientes naturais como bromélias, buracos de arvores,
escavacoes em rocha e bambu. A densidade populacional de A. aegypti aumenta
na época das chuvas, mas a populacdo é mantida fora desta época em numero
consideravel em razdo de recipientes antroépicos com agua que possibilitam o
desenvolvimento do mosquito (Consoli et al., 1998). Os ovos podem resistir ao
ressecamento até mais de um ano, assim, se ocorrer a evaporacao da agua o0 ovo
pode permanecer viavel até que tenha condicdes adequadas para seu
desenvolvimento (Vianna, 2001).

O metabolismo energético de machos e fémeas depende da ingestao de
carboidratos, provenientes de seivas de flores e frutos. O repasto sanguineo,
exclusivo das fémeas esta relacionado primordialmente ao desenvolvimento dos
ovos podendo igualmente contribuir para a energia e o aumento da longevidade.
Os acucares fornecem aos mosquitos energia necessaria para o voo, a dispersao
e as demais atividades bioldgicas e fisiologicas (Clements, 1963; Consoli et al.,
1998; Marconi, 2001; Eiras, 2000). O repasto sanguineo tem como objetivo ativar
mecanismos neuroenddcrinos para completar a maturacdo ovariolar. A digestao
proteolitica do sangue no intestino meédio da fémea € seguida pela vitelogénese. A
proteina vitellogenina € sintetizada no corpo gorduroso e transportada via
hemolinfa para os odcitos, propiciando a maturacéo do ovo (Zhou et al., 2004).

O repasto sanguineo ocorre nos horarios diurnos. O pico de atividade de
voo das fémeas ocorre ao amanhecer e pouco antes do crepusculo vespertino,
mas o ataque ao homem e aos animais domésticos pode ocorrer a qualquer hora
do dia. A noite, embora raramente, as fémeas podem ser oportunistas, atacando o
homem que se aproxima do seu abrigo. O hébito diurno de alimentagdo também é
o demonstrado pelos machos. O repasto sanguineo em outros animais ocorre
quando estes estdo proximos aos criadouros ou abrigos dos mosquitos A. aegypti
(Hagedorn et al., 1975).



A fémea se infecta com o virus da dengue quando faz repasto sanguineo
em uma pessoa em fase de viremia. O periodo de incubacdo do virus no
mosquito ocorre durante 7 dias (Salazar et al., 2007). O virus se aloja e acumula
na glandula salivar da fémea de A. aegypti (Marconi, 2001). No sétimo dia os
mosquitos se tornam aptos a disseminar o0 virus e permanecem assim por toda
sua vida (Consoli et al., 1998).

O virus € inoculado no homem no momento do repasto sanguineo. A
replicacdo do virus no homem ocorre em células musculares estriadas, lisas e
fibroblastos, bem como nos linfonodos locais, e logo apos se dissemina por todo o
organismo. Os virus podem circular livres no plasma ou no interior de
monaocitos/macrofagos. Sabe-se que os virus da dengue tém tropismo por essas
células fagocitarias, as quais sdo 0os maiores sitios de replicacdo viral no homem
(Kurane & Eennis,1992).

A Dengue Classica € de inicio abrupto e se assemelha com uma gripe
durando de 5 a 7 dias. Os sintomas séo febres altas (39 a 40 °C), seguido de
nauseas, vomitos, prurido cutaneo. A Dengue Hemorragica tem 0s mesmos
sintomas da Dengue Classica, porém € caracterizada por diminuicdo de nameros
de plaquetas e hemorragias nasais, gengivais ou de 6rgdos internos, podendo
levar a pessoa a morte. A Sindrome do Choque da Dengue é a forma mais séria
da doenca, caracteriza-se pelos sintomas da dengue hemorrdgica e com queda
ou auséncia da pressao arterial evoluindo para o 6bito (Ministério da Saude, 2006;
Gomes, 2007).

O periodo em que o homem pode transmitir 0 virus para o mosquito inicia
um dia antes do inicio da febre e dores musculares, prosseguindo até o sexto dia
da doenca, periodo que corresponde a fase de viremia, quando surgem o0s
anticorpos da classe IgG e IgM (Consoli et al., 1998). Uma vez infectada, a fémea
de A. aegypti é incapaz de combater a invasdo do virus em todas as partes de
seu corpo. Assim, os ovarios também podem ser atingidos e certas proporgoes
dos ovos produzirdo adultos que ja nascerdo naturalmente infectados com o virus.
Isto é conhecido como transmissao transovariana ou vertical (Cruz, 2006). Uma
s6 fémea de A. aegypti infectada com o virus da dengue pode realizar diversas
alimentagbes curtas em diferentes hospedeiros, resultando na constante

disseminacéo da dengue (Marcondes, 2001).
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2.2 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE Aedes aegypti

O primeiro relato da doenca dengue foi feito em uma enciclopédia chinesa
da dinastia Chin (265 a 420 anos a.C.). O mosquito A. aegypti foi introduzido no
Brasil durante o periodo colonial, provavelmente na época do trafico de escravos.
Devido a sua importancia como vetor da febre amarela e dengue o mosquito foi
intensamente combatido nesse territdrio, tendo sido considerado erradicado em
1958. Contudo, paises vizinhos como as Guianas e a Venezuela, dentre outros
Sul-Americanos, e igualmente Estados Unidos da América, Cuba e varios paises
Centro-Americanos, ndo o erradicaram. Incidéncias de dengue voltaram a ser
notificadas no Brasil em 1967 em Belém do Para, no Estado do Rio de Janeiro em
1977 e Roraima no inicio da década de 80. A infestacdo também ocorreu nos
Estados litoraneos: do Maranhdo ao Parana, bem como na regido Centro-Oeste,
somados aos Estados de Minas Gerais e Tocantins (Consoli et al., 1998). Em
1977 o sorotipo 1 foi encontrado nas Américas, sendo isolado primeiramente na
Jamaica. Na década de 80 a epidemia de dengue aumentou consideravelmente
no Brasil, na Bolivia, no Paraguai, no Equador e no Peru (Instituto Virtual da
Dengue, 2006).

As intervencdes direcionadas para a eliminagdo do vetor permeiam
mediante a execucdo de trés linhas de ac¢des: saneamento basico, atividades de
educacdo da populacdo visando a reducdo dos criadouros do mosquito, e o
combate direto a larvas e adultos de A. aegypti por meio de agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos (Reiter et al.,, 1997). H4 muitas décadas o Brasil vem
desenvolvendo acbes de combate ao A. aegypti. Contudo, apos a reintroducdo do
mosquito as acdes de controle ndo conseguiram mais elimina-lo (Teixeira et al.,
1996; WHO, 2009). Mesmo com o Plano de Erradicacdo do Mosquito A. aegypti
(PEAa) ndo foi observado indicios da reducdo de novos casos de dengue
(Teixeira et al., 2001). O fato é que o crescimento da populacdo de A. aegypti na
area urbana pode ser decorrente de recursos governamentais insuficientes na
execucdo dos procedimentos técnicos necessarios ao controle do mosquito vetor
(Teixeira et al., 2001).
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No Brasil extensivas epidemias de dengue ocorreram durante o periodo
1986/87, sorotipo 1 (DEN-1). O sorotipo 2 (DEN-2) foi verificado por volta de
1990, causando epidemia de Dengue Hemorragica no Estado do Rio de Janeiro
com 274 casos e 8 mortes. O sorotipo 3 foi detectado pela primeira vez em
dezembro de 2000. Em 2002 uma séria epidemia ocorreu com 794.219 casos de
dengue, algumas no estado do Rio de Janeiro. No periodo de janeiro a marco de
2008 o governo federal registrou 120.413 casos de dengue, 647 casos de dengue
hemorragica e 48 mortes. Atualmente estima-se que 80 milhdes de pessoas ja
foram infectadas pelo virus da dengue (WHO, 2009). Agravando a possibilidade
de dengue hemorragica e choque da dengue pela re-infeccdo dos
primoinfectados. O desenvolvimento de uma vacina ainda esta no estagio inicial,
sendo que o Unico método capaz de reduzir a incidéncia da doenga concentra-se

no monitoramento e controle do mosquito vetor, A. aegypti.

2.3 - MONITORAMENTO DE Aedes aegypti

O monitoramento do mosquito A. aegypti tem se estruturado sobre
inimeros métodos que detectam e mensuram a densidade da populacao.
Armadilhas utilizadas para monitoramento podem ser especificas para fase de
ovo, larva e adulto (Gomes et al., 2008).

No Brasil o monitoramento centra-se na inspecao larval nas residéncias
(Braga et al. 2004). No entanto, este método é trabalhoso, ndo muito sensivel e
sujeito a motivacdo do agente de saude e permissdo do proprietario, podendo
resultar em estimativas imprecisas de baixa confianca dos indices de infestacao
(Focks, 2003).

Em paises endémicos para dengue, armadilhas de oviposicao
(ovitrampas) foram eficazes para avaliar o impacto das medidas de controle do
mosquito A. aegypti (Reiter & Nathan, 2001). Desde sua invengéo e aplicagdo as
ovitrampas demonstram ser um método sensivel e econdmico para mensurar a
presenca de A. aegypti (Rawlins et al., 1998). No Brasil confirmou-se a maior
sensibilidade das ovitrampas comparado com a pesquisa larvaria e as
larvitrampas (Marques et al.,, 1993; Braga et al., 2000). O sucesso da
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implementacdo de qualquer programa de vigilancia para artrOpodes de
importancia médica depende muito da sensibilidade dos métodos empregados
(Braga et al., 2000). A coleta de larvas ndo € um bom indicador para se medir a
abundéancia do mosquito adulto (Focks, 2000).

As armadilhas para captura de adultos tém sido bastante utilizadas.
Ritchie et al. (1997) verificaram que a Adultrap, um recipiente de plastico preto
com agua limpa, fita adesiva e um atrativo para as fémeas foi eficiente para
captura do mosquito A. aegypti. O Monitoramento Inteligente da Dengue (MI-
Dengue) consiste em uma armadilha, a MosquiTrap® ,que captura fémeas
gravidas de A. aegypti, juntamente com um sistema informatizado para coleta de
dados de campo, transmissdo e acesso aos mapas geo-referenciados em tempo
real (Eiras & Resende, 2009). A armadilha mosquiTrap foi mais eficiente na
captura de mosquitos adultos comparado com a armadilha Adultrap
(Maciel-de-Freitas et al., 2008). A BG-Sentinel utiliza uma substancia quimica
atrativa baseada em acido lactico que atrai os mosquitos adultos. Uma vez perto
da armadilha os mosquitos sdo sugados para o seu interior por meio de um mini-
ventilador e ficam isolados em um saco coletor sem chance de retornar ao
ambiente (Ball et al., 2010).

Para maximizar a captura de adultos de A. aegypti, a literatura apresenta
varios relatos sobre a especificidade das armadilhas. Apesar de algumas dessas
armadilhas mostrarem-se eficazes seu uso em grande escala confere dificuldades
operacionais e financeiras para 0os municipios. Isso porque utilizam iscas atrativas
de producdao industrial, artefatos, luzes e fontes de energia para funcionamento, o
que eleva os custos da operacdo. Essas armadilhas também requerem
laboratérios e recursos humanos especializados quase sempre indisponiveis na
realidade local, tornando seu uso inexequivel nas rotinas dos programas oficiais
(Ritchie et al., 2003; Maciel-de-Freitas et al., 2006).

A viabilidade econbmica da implantacdo das armadilhas deve ser levada
em consideracao. O ideal sempre foi dispor de uma técnica especifica, econémica
e sensivel para amostrar a populacdo do vetor da dengue. Recentes estudos
provaram que a coleta de ovos do mosquito da dengue pode ser feita com
ovitrampas confeccionadas de vasos pretos com 4 palhetas de madeira e agua,

indicando locais de maior infestacdo do mosquito adulto (Cypriano et al., 2010).
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2.4 - CONTROLE DOS CULICIDEOS

A principal meta do controle de mosquitos € impedir a veiculacdo de
organismos patogénicos ao homem. Para surtir efeito desejado e duradouro o
controle deve agir simultaneamente combatendo ovos, larvas, pupas e adultos.
Devem ser acionados varios meios para 0 combate a essa entomofauna
englobando, sob esta a visdo, o controle integrado. O processo de combate as
formas aquaticas e aos adultos deve ser idealizado em longo prazo com
constante monitoramento. A aplicacdo dos inseticidas quimicos deve ser feita
somente em casos de epidemia (Marcondes, 2001).

