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EFICACIA E PERIODO RESIDUAL DO DIFLUBENZURON PARA O CONTROLE
DE LARVAS DE Aedes aegypti RESISTENTES AO TEMEFOS

RESUMO - O temefds € o larvicida mais utilizado no pais, mas tem-se
constatado populagbes resistentes a este inseticida em diversos locais, e a
necessidade de substituicdo por outro larvicida com mecanismo de acao toxica
diferente ao temefds. O diflubenzuron (DFB), inibidor de sintese de quitina,
destaca-se com grande potencial para substituir o temefés. Objetivou-se
determinar a razao de resisténcia (RR95) de larvas de duas populacdes de campo
(Pop. A e Pop. B) ao temefés; avaliar a eficacia do DFB para as duas populacoes,
em condicdes laboratoriais; e avaliar a eficacia do DFB para as duas populacgdes,
em condi¢cdes de campo, em recipientes de plastico, vidro e borracha, com a
concentracdo de 0,25 mg/L. Em condicbes de laboratério, os ensaios foram
realizados em sala climatizada com 26 = 2°C, para avaliar a razdo de resisténcia
das populagbes de campo ao temefds, por meio de ensaios concentracdo-
resposta, e para avaliar a eficacia do DFB. Em condicbes de campo, 0s testes
foram realizados a sombra, em abrigo coberto, com médias de tempfoitura de
22,4°C e umidade relativa do ar de 61%, para a avaliacao da eficacia do DFB as
trés populacbes de larvas, em recipientes de plastico, vidro e borracha. A
populacdo suscetivel Rockefeller foi utilizada como padrédo de referéncia em todos
os testes. O periodo de cotrole do DFB foi determinado com o tempo em que o
DFB causou mortalidade de larva =2 80%. A RR95 é de 7,5 para da Pop. A e de 3,9
para a Pop. B. Nos ensaios de laboratorio, o DFB causou inibicdo total da
emergéncia de adultos viadveis das Pop. A e B a partir da concentracéo 2,0 ug/L.
Nos testes de campo, o DFB é eficaz no controle da cepa suscetivel por quatro
semanas nos recipientes de plastico e borracha, e por trés semanas em vidro.
Para a Pop. A, o DFB ¢ eficaz por cinco semanas nos trés recipientes testados e
para a Pop. B, por trés semanas para 0s recipientes de plastico e vidro e por sete
semanas para o recipiente de borracha. O DFB ¢é eficaz no controle das larvas de
Aedes aegypti, independente do grau de resisténcia ao temefoés.

Palavras chave: Acéo toxica; Arbovirose, inibidor de sintese de quitina.
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EFFICACY AND RESIDUAL PERIOD OF DIFLUBENZURON TO THE CONTROL
OF Ae. aegypti LARVAE RESISTENT TO TEMEPHOS

SUMMARY - The temephos is the most widely used larvicide in the country,
but it has been found resistant populations this insecticide in sevfoil places, and the
need for replacement by another larvicide with different mechanism of toxic action
to temephos. The diflubenzuron (DFB), chitin synthesis inhibitor, stands out with
great potential to replace temephos. The aim were to determine the resistance
reason (RR95) of larvae of two field populations (Pop A and Pop B) to temephos;
to evaluate the efficacy of the DFB for both populations, under laboratory
conditions; and to evaluate the effectiveness of the DFB for both populations, in the
field conditions, in plastic, glass and rubber test vessels, with a concentration of
0.25 mg/L. Under laboratory conditions, bioassays were performed in controlled
room with tempfoiture 26 + 2°C, to evaluate the resistance reason of field
populations to temephos, by concentracdo-response tests, and to evaluate the
effectiveness of the DFB. In field conditions, tests were carried out in the shade,
under cover, with avfoige tempfoitures of 22.4°C and relative humidity of 61%, to
evaluate the effectiveness of the DFB to three populations of larvae in plastic,
glass and rubber test vessels. The susceptible population Rockefeller was used as
a reference standard in all tests. The residual period of the DFB was determined
over time that DFB caused larval mortality = 80%. The RR95 is 7.5 to Pop A and
3.9 to Pop B. In laboratory bioassays, the DFB caused complete inhibition
emergence of viable adult of Pop A and B at the concentration 2.0 pg/L. In field
tests, the DFB is effective in controlling the susceptible strain for four weeks in
plastic and rubber test vessels, and for three weeks in glass test vessel. To Pop A,
the DFB is effective for five weeks in all test vessels, and to Pop B, for three weeks
in glass and plastic test vessels and for seven weeks in rubber test vessel. The
DFB is effective in controlling the larvae of Aedes aegypti, regardless of the degree
of resistance to temephos.

Key words: arbovirus, chitin synthesis inhibitor; toxic action



l. INTRODUCAO

A dengue se tornou uma das principais doencgas para a saude publica nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. O principal vetor do virus da dengue € a
fémea do mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae). Como ainda ndo ha
vacina contra a acao deste virus que previna esta infeccdo, o controle do vetor é o
método existente mais utilizado para controlar a transmissao do virus causador da
doenca (WORLD HEALT ORGANIZATION, 2010).

Devido a grande facilidade de associacdo com humanos, o Aedes aegypti é
um mosquito essencialmente urbano. Logo pos ter completado todo seu
desenvolvimento embrionario, 0s ovos sdo capazes de resistir a dessecacdo por
cerca de um ano. A eclosao da larva ocorre de um a dois dias da postura se os
ovos forem imerso em agua. Em condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento, as
larvas deste mosquito passam por quatro estadios de desenvolvimento em cinco
dias (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001).

O combate do mosquito adulto em condicbes de epidemia da doenca
geralmente é realizado com pulverizacdes perifocais de inseticidas dos grupos
guimicos organofosforados e piretroides. Para o controle das larvas, o principal
larvicida empregado ha décadas no pais é o inseticida organofosforado temefos.
Este larcivida é recomendado para a diluicdo de 1 mg/L, e é formulado em graos
de areia, na concentracao 1% do ingrediente ativo (LIMA et al. 2006).

Outra medida para o combate dos vetores da dengue é a identificacédo e a
remocao de criadouros de larvas do mosquito nas areas internas e externas de

cada imével, para impedir a complementacdo do ciclo e a formacdo de adultos.



Esta medida de combate ao mosquito da dengue é prioritaria e deve ser realizada
continuamente (WORLD HEALT ORGANIZATION, 2002).

O uso frequente de inseticidas durante os periodos de transmissao da
doenca pode levar a selecdo de populacbes do mosquito resistentes a estes
compostos; 0 que compromete o controle e favorece a transmissao da doenca. O
namero de casos de resisténcia aos inseticidas esta aumentando em paises da
Asia, Caribe e Américas Central e do Sul (MARCORIS et al. 1999).

Em relatorios epidemiolégicos divulgados pelo Ministério da Saude/
Fundacdo Nacional de Saude, nos anos de 2000 e 2002, confirmam a resisténcia
do Aedes aegypti ao temefés em grande parte dos municipios investigados. As
populagbes avaliadas das cidades de Recife e Jaboatdo dos Guararapes foram
classificadas como resistentes ao temefés (MINISTERIO DA SAUDE/FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2000).

A resisténcia das populacdes de Aedes Aegypti ao larvicida temefds esta
amplamente disseminada em populacées do mosquito, inclusive em populagdes
de municipios que ainda né&o tiveram a epidemia de dengue (ANASTACIO, 2003;
LIMA et al. 2003 e MARCORIS et al. 2003). Devido este fato, foram estabelecidos
critérios para direcionar melhor as estratégias de controle, como a implantacédo do
monitoramento da resisténcia, por meios de ensaios de concentracdo-diagndstica
(LIMA et al. 2003).

Os inseticidas reguladores de crescimento de insetos IGRs (insect growth
regulators) causam modificacbes fisiologicas e morfologicas durante o
desenvolvimento do inseto pela inibicdo da producdo de quitina (FOURNET et al.
1997). Estes inseticidas atuam seletivamente ao interromper o desenvolvimento e
0 crescimento ao invés de intoxicacdo direta. Por tanto, sdo de baixa toxicidade
para mamiferos, em compara¢do com outros inseticidas (MULLA, 1974 e SILVA &
MENDES, 2002).

O diflubenzuron (DFB) é um inseticida e larvicida do grupo dos inibidores de
crescimento dos insetos, cujo mecanismo de acgdo toxica € a inibicdo da sintese
de quitina durante o estagio imaturo do inseto. O DFB é muito utilizado na

agricultura para o controle de pragas, principalmente das ordens: Coleoptera,



(MSCASLAND, 1998); Orthoptera, (DELGADO et al. 1999) e Lepidoptera
(VILLANUEVA-JIMENEZ et al. 2000).

Devido a comprovacdo da resisténcia das larvas de Aedes aegypti em
diversas regibes do pais ao inseticida temefés, € necessaria a realizacdo de
pesquisas com larvicidas alternativos ao temefds, para o controle quimico das
larvas em localidades com ocorréncia de alta transmissao vetorial de dengue.

Neste contexto, o DFB destaca-se como um larvicida alternativo para o
controle de larvas de populacdes resistentes ao temefés. Portanto, had a
necessidade de se realizar pesquisas para determinar a eficacia do DFB para
larvas resistentes ao temefés e da influencia dos possiveis materiais dos
recipientes criadouros de larvas na eficacia do DFB aplicado nas aguas.

Desta forma, o objetivo geral deste estudo foi controlar as larvas de
populacbes de Aedes aegypti resistentes ao temefés com o larvicida
diflubenzuron.

Os objetivos especificos foram os seguintes.

Em condic¢des de laboratorio:

a) Determinar a razdo de resisténcia (RR95) de larvas de duas
populacdes de campo (A e B) ao temefds;

b) Avaliar a eficacia do diflubenzuron para as duas populacdes, em
condicdes laboratoriais;

Em condicdes de campo

c) avaliar a eficacia do DFB para as duas populacdes em condi¢ces de
campo em recipientes de plastico, vidro e borracha, com a
concentracao de 0,25 mg/L.



Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agentes Etiologicos

A dengue é uma doencga transmitida por mosquitos do género Aedes, no
gual se enquadram as espécies Aedes albopictus, Aedes polynesiensis e Ae.
aegypti; que é o vetor de maior importancia (BRAGA et al. 2007).

O agente causal da dengue é um arbovirus, que tem sorotipos (DEN I, DEN
[I, DEN Ill e DEN 1V), com semelhancas filogenéticas e epidemiologicas (HOLMES
et al. 1998). NOGUEIRA et al. (2001) citam que, por ndo existir imunidade cruzada
efetiva, uma pessoa infectada por um destes sorotipos fica imunizada toda vida
contra apenas este sorotipo, mas fica imunizada apenas temporaria ou
parcialmente aos outros trés sorotipos (RIGAU-PEREZ et al. 1998 e FUNASA,
2001).

A doenca pode ser de curso benigno ou grave, de acordo com a
manifestacao clinica na pessoa infectada. As manifestacdes podem ser invisiveis
ou ndo aparentes, dengue classico (DC), febre hemorragica da dengue (FHD) ou
sindrome do choque da dengue (SDC); que pode levar o individuo ao 6bito.
Devido a estes aspectos, a dengue € considerada como um dos maiores
problemas de saude publica de ordem mundial, especialmente nos paises
tropicais, cujas condicdes ambientais sdo favoraveis & proliferacdo e disseminacéo

do principal vetor; o Ae. aegypti.



No Brasil, a dengue é uma das doencas mais frequentes e atinge toda a
populacdo, independente da localidade e do nivel social (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008).

2.2. Epidemiologia

As infeccbes arbovirais; viroses transmitidas por artropodes, sdo 0s
principais casos de doencas transmissiveis, principalmente a dengue (WHO,
2006).

A dengue pode apresentar-se de forma assintomética ou evoluir
benignamente como Dengue Classica, ou ainda pode originar quadros mais
graves e preocupantes, como a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e o mais
temido a Sindrome de Choque por Dengue (SCD), que pode levar o paciente ao
6bito (RIGAU-PEREZ et al. 1998).

As manifestacdes clinicas sédo diversas, com niveis variaveis de
gravidade, (GUBLER & CLARK, 1995). Os aspectos clicos mais comuns sao
aqueles em que o individuo apresenta febre alta (39° a 40°), com inicio subito,
seguido de cefaléia, mialgia, prostracdo, artralgia, anorexia, nauseas, vomitos,
prurido cutaneo, entre outros sintomas, conhecido como dengue classica,
(REGAZZI, 2003). Os sintomas da dengue classica duram de cinco a sete dias,
em média, porém a fadiga pode perdurar mais tempo (CASALI et al. 2004).

Os sintomas tipicos da FHD sao caracterizados por febre alta,
hemorragia, hepatomegalia e insuficiéncia circulatéria. Nos casos graves, 0
choque pode ocorrer entre o terceiro e sétimo dia de doenca, procedido de
fortes dores abdominais. Esta doenca requer atencdo especial por ter curta
duracédo e pode levar o paciente ao 6bito entre 12 e 24 horas. Entretanto, se for
detectada a tempo e o paciente tratado, a recuperacdo pode ser rapida, desde
gue seja feita a terapia apropriada (FIGUEIREDO & FONSECA, 2002).



A SCD define-se como a FHD, pode causar, além dos sinais citados
anteriormente, faléncia circulatéria, hipotensdo, pele fria e Umida, agitacao,
vOmito persistente e letargia, sinais e sintomas que levam o paciente ao choque
(CASALI et al. 2004).

A ocorréncia de epidemias de dengue esta, geralmente, associada a
presenca e a densidade dos vetores Aedes aegypti e o Aedes albopicus
(BRAGA & VALLE, 2007).

Ressalte-se ainda que os quatro sorotipos da dengue podem causar
formas benignas e graves da doenca. Os fatores responsaveis pelas formas
graves da doenga ainda nao sao totalmente conhecidos. Os fatores como
imunidade do hospedeiro, infeccbes sequenciais, viruléncia de determinadas
cepas, sdo apontados como responsaveis pelo avanco de casos hemorragicos
e de choque (TEIXEIRA et al. 1999).

2.3. Aedes aegypti

A origem desta espécie de mosquito é africana, e acredita-se que foi
introduzida nas Ameéricas por meio de barcos oriundos da Europa, que cruzavam o
Atlantico durante as primeiras exploragdes e coloniza¢cdes europeias ao chamado
novo Mundo (REY, 2001). A espécie € encontrada em extensa faixa do continente
americano, que se estende desde o Uruguai até o Sul dos Estados Unidos da
Ameérica (EUA). A ocorréncia de surtos ja foi registrada na Venezuela, Cuba,
Brasil, e recentemente Uruguai. No Brasil, encontra-se 0 mosquito nos 26 Estados
e no Distrito Federal (BRAGA & VALLE, 2007).

O Aedes aegypti é classificado como um mosquito tropical e subtropical,
pois é encontrado entre as latitudes 35° Norte e 35° Sul, que correspondem a
isoterma de inverno de 10°, sendo restrita também em relacéo a altitude extrema,
FAY & ELIASON (1966). Além de ser altamente adaptado ao ambiente urbano
(FUNASA, 2001).