O uso do inseticida organofosforado iniciou-se apds a constatacdo do
aumento da populagdo de insetos resistentes a inseticida clorado
Diclorodifeniltricloroetano (DDT). Desde 1985 o controle larvario dos mosquitos A.
aegypti tem sido feito por meio dos inseticidas fenitrothion e malathion.
Nebulizacfes térmicas e atérmicas tém sido utilizadas para controlar a populagéo
adulta desse vetor, empregando varios inseticidas destacando-se: propoxur
(carbamato), malation (organofosforado) e cipermetrina (piretréide) (Macoris et al.,
1999). Os principais problemas do uso destes inseticidas foram o
desenvolvimento de populacdes resistentes e os danos provocados ao ambiente
(Polanczyk et al., 2003; Luna et al., 2004).

Por mais de 30 anos o inseticida organofosforado temephos foi o larvicida
exclusivamente usado no Brasil para o controle de A. aegypti. Com as epidemias
de 1986, seu uso foi amplamente intensificado. Em pouco tempo, casos de
resisténcia ao temephos em diversas regidbes do Brasil comecaram a surgir,
levando a implantagdo de programas de monitoramento da suscetibilidade do
mosquito aos inseticidas quimicos (Campos & Andrade 2001; Polanczyk et al.
2003; Braga et al., 2004).

A resisténcia € uma caracteristica genética que se insere em uma
populacdo em funcéo do uso de inseticidas, ou seja, quanto mais o inseticida for
utilizado mais rapido é a selecéo de insetos resistentes. A capacidade dos insetos
de tolerar concentracfes inicialmente letais promove uma reducdo gradual na
eficacia dos inseticidas, até a sua completa ineficiéncia (Cruz, 2002; Carvalho et
al., 2004). Martins et al. (2004) sugeriram que o inseticida diflubenzuron fosse
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usado em localidades onde A. aegypti apresenta resisténcia ao temephos. O
diflubenzuron é um inseticida regulador de crescimento, mais conhecido como
IGR (“insect growth regulator”) que age pela inibicdo da sintese de quitina durante
0 estagio imaturo do inseto e tem sido comercializado em muitos paises com o
nome dimilin (Silva et al., 2002).

Organismos capazes de parasitar ou predar mosquitos em suas varias
fases evolutivas vém sendo estudados ha bastante tempo. Existem mais de 250
predadores de larvas de mosquitos, entre os predadores invertebrados destacam-
se as planarias (ex.. Dugesia dorotocephala), microcrustaceos (Mesocyclops),
baratas d'dagua (Hemiptera: Belostomatidae), larvas de mosquitos (ex.:
Toxorhynchites, Psorophora, Sabethes e Culex). Entre os vertebrados destacam-
se 0s peixes larviporos (ex.: Oreochromis = tilapia; Poecilia reticulata = guppy).
Varios nematddeos da familia Mermithidae tém sido estudados para o controle de
larvas de culicideos, destacando-se Romanomermis culicivorax, cujos estudos de
campo na Colémbia indicaram reducéo na populacdo de Anopheles albimanus. A
dificuldade de producdo em massa limita o uso desses agentes. Diversos
microsporideos tém sido estudados, porém ndo ha perspectivas de sua utilizacao
pratica, com excecao de Hedhzardia aedis, que é especifico para o0 mosquito A.
aegypti. A espécie H. aedis foi capaz de eliminar 100% da populacdo de A.
aegypti em testes de laboratério (Consoli et al., 1998, Eiras, 2000).

Os agentes microbianos podem ser promissores para o controle de
mosquitos (Scholte et al., 2004). Em 1964, foi descrita uma cepa de Bacillus
sphaericus virulento contra mosquitos. Embora o modo de acdo seja restrito as
larvas, sua eficacia em &guas poluidas tornou a bactéria B. sphaericus
particularmente util contra larvas de Culex. Outra bactéria, a Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) (de Barjac, 1978) provou ser tdo efetiva que alguns anos depois
de sua descoberta tornou-se um dos principais componentes do Programa de
Controle de Oncocercose da Africa Ocidental e, posteriormente, passou a ser
usada como uma alternativa para inseticidas quimicos sintéticos em programas
de controle de mosquitos (WHO, 1999).

Desde entdo vém sendo realizados inUmeros programas de selecao
visando o isolamento de variedades mosquiticidas (Delecluse et al., 2000). Bti foi

usado com grande sucesso no Peru, Equador e na regido Amazonica do Peru
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contra 0 mosquito Anopheles (Kroeger et al., 1995), nos EUA e na Alemanha para
o controle de pernilongos e na Africa contra simulideos vetores da Oncorcercose
(Glare e O’ Callaghan, 2000).

No Brasil, devido a problemas de resisténcia dos mosquitos aos
inseticidas quimicos o uso de Bti tornou-se uma tatica para o controle de
simulideos (Vilarinhos et al., 1998). De acordo com Becker (2000), todos os
estudos feitos apds a introducdo de Bti mostraram que ocorreu um controle eficaz
dos mosquitos, com danos irrisérios ao ambiente e sem toxicidade ao homem. Bti
representa uma alternativa eficiente no controle de A. aegypti (Polanczyk et al.,
2003).

Para otimizar o efeito de toxicidade do Bti pode-se utilizar este
bioinseticida em combinacdo com organofosforados (Polanczyk et al., 2003).
Futuros estudos devem concentrar esforcos a procura de formulagdes que
possam maximizar a acado do Bti em condi¢cdes de campo, como feito por Araujo
et al. (2007), que observaram que Bti formulado em pd ou em tabletes aumentou
sua eficacia contra larvas de A. aegypti.

A evolucdo da resisténcia dos mosquitos as bactérias entomopatogénicas
€ minima, entretanto ja foram observados mosquitos Culex quinquefasciatus
resistentes a Bti (Wieth et al., 1997; Wieth et al., 2005). Os virus tém sido pouco
estudados. Becnel et al. (2001) demonstraram a viruléncia do baculovirus contra
larvas do mosquito Culex nigripalpus e C. quinquefasciatus. Os fungos
entomopatogénicos tém sido considerados potenciais candidatos para o controle
dos mosquitos adultos, inclusive da dengue (Scholte et al., 2007; Paula et al.,
2008; Paula et al., 2011a; Paula et al., 2011b).

2.5 - FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Aproximadamente 80% das doencas de insetos tém como agentes
etiologicos fungos pertencentes a cerca de 90 géneros e mais de 700 espécies.
Normalmente, eles apresentam grande variabilidade genética, a qual resulta em
variados graus de especificidade ao hospedeiro. De um modo geral, os fungos

entomopatogénicos sao organismos de tamanho e forma variaveis, podendo ser
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unicelulares ou constituidos por um conjunto filamentoso de micélio, que é
composto por células denominadas hifas, cujas paredes sdo ricas em quitina,
celulose e outros agucares (Alves, 1998). Dentre os géneros mais importantes de
fungos entomopatogénicos encontram-se: Metarhizium, Beauveria, Nomuraea,

Aschersonia e Entomophtora (Ferron,1978; Faria & Magalhaes, 2001).

2.5.1 - GENERO Metarhizium

O g¢énero Metarhizium pertence ao Filo Ascomycota, a Classe
Sordariomycetes (Pyrenomycetes), Ordem Hypocreales e Familia Clavicipitaceae
(Gindin et al., 2009). Os insetos atacados pelo género Metarhizium tornam-se
duros e cobertos por uma fina camada pulverulenta de conidios. No final da
conidiogénese o cadaver apresenta coloracao verde, que varia de claro a escuro,
e acinzentada ou mais esbranquicada com pontos verdes. A doenca € conhecida
como muscardine verde, contrastando com a muscardine branca provocada por
B. bassiana. Os conidios sdo, geralmente, uninucleados, hialinos ou fracamente
coloridos e se formam sobre conidioforos simples os quais, justapostos, resultam
em uma massa regular sobre o inseto (mononematosa) (Alves, 1998).

O fungo Metarhizum anisopliae foi descrito pela primeira vez como
Entomophtora anisopliae, pelo russo Illya Mestchnikoff em 1897, sendo isolado de
larvas do besouro do grdo do trigo, Anisopliae astriaca (Coleoptera:
Scarabaeidae) (Sung et al., 2007). Bridge et al. (1993) descreveram no seu
trabalho trés espécies de Metarhizium: Metarhizium anisopliae (Metschnikov)
Sorokin, Metarhizium flavoviride Gams e Rozsypal e Metarhizium album Petch.
Essas trés espécies foram identificadas através da morfologia e tamanho dos
conidios.

Bidochka et al. (1994) utilizaram marcadores RAPD (Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) em estudos de variabilidade genética entre isolados de M.
flavoviride e M. anisopliae. Os resultados mostraram que M. flavoviride
apresentou pouca variabilidade intraespecifica (75% de similaridade) quando
comparado ao M. anisopliae, provando entdo que esses dois isolados eram

similares taxonomicamente.
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M. flavoviride (variedades minus, flavoviride) e a M. anisopliae (var.
anisopliae, majus) distinguem-se pela morfologia dos seus conidios, filides,
coloracao e desenvolvimento (Alves, 1998).

Driver et al. (2000) reavaliaram a taxonomia do género Metarhizium através
do sequenciamento de regides ITS (sequéncias internas transcritas-rDNA), de
rDNA 28S e de RAPD. Este estudo permitiu o reconhecimento de quatro clades
dentro do grupo M. anisopliae, correspondendo a duas variedades ja
anteriormente descritas (M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. majus)
e duas variedades novas (M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var.
lepidiotum).

Os fungos entomopatogénicos tém ciclo de vida simples, as formas de
reproducdo conhecidas compreendem a fase assexual, propria do
desenvolvimento vegetativo da espécie, e a parassexual, como alternativa para
troca de material genético (Wang, et al., 2004). Os Ascomycetos possuem
estagio sexual (teleomorfos) e estagio anamorfico (representado pelos conidios) e
representam a grande maioria dos Hyphomycetos entomopatogénicos
pertencentes a familia Clavicipitales (Pyrenomycetes) (Lacey, 1997).

Huang, et al. (2005) citaram que a fase teleomorfa da espécie M.
anisopliae var. anisopliae € a Cordyceps taii. Segundo a classificacdo de Sung et
al. (2007), usando a analise de DNA ribossdmico, trés espécies de
Metacordyceps foram consideradas teleomorfos do género Metarhizium:
Metacordyceps brittlebankisoides, Metacordyceps campsosterni, Metacordyceps
taii. Para a fase teleomorfica de Metacordycepts brittlebankisoides, o anamorfico
foi M. majus (=Metarhizium anisopliae var. majus). Sung et al. (2007) observaram
que o fungo M. anisopliae, em sua fase anamoérfica, pertence ao filo Ascomycota,
a classe Sordariomycetes (Pyrenomycetes), a ordem Hypocreales, familia
ClavicipitaceA.

Recentemente Bischoff et al., (2009), usando biologia molecular rDNA,
descreveram duas novas espécies Metarhizium globosum e Metarhizium
robertssi. No mesmo ano Yan et al., (2009) isolaram uma nova espécie de
Cordyceps em Chongging, na China, Cordyceps chongqgingensis, a partir de

andlises das regides 26S rDNA D1/D2 e ITS e concluiram que C. chonggingensis
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se tratava de uma variedade de Metarhizium taii (Metarhizium taii var.

chonggingensis nov.).

2.5.2 - USO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS PARA O CONTROLE DE
MOSQUITOS

Vérios autores ja estudaram a viruléncia de fungos entomopatogénicos
em insetos vetores. Clark et al.,, (1968) observaram a viruléncia do fungo B.
bassiana em larvas de Culex tarsalis, Culex pipiens, Anopheles albimanus, A.
aegypti, Aedes sierrensis, e Aedes nigromaculis. Esse fungo também apresentou
viruléncia nos vetores da leishimaniose, Phlebotomus papatasi e Lutzomyia
longipalpis (Reithinger et al., 1997).

Daoust (1982) infectou larvas de A. aegypti, C. pipiens Anopheles
stephens usando o fungo M. anisopliae. Riba et al (1986) observaram que o
segundo estadio larval de A. aegypti foi menos suscetivel a infec¢do fangica.
Lacey et al. (1987) avaliaram a histopatologia da infeccao por fungo em larvas de
Culex quinquefasciatus e observaram que os miceélios dos conidios iniciaram o
crescimento no sifdo respiratério, estendendo-se e bloqueando a traquéia. Apés
48 horas, a mortalidade das larvas ocorreu por meio de sufocagdo e nao pela
toxicidade dos conidios, as toxinas dos conidios somente foram patogénicas
quando ingeridas pelas larvas. O fungo Tolypocladium cylindrosporum foi
altamente virulento as larvas de A. aegypti durante o periodo de muda (Goettel et
al., 1987).