O ciclo de vida deste mosquito é holometabdlico (metamorfose completa),
apresenta quatro estagios divididos em duas fases evolutivas: a fase larvaria ou
imatura (fase aquatica), representado por larvas e pupas e a fase adulta ou alada
(fase aérea), no qual se encontram os adultos. O estagio larval subdivide-se em
guatro estadios (L1, L2, L3 e L4), e o estagio de pupa € o ultimo do ciclo aquatico
do inseto (REGAZZI, 2003), conforme se observa na Figura 1.

Figura 1. Esquema dos estagios de desenvolvimento evolutivo do Ae. Aegypti.
(http://mww.dengue.org.br/mosquito_aedes.html)

O mosquito tem corpo escuro, listas brancas transversais nas pastas e no
corpo, e tamanhas inferiores a um centimetro. O adulto vive em torno de 30 a 35
dias. Os ovos sdo depositados pelas fémeas em paredes internas de possiveis
criadouros, sempre acima do nivel da agua (LOPES et al. 2006). Os ovos séo a

forma mais resistente deste vetor, pois pode permanecer viaveis a dessecacao por



periodo superior a um ano. Os ovos eclodem quando entram em contato com a
agua presente nos possiveis criadouros (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Normalmente, os criadouros sdo objetos ou artefatos que podem conter e
reter 4guas, como vasos de planta, pneus usados, garrafas, entre outros.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A alimentacdo dos mosquitos depende da ingestdo de carboidratos,
oriundos de seivas, flores e frutos. O acumulo destes componentes esta
intimamente associado ao potencial de atividade e longevidade do mosquito. Além
desta alimentacdo, a fémea também faz repasto sanguineo em humanos. O
repasto sanguineo das fémeas do Ae. Aegypti esta relacionado primordialmente
com a maturacdo e desenvolvimento dos ovos. As fémeas podem fazer vérios
repastos sanguineos entre duas posturas. O intervalo entre a alimentacdo

(repasto) e a oviposicdo € de aproximadamente 72 a 84 horas (DIVE, 2008).

2.4. Mecanismos de Transmissao

A transmissao inicia-se apds 0 mosquito ingerir sangue virémico de algum
hospedeiro infectado. Uma vez que a fémea se infecta com virus, permanece
assim por toda sua vida, independente do nimero de repastos sanguineos que a
mesma tenha feito (DONALISIO & GLASSER, 2002).

Apés o repasto sanguineo, o periodo de incubacdo ocorre entre 12 e 14
dias, tempo necessario para que o virus se replique e dissemine pelo interior do
mosquito, até que atinja as glandulas salivares, podendo ser transmitido aos
hospedeiros (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2005).

Outro tipo de transmissdo é a mecénica, no qual o virus ainda se encontra
alojado no aparelho bucal do inseto, ap6s o mesmo ter se alimentado de um
hospedeiro contaminado. N&o existe transmissdo por contato direto com um
doente ou através do contato de suas excre¢cdes com uma pessoa sadia (DIVE,
2008).



O periodo de incubacéo intrinseco ocorre dentro de 14 dias e, apés este
periodo, a pessoa infectada comeca a apresentar os sintomas da doenca
(GUBLER, 1998).

2.5. Influéncias das variaveis climaticas no controle da Dengue

O Ae. aegypti caracteriza-se por ter um comportamento estritamente urbano
e é cada vez mais raro encontrar foco de ovos no ambiente rural. O controle deste
mosquito no meio urbano esta se tornando uma atividade extremamente
complexa, devido a diversos fatores externos ao setor de saude, que séao
importantes para a manutencao e dispersao da doenca e do vetor.

A dengue esta intimamente associada com as estacdes chuvosas e altas
temperaturas. Dentre estes o clima e as alteracbes de temperatura sé&o
extremamente importantes para alterar a transmissdo desta arbovirose
(DONALISIO & GLASSER, 2002). Desta forma, para a realizacdo de estudos
sobre a dengue, é indispensavel considerar o clima, pois o vetor é diretamente
influenciado pelas condic¢des climaticas (OLIVEIRA, 2004).

As variacbes de temperatura e pluviosidade afetam diretamente a
transmissdo da dengue (RIBEIRO et al. 2006). Constatou-se ainda que a
temperatura alta favorece a proliferacdo do mosquito. Estes fatores sao
responsaveis pelo aumento da densidade vetorial e dos indices de infestacao
(OLIVEIRA, 2004).
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2.6. Inseticidas Quimicos

O controle quimico com inseticidas, de origem organica ou inorganica,
continua sendo uma das estratégias mais adotadas de manejo sustentavel, que
integrada no controle de vetores em saude publica (ROSE, 2001).

Compostos organicos que atuam sobre o sistema nervoso, como 0S
inseticidas organofosforados, carbamatos ou piretroides, atualmente sdo os mais
utilizados no controle de vetores de agente etiologico de doengcas (MELLON &
GEORGHIOU, 1984; PALCHICK, 1996).

Além destes compostos, existem ainda o0s chamados inseticidas
alternativos, como toxinas de bactérias entomopatogénicas (Bt — Bacillus
thuringiensis e Bs — Bacillus sphaericusl) e os reguladores de crescimento de
insetos (IGRs — Insetct Growth Regulators).

Devido ao mecanismo de acao toxica diferente dos que atuam no sistema
nervoso, os inseticidas IGRs destacam-se como importante alternativa de uso

para o controle de populagdes de mosquitos resistentes aqueles inseticidas.

2.6.1. Organofosforados

Os compostos organofosforados (OP), séo inseticidas derivados de ésteres
fosforicos. A principal vantagem deste inseticida € a acao rapida em relacdo aos
outros inseticidas, porém as principais desvantagens sdo o baixo poder residual e
a alta toxicidade para mamiferos (LARINI, 1999).

Atualmente os OPs mais utilizados em saude publica para o controle de
insetos em geral sédo o fenthion, temefds, malathion e fenitrothion (WHO, 1997). O
mecanismo de acdo deste grupo de inseticida é a inibicho da enzima
acetilcolinesterase; responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina

em acetato e colina. A inibicao desta enzima leva ao acumulo de acetilcolina nas
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sinapses neuronais e neuro-musculares. Esta inibicdo da enzima impede a
interrupcao da propagacdo do impulso elétrico e provoca rapidas contracées nos
musculos voluntarios, o que causa a paralisia e a morte do inseto (WHO, 1984;
WARE & WHITACRE, 2004). Na Figura 2 encontra-se a formula estrutural do
temefos; que € um dos inseticidas recomendados para o controle de larvas do
mosquito da dengue.

No Brasil, os inseticidas OP vém sendo utilizados desde o ano 1967, no
combate do mosquito da dengue Ae. aegypti (BRAGA et al. 2004). O uso
excessivo destes compostos durante décadas resultou na selecdo de varias
populacdes resistentes do mosquito da dengue (LIMA et al. 2003; BRAGA et al.
2004).

HC—Q, .3 5. O—cCH
L9 "*b, Vi
P\ ..'"._L."-‘ .I(jl/_\l‘\\ y ("-P &,
L—a 0— —5 —0 0—CH
\ W W

temephos (OP)

Figura 2. Estrutura quimica do inseticida temefés.

2.7. Resisténcia a inseticidas quimicos

A resisténcia é definida como a habilidade de um organismo de tolerar
concentracbes de toxicos que seriam letais para a maioria da populagédo
susceptivel da mesma espécie (LIMA, 2003).

A resisténcia pode ser considerada como um processo de evolucdo
acelerada de uma dada populagéo, que responde a uma intensa pressao seletiva.

Como consequéncia desta presséao seletiva, sobrevive apenas aqueles individuos
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em cujo material genético, possua genes alelos que conferem a resisténcia
(BRAGA & VALLE, 2007).

A resisténcia também pode ser cruzada e multipla, que se manifesta para
dois ou mais compostos quimicos de grupos quimicos distintos. A resisténcia
cruzada ocorre com um Unico mecanismo que confere resisténcia a dois ou mais
compostos. A resisténcia mdaltipla ocorre quando pelo menos dois mecanismos
coexistentes, que conferem resisténcia a dois ou mais compostos quimicos (IRAC-
BR, 2006; MONTELLA et al. 2007).

Segundo MILLER (1988), a resisténcia pode ser classificada em quatro
tipos: comportamental, reducao da penetracdo do inseticida, por alteracdo do sitio
alvo e resisténcia metabdlica.

No Brasil, o controle do Ae. Aegypti é realizado com o temefés desde 1967
(MINISTERIO DA SAUDE, 1968). A resisténcia do vetor a este larvicida tem sido
relatado nos Estados de Goias, MARCORIS et al. (1995), Rio de Janeiro, Alagoas,
Sergipe (BRAGA et al. 2004), Ceara (LIMA et al. 2006), Manaus (PINHEIRO &
TADEI, 2002), Distrito Fedfoil (CARVALHO et al. 2004) e na cidade de Santos
(MARCORIS et al. 2003).

2.8. Larvicidas alternativos ao temefés para o controle de Aedes

aegypti

Divido aos diversos relatos da resisténcia de populacdes de Ae. Aegypti ao
larvicida temefés, estudos com inseticidas com mecanismos de acdo diferente,
vem sendo desenvolvidos como controle alternativo. Exemplos bastante
promissores sdo os reguladores do desenvolvimento de insetos (IGR; do inglés —
Insect Growth Regulator).

Os IGRs mais utilizados para o controle de mosquitos pertencem ao grupo

das benzoil-feniluréias (inibidores de sintese de quitina e seus analogos sintéticos
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(CSI, do inglés chitin synthesis inhibitor).), ou entdo sdo compostos quimicamente
relacionados ao horménio juvenil (AHJ) (SLAMA et al. 1974).

2.8.1. Reguladores de Crescimento de insetos

Em comparagédo com os inseticidas convencionais, os IGRs agem de forma
diferente, pois atuam seletivamente no desenvolvimento, metamorfose e
reproducdo dos insetos alvo, ao invés de causarem intoxicacdo direta
(HOFFMANN & LORENZ, 1998; MARTINS & SILVA, 2004).

A maioria dos IGRs é eficaz no controle de vetores, incluindo os que
apresentam resisténcia aos inseticidas convencionais, devido seu mecanismo de
acao diferencial (SILVA & MENDES, 2002; THAVARA et al. 2007).

Os IGRs podem ser divididos em trés grupos de acordo com seu modo de
acdo: analogos e antagonistas do horménio juvenil; andlogos e antagonistas de
ecdisona e inibidores de sintese de quitina (CSI - chitin synthesis inhibitor) (GRAF,
1993); (HOFFMANN & LORENZ, 1998; KOSTYUKPVSKY & TROSTANETSKY,
2006).

Os aspectos positivos e de grande importancia dos IGRs é serem de baixa
toxicidade para mamiferos e de degradacdo rapida no ambiente
(KOSTYUKPVSKY & TROSTANETSKY, 2006). Entretanto, podem causar danos
aos artropodes nao-alvo e desequilibrar os ecossistemas. Contudo, varios estudos
demonstram que a utilizacdo dos IGRs causa baixo impacto ambiental (ALl &
KOK-YOKOMI, 1989); (ARREDONDO-JIMENEZ & VALDEZ-DELGADO, 2006).

Os IGRs causam anormalidades e efeitos retardados nos insetos como
aberracbes morfogenéticas, declinio na reproducdo e fertiidade e falhas na
reproducédo (MULLA, 1995).
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2.8.2. Inibidores de Sintese de Quitina

A quitina (N-acetilglucosamina e glucosamina) € um dos polimeros
biolégicos mais abundantes. Este polimero é produzido em grandes quantidades
por insetos invertebrados e por crustaceos, e em pequenas quantidades por
moluscos, anelideos e nematoides (ovos) (COHEN, 2001).

O exoesqueleto dos insetos € constituido por trés partes na seguinte ordem:
cuticula, a mais externa, epiderme e a membrana basal. A cuticula do
exoesqueleto, por sua vez, divide-se em trés partes distintas: epicuticula,
exocuticula e endocuticula (TELLAM et al. 2000).

A quitina € o componente fundamental do exoesqueleto, e esti presente
somente na endocuticula e na exocuticula, e fornece suporte mecéanico e
estrutural ao exoesqueleto. A principal funcdo da quitina € a protecdo contra
possiveis agressfes ambientais. Por possuir um exoesqueleto rigido, os insetos
necessitam realizar mudas periddicas (BOGWITZ, 2005).

O processo de construcdo de um novo exoesqueleto envolve varias etapas,
iniciando-se pela degradacdo da cuticula antiga; sintese dos componentes para a
nova cuticula, no qual ocorre uma multiplicacdo das células da epiderme; seguida
pela apodlise: processo de separacdo das células epidérmicas da cuticula,
precedente pela secrecdo do fluido de muda e, assim, ocorre a formacdo da
membrana. A formacgéo da nova cuticula inicia-se ap0s a secrec¢do de proteinas da
cuticula e fibras de quitina pelas membranas apicais das células epidérmicas.
Assim ocorre a formacdo de uma cuticula quitinosa ndo esclerotizada, a
procuticula. A procuticula é responsavel por fechar a epiderme e protegé-la contra
as enzimas digestivas do fluido da muda. Apds todas estas etapas, finalmente
ocorre a ecdise e a liberacdo da cuticula velha, que proporciona a expansao da
nova cuticula antes de seu enrijecimento por esclerotizacdo (MERZENDORFER &
ZIMOCH, 2003).

Portanto, interferéncias em qualquer um dos estagios envolvidos com o

processo de muda, seja por fontes enddégenas de hormonios ou de seus analogos
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sintéticos, resultam na interrupcdo no desenvolvimento do inseto (HOFFMANN &
LORENZ, 1998).

Os inibidores de quitina, deferentemente dos analogos do hormonio juvenil,
agem nas larvas durante o processo de muda e nao ocorre a liberacdo completa
da cuticula procedente, possivelmente devido a inibicdo da deposi¢ao de quitina, o
gue impede que se livrem da cuticula velha (MULLA, 1995).

Muitas substancias sdo capazes de inibir a sintese de quitina em insetos,
mas a grande maioria pertence ao grupo das benzoil-fenil-uréias (BPU),
(MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003; MERZENDORF, 2005).

O mecanismo de acdo das BPU, ainda ndo esta completamente
esclarecido. Porém, varios estudos relatam que estes compostos interferem na
atividade ou biossintese de quitina-sintetase, enzima-chave, para a sintese de
quitina (TELLAM et al. 2000; MERZENDORFER & ZIMOCH, 2003). As BPU
causam efeito pronunciado sobre as larvas e impede a sobrevivéncia & muda,
devido a malformacéo da cuticula nova (GRAF, 1993).

Os efeitos causados pela acdo destes inibidores de sintese de quitina ja
foram comprovados por varios autores, que utilizaram diferentes tipos de insetos.
VASUKI (1992), constataram que o inibidor de sintese de quitina hexaflumuron,
causou inibicdo total na emergéncia de adultos viaveis na concentracdo de 0,001
a 0,1 mg/L.

CHARMILLOT et al. (2001) verificaram que os compostos diflubenzuron,
hexaflumuron e triflubenzuron possuem alto potencial larvicida e ovicida sobre
Cydia pomonella. O BPU Alsystin afeta o desenvolvimento e a secrecdo da
cuticula de larvas de Culex pipiens pipiens, e causa reducdo significativa no
tegumento, quando comparados com o grupo controle (REHIMI & SOLTANI,
1999).

BATRA et al (2005) verificaram que 0,2 ppm de triflumuron produz, em
laboratério, 100% de inibicdo da emergéncia de adultos de Anopheles stephensis,
Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus.