Maniania (1998) observou, em condi¢cées de campo, a infec¢do de adultos
da mosca Tsetse, Glossina spp. (Diptera: Glossinidae) com o fungo M. anisopliae.
Luz et al. (1999) infectaram Triatoma infestans com o fungo B. bassiana. Costa et
al. (2003) observaram a viruléncia do fungo Aspergillus giganteus e Penicilium
corylophilum nas espécies de barbeiros T. infestans, Triatoma dimidiata e
Rhodnius prolixux, importantes vetores de chagas.

Moraes et al (2001) avaliaram 11 isolados de Aspergillus sp. em larvas de

Aedes fluviatilis e C. quinquefasciatus e constataram que os isolados Aspergillus
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ochraceus, Aspergillus kanagawaensis e Aspergillus sulphureus foram os mais
virulentos.

Scholte et al. (2004) documentaram a autodisseminacdo do fungo M.
anisopliae durante a copula de fémeas e machos de A. gambiae. Em um trabalho
de campo na Africa Scholte et al (2005) colocaram panos pretos impregnados
com o fungo M. anisopliae em habitacbes humanas e observaram a diminuicao da
sobrevivéncia do mosquito Anopheles. Blanford e colaboradores (2005)
observaram que fungo B. bassiana prejudicou a maturacdo do protozoario
Plasmodium chaboudi e reduziu o repasto sanguineo das fémeas de Anopheles.
A fecundidade do mosquito A. gambiae foi significativamente reduzida apés a
infeccdo com o fungo M. anisopliae (Scholte et al., 2006).

Os mosquitos A. aegypti e A. albopictus foram altamente suscetiveis ao
fungo M. anisopliae (Scholte et al., 2007). Paula et al. (2008) observaram que trés
isolados de M. anisopliae e um isolado de B. bassiana foram virulentos contra
fémeas de A. aegypti. Foi verificado que 3,5 horas de exposi¢cdo dos mosquitos ao
fungo foi o suficiente para causar 50% de mortalidade de A. aegypti e, em teste
de semi-campo, concluiram que um pano preto impregnado com fungo resultou
na reducdo da sobrevivéncia dos mosquitos. Nem todas as pupas oriundas de
larvas sobreviventes a infeccdo com o fungo entomopatogénico M. anisopliae ndo
se desenvolvem em mosquitos adultos (Pereira et al. 2009).

Albernaz et al. (2009) demonstraram que a combinacdo do fungo M.
anisopliae com Oleo vegetal aumentou a atividade ovicida, e sugeriram a
aplicacdo dessa combinacdo no controle integrado de A. aegypti. Leles et al.
(2010) infectaram o mosquito A. aegypti com os fungos Isaria fumosorosea,
Lecanicillium muscarium, Lecanicilium psalliotae, M. anisopliae, Metarhizium
lepidiotae, Metarhizium majus, Metarhizium frigidum, Paecilomyces carneus e
Paecilomyces lilaci, todas as espécies de fungo foram patogénicas ao vetor.
Bukhari et al. (2010) verificaram que os fungos M. anisopliae e B. bassiana foram
altamente virulentos aos mosquitos A. gambiae e A. stephensi.

O estado nutricional do inseto pode influenciar a viruléncia do fungo.
Fémeas de Anopheles gambiae alimetadas com sangue foram menos suscetiveis
aos fungos M. anisopliae e B. bassiana do que as fémeas alimentadas com
sacarose, entretanto a idade dos mosquitos ndo afetou a infeccdo fangica
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(Mnyone et al., 2011). Dimbi et al. (2003) observaram que a suscetibilidade da
mosca Ceratitis ao fungo entomopatogénico pode ser afetada pela idade, sexo,
desenvolvimento, estado fisioldgico e alimentagéo.

Os fungos entomopatogénicos sédo potenciais candidatos para serem
usados no manejo integrado de vetores no campo, principalmente em regifes
onde 0s mosquitos sdo altamente resistentes aos inseticidas quimicos
(Farenhorst et al., 2009).

25.3 — COMBINACAO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COM
INSETICIDAS PARA O CONTROLE DE MOSQUITOS

Poucos trabalhos tém combinado fungo+inseticidas para o controle de
mosquitos. Farenhorst et al. (2009) observaram que os mosquitos da malaria
resistentes a inseticidas e mosquitos néo resistentes foram igualmente suscetiveis
a infeccdo fungica. Howard et al. (2010a) afirmaram que A. gambiae resistente a
piretroides foi mais suscetivel a infeccdo com fungo do que mosquitos nao
resistentes a piretroides, contudo as duas linhagens de mosquitos eram
diferentes, tornando-se dificil afirmar o resultado. A interacdo sinérgica entre
fungos e inseticidas poderia ser eficiente em locais onde os mosquitos Anopheles
apresentam resisténcia aos inseticidas quimicos (Knols et al., 2010). Howard et
al. (2010b) fazendo experimentos em Benim, observaram que o fungo B. bassiana
diminuiu o repasto sanguineo do mosquito C. quinquefasciatus, entretanto nao
observaram sinergismo do fungo com o inseticida permetrina.

A combinacdo de fungos entomopatogénicos com baixas dosagens de
inseticida quimico pode melhorar o desempenho do fungo, diminuindo as taxas de
sobrevivéncia dos insetos. O produto a ser combinado ndo pode afetar o
crescimento vegetativo, a viabilidade, a conidiogénese e a composi¢cdo genética
do fungo, fatores esses que podem acarretar modificacdes na viruléncia do fungo
(Alves, 1998). Ja as combinacdes devem favorecer a acdo do fungo em
condicOes adversas, tais como temperaturas elevadas, umidade relativa baixa e
radiacdo ultravioleta (Batta, 2003; Scholte et al., 2005; Blanford et al., 2005). O
produto final deve permitir a estocagem do fungo sem perdas efetivas no seu
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potencial, ou seja, manter suas propriedades ao longo do tempo compreendido
desde a producao até sua utilizacdo no campo e, ademais, ser economicamente
viavel (Batista filho et al., 2001).

Ignoffo et al. (1975) testaram a combinacdo de fungicidas, inseticidas e
herbicidas com o fungo entomopatogénico Womurae rileyi em meio de cultura e
observaram que todos os fungicidas e alguns inseticidas e herbicidas inibiram o
crescimento e a viruléncia do fungo. Varios trabalhos tém mostrado que a
combinacédo do fungo com inseticida diminuiu significativamente a sobrevivéncia
de insetos pragas (Santos et al., 2007; Brito et al, 2008) e de mosquitos vetores
(Farenhorst et al., 2009; Howard et al., 2010a).

O inseticida Imidacloprid (IMI) ndo apresenta efeitos prejudiciais sobre a
germinacao de conidios (Santos et al., 2007). O IMI € um inseticida sistémico do
grupo neonicotindides. O local de agdo do inseticida é o receptor de acetilcolina,
agindo como uma neurotoxina (Elbert et al., 1991). Esse inseticida se liga aos
receptores nicotinicos da acetilcolina localizados nos neurdnios pos-sinapticos. Ao
contrario da acetilcolina que é hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase o IMI
nado é degradado imediatamente, com iSso 0s impulsos nervosos séo transmitidos
continuamente levando a hiperexcitacado ou colapso do sistema nervoso do inseto
(Gallo et al., 2002). Quintela & McCoy (1997) constataram que o IMI atuou
sinergicamente com M. anisopliae e B. bassiana contra Diaprepes abbreviatus
(Coleoptera). Desde entéo o IMI tem se mostrado eficaz apresentando sinergismo
quando combinado com os fungos B. bassiana e M. anisopliae, (Moino Jr. &
Alves, 1998; Batista Filho et al., 2001). O IMI sozinho foi considerado téxico a
larvas (Paul et al., 2006) e adultos (Paul et al., 2006; Pridgeon et al., 2008) do
mosquito A. aegypti, entretanto o IMI ainda n&o foi testado em combinagcdo com
fungos para controle de mosquitos .

Constatado que o fungo foi altamente virulento ao adulto de A. aegypti
(Scholte et al., 2007; Paula et al., 2008; Leles et al., 2010; Paula et al., 2011a;
Paula et al., 2011b) o presente estudo investigou os efeitos da combinacdo do
fungo M. anisopliae com uma concentracdo subletal do inseticida IMI na
sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti em diferentes estados nutricionais. Foram
feitos também experimentos de semi-campo e testes simulando um cémodo

residencial.
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3. OBJETIVOS

o Investigar se o fungo entomopatogénico M. anisopliae combinado com uma
concentracdo subletal do IMI (fungo+IMI) diminuiria as taxas de sobrevivéncia e o
tempo médio de sobrevivéncia do mosquito A. aegypti, comparado com a

sobrevivéncia dos mosquitos expostos somente ao fungo;

o Observar se as fémeas alimentadas com sangue seriam igualmente
suscetiveis ao fungo ou fungo+IMI, comparado com fémeas alimentadas com

sacarose;

o Verificar em condi¢Bes de semi-campo, usando uma gaiola grande, a taxa
de sobrevivéncia dos mosquitos expostos a um pano preto impregnado com o0

fungo;

o Avaliar a sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti expostos a cinco panos
pretos impregnados com fungo ou fungo+IMI em uma sala simulando um comodo

residencial.



23

4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (UENF/CCTA/LEF), localizada na cidade de Campos dos

Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro.

4.1 - CRIACAO DOS MOSQUITOS LINHAGEM ROCKFELLER

Os mosquitos foram criados em um pote de plastico (gaiola de criacdo) de
30 x 20 x 20 cm, recoberto com tecido organza e mantido a temperatura de 25°C,
75% UR 12h fotoperiodo. Um camundongo imobilizado em uma malha de arame
foi exposto aos mosquitos para a alimentacdo sanguinea. A oviposicdo das
fémeas ocorreu em um copo de plastico (100 mL) recoberto com papel-filtro (25 x
5 cm). Dentro do copo foi adicionado 50 mL de agua destilada até a altura de 2,5
cm do papel-filtro. A eclos&o das larvas foi estimulada por imerséo total do papel-
filtro com ovos em agua previamente (24h) tratada com 0,05g de racdo do
camundongo. As larvas foram alimentadas diariamente com racdo de
camundongo. As pupas foram transferidas para um copo descartavel com agua

colocado dentro da gaiola de criagcdo. Os mosquitos adultos foram alimentados
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com uma solucéo de sacarose (10%). Fémeas recém-emergidas (2-3 dias) foram

usadas nos experimentos.

4.1.1 - CRIACAO DOS MOSQUITOS DE CAMPO

No campo as coletas de ovos do mosquito foram feitas usando
armadilhas de oviposigcdo denominadas “ovitrampas”. As ovitrampas foram
confeccionadas de um vaso plastico preto de 500 mL com quatro palhetas de
madeira eucatex (3 x 12 cm) presas na borda do vaso com elastico. Dentro do
vaso foi adicionado 250 mL de agua de torneira. A face aspera das palhetas foi
voltada para parte interna do vaso.

As ovitranpas foram colocadas por 5 dias no campus da UENF, no quinto
dia as palhetas foram retiradas e secas por 48 horas a temperatura ambiente.
Para a ecloséo das larvas, as palhetas foram colocadas dentro de uma bandeja
(10 x 30 x 20 cm) com agua e 0,59 de racdo do camundongo. Todo o
procedimento de criacdo dos mosquitos oriundos do campo foi feito como citado

no item 4.1.

4.2 - FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS

Foram utilizados dois isolados de M. anisopliae (Tabela 1) ja descritos
como de alta viruléncia contra fémeas de A. aegypti (Paula et al., 2008).

Os isoaldos do fungo M. anisopliae foram cultivados em placas de Petri
contendo meio solido SDA (Dextrose 10g; Peptona 2,5g; Extrato de levedura 2,5g;
Agar 20g e agua destilada 1L) por duas semanas a 27° C, em camara climatizada
(marca: FANEM) e depois armazenados a 4 °C. Para a producdo de conidios,
Erlemeyers de 250mL contendo 25g de arroz parboilizado cru + 10 mL de agua
destilada, fechados com algodao foram autoclavados durante 15 minutos a 1 atm
(121° C). Logo apods, com o auxilio de uma colher estéril, os conidios foram
retirados da placa de Petri e misturados nos Erlemeyers com o arroz autoclavado.

Movimentos circulares foram feitos, de modo a obter uma distribuicdo uniforme
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dos conidios entre os graos de arroz. Os Erlemeyers foram mantidos em camera
climatizada, a 27 °C, e a concentracdo dos conidios foi avaliada em uma camera
de Neubauer.

Todo o processo de coleta de conidios foi feito em camera de fluxo
previamente desinfetada com alcool 70% e 15 minutos de exposi¢cdo a UV. Foi
realizada diluicdo consecutiva de uma suspensao de conidios usando 0,05% de
Tween 80, até a obtencdo da concentracdo desejada. A concentracdo padréo foi
de 1x10° conidios mL™. As suspensdes fangicas foram misturadas vigorosamente
usando um vortex antes de serem pulverizadas no papel-filtro ou utilizadas para

banhar o pano preto.

Tabela 1 - Isolados de Metarhizium anisopliae usados nos testes de
patogenicidade e viruléncia das fémeas adultas de Aedes aegypiti.

ISOLADO  ESPECIE HOSPEDEIRO/FONTE ORIGEM

ESALQ 818 M. anisopliae Amostra de solo (re- Piracicaba - SP
isolado do A. aegypti)

LPP 133 M. anisopliae Amostra de solo (re- Montenegro - RO
isolado do A. aegypti)

4.3 - INFECCOES DE Aedes aegypti USANDO PAPEL-FILTRO IMPREGNADO
COM FUNGO ENTOMOPATOGENICO

O papel-filtro de 8 x 6 cm foi esterilizado em autoclave durante 15 min. a 1
atm (121°C) e 1 mL da suspenséo do fungo foi pulverizado em cada lado do papel
usando uma Torre de Potter (Burkart Ltd. UK). O papel-filtro foi seco em uma
camara climatizada (BOD) a 25 'C, 70 + 10% UR por 16h e depois foi exposto aos
mosquitos.

Depois de secar, o papel-filtro foi colocado no sentido vertical dentro de
um pote de plastico coberto com organza (gaiola de tratamento) de 12 x 7 cm
(Figura 2). Os mosquitos ficaram expostos ao papel-filtro por tempos
determinados em cada teste. O papel-filtro do grupo controle foi tratado da

mesma maneira, entretanto foi pulverizado somente com 0,05% Tween 80 (TW).
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As fémeas de A. aegypti foram adormecidas usando uma corrente de
diéxido de carbono durante 30 segundos e, com auxilio de uma pinca fina, 10
mosquitos foram colocados em cada gaiola de tratamento. Nos testes feitos em
laboratério foram utilizados 30 insetos por repeticao, divididos em grupo de 10
insetos por gaiola de tratamento. Foram feitas 3 repeticdes de cada experimento,
totalizando 90 insetos por teste. Os mosquitos foram alimentados com 10% de
sacarose colocada em discos de papel sobre a organza da gaiola de tratamento.
O numero de mosquitos vivos foi avaliado diariamente por 7 dias. Os insetos
mortos foram retirados da gaiola de tratamento durante o periodo de avaliagdo do
teste.

Nota-se que os testes nao foram realizados como recomendado pela OMS
(WHO, 2010), os mosquitos puderam escolher se pousariam ou nao no papel-

filtro, considerando que no campo 0S mosquitos ndo seriam obrigados a

descansar em superficies impregnadas com inseticidas ou fungos.

Figura 2 — Pote de plastico (Gaiola de tratamento) com papel filtro usado para a
infeccdo do mosquito Aedes aegypti. (A) Gaiola de tratamento e papel filtro. (B)
Gaiola de tratamento coberta com tecido organza.
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4.4 TOXICIDADE DO IMIDACLOPRID E DETERMINACAO DA
CONCENTRACAO SUBLETAL

O produto comercial Confidor® (Bayer, Brasil) que possui 70% de
Imidacloprid (IMl) e 30% de ingredientes inertes foi usado nos testes. Cinco
concentracdes do IMI 0,1; 1; 10; 50 e 100 ppm foram preparadas com 0,05% de
TW e pulverizadas no papel-filtro. O papel-filtro foi tratado conforme o
procedimento do item 4.3. Os mosquitos A. aegypti foram expostos ao papel-filtro
por 24 horas.

A selecdo da concentracdo subletal do IMI foi realizada comparando a
sobrevivéncia dos mosquitos expostos as cinco concentracdes de IMI com a
sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao papel-filtro pulverizado somente com
0,05% de TW (tratamento controle). A comparacgéo das taxas de sobrevivéncia foi
feita usando andlise de variancia (ANOVA) de uma via e teste post-hoc de

Duncan.

44.1 - EFEITOS DE DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSICAO DO
IMIDACLOPRID NA SOBREVIVENCIA DE Aedes aegypti

Este teste visou avaliar por quanto tempo o0 mosquito A. aegypti poderia
ficar exposto a concentracdo subletal do IMI (0,1 ppm - ver sec¢éo resultados) sem
que ocorresse mortalidade dos insetos. O papel-filtro foi tratado conforme o
procedimento do item 4.3. Os mosquitos foram expostos ao papei-filtro por cinco
tempos 3, 6, 12, 24 e 48 horas. O tratamento controle foi feito da mesma maneira,

entretanto o papel-filtro foi pulverizado somente com TW.

442 - COMBINACAO DO IMIDACLOPRID COM O FUNGO
ENTOMOPATOGENICO CONTRA Aedes aegypti

O isolado LPP 133 (M. anisopliae) foi preparado junto com a concentragcéo
subletal (0,1 ppm) do IMI (LPP133+IMI), pulverizado no papel-filtro, e exposto aos
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mosquitos em trés tratamentos diferentes, variando o tempo de exposicéo (3, 6 e
12 horas).

As taxas de sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao LPP133+IMI foram
comparadas com as taxas de sobrevivéncia dos insetos expostos ao LPP 133
(somente fungo). Os tratamentos controle foram feitos com TW e somente com
0,1 ppm do IMI.

A concentracéo final do fungo depois de pulverizado no papel-filtro foi de
1,5x10® conidio cm? no tratamento LPP 133+IMI, e de 1,1x10® conidio cm? no
tratamento LPP 133.

45 - INFECCAO DAS FEMEAS DE Aedes aegypti ALIMENTADAS COM
SACAROSE OU SANGUE

4.5.1 TESTES COM FEMEAS LINHAGEM ROCKEFELLER

Os isolados LPP133 e ESALQ 818 (M. anisopliae) foram usados contra
fémeas de A. aegypti da linhagem Rockefeller alimentadas com sacarose ou
sangue. A alimentagcdo dos mosquitos com sacarose foi feita utilizando um disco
de papel-filtro sobre o tecido organza da gaiola de tratamento. A alimentagdo com
sangue foi feita usando um camundongo preso em uma malha de arame e
exposto aos insetos por 1 hora. Mosquitos ndo alimentados ou parcialmente
alimentados com sangue (observacdo visual) ndo foram utilizados nos testes.
Foram utilizadas somente fémeas com o abdémem estendido cheio de sangue.
As fémeas foram alimentadas uma vez com sangue e depois diariamente com
sacarose.

A infeccdo dos mosquitos com o fungo entomopatogénico foi feita
usando um papel-filtro conforme o procedimento do item 4.3. Os mosquitos foram
expostos ao papel-filtro por 48 horas. A concentracdo do fungo no papel-filtro foi
1,1 x 10® conidios cm?.

Os mosquitos alimentados com sangue foram expostos ao fungo em
sete tratamentos variando o tempo pdés-alimentacdo com sangue, ou seja, as

fémeas foram expostas ao fungo 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas pos-
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alimentacdo sanguinea.  Os mosquitos alimentados com sacarose foram

imediatamente expostos ao fungo, ndo variando o tempo poés-alimentacao.

4.5.2 - TESTES COM FEMEAS DO CAMPO

O isolado ESALQ 818 foi selecionado para infeccdo das fémeas do
campo. A alimentacdo dos mosquitoSs com sacarose Ou sangue seguiu 0S
mesmos padrdes de item 4.5.1, entretanto 0s mosquitos alimentados com sangue
foram expostos ao papel-filtro 0, 48, 72, 96 e 120 pos-alimentacdo sanguinea. Os
grupos controle dos testes feitos com mosquitos do laboratério e oriundos do

campo foram feitos usando papel-filtro pulverizado somente com TW.

453 — VIRULENCIA DO ISOLADO ESALQ 818 EM COMBINACAO COM
IMIDACLOPRID CONTRA FEMEAS ALIMENTADAS COM SACAROSE OU
SANGUE

Esse experimento foi feito usando fémeas da linhagem Rockefeller e
fémeas oriundas de ovos coletados no campo.

As fémeas foram alimentadas com sacarose ou sangue (idem item 4.5.1)
e expostas por 24 horas ao isolado ESALQ 818 ou ao ESALQ 818 combinado
com concentracao subletal do IMI (ESALQ 818+IMI). O processo de infec¢ao foi
feito usando papel-filtro.

Os mosquitos foram expostos ao fungo O e 48 horas pdés-alimentacao
sanguinea e imediatamente apds a alimentacdo com sacarose. O tratamento

controle foi feito com somente TW ou IMI.

4.6 -TESTES EM CONDICOES DE SEMI-CAMPO

Nos testes de semi-campo panos pretos ja utilizados para infecgbes do
mosquito A. aegypti (Paula et al., 2008) foram impregnados com o fungo
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entomopatogénico e expostos aos insetos. O pano preto (100% de algodao) de 20
x 10 cm foi autoclavado por 15 minutos a 1 atm (121° C), banhado em 200 mL de
uma suspens&o do isolado ESALQ 818 a 1x10° conidios mL™ e seco por 16 horas
em uma sala com temperatura média de 26 °C, 71 + 7% UR, fotofase de 12h. A

concentracéo final dos conidios no pano preto foi de 1x10°® conidios cm?.

4.6.1 - TESTES EM GAIOLAS GRANDES

Duas gaiolas medindo 115 x 60 x 75 cm foram mantidas na varanda do
insetario do LEF/CCTA/UENF, protegidas de chuva e expostas a luminosidade
natural. Quatro tratamentos foram feitos em uma gaiola e os mosquitos foram
expostos por 3, 12, 24 e 48 horas ao pano preto impregnado com o isolado
ESALQ 818. O mesmo foi feito em uma outra gaiola, entretanto o pano preto foi
tratado somente com TW.

Foram feitas 3 repeticoes deste experimento com 50 fémeas em cada gaiola,
totalizando 150 fémeas por tratamento. Os mosquitos foram alimentados com
sacarose 10%. O numero dos mosquitos mortos foi avaliado diariamente durante
7 dias.

4.6.2 - TESTES SIMULANDO UM COMODO RESIDENCIAL

A porta, janela e o ar condicionado de uma sala de alvenaria de 16 metros®
foram totalmente vedados com fita adesiva para a realizacdo desse teste. Trés
frascos de 30 mL de sacarose foram colocados dentro da sala. Um umidificador
elétrico (Relion®) foi usado para umidecer a sala. Méveis como: cadeira, mesa,
bancada, armario e estante foram organizados de forma uniforme. Cada movel
teve um pano preto fixado de modo que ambos os lados do pano ficaram
expostos para o descanso dos mosquitos.

Trés tratamentos com fungo foram realizados. Os panos pretos foram
banhados em uma suspensao do isolado ESALQ 818 ou ESALQ818 + 0,1ppm IMI
ou ESALQ 818 + 10ppm IMI. O tratamento controle foi feito banhando o pano
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preto em TW ou 0,1ppm ou 10ppm do IMI. Cinglenta mosquitos (fémeas) foram
liberados na sala ap6s a colocacdo dos panos. Trés repeticbes foram feitas em
cada teste, totalizando 150 mosquitos por tratamento.

Os mosquitos ficaram expostos aos panos por 7 dias, depois uma armadilha
(BG-Sentinel ™; Biogents Ltd.) foi instalada na sala por 48 horas para captura das
fémeas vivas. A armadilha foi utilizada em combinacdo com um atraente (BG
Lure™; Biogents Ltd.). Os mosquitos atraidos foram sugados para a armadilha
por meio de um mini-ventilador, e ficaram isolados em um saco coletor
impossibilitados de retornar ao ambiente. Uma inspecdo minuciosa de
aproximadamente 10 minutos foi feita na sala a procura de insetos vivos,

confirmando a captura de todos pela armadilha.