Alteracbes morfologicas internas e externas foram constatadas por

BORGES et al. (2004) em larvas de Ae. aegypti as concentracfes 0,1 e 1,0 mg/L
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de DFB. As alteracbes externas observadas foram as seguintes: superficie
corporal destruida, aspecto corporal escurecido e segmentos corporais

danificados. O que caracteriza a agao deste grupo de inseticidas.

2.8.2.1. Diflubenzuron (DFB)

O diflubenzuron (DFB), 1 — (4 — clorofenil) — 3 — (2,6 — difluorobenzoil) uréia,
€ um composto que inibe o crescimento dos insetos, conhecido pela sigla IGRs

(insect growth regulator), cuja formula estrutural encontra-se na Figura 3.

benzoyl wurea

Figura 3. Estrutura quimica do inibidor de sintese de quitina diflubenzuron (A), grupo
benzoil-fenil-uréia (B).

A dissipacdo do DFB na agua ocorre por hidrélise e fotélise. Em condi¢des

com temperatura de 25 °C, devido a hidrélise, a meia vida do DFB foi superior a
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180 dias em 4gua com pH 5 e 7 e 32,5 dias em pH 9. Portanto, € um composto pH
dependente. Em relacdo a fotdlise, este produto é razoavelmente estavel (WHO,
2006).

Quanto ao uso em saude publica, o DFB € eficiente contra as larvas do Ae.
aegypti (SECCACINI et al. 2008). O DFB foi eficaz no controle de larvas de
populagbes de Ae. aegypti oriundas da cidade de Uberlandia (SILVA, 2006; SILVA
& MENDES, 2007). O DFB também foi eficaz para populacbes desta espécie de
mosquito da Malasia (CHEN et al. 2008).

MARTINS & SILVA (2004) avaliaram a atividade inibidora do DFB na ecdise
de larvas do Ae. aegypti e constataram que o larvicida € eficiente para o combate
ao mosquito transmissor da dengue.

Recomenda-se que o produto seja aplicado nos estadios iniciais de
desenvolvimento larvario do inseto, que normalmente ocorre nos locais mais
comuns a postura de ovos (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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Il. MATERIAL E METODOS

3.1. Em laboratorio

3.1.1. Origem das larvas de Ae. aegypti utilizadas no experimento

As larvas utilizadas no experimento foram obtidas de ovos provenientes de
colénias mantidas no insetario do Laboratorio de Fisiologia e Controle de
Artropodes Vetores, Instituto Oswaldo Cruz, LAFICAVE sediado no Instituto de
Biologia do Exército. Os ovos foram ovipositados em papeis de filtro.

Os ovos foram da cepa de laboratorio Rockefeller, susceptivel ao temefos e
das populagcbes A e B do Municipio do Rio de Janeiro, com comprovada

resisténcia ao temefos.

3.1.2. Criagéao das larvas a serem utilizadas

Os papéis de filtro com os ovos foram colocados em recipientes plasticos
contendo agua proveniente da rede de abastecimento do Campus da UNESP de
Jaboticabal. A agua foi reservada em barrilete de 50 L com aeracdo externa por 24
horas, para evaporacao de cloro.
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Os papeis-filtro com os ovos foram cortados em pedagos pequenos e
colocados em copos descartaveis de 50 mL, contendo a agua de criacdo (dgua
retirada das bacias de criagdo), que antecipadamente foi passada por uma
peneira, para eliminar resquicios de outras populacdes. O uso da agua oriunda de
uma criacao prévia susceptivel serve como estimulo para ecloséo das larvas.

As larvas recém-eclodidas, com aproximadamente uma hora de idade,
foram transferidas para bandejas retangulares (33x24x8 cm) contendo litro de
agua desclorada e 1 grama de ragéo para gatos (Friskies®, Purina, Camaqué/RS)
(Figura 4). As larvas utilizadas nos ensaios permaneceram nas bacias por
aproximadamente trés dias ou até que atingissem o terceiro estadio larval (L3).

Figura 4. Bandeja de criacdo, para larvas de Ae. aegypiti.

A criacdo de espécimes para utilizagdo nos ensaios foi realizada em sala
climatizada com a temperatura controlada de em 26+2°C.

3.1.3. Espécimes utilizados nos ensaios

Nos ensaios foram utilizadas a cepa Rockefeller e as populacdes de campo

(A e B) da geracdo F1. A cepa Rockefeller foi utilizada em todos os ensaios como
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padrdo de susceptibilidade. Essa cepa foi originalmente estabelecida no
Rockefeller Institute (Nova York, NY) por DW Jenkins em 1959. Esta cepa é
utilizada como padrdo de susceptibilidade a inseticidas para em todo o mundo
(HARTBERG & CRAIG-JR, 1970).

3.1.4. Inseticidas utilizados

3.1.4.1. Organofosforado — Temefds

Os ensaios com o organofosforado temefds foram realizados a partir de
uma solucéo estoque de 3g.L™, com temefés em grau técnico (Pestanal® 95,6%),
previamente preparada em etanol PA. Esta solucdo estoque foi mantida em
freezer com a temperatura entre 4 -10 °C, e usada por até um més apos o
preparo.

A solucéo de uso foi preparada em etanol PA a partir da solucdo estoque 15
minutos antes da instalacdo dos ensaios de laboratério. As concentracbes dos
tratamentos dos ensaios foram constituidas a partir de aliquotas da solucéo de

uso.

3.1.4.2. Inibidor de sintese de quitina - diflubenzuron

O diflubenzuron em grau técnico (Champion® 99,6%) foi utilizado nos
ensaios de laboratério, para a avaliacdo da inibicdo da emergéncia de adultos de
Ae. aegypti.

A solucdo-estoque foi preparada com 0,01g diluidas em acetona PA e

mantidas em freezer a -40 °C. A solucéo de uso foi preparada em acetona PA a
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partir da solucdo estoque 15 minutos antes dos ensaios de laboratorio. As
concentracdes dos tratamentos dos ensaios foram constituidas a partir de

aliquotas da solucédo de uso.

3.2. Ensaios realizados

Inicialmente foram realizados ensaios preliminares com amplo espectro de
dosagens do temefds para determinar o intervalo de mortalidade (0 e 100%) para
cada populacdo de larvas em estudo. Em seguida foram realizados os ensaios
definitivos para calcular as concentracOes efetivas: Concentracdo Letal 95%
(CL95), para o temefés e Inibicdo de Emergéncia (IE) para o diflubenzuron.

As larvas das Populacdes A e B foram classificadas pela resisténcia ao
temefds pelas classes de resisténcia estabelecidas por MAZZARI & GEORGHIOU
(1995), que séo as seguintes: valor de RR < 5 = Resisténcia baixa; 5 > RR < 10 =

Resisténcia intermediaria; e RR > 10 = Resisténcia alta.

3.2.1. Ensaios de dose-resposta

Os primeiros ensaios foram realizados com a cepa de referéncia
Rockeffeller, para a obtencdo dos valores da razéo de resisténcia (RR95) das
populacdes em estudo.

Os valores de RR95 foram calculados a partir da divisdo dos valores
calculados de CL ou IE das popula¢cbes pelos valores correspondentes da cepa
referéncia (OMS 1981; MAZZARI & GEORGHIOU 1995; OMS 2005), de acordo
com a formula seguinte:

RR = CL ou IE Pop. Resistente / CL ou IE Pop. Suceptivel.
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3.2.1.1. Ensaios com o temefds

Os trés ensaios com o temefds foram realizados com dez tratamentos: nove
concentracoes distintas para a cepa Rockefeller e para as populacdes de campo A
e B, e um controle, com cinco repeticdes. As concentracdes de temefés em (ug/L)
foram:

- Para a cepa Rockefeller: 0,16; 0,24; 0,39; 0,54; 0,69; 0,84; 1,5; 2,1 e 3,0.

- Para a Pop A: 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0; 21,0; 24,0 e 30,0.

- Paraa Pop B: 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0 e 13,5.

As parcelas experimentais foram compostas por recipientes de vidro com
capacidade para 250 mL, identificados e preenchidos com 80 mL de &gua
desclorada, contendo as concentragfes de temefds.

Aproximadamente quinze minutos apés a diluicdo do temefés nos
recipientes, as larvas foram transferidas aos mesmos, junto com os 20 mL de

agua restante, completando um volume final de 100 mL por repeti¢éo (Figura 5).

A B

Figura 5. Recipientes de vidro de um ensaio concentracdo-resposta para avaliacdo de
resisténcia das larvas da populacao susceptivel Rockefeller (A) e da populacéo
de campo (B) ao temefos.
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Os ensaios foram realizados em sala climatizada com temperatura
controlada (26+2°C). As larvas foram mantidas em contato com o temefés por 24
horas, quando foi registrado o nimero de larvas vivas e mortas. O critério utilizado
para determinacdo da mortalidade das larvas foi o proposto pela OMS (1981).
ApGs a contagem, todas as larvas foram descartadas.

Os ensaios foram repetidos trés vezes em dias diferentes. Os valores de
mortalidade obtidos, médias de trés ensaios, foram transformados em probit
(Raymond, 1985) para calcular os valores de CL95.

Os valores de razéo de resisténcia das larvas das popula¢gdes A e B foram
calculados por meio da divisdo da CL95 da populagédo A ou B pela CL95 da cepa
Rockefeller.

3.2.1.2. Ensaios com diflubenzuron

Os ensaios foram realizados em sala climatizada com temperatura e
controlada, de 26 = 2°C. Os trés ensaios com o diflubenzuron foram realizados
com nove tratamentos: oito concentracdes do larvicida (pg/L): 0,4; 0,8; 1,2; 1,6;
2,0; 2,5; 3,0 e 3,5; e um controle, com cinco repeticbes. O procedimento
experimental utilizado foi o protocolo estabelecido por BELLINATO (2007).

As parcelas experimentais utilizadas foram compostas recipientes de vidro
transparentes com capacidade para 250 mL, com 130 mL de agua-desclorada
contendo as concentragdes do DFB (Figura 6).

Uma solucéo de 1g de ragcao para gatos (Friskies®, Purina, Camaqua/RS),
diluida em 100 mL de agua desclorada foi feita, a partir dela foi adicionado 1 mL,
em cada recipiente. Esta quantidade de comida foi o suficiente para todo o periodo
de ensaio, esta foi aplicada somente uma vez, no dia da montagem do

experimento.
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A B

Figura 6. Recipientes de vidro de um ensaio com o diflubenzuron: controle (A) e
tratamento com o larvicida (B).

Apés 30 minutos da diluicio do DFB nos recipientes, 10 larvas (L3)
previamente separadas foram transferidas aos recipientes junto com os 20 mL de
agua, completando um volume final de 150 mL por réplica. No segundo dia, os
recipientes foram tampados com tela de nylon (afixada com elastico), para evitar a
fuga de possiveis adultos emergidos.

As avaliacbes foram realizadas diariamente por meio do registro da
mortalidade das larvas e o numero de adultos emergidos pela presenca de
exuvias limpas (MULLA 1974; MULLA et al 2003). Os adultos presos as exuvias
foram considerados mortos.

O ensaio foi encerrado quando n&do havia mais larvas e/ou pupas vivas nos
controles. Os dados obtidos foram transformados em probit (Raymond 1985) para
realizar os célculos dos valores de CL95. Com os valores de CL95 foi calculada a
razao de resisténcia das populacdes pela divisdo da CL95 das populacbes A e B,

pela cepa Rockefeller.
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3.3. Testes de campo

O periodo de controle das larvas das populacdes A e B e da cepa
Rockefeller ao DFB foi testado em condicbes de campo, com trés recipientes
compostos com 0s seguintes materiais: plastico (vasos), vidro (aquarios) e

borracha (pneus cortados transversalmente).

3.3.1. Local de realizacao dos testes

O ensaio sobre periodo de controle das larvas com o DFB nos recipientes de
plastico, vidro e borracha foi realizado no Laboratorio de Ecotoxicologia dos
Agrotoxicos e Saude Ocupacional, do Departamento de Fitossanidade, da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista,
Campus de Jaboticabal.

Os ensaios foram realizados em &rea externa em um local de
aproximadamente 12 m?, cercada para evitar a entrada de pessoas ou qualquer
tipo de animal, com cobertura de telhas de amianto, para proteger os recipientes
testes da chuva e da incidéncia direta do sol, com passagem parcial de luz solar
(Figura 7).

Figura 7. Locais de estudo dos ensaios testes de campo.
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3.3.2. Concentracédo de diflubenzuron utilizada

Neste estudo foi utilizado o produto comercial DIFLUBENZURON 25%
Champion, na formulacdo p6 molhavel, com 25% do ingrediente ativo, fabricado
pela empresa Champion Farmoquimica Ltda, Brasil. Em todos os tratamentos foi
utilizada a concentracéo de 0,25 mg/L, obtida a partir de uma solucdo estoque de
750 mg/L (3,0 g da formulag&o/L de agua destilada), que foi homogeneizada com

agitador magnético.

3.3.3. Preparacéo dos recipientes para a exposicao de larvas

No primeiro ensaio, com a cepa suscetivel Rockefeller (agosto-setembro
2011), e no segundo, com a Pop A (outubro-novembro 2011), foram utilizados
recipientes de:

- Borracha compostos por bandas de pneus cortados transversalmente, de

aro 14,

- Aquérios de vidro com capacidade para 3L, €;

- Vasos plasticos com capacidade de 10L.

No terceiro ensaio, com a Pop B (marco-maio 2012), foram utilizados
recipientes de:

- Borracha compostos por bandas de pneus cortados transversalmente, de

aro 17,5;

- Aquario de vidro com capacidade de 10L, e;

- Vasos plasticos com de 10L.

Cada recipiente utilizado para a exposicao de larvas nos dois primeiros
ensaios foi preenchido com 2 litros de agua. No terceiro ensaio, 0S trés os
recipientes foram preenchidos com 6 litros de agua. A agua utilizada nos trés

ensaios foi proveniente da rede de abastecimento do Campus da UNESP de
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Jaboticabal. A agua foi mantida em reservatérios de amianto com capacidade de
1000L, dois dias antes de ser colocada nos recipientes.

Os tratamentos utilizados nos trés ensaios para os trés tipos de recipientes
foram realizados com a concentracéo de 0,25 mg de DFB/L, com cinco repeti¢coes
e um tratamento controle para cada repeticdo, totalizando dez repeticbes para
cada tipo de material do recipiente. Em cada recipiente foram colocadas 20 larvas
no estadio L3 depois de 24 hora da diluicdo do DFB nas aguas.

Todos os recipientes de estudo foram cobertos com telas de nylon (tunil),
para evitar a colonizacdo de mosquitos de campo e também para evitar que

eventuais mosquitos do teste escapassem (Figura 8).

Figura 8. Recipientes utilizados para a realizacdo dos ensaios testes de campo, para
avaliacdo do periodo de controle das larvas de Ae. aegypti pelo DFB.

A cada seis dias de exposicao, as larvas vivas e mortas, pupas e adultos
formados foram registrados e retirados dos recipientes. Em seguida, novas 20
larvas no estadio L3 foram colocadas e expostas por mais seis dias, e assim
sucessivamente. O primeiro e 0 segundo ensaios foram conduzidos até a sexta

semana e o terceiro, até a décima semana de exposicdo das larvas do mosquito
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ao DFB. O critério para determinar o sucesso da emergéncia dos adultos foi a
deteccgédo de exuvias limpas de pupas (MULLA, 1974; MULLA et al. 2003a).