4.7 - ANALISE DOS RESULTADOS

Todos os experimentos foram realizados trés vezes. A homogeneidade
dos experimentos foi determinada usando o teste de Log-Rank (Elandt-Johnson et
al, 1980) em nivel de significancia de 95%. Os resultados foram agrupados para
analise da curva de sobrevivéncia, média percentual da sobrevivéncia e desvio
padrdo. A andlise de Probit foi usada para calcular o valor de CLso do IMI e a
concentracdo subletal do IMI foi verificada por meio da andlise de variancia
(ANOVA) de uma via e teste post-hoc de Duncan.Os resulados dos grupos
controle que nado apresentaram diferencas significativas em suas curvas de
sobrevivéncia foram agrupados (“pooled”) e somente uma curva de sobrevivéncia
foi mostrada. As comparacdes das médias de sobrevivéncia dos mosquitos A.
aegypti foram calculadas usando analise de variancia (ANOVA) de uma via e
teste post-hoc de Duncan. O tempo médio de sobrevivéncia (Ssp) foi calculado
pelo método de Kaplan-Meier (Blanford et al., 2005). Curvas de sobrevivéncia
foram comparadas usando Log-Rank.
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5. RESULTADOS

5.1 — TOXICIDADE DO IMIDACLOPRID CONTRA Aedes aegypti

Primeiramente foi testada a toxicidade do IMI contra fémeas de A.
aegypti. Cinco concentra¢gbes do IMI 100, 50, 10, 1 e 0,1 ppm foram usadas
contra 0s mosquitos. A concentracdo subletal do IMI também foi avaliada.

Os resultados da analise de Probit mostraram que o valor da
Concentragéo Letal (CLsp) do IMI foi de 4,04 ppm (limites de confianga: 0,88-
15,3). No sétimo dia de avaliacdo a concentracdo de 100 ppm resultou no menor
namero de insetos vivos (14%) comparado com a sobrevivéncia dos insetos
expostos as demais concentragoes.

A Figura 3 mostra as curvas de sobrevivéncia dos insetos expostos as
concentracdes 100, 50, 10, 1 e 0,1 ppm do IMI.

Todas as concentracdes do IMI apresentaram taxas de sobrevivéncia dos
mosquitos significativamente diferentes do grupo controle [Fsi17y= 260,98,
p<0,001] exceto 0,1 ppm (p>0,01; Tabela 2). As comparacdes das curvas de
sobrevivéncia usando o teste de Log-Rank confirmaram que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos feitos com 0,1 ppm do IMI e com 0 grupo
controle (p>0,05). Com isso 0,1 ppm do IMI foi selecionada como a concentracao

subletal e usada nos demais experimentos.
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Figura 3. Sobrevivéncia das fémeas de Aedes aegypti expostas por 24 horas a
cinco concentragbes de Imidacloprid (100, 50, 10, 1 e 0,1 ppm). A curva de
sobrevivéncia controle é a média de todos os grupos controle. O tratamento
controle foi feito com somente 0,05% de Tween 80. O teste foi conduzido por 7

dias.
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Tabela 2. Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Ssg) das fémeas de Aedes aegypti (linhagem Rockefeller)
expostas a cinco concentragdes de Imidacloprid.

% MEDIA DE

CONCENTRAGAO (ppm) SOBREVIVENCIA + DP Sso
0 85+ 0,95 a ND
0,1 82+197 a ND
1 57 + 453 b ND
10 394521 ¢ 4
50 37+6,52 ¢ 3
100 14+7.25 d 3

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). Dados ndo determinados (ND). O teste foi avaliado

por 7 dias.

5.2 — SOBREVIVENCIA DE Aedes aegypti EXPOSTOS POR DIFERENTES
TEMPOS A CONCENTRACAO SUBLETAL DO IMIDACLOPRID

Esse teste visou avaliar por quanto tempo 0s mosquitos A. aegypti
poderiam ficar expostos a concentracdo subletal do IMI (0,1ppm) sem que
ocorresse mortalidade dos insetos. A concentracao subletal do IMI foi pulverizada
no papel-filtro e exposta com mosquitos por cinco tempos: 3, 6, 12, 24, 48 horas.

A menor taxa de sobrevivéncia ocorreu quando os mosquitos foram
expostos a concentracdo subletal do IMI (0,1 ppm) por 48 horas (37,7%),
comparado com os demais tempos de exposicao (Figura 4).

A analise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram
que todos os tempos de exposicdo apresentaram, no sétimo dia de avaliagéo,
taxas de sobrevivéncia de A. aegypti significativamente iguais (p>0,01), exceto 0
tratamento por 48 horas [Fs17=87,69 p<0,01]. As comparagdes das curvas de
sobrevivéncia usando o teste de Log-Rank confirmaram esse resultado, a
sobrevivéncia dos insetos expostos por 48 horas a concentragdo subletal do IMI
foi significativamente diferente de todos os outros tratamentos, inclusive o grupo
controle (p<0,0001). Com isso, tempos de exposi¢cdo maiores que 24 horas foram

evitados nos testes posteriores.
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Figure 4. Sobrevivéncia (%) das fémeas de Aedes aegypti expostas por 3, 6, 12,
24, 48 horas a concentracdo subletal (0,1ppm) do Imidacloprid. A curva de
sobrevivéncia controle € uma média de todos os grupos controle. O tratamento

controle foi feito com somente 0,05% de Tween 80.

53 - COMBINACAO DO IMIDACLOPRID COM O FUNGO
ENTOMOPATOGENICO CONTRA Aedes aegypti

Nesse teste as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos expostos a uma
combinagcdo de LPP133+IMI foram comparadas com as taxas de sobrevivéncia
dos mosquitos expostos somente ao LPP 133. Os insetos ficaram expostos ao
isolado LPP133+IMI e ao isolado LPP 133 por trés tempos: 3, 6 e 12 horas.

A analise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram
que a taxa de sobrevivéncia dos mosquitos expostos por 3 horas ao tratamento
LPP 133 nao foi significativamente diferente da taxa de sobrevivéncia dos

mosquitos expostos a combinacdo LPP 133+IMI (p>0,01; Tabela 3), entretanto
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ambos os tratamentos foram significativamente diferentes do grupo controle
[F 3.11)=5,11 p<0,01].

A taxa de sobrevivéncia dos mosquitos expostos por 6 horas ao
tratamento LPP 133 foi significativamente diferente dos resultados obtidos no
tratamento LPP 133+IMI [F311)=172.05, p<0.01; Tabela 3]. Os insetos expostos
ao LPP 133 e ao LPP 133+IMI por 12 horas também apresentaram taxas de
sobrevivéncia significativamente diferentes [F11)=105,17, p<0,01; Tabela 3].

Nota-se que 0os mosquitos expostos por 12 horas ao tratamento LPP 133
tiveram valor de Sso de 3 dias, enquanto 0s mosquitos expostos pelo mesmo
tempo ao LPP133+IMI apresentaram valor de Sso de 2 dias.

A Figura 5 mostra as curvas de sobrevivéncia diaria dos mosquitos
expostos por trés tempos 3, 6 e 12 horas ao LPP 133 e ao LPP 133+IMI.
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Figure 5. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos expostos por trés tempos ao isolado
LPP 133 e a combinacgéo LPP 133+IMI. (A) 3 horas de exposicao. (B) 6 horas de

exposicao. (C) 12 horas de exposicdo. CONTROLE TW: 0,05% Tween 80.
CONTROLE IMI: 0,1 ppm Imidacloprid.



38

Tabela 3 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Sso) das fémeas de Aedes aegypti (linhagem Rokefeller) expostas
por 3, 6 e 12 horas ao isolado LPP 133 e a combinacédo de LPP 133+IMI.

TEMPO DE TRATAMENTOS % MEDIA DE Sso
EXPOSICAO (h) SOBREVIVENCIA +
DP
CONTROLE TW 83,3+2,85a ND
CONTROLE IMI 85,5+2,67 a ND
3 LPP 133 51,1+6,01b ND
LPP 133+IMI 44,4 +8,25b ND
CONTROLE TW 80 +2,43 a ND
CONTROLE IMI 84,4+282 a ND
6 LPP 133 26,6 +8,48 b 3
LPP 133+IMI 11,1+11,34 ¢ 3
CONTROLE TW 83,3+267a ND
CONTROLE IMI 85,5+ 2,47 a ND
12 LPP 133 23,3+10,6 b 3
LPP 133+IMI 7,77+£1232¢ 2

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). Dados ndo determinados (ND). O teste foi avaliado

por 7 dias.
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5.4 - VIRULENCIA DO FUNGO Metarhizium anisopliae CONTRA FEMEAS DE
Aedes aegypti ALIMENTADAS COM SACAROSE OU SANGUE

Nesse experimento foi comparada a sobrevivéncia das fémeas alimentadas
com sacarose e imediatamente expostas a infeccdo com fungo, e das fémeas
expostas ao fungo depois de diferentes tempos pds-alimentacdo sanguinea. Duas
linhagens de mosquitos foram usadas, Rockefeller e fémeas oriundas de ovos
coletados no campo. As infecgbes foram feitas usando papel-filtro e os mosquitos

foram expostos ao fungo por 48 horas.

5.4.1 — VIRULENCIA DOS ISOLADOS LPP 133 E ESALQ 818 CONTRA
FEMEAS DE Aedes aegypti DA LINHAGEM ROCKEFELLER ALIMENTADAS
COM SANGUE OU SACAROSE

Os isolados LPP 133 e ESALQ 818 foram virulentos contra fémeas de A.
aegypti alimentadas com sacarose ou sangue, comparado com a sobrevivéncia
dos mosquitos do grupo controle (p<0,01). Entretanto, as fémeas de A. aegypti
expostas ao isolado LPP 133 0, 24, 48, 72 horas pos-alimentacdo sanguinea
apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente maior comparado com o
tratamento feito somente com sacarose [F 29 = 141,41; p<0,01; Tabela 4]. No
entanto, 0s mosquitos expostos ao isolado LPP 133 96, 120 e 144 horas depois
da alimentacdo sanguinea tiveram taxas de sobrevivéncia iguais aos resultados
dos tratamentos feitos com fémeas alimentadas somente com sacarose (p>0,01).

Os maiores valores de Ss (6 dias) foram observados nos tratamentos 24 e
48 horas pés-alimentacdo com sangue com subsequente exposicdo ao isolado
LPP 133 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Sso) das fémeas de A. aegypti (linhagem Rockefeller) alimentadas
com sacarose ou sangue e expostas aos isolados LPP 133 ou ESALQ 818
imediatamente apds a alimentacdo com sacarose ou 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144

horas poés-alimentacdo sanguinea.

ISOLADOS LPP 133 ESALQ 818
TRATAMENTOS % MEDIA DE Sso SOBR. (%) (DP) Sso
SOBREVIVENCIA +
DP
CONT SAC 76,6 +2,88 b ND 73,3+2,50 a ND
CONT SANG 85,5+ 2,55a ND 77,7 (£ 2,06 a ND
SAC + FUNGO 23,3+ 10,66 e 3 25+8,96d 3
SAN 0Oh + FUNGO 42,2 +8,63¢C 5 43,3+7,13b 6
SAN 24h + FUNGO 46,6 + 8,23 C 6 422 +6,50b 6
SAN 48h + FUNGO 44,4 + 8,00 ¢ 6 45+7,15b 6
SAN 72h + FUNGO 31,1+ 7,58d 3 36,6 + 6,30 bc 4
SAN 96h + FUNGO 27,7 + 7,43 de 3 31,1 + 6,89 cd 3
SAN 120h + FUNGO 26,6 + 7,16 de 3 27,7+8,51d 3
SAN 144h + FUNGO 25,5+6,16 e 3 22,1+7,98d 3

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). Dados nao determinados (ND). Alimentagcdo com
sacarose (SAC). Alimentacdo com sangue (SAN). Mosquitos alimentados com

sacarose ou sangue e expostos ao TW (CONT). Teste avaliado por 7 dias.

A Figura 6 mostra as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao
isolado LPP 133 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas p0s-alimentacdo com sangue.
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Figure 6. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos expostos ao isolado LPP 133 0, 24,
48, 72, 96, 120 e 144 horas depois da alimentacdo sanguinea e imediatamente
depois a alimentacdo com sacarose. SAC: Alimentacdo com sacarose; SAN:
Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com sacarose ou
sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.