Apoés a retirada das larvas, pupas e adultos a cada seis dias, foram
registrados a temperatura, o pH, o oxigénio dissolvido e a condutividade elétrica
das aguas dos recipientes com a sonda da marca Uribe, modelo YSI 156. Os
dados dos parametros de agua foram analisados pelo Coeficiente de Correlagéo
de Pearson, com nivel de significancia a 5%.

A mortalidade das larvas foi corrigida, em relagcdo ao tratamento controle de

cada recipiente, com o uso da formula de ABBOTT (1925), descrita a seguir:

Mc(%) = %Mo - %Mt x 100, onde:
100 - %Mt

Mc = Mortalidade corrigida
Mo = Mortalidade observada

Mt = Mortalidade na testemunha

As médias das mortalidades corrigidas dos tratamentos com os trés tipos de
material dos recipientes foram comparadas com o teste estatistico de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade. Os célculos foram realizados com o programa
computacional SISVAR (FERREIRA, 1999).

O critério utilizado neste trabalho para a determinacdo do periodo de
controle das larvas pelo DFB foi a ocorréncia de mortalidade de larvas acima de
80%.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. Ensaios de Laboratério

41.1. Temefos

Inicialmente foi constatado que ocorreu mortalidade inferior a 10% das
larvas nos tratamentos controles dos ensaios realizados. Os valores de CL95
calculados para a cepa Rockfeller e para as populacoes A e B e a razdo de
resisténcia encontram-se na Tabela 1. Pelos valores de razdo de resisténcia
(RR95) a Populagéo A classifica-se com resisténcia intermediaria, RR95 = 7.,5; (5
< RR95 < 10) ao temefds e a Populacdo B, baixa RR95 = 4,0; (RR95 < 5). De
acordo com este critério as duas populacfes testadas sao resistentes ao temefés;
apesar de apresentarem valores de RR95 proximos, as larvas da Populacdo A sdo
mais resistentes ao temefés que as da Pop B, quando comparadas com a cepa

Rockefeller.
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Tabela 1. Valores de concentracdo letal (CL95) média e de razdo de resisténcia
(RR95) das larvas das populacdes A e B ao temefés (média de trés

ensaios).

Populacao Geracéo CL95 (pg/L) RR95
Rock .. 4,00 1,00
Pop A F1 30,00 7,50
Pop B F1 16,00 4,00

4.1.2. Diflubenzuron

Inicialmente foi constatado que ocorreu mortalidade inferior a 10% das larvas
nos tratamentos controles dos ensaios realizados. Os valores de CL95 calculados
para a cepa Rockfeller e para as populacbes A e B e a razdo de resisténcia
encontram-se na Tabela 2.

Pelos valores de raz&o de resisténcia (RR95) as larvas das populacdes A e B

classificam-se com de resisténcia baixa (RR95 < 5) ao DFB.

Tabela 2. Valores de concentracéo letal (CL95) média e de razdo de resisténcia
(RR95) das larvas das populacbes A e B ao DFB (média de trés

ensaios).
Populacéao Geracao IE95 (ug/L) RR95
Rock 2,88 1,00
Pop A F1 3,33 1,07

Pop B F1 3,11 1,15
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Os valores de RR95 obtidos nos ensaios foram muito baixos, nao
ultrapassando 1,15. A pop A apresentou RR95 igual a 1,07, proximo ao da cepa
susceptivel. Esta populacdo apresenta RR intermediaria ao temefds, porém foi
altamente susceptivel ao DFB. O valor de RR95 para as larvas da Pop B foi
proximo ao da Pop A.

As populacdes de campo exibiram padrdes de resposta similares pra o DFB
aos encontrados pela cepa susceptivel Rockefeller, independente do seu nivel de
resisténcia ao organofosforado temefés (Tabela 3). Portanto, ndo existe relacdo

entre a resisténcia das larvas ao temefds e a susceptibilidade ao DFB.

Tabela 3. Comparagdo entre o nivel de resisténcia ao temefés e ao DFB de
populacdes de Aedes aegypti.

Temefos Diflubenzuron
Populacéo Geracéao RR95 RR95
Rock . 1,00 1,00
Pop A F1 7,50 1,07
Pop B F1 4,00 1,15

Na Figura 9 encontram-se os resultados de Inibicdo de Emergéncia de
adultos das larvas cepa Rockfeller e para as populacdes de campo expostas as

diferentes concentractes de DFB.
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Figura 9. Valores médios de inibicdo da emergéncia de adultos apds exposicdo das

larvas ao DFB.

Na Figura 10 encontram-se os valores de mortalidade causada pelo DFB

nos diferentes estagios de desenvolvimento dos mosquito da Pop A (RR95 de

1,07 para diflubenzuron). Verifica-se que ocorreu inibicdo total de formacdo de

adultos pelo DFB a partir da concentracdo de 2,0 pg.L?, e para a cepa

Rockefeller, a partir da concentracdo 3,5 pg.L™.
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Figura 10. Valores médios de mortalidade dos estagios de desenvolvimento do mosquito
da dengue a partir de larvas expostas ao DFB.

Nos ensaios foi observado que além do efeito concentragdo-dependente

sobre a mortalidade, o DFB também causou anormalidades similares as

observadas em espécimes mortos apds a exposi¢do continua ao DFB em outros

estudos. Por exemplo, com o novaluron, também do grupo IGR, em larvas de Ae.
aegypti (AWAD & MULLA, 1984 e BRAGA et al., 2005b).
Tais anormalidades foram classificadas por AWAD & MULLA (1984) e

BRAGA et al., (2005) em: mortalidade em larva, mortalidade como pré-pupa, pupa

albina, pupa distendida, pupa com adulto visivel no interior, adulto com

emergéncia parcial e adulto com tarsos deformados (Figura 11).
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Figura 11. Anormalidades morfologicas observadas em larvas, pupas e adultos apos
exposic¢do continua desde o terceiro estadio larval ao novaluron. Identificagéo
das anomalias de acordo com AWAD & MULLA (1984) e BRAGA et al,
(2005b). Fotos de Giglio NF e Rezende GL.

A utilizacdo de inseticidas quimicos para o controle do mosquito da dengue
intensificou-se apos a primeira epidemia em 1986. Devido a extensa utilizacdo do
organofosforado temefos, relatos de resisténcia comecaram a surgir. Por isso é de
extrema importancia verificar o nivel de resisténcia desse mosquito aos inseticidas
utilizados.

O teste recomendado para tal constatacdo € o de concentracdo-resposta,
onde é possivel verificar os niveis de alteracdo de susceptibilidade, no qual o
resultado de razdo de resisténcia é obtido em comparacdo com a cepa de

referéncia.
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Devido a ocorréncia de resisténcia aos inseticidas usados repetidamentes,
€ necessario a avaliacdo da eficacia de novos compostos com mecanismos de
acao toxica diferentes. No caso de larvas do mosquito da dengue resistentes ao
temefds, o DFB pode ser utilizado com alta eficacia de controle.

Em estudos com diferentes concentracdes de DFB foi constatado eficacia
no controle de larvas de Ae. Aegypti, com reducdo de emergéncia entre 85 e 90%,
a partir da concentracdo na 4gua de 0,1 mg/L (MARTINS & SILVA, 2004).

Para as larvas de populacdes resistentes ao temefds, foi constatado neste
estudo a efichcia do DFB em concentracbes na agua bem menores que as
utilizadas por outros autores. BATRA et al. (2005) obtiveram 100% na inibicdo de
emergéncia de adultos de Ae. aegypti e Anopheles stephensi com a concentracao
de 0,02 mg/L. KAMAL & KHATHER (2010) obtiveram 50% na inibicdo de
emergéncia de adultos de Ae. aegypti com a concentracdo de 0,00036 mg/L de
DFB.

Outros larvicidas inibidores de crescimento de insetos como novaluron
também sao eficientes para o controle de outros insetos como Musca domeéstica
(CETIN et al. 2006), Leptinotarsa decemlineata (MALINOWSKI & PAWINSKA,
1992) e flebotomineos (MASCARI et al. 2007).

Conforme os resultados obtidos (Figuras 9 e 10) a eficacia do DFB para o
controle de larvas de Ae.aegypti € concentracdo-dependente. Quanto maior a
concentracdo, mais precoce € a mortalidade.

MULLA et al. (2003) constataram 100% de inibicdo de emergéncia de larvas
de Ae. aegypti, de segundo e quarto instar, nas concentracdes de 0,25 e 1,0 mg/L
de novaluron. FONTOURA et al (2012), também com o novaluron, obtiveram
inibicdo de 100% de adultos viaveis com a concentracdo de 0,4 pug/L. MARTINS et
al. (2008), com o triflumuron; obtiveram, com a cepa Rockefeller, a inibicdo de
emergéncia de 90% com a concentracdo de 1,8 ug/L.

As trés populacbes de larvas testadas foram susceptiveis ao DFB,
independente de seu nivel de resisténcia ao temefés. As populacdes A e B tém

sensibilidade ao DFB similar a da cepa de referéncia.
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Estudos comprovam que populacbes de campo resistentes a inseticidas
guimicos podem ser mais susceptiveis a IGRs que populacdes de laboratorio,
conforme a constatacdo de FONTOURA (2012) de que larvas de Aedes aegypti
resistentes ao temefés foram mais sensiveis ao novaluron do que a cepa

referéncia.

4.2. Testes em Campo

Nestes ensaios de campo foi constatado que o DFB causou a morte das
larvas do mosquito ao longo de dias, devido ao seu modo de acao. A mortalidade
se tornava mais expressiva a partir do quinto dia de exposicdo das larvas ao
produto. Este efeito ja era esperado e, por isto as avaliagbes foram estabelecidas
para serem realizadas no sexto dia de exposicao. Os testes foram realizados com
a concentracao de 0,25 mg/L, conforme certificado pelo Ministério da Saude.

No primeiro ensaio, com a cepa suscetivel Rockefeller (agosto-setembro
2011), o produto foi eficaz por quatro semanas para os recipientes de plastico e
borracha e de trés semanas para o recipiente de vidro (Tabela 4).

No segundo ensaio, com a Pop A (outubro-novembro 2011), o produto foi
eficaz por cinco semanas para os trés recipientes testados (Tabela 5).

No terceiro e ultimo ensaio, com a Pop B (mar¢co-maio 2012), o produto foi
eficaz por trés semanas, para 0s recipientes de plastico e vidro, e sete semanas
para o recipiente de borracha (Tabela 6).

A mortalidade de 100% dos espécimes expostos foi observada nas quatro
primeiras semanas apenas para a Pop B. Nas populacdes Rockefeller e Pop A
ocorreram variacoes na eficacia nas primeiras semanas, mas em todas ficaram

proximas a 100% de controle.
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Tabela 4. Porcentagem de Eficiéncia do DFB, para a cepa susceptivel Rockefeller,
em trés tipos de recipientes em diferentes dias de exposi¢cdo ao DFB.

Dias de Avaliacdo Recipientes -
Pneu Vaso Vidro F

6 73,2 Bb 936 Aa 946 Aa 11,72*
12 496 Cb 86,2 Aa 59,0 Cb 2,06™
18 73,8 Ba 872 Aa 88,0 Aa 41,33*
24 920 Aa 98,0 Aa 356 Db 20,13*
30 60,6 Ca 746 Ba 28,2 Db 7,94*
36 484 Cb 756 Ba 754 Ba 4,73*
F 9,06* 2,84* 26,11*

Medias seguidas de letras iguais mailsculas nas colunas, e minusculas, nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott "S hao significativo. * significativo a 5% de
probabilidade.

Tabela 5. Porcentagem de Eficiéncia do DFB, para a Populacéo resistente (Pop
A), em trés tipos de recipientes em funcdo dos diferentes dias de
exposi¢cado ao DFB.

. N Recipientes
Dias de Avaliagdo Pneu Vaso Vidro F

6 98,0 Aa 99,0 Aa 1000 Aa 0,00™
12 1000 Aa 1000 Aa 1000 Aa 14,78 *
18 98,0 Aa 66,0 Chb 100,0 Aa 51,67*
24 720 Ba 75,0 Ba 754 Ba 0,95™
30 92,8 Aa 83,8 Ba 852 Ba 14,11*
36 658 Ba 45,6 Db 754 Ba 0,04™
F 9.06* 50,23* 6,06*

Medias seguidas de letras iguais mailsculas nas colunas, e mindsculas, nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott. n/s ndo significativo. * significativo a 5% de
probabilidade.
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Tabela 6. Porcentagem de Eficiéncia do DFB, para a Populagéo resistente (Pop
B), em trés tipos de recipientes em fungdo dos diferentes dias de
exposi¢cao ao produto.

. N Recipientes

Dias de Avaliagdo Pneu Vaso Vidro F
6 1000 Aa 1000 Aa 1000 Aa 0,00™
12 1000 Aa 100,0 Aa 1000 Aa 0,00™
18 1000 Aa 100,0 Aa 1000 Aa 0,00™
24 84,0 Ba 65,2 Bb 722 Bb 451.40*
30 850 Ba 65,6 Bb 500 Cb 913.26*
36 95,0 Aa 530 Cb 580 Cb 2631.66*
42 95,0 Aa 52,2 Cc 67,0 Bb 2362.40*
48 650 Ca 53,6 Ca 58,2 Ca 164.46*
54 46,4 Da 458 Ca 314 Db 360.60*
60 340 Eb 50,2 Ca 30,2 Db 564.06*
F 51,27* 45,46* 60,97*

Medias seguidas de letras iguais mailsculas nas colunas, e minusculas, nas linhas, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott. n/s ndo significativo. * significativo a 5% de
probabilidade.

A diferenca de seis e dez semanas de conducdo dos ensaios de campo ndo
alterou o periodo de controle das larvas pelo DFB com base no critério de 80% de
mortalidade.

Foi possivel também observar que, ao longo das semanas, a mortalidade
variou, aumentando e diminuindo no mesmo recipiente tratado. Observages
similares as encontradas neste estudo também foram constatadas em outros
estudos com diversas classes de larvicidas para o controle de larvas de Ae.
Aegypti. FONTOURA et al. (2012) realizaram testes de campo com o novaluron,
também do grupo dos inibidores de sintese de quitina, em baldes de plasticos,
com larvas com altos niveis de resisténcia ao temefds. Constataram que o periodo
residual foi de 42 dias em ambiente externo.

MULLA et al. (2003) com novaluron, nas concentracdes de 0,05 a 1,0 mg/L,
testadas em condigbes de campo, em reservatorios de agua, observaram que o

controle das larvas foi de 100% no periodo de trés meses.
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THAVARA et al (2007), com o DFB, na formulacédo de pastilhas aplicadas
em reservatorios para armazenamento de agua, constataram que na menor
concentracao testada de 0,02 mg/L, a eficacia foi de 100%, por um periodo de 21
semanas.

LIMA et al (2005) com Bti, em simulados de campo, constataram niveis de
mortalidade superior a 70%, por um periodo de duas a cinco semanas, aplicados
nos recipientes de plastico, cimento e amianto.

BATRA et al (2005) com triflumuron em ensaio de campo, observaram que
este inibidor de sintese de quitina causa 100% de inibicdo na formacéo de pupas,
guando expostos a concentragédo de 0,5 mg/L.

Essas variagbes foram também detectadas para outras espécies