Os mosquitos alimentados com sangue e expostos ao isolado ESALQ 818

apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente maiores [Fg 29 = 54,17,
p<0,01], comparadO com a alimentagdo com sacarose, exceto nos tratamentos

96, 120 e 144 horas pd6s-alimentacao sanguinea (p>0,01; Tabela 4).

O tratamento 144 horas pés-sangue resultou, no sétimo dia de avaliacéo,
em 22,2% de mosquitos vivos, valor menor comparado a sobrevivéncia das
fémeas alimentadas com sacarose (25,5%). Os maiores valores de Sso (6 dias)
ocorreram nos tratamentos 0, 24, 48 horas pos-alimentagdo com sangue, com

subsequente exposicdo ao ESALQ 818 (Tabela 4).
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A Figura 7 mostra as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao
isolado ESALQ 818 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas depois da alimentacdo

sanguinea e imediatamente depois da alimentagdo com sacarose.
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Figure 7. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos expostos ao isolado ESALQ 818 zero,
24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas depois da alimentagcdo sanguinea e
imediatamente depois a alimentacdo com sacarose. SAC: Alimentacdo com
sacarose; SAN: Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com

sacarose ou sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.

Por apresentar alta viruléncia e facil producéo in vitro o isolado ESALQ 818 foi

selecionado para os demais experimentos.
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5.4.2 — VIRULENCIA DO ISOLADO ESALQ 818 CONTRA FEMEAS DE Aedes
aegypti ORIUNDAS DE OVOS COLETADOS NO CAMPO

No autal estudo as fémeas do campo foram expostas ao ESALQ 818 zero,
48, 72 e 120 horas poés-alimentacdo com sangue, e imediatamente depois a
alimentagdo com sacarose.

Somente o tratamento 120 horas pds-alimentacdo sanguinea apresentou
taxa de sobrevivéncia significativamente igual & sobrevivéncia das fémeas
alimentadas com sacarose (p>0,01). Os demais tempos (0, 48 e 72 horas pos-
alimentacdo sanguinea) tiveram taxas de sobrevivéncia significativamente
diferentes, comparado com a alimentagédo com sacarose [Fe 20 = 71,90; p<0,01,;
Tabela 5]. Os maiores valores de Sso (6 dias) ocorreram nos tratamentos 0, 48, 72

horas ap0s a alimentacédo sanguinea (Tabela 5).

Tabela 5 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdao (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Ssp) das fémeas do campo alimentadas com sacarose ou com
sangue e expostas ao isolado ESALQ 818 durante quatro diferentes tempos: 0,
48, 72 e 120 horas apds a alimentacdo sanguinea, e imediatamente apos a

alimentagéo com sacarose

Tratamentos % Média de Sobrevivéncia + Sso
DP
CONT SAC 74,4 +3,03b NA
CONT SAN 84,4+251a NA
SAC + ESALQ 818 34,4+8,32¢ 5
SAN Oh + ESALQ 818 44,4 + 6,96 cd 6
SAN 48h + ESALQ 818 46,6 £ 6,39 C 6
SAN 72h + ESALQ 818 41 +6,00 d 6
SAN 120 h+ ESALQ 818 355+7,16¢€ 5

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). ND: Dados ndo determinados; SAC: Alimentacao
com sacarose; SAN: Alimentacdo com sangue. CONT: Mosquitos alimentados

com sacarose ou sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.
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A Figura 8 mostra a sobrevivéncia das fémeas do campo alimentadas com

sangue ou sacarose e expostas ao isolado ESLAQ 818.
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Figure 8. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos expostos ao isolado ESALQ 818
depois de 0, 48, 72 e 120 horas da alimentacdo com sangue, e imediatamente
depois a alimentacdo com sacarose. SAC: Alimentacdo com sacarose; SAN:
Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com sacarose ou
sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.

5.5 — VIRULENCIA DA COMBINACAO ESALQ 818 + IMI CONTRA FEMEAS DE
Aedes aegypti ALIMENTADAS COM SACAROSE OU COM SANGUE

Os seguintes experimentos foram conduzidos com a finalidade de
investigar o efeito da combinacgéo do isolado ESALQ818 + IMI na sobrevivéncia
das fémeas alimentadas com sacarose ou sangue. A infeccdo fangica foi feita
usando fémeas Rockefeller e fémeas oriundas de ovos coletados no campo. Os

tratamentos foram feitos comparando a sobrevivéncia dos mosquitos tratados
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com o isolado ESALQ818 + IMI versus tratamento feito somente com isolado
ESALQ 818 + TW.

5.5.1 — VIRULENCIA DA COMBINACAO ESALQ 818 + IMI CONTRA FEMEAS
DA LINHAGEM ROCKEFELLER

Os mosquitos alimentados com sangue e expostos ao isolado ESALQ 818
+ IMI apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente menores [F 23 =
248,64; p<0,01] comparado com a sobrevivéncia dos mosquitos alimentados com
sacarose ou sangue e expostos a ESALQ 818 + TW (Tabela 6). O valor de Sso no
tratamento ESALQ 818 + TW foi de 6 dias e no teste ESALQ818 + IMI foi de 3
dias (Tabela 6).

A Figura 9 mostra a sobrevivéncia diaria das fémeas alimentadas com
sacarose ou sangue e expostas ao isolado ESALQ818 + IMI ou ESLAQ 818 +
TW.

Tabela 6 — Sobrevivéncia (%) = Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Sso) das fémeas (linhagem Rockefeller) alimentadas com sacarose
ou sangue e expostas ao isolado ESLAQ 818 + TW ou ESALQ 818+IMI durante
dois diferentes tempos apds a alimentacdo saguinena: O e 48 horas, e apos a

alimentagéo com sacarose

Tratamentos % Média de Sobrevivéncia + Sso
DP

CONT SAC 77,7 +3,62a NA

CONT SAN 82,2+298a NA

CONT SAN + IMI 78,8 + 3,42 a NA
SAC + ESALQ 818 23,3+9,85¢ 3
SAN Oh + ESALQ 818 41,1+6,99b 6
SAN 48h + ESALQ 818 43,3+6,11b 6
SAN Oh + ESALQ 818 + IMI 18,8 +10,7 c 3
SAN 48h + ESALQ 818 + IMI 20+ 11,07 c 3

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade) ND: Dados nao determinados; SAC: Alimentagdo com
sacarose; SAN: Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com

sacarose ou sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.
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Figure 9. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos (linhagem Rockefeller) expostos ao
isolado ESALQ818+IMI ou ESALQ818 + TW, depois de 0 e 48 horas apos a
alimentacdo com sangue, e apos a alimentacdo com sacarose. SAC: Alimentag&o
com sacarose; SAN: Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados
com sacarose ou sangue e expostos ao TW. CONT+SAN+IMI: Mosquitos

alimentados com sangue e expostos somente a IMI. Teste avaliado por 7 dias.

5.5.2 — VIRULENCIA DA COMBINACAO ESALQ 818 + IMI CONTRA FEMEAS
ORIUNDAS DE OVOS COLETADOS NO CAMPO

As fémeas do campo expostas ao isolado ESALQ 818 + IMI, O e 48 horas
pos-alimentacdo  sanguinea, apresentaram taxas de  sobrevivéncia
significativamente menores  [Fs17=176,18; p<0,0] comparado com a
sobrevivéncia das fémeas alimentadas com sangue ou sacarose e expostas
somente ao ESALQ 818 (Tabela 7; FiguralO).
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Tabela 7 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Ssp) das fémas do campo alimentadas com sacarose ou sangue e
expostas ao isolado ESLAQ 818 + TW ou ESALQ 818+IMI durante dois
diferentes tempos apdés a alimentacdo sanguinea: 0 e 48 horas, e apos a

alimentacdo com sacarose

Tratamentos % Média de Sobrevivéncia + Sso
DP

CONT SAC 75,5+2,98 a NA

CONT SAN 77,7+ 3,43 a NA

CONT SAN + IMI 73,3+4,03 a NA
SAC + ESALQ 818 34 +£10,27 ¢ 5
SAN Oh + ESALQ 818 48,8 +7,18b 6
SAN 48h + ESALQ 818 455 +6,58 b 6
SAN Oh + ESALQ 818 + IMI 31,1+9,45¢ 5
SAN 48h + ESALQ 818 + IMI 28,8 +10,35¢c 5

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade) ND: Dados néo determinados; SAC: Alimentagcdo com
sacarose; SAN: Alimentacdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com

sacarose ou sangue e expostos ao TW. Teste avaliado por 7 dias.
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Figure 10. Sobrevivéncia (%) dos mosquitos do campo expostos ao isolado
ESALQ 818 ou a combinacdo ESALQ818+IMI 0 e 48 horas pés-alimentacdo com
sangue, e apos a alimentacdo com sacarose. SAC: Alimentacdo com sacarose;
SAN: Alimentagdo com sangue; CONT: Mosquitos alimentados com sacarose ou
sangue e expostos ao TW. CONT+SAN+IMI: Mosquitos alimentados com sangue

e expostos somente a IMI. Teste avaliado por 7 dias.
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5.6 - TESTE EM CONDICOES DE SEMI-CAMPO

Este teste visou avaliar as taxas de sobrevivéncia das fémeas (linhagem
Rockefeller) expostas a um pano preto impregnado com o fungo. Os mosquitos
foram expostos ao pano preto por tempos determinados em cada experimento. A
avaliacao da sobrevivéncia dos mosquitos foi feita diariamente por 7 dias. O pano
foi banhado em 200 mL de uma suspensdo do fungo (1x10° conidios mL™). A
concentracéo final dos conidios no pano foi de 1x10° conidios cm?.

5.6.1 - TESTES FEITOS EM GAIOLA GRANDE

A Figura 11 mostra as taxas de sobrevivéncia dos mosquitos expostos por
quatro tempos (3, 12, 24 e 48 horas) a um pano preto impregnado com isolado
ESALQ 818 + TW. O tratamento controle foi feito somente com TW.

Todos os tempos de exposicdo apresentaram taxas de sobrevivéncia
significativamente diferentes entre si e entre o grupo controle [Fu14= 100,19;
p<0,01] exceto a comparagcdo 3 horas de exposicdo com O grupo controle
(p>0,01).

A exposicdo dos mosquitos por 48 horas ao pano preto resultou na menor
taxa de sobrevivéncia (12%) e o menor valor do Sso (2 dias), enquanto o
tratamento 3 horas de exposicdo dos mosquitos ao pano apresentou a maior taxa
de sobrevivéncia (73%) de A. aegypti (Tabela 8).
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Figure 11 — Sobrevivéncia (%) das fémeas (linhagem Rockefeller) expostas a um
pano preto impregnado com o isolado ESALQ 818. A curva de sobrevivéncia do
controle € uma média de todos os grupos controle. O controle foi feito com
somente 0,05% Tween 80.



51

Tabela 8 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Sso) das fémeas (linhagem Rockefeller) expostas por quatro
tempos 3, 12, 24 e 48 horas a um pano preto impregnado com isolado ESALQ
818.

TEMPOS DE % MEDIA DE Sso
EXPOSICAO (H) SOBREVIVENCIA + DP
CONTROLE 76 +3,52 a ND
3h 73+3,49 a ND
12h 47 +10,08 b 4
24h 31+14,30¢c 3
48h 12 + 33,27 d 2

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade). ND: Dados ndo determinados.

5.6.2 — TESTES DE VIRULENCIA DO FUNGO EM UMA SIMULACAO DE UM
CcOMODO RESIDENCIAL

Na simulacdo feita de um cémodo residencial, cinco panos pretos foram
impregnados com o isolado ESALQ 818 ou com a combinacao do isolado ESALQ
818 com 0,1ppm ou 10ppm do IMI. Os panos pretos foram fixados em varios
moveis e fémeas de A. aegypti foram liberadas na sala durante 7 dias.

O tratamento feito com pano preto impregnado somente com ESALQ818
resultou em 44% de mosquitos vivos, enquanto o grupo controle apresentou 76%
de sobrevivéncia dos insetos (Tabela 9).

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Duncan mostraram
que o tratamento ESALQ 818 + 10ppm apresentou a menor porcentagem de
sobrevivéncia dos mosquitos (38,3%), comparado com os tratamentos ESLAQ
818 (44%) e ESALQ 818 + 0,1ppm IMI (43,3%) [Fs20) = 176,79; p<0,01; Tabela
9].
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Tabela 9 — Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo (DP) das fémeas (linhagem
Rockefeller) expostas a cinco panos pretos impregnados com o isolado ESALQ
818 ou ESALQ 818 + IMI

Tratamento Fungo / Fungo+IMI % Média de Sobrevivéncia + DP
CONTROLE TW 76141 a
CONTROLE 0,1 ppm 74+111a
CONTROLE 10 ppm 73+0,70 a
ESALQ 818 + TW 44 + 1,52 bc
ESALQ 818 + 0,1ppm 43,3+0,57 c
ESALQ 818 + 10ppm 38,3+1,02 d

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados ndo foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando o teste post-hoc de

Duncan (5% probabilidade). ND: Dados ndo determinados.

Os testes nao foram avaliados diariamente, portanto o valor do Sso ndo foi
calculado. A média da temperatura e umidade dentro do cémodo foi de 26 °C, 71
*+ 7% UR e fotofase de 12h.
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6. DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos tém sido considerados potenciais
candidatos para o controle do mosquito adulto A. aegypti (Scholte et al., 2007;
Paula et al., 2008; Paula et al., 2011). O presente estudo, primeiramente,
observou a toxicidade do inseticida quimico Imidacloprid (IMI) aos adultos de A.
aegypti. O valor da CLs, foi de 4ppm, a concentracéo subletal foi de 0,1 ppm. A
concentracdo subletal do IMI foi combinada com o isolado LPP 133 (LPP
133+IMI). Os mosquitos expostos por 12 e 6 horas a combinacdo LPP133+IMlI
apresentram taxas de sobrevivéncia significativamente menores comparado com
a sobrevivéncia dos insetos expostos a somente LPP 133 (p<0,01; Tabela 3). Um
curto tempo de exposicdo dos mosquitos a LPP 133+IMI (3h de exposi¢cao) ndo
resultou em taxas de sobrevivéncia significativamente diferentes, comparado com
o tratamento de apenas LPP133 (p>0,01; Tabela 3).

O IMI foi considerado toxico as larvas (Paul et al., 2006) e aos adultos
(Paul et al., 2006; Pridgeon et al., 2008) do mosquito A. aegypti, entretanto
nenhum estudo havia investigado uma combinagcdo de IMI e fungos
entomopatogénicos contra mosquitos vetores. Concentracdes subletais de
inseticidas quimicos tém a capacidade de aumentar o estresse e alterar o
comportamento dos insetos melhorando a eficiéncia dos entomopatdégenos
(Boucias et al., 1996). Quintela & McCoy, 1997 observaram os efeitos sinérgicos

de um fungo entomopatogénico combinado com IMI contra o Coleoptera:
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Curculionidae, Diaprepes abbreviatus. O inseticida imidacloprid aumentou a
suscetibilidade de Reticulitermes flavipes (Isoptera: Rhinotermitidae) ao fungo M.
anisopliae (Ramakrishnan et al., 1999).

Os efeitos da combinacédo de fungos entomopatogénicos com o inseticida
permetrina foram recentemente estudados para o controle do mosquito da
malaria, Anopheles funestus, A. arabiensis, A. gambiae. Os mosquitos pré-
infectados com B. bassiana ou M. anisopliae e depois expostos a permetrina
tiveram significativas taxas de mortalidade, comparado com 0s mosquitos
expostos somente a permetrina (Farenhorst et al., 2009), entretanto a mortalidade
dos mosquitos expostos a somente fungo ndo foi observada. Outro estudo
investigou os efeitos do fungo impregnado em telas de janelas, em conjunto com
mosquiteiras tratadas com permetrina contra o mosquito Culex quinquefasciatus
(Howard et al., 2010b). Apenas uma modificacdo de comportamento foi
observada, em que C. quinquefasciatus significativamente reduziu a alimentacao
de sangue.

No atual estudo, a combinacdo do fungo com a concentracdo subletal do
IMI (LPP 133+IMI) reduziu as taxas de sobrevivéncia e também o valor do Sso. Os
mosquitos expostos por 12 horas ao LPP 133+IMI apresentaram um Sso de 2
dias, enquanto os insetos expostos a somente LPP 133 apresentaram Sso de 3
dias (Tabela 3). Estudos de infeccbes fungicas do mosquitos da maléaria tém
mostrado que mudancas relativamente pequenas nas taxas de sobrevivéncia
foram suficientes para reduzir significativamente a capacidade vetorial (Thomas &
Read, 2007). Testes de campo poderdo comprovar se a combinagéo LPP 133+IMI
diminuird a populacdo de A. aegypti e, consequentemente, a transmissao do virus
da dengue.

E possivel que os peptideos toxicos, como as destruxinas, produzidas por
alguns isolados de M. anisopliae (Samuels et al., 1988) inibam o desenvolvimento
de micro-organismos na hemolinfa dos insetos. Kopecky et al. (1992) observaram
que as destruxinas inibiram a replicacéo viral em células do Aedes albopictus in
vitro. Com isso, supbe-se que peptideos secretados pelos isolados de
M. anisopliae durante a coloniza¢do do hospedeiro reduzam a capacidade vetorial
dos mosquitos. Entretanto, como nem todos os isolados de M. anisopliae
produzem destruxinas seria interessante correlacionar inibicdo da replicacdo do

virus da dengue ou do desenvolvimento do plasmédio no caso de infeccdo de
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Anopheles. Tornando-se importante selecionar com cuidado os isolados dos
fungos ndo sO considerando a viruléncia. Interesantemente, infeccées fungicas
prejudicam a maturacdo do protozodrio Plasmodium no mosquito Anopheles
(Blanford et al., 2005).

Talvez mosquitos infectados com o virus da dengue sejam mais suscetiveis
aos fungos, comparado com mosquitos nao infectados. Sim & Dimopoulos (2010)
notaram que o mosquito A. aegypti infectado com o virus tornou-se imuno-
comprometido devido a baixa na regulacdo (“down regulation”) de numerosos
sinalisadores imuno-molecures e de peptideos antimicrobianos.

O fungo foi igualmente virulento ao mosquito Anopheles resistente aos
inseticidas e aos mosquitos Anopheles néo resistentes (Farenhorst et al., 2009).
Howard et al. (2010a) mostraram que o fungo foi mais virulento ao mosquito A.
gambiae resistente a piretroides, comparado as linhagens nao resistentes, porém,
como duas linhagens diferentes foram usadas, torna-se dificil fazer esse tipo de
comparagao.

Os fungos entomopatogénicos devem ser virulentos aos mosquitos adultos
independente da idade (Mnyone et al., 2011), do sexo (Scholte et al., 2007) e do
estado fisioldgico. Entretanto, o atual estudo observou que 0s mosquitos A. aegyti
alimentados com sangue foram menos suscetiveis ao fungo M. anisopliae,
comparado com as fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose (p<0,01;
Tabela 4).

Os mosquitos A. aegypti da linhagem Rockefeller expostos aos isolados
LPP 133 ou ESALQ 818 a 0, 24, 48 e 72 horas poés-alimentacdo sanguinea
tiveram taxas de sobrevivéncia significativamente maior, comparado com a
sobrevivéncia dos mosquitos alimentados com sacarose e imediatamente
expostos aos mesmos isolados (p<0,01; Tabela 4). Os mosquitos alimentados
com sangue sO voltaram a ser suscetiveis aos isolados a 96, 120 e 144 horas
pés-alimentacdo com sangue (Tabela 4).

Um recente estudo verificou que os mosquitos Anopheles alimentados com
sangue foram menos suscetiveis ao fungo do que os mosquitos alimentados com
sacarose (Mnyone et al., 2011), entretanto ndo foi observado quanto tempo
depois da ingestao do sangue, as fémeas voltaram a ser suscetiveis ao fungo.

A alimentacdo com sangue pode diminuir a viruléncia do fungo devido a

capacidade do hospedeiro de ativar uma resposta imune ou, inversamente, alterar
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o nivel de nutrientes disponiveis para propagacado do patégeno (Mnyone et al.,
2011). Os triatomineos Rhodnius prolixus alimentados com sangue mostraram
maior resposta imune a infeccdo por Enterobacter cloacae, em comparagdo aos
R. prolixus alimentados com plasma (Feder et al., 1997). A alimentacdo dos
mosquitos A. stephens com sangue, associado diariamente a alimentacdo com
sacarose aumentou significativamente a cascata de melanizagdo, ou seja, a
defesa imunolégica do mosquito contra micro-organismos (Koella et al., 2002).

Os estudos observando os efeitos da alimentacdo sanguinea na
longevidade dos mosquitos tém sido contraditérios (Mnyone et al., 2011). Uma
das hipoteses é que 0s mosquitos que se alimentam somente de sangue
sobrevivem menos porque ocorre o desvio de nutrientes para a produgcdo dos
ovos (Okech et al., 2003). Outros experimentos registraram que a alimentacao
sanguinea aumentou significativamente a sobrevivéncia dos mosquitos,
comparado com alimentacdo com acucar (Scott et al., 1993; Scott et al., 1997;
Styer et al., 2007). No presente trabalho foi observado aumento da sobrevivéncia
das fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue+sacarose (uma vez com
sangue e posteirormente com sacarose), comparado com a sobrevivéncia das
fémeas alimentadas diariamente com sacarose. Okech et al., 2003 observaram
que a alimentacdo sangue+sacarose propiciou maior longevidade as fémeas de
A. gambiae, aumentando seu potencial para transmitir malaria. No campo tem
sido raro capturar fémeas de A. aegypti alimentadas com frutose, indicando que
as fémeas silvestres de A. aegypti ndo tém que necessariamente se alimentar de
acucar para sobreviver e reproduzir (Edman et al., 1992, Van Handel et al., 1988,
Costero et al., 1998).

A digestao do sangue € importante para o desenvolvimento do parasita nos
mosquitos (Muller et al., 1993). A tripsina, enzima digestiva, ativa quitinases
responsaveis pela infeccdo de P. gallinaceum no mosquito A. aegypti
(Shahabuddin et al., 1996). A inibicdo da tripsina diminui significativamente a
carga infectiva do virus da dengue em A. aegypti (Molina-Cruz et al., 2005).
Richman et al. (1997) observaram que o desenvolvimento de Plasmodium no
mosquito A. gambiae desencadeou significativamente a expressao de defensinas
que sado peptideos antimicrobianos.

Os mosquitos A. gambiae depois de alimentados com sangue sofrem uma

série de mudancas fisiolégicas com expressbes de genes relacionados a
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formacdo da matriz peritréfica, digestdo, ao desenvolvimento do ovo e imunidade
(Danna et al., 2005). Kokoza et al. (2000) observaram altos niveis de defensinas
em A. aegypti 24 horas apdés a alimentacdo com sangue. Os peptideos e
proteinas antimicrobianas levam de 1-3 horas para serem produzidos e de 12 a
48 horas para atingirem o pico maximo (Haine et al., 2008). No atual trabalho as
fémeas sO voltaram a ser suscetiveis ao fungo 96 horas depois da alimentagéo
com sangue, quando possivelmente o sistema imunoldgico do mosquito voltaria
ao estado pré-alimentacdo sanguinea.

Shin et al. (2006) verificaram que a via Toll e citocina foram responséaveis
por respostas antifingicas em A. aegypti. Os fungos entomopatogénicos
produzem uma série de metabdlitos secundarios que interrompem respostas
imunoldgicas nos insetos (Gillespie et al., 2000). Pal et al. (2007) observaram que
a destruxina produzida pelo fungo M. anisopliae inibiu a imunidade inata de
Drosophila melanogaster. Sugere-se que futuros trabalhos investiguem a
expressdo de proteinas e peptideos antifungos entomopatogénicos em A. aegypiti
depois da alimentacdo sanguinea.

A selecao de fungos altamente virulentos deve ser feita principalmente para
o controle de A. aegypti que tem periodo de desenvolvimento do virus curto, por
volta de 7 dias (Salazar et al., 2007). No sétimo dia as fémeas se tornam
infectantes e permanecem disseminando o virus em cada alimenta¢do sanguinea
(Consali et al., 1998). O fungo entomopatogénico germina de 6 a 12 horas depois
da adesao no tegumento do inseto e penetra por volta de 12 a 24 horas (Neves et
al., 2004). A morte dos mosquitos pode ocorrer em 3-14 dias (Knols et al., 2010)
estimulando o desenvolvimento de agentes bioldgicos que matem os insetos mais
rapidamente. A mortalidade de um vetor deve ocorrer antes que a parasita
desenvolva formas infectantes.

No atual estudo, no sétimo dia de avaliagdo, foi observada significativa
mortalidade de A. aegypti alimentados com sacarose ou sangue, ressaltando o
potencial do fungo para o controle de mosquitos. Os maiores valores do Sso
foram de 6 dias, menor que o periodo de desenvolvimento do virus da dengue
(Salazar et al., 2007). Nao houve diferenca nos valores do Sso comparando o
isolado LPP 133 com ESALQ 818 exceto nos tratamentos zero e 72 horas pos-

alimentacédo sanguinea, e subsequente exposicéo ao fungo (Tabela 4).
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As fémeas oriundas do campo, alimentadas com sangue e expostas ao
isolado ESALQ 818, tiveram taxas de sobrevivéncia significativamente maior
comparado com fémeas do campo alimentadas com sacarose (p<0,01; Tabela 5),
exceto no tratamento SAN 120h+ESALQ818 (p>0,01), indicando que 120 horas
pos-alimentacdo com sangue as fémeas voltaram a ser suscetiveis ao fungo.

O valor do Ssp das fémeas do campo alimentadas com sacarose foi maior,
comparado com o0s mosquitos criados em laboratério (linhagem Rockefeller),
sendo 5 e 3 dias, respectivamente. Provavelmente as fémeas do campo estéo
sujeitas a maior pressdo de selecao, o que resulta em maior diversidade genética
e imunidade, comparado com as fémeas criadas em laboratdério.

Como foi previamente descrito, os mosquitos alimentados com sangue
foram menos suscetiveis a infeccdo com o fungo entomopatogénico, comparado
com os mosquitos alimentados com sacarose (Tabela 4), portanto o presente
estudo observou a suscetibilidade dos mosquitos alimentados com sangue depois
de expostos ao fungo combinado com concentracdo subletal do IMI. Foi
observado que as fémeas de A. aegypti expostas ao isolado ESALQ818+IMI a0 e
48 horas pos-alimentacdo sanguinea, apresentaram taxas de sobrevivéncia iguais
a sobrevivéncia das fémeas alimentadas com sacarose expostas ao ESALQ 818.
O fungo combinado com a concentragdo subletal do IMI foi virulento as fémeas de
A. aegypti, indicando que essa combinagdo poderia ser usada em testes de
campo, reduzindo a populacdo de mosquitos independente do estado nutricional.

Vérios estudos tém mostrado que cortinas e panos pretos impregnados
com inseticida (Gimnig et al., 2003; Kroeger et a., 2006) ou fungos
entomopatogénicos (Scholte et al., 2005; Paula et al., 2008; Lwetoijera et al.,
2010; Mnyone et al., 2010) causaram significativa mortalidade de mosquitos,
sendo potenciais ferramentas para o controle de vetores em campo.

Nos testes de semi-campo do atual trabalho os mosquitos foram expostos
a um pano preto impregnado com isolado ESLAQ 818 por quatro tempos: 3, 12,
24 e 48 horas. A menor porcentagem de sobrevivéncia (12%) e o menor valor do
Sso (2 dias) ocorreram quando os mosquitos foram expostos ao pano+ESALQ 818
por 48 horas (Tabela 8). A sobrevivéncia dos mosquitos expostos por 12, 24 e 48
horas ao pano+ESALQ 818 diferiu significativamente entre si. As taxas de
sobrevivéncia dos mosquitos expostos por 3 horas ao pano+ESALQ 818 néo

foram significativamente diferentes da sobrevivéncia do grupo controle (Tabela 8).
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Com o objetivo de atrair e manter os mosquitos descansando por mais
tempo no pano, nosso grupo fixou um atrativo no pano (BG Lure ™; Biogents
Ltd.), porém néo foi observado aumento da mortalidade (dados nao publicados).
Scholte et al. (2005) observaram, em condi¢cdes de campo na Africa, que um pano
preto impregnado com fungo e pendurado no teto de residéncias resultou em uma
taxa de infeccdo de 23% de A. gambiae. Paula et al. (2008), em condi¢cbes de
semi-campo, mostraram que um pano preto pulverizado via Torre de Potter com o
isolado LPP 133 e exposto por 48 horas aos mosquitos, resultou em 30% de
sobrevivéncia de A. aegypti, com valor do Ssp de 4 dias.

Os métodos contemporaneos e amplamente utilizados como a pulverizacao
podem nao ser eficaz para garantir a uniformidade dos conidios na superficie de
descanso dos mosquitos (Farenhorst & Knols, 2010). No presente trabalho n&o foi
observado significativa mortalidade de A. aegypti quando o isolado ESALQ 818 foi
aplicado em um pano via pulverizador costal (Guarany®). No entanto, dados
promissores foram observados com o pano preto banhando em 200 mL de
suspensdo de conidios a 1x10° conidios mlI™. A persisténcia do fungo usando este
método deve ser avaliada.

Outro fator a ser levado em consideracéo € a concentracdo de conidios nas
superficies usadas para o descanso dos mosquitos. Em nossos estudos
anteriores, foi selecionada uma suspensséo de conidios de 1x10° conidios mL™,
que causou 70% de mortalidade de A. aegypti ao longo de um periodo de sete
dias (Paula et al., 2008). No atual estudo, a diminuicdo da concentracdo da
suspensdo para 1x10® conidios mL™ foi desfavoravel para infeccdo dos insetos.
Mnyone et al. (2009) observaram que concentracdes crescentes de conidios ndo
resultaram sempre em um aumento da mortalidade dos mosquitos Anopheles, a
reducdo maxima nas taxas de sobrevivéncia ocorreu quando foi usado 2x10*°
conidios m?.

A aplicagdo dos conidios no pano deve garantir a maior viabiliadade do
fungo. Formulacdes em 0leo vegetal facilitam a aderéncia dos conidios (Scholte et
al., 2005; Blanford et al., 2005), propiciam um microambiente que protege o fungo
contra raios ultravioletas, desidratacdo, além de permitir a aplicagdo em ultrabaixo
volume UBV (Prior et al, 1988; Batta, 2003). Atualmente a viabilidade,
infectividade e persisténcia dos conidios em condicbes de campo sao

inadequadas, exigindo o desenvolvimento de formulacBes de longa duracéao,
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matando 0s mosquitos, pelo menos, seis meses apos a aplicacdo (Knols et al.,
2010). Também deve ser levada em consideracao a possibilidade da reaplicacédo
do fungo nos panos pretos, reduzindo assim os gastos com material.

A perda da viruléncia do fungo nos panos tem sido documentada (Scholte
et al., 2005; Farenhorst et al., 2008). No entanto, Mnyone et al. (2010) notaram
que, apesar do declinio na viruléncia, a patogenicidade dos conidios de M.
anisopliae e B. bassiana durou por 28 dias nos panos.

Superficies atrativas para o descanso dos mosquitos podem ser colocadas
em residéncias humanas, especificamente em lugares sombreados, garagens,
varandas, atrds de armarios, embaixo de mesas e camas. Contudo, ainda néo
foram estudadas as consequéncias étnicas e médicas do uso do fungo em
ambientes humanos (Lwetoijera et al., 2010).

Para ser usado no ambiente intradomiciliar o pano deve ser cortado em um
tamanho que ndo incomode o morador. Nesse estudo foram usados panos
pequenos de 20 x 10 cm que proporcionaram significativa mortalidade de A.
aegypti. Panos pretos de 3m? como testado por Scholte et al. (2005), apesar de
eficazes, ndo seriam adequados. Programas de educacdo esclarecendo a
populacdo do beneficio do controle microbiano devem ser priorizados, garantindo
a aceitacdo de novas estratégias para controle de vetores.

O uso de panos com fungos no ambiente extradomiciliar foi altamente
eficaz para o controle de Anopheles (Lwetoijera et al., 2010), pode ser que o
mesmo ocorra para o controle de A. aegypti, entretanto o presente trabalho nao
descartou a possibilidade do uso de panos pretos com fungos dentro de moradias
humanas.

Em uma simulacdo de um cdmodo residencial, o atual estudo observou a
sobrevivéncia de A. aegypti expostos a cinco panos pretos impregnados com
fungos. Os panos foram fixados embaixo de mesas, cadeiras e atrds de armarios
ficando expostos aos mosquitos durante sete dias. No sétimo dia os mosquitos
vivos foram capturados com a armadilha BG-Sentinel. Foi observado que os
mosquitos expostos aos panos pretos impregnados com o isolado ESALQ818
tiveram taxas de sobrevivéncia iguais a sobrevivéncia dos mosquitos expostos
aos panos banhados com o isolado ESALQ818 + 0,1ppm IMI (p>0,01; Tabela 9).
A menor taxa de sobrevivéncia dos insetos (38,3%) ocorreu quando 0S panos

pretos foram banhados com o isolado ESALQ818 + 10ppm IMI, indicando que
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essa concentracao deve ser usada em futuros experimentos de campo. A analise
de variancia dos percentuais de sobrevivéncia mostrou que o tratamento
ESALQ818 + 10ppm foi significativamente diferente dos outros tratamentos
ESALQ818 ou ESALQ818 + 0,1ppm (p>0,01).

Howard et al. (2010b) investigaram no campo o possivel sinergismo do
fungo entomopatogénico com permetrina, mas nédo observaram mortalidade dos
mosquitos, o fungo foi impregnado em telas de janelas e o inseticida em
mosquiteiras. Sabe-se que a radiacdo UV é altamente prejudicial aos conidios do
fungo M. anisopliae (Morley-Davis et al., 1995). Portanto, os panos pretos
impregnados com o fungo devem ser colocados em lugares sombreados,
evitando os efeitos nocivos do UV.

Novos testes deverdo avaliar se panos pretos impregnados com
ESALQ818+IMI reduzirdo a sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti em
condicGes de campo. Os isolados LPP 133 e ESALQ 818, ambos M. anisopliae,
apresentaram sinergismo com 0,1ppm IMI, sendo virulentos contra fémeas de A.
aegypti independente do estado nutricional. A reducdo da sobrevivéncia dos

mosquitos A. aegypti possivelmente reduzira a incidéncia da dengue.



62

7. CONCLUSOES

o O isolado LPP 133 combinado com 0,1ppm IMI reduziu significativamente
as taxas de sobrevivéncia e o tempo médio de sobrevivéncia das fémeas de A.
aegypti, comparado com a sobrevivéncia das fémeas infectadas somente com
LPP 133;

o Até 72h poés-alimentacdo sanguinea os mosquitos A. aegypti linhagem
Rockefeller foram menos suscetiveis aos isolados LPP 133 e ESALQ 818,
comparado com 0s mosquitos alimentados somente com sacarose. Entretanto, 96

horas pds-alimentacdo sanguinea as fémeas voltaram a ser suscetiveis ao fungo;

o As fémeas do campo apresentaram menor suscetibilidade ao isolado
ESALQ 818 a zero até 72h pos-alimentacdo sanguinea, comparado com as
fémeas alimentadas somente com sacarose. No entanto, 120 horas pés-

alimentacdo com sangue as fémeas voltaram a ser suscetiveis ao fungo;

o A combinacdo do isolado ESALQ 818 com O0,1ppm IMI foi altamente
virulenta as fémeas de A. aegypti independente do tipo de alimentacdo, sangue

OuU sacarose;
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o Os mosquitos da linhagem Rockefeller e os mosquitos do campo foram
altamente suscetiveis a uma combinacdo ESALQ 818+IMI independente do

estado nutricional;

o Nos testes feitos em gaiolas grandes a exposicao das fémeas de A. aegypti
a um pano preto impregnado com o isolado ESALQ 818 por 48 horas resultou na
menor porcentagem de sobrevivéncia (12%) e menor Ssp (2 dias), comparado
com os outros tempos de exposic¢oes (3, 12, 24 horas);

o Nos experimentos conduzidos em uma sala simulando um cémodo
residencial o tratamento feito com cinco panos pretos impregnados com ESALQ
818 + 10ppm IMI resultou na menor taxa de sobrevivéncia dos mosquitos A.
aegypti (38%), comparado com os tratamentos ESLAQ 818 ou ESALQ 818 +
0,1ppm IMI;

o A combinacdo do fungo entomopatogénico com o inseticida IMI foi
altamente eficaz contra as fémeas de A. aegypti, independente do estado
nutricional. Panos pretos impregnados com fungo+IMI parecem ser promissores
para serem usados em condi¢gbes de campo, reduzindo a populagao de A. aegypti

e possivelmente a transmisséo do virus da dengue.
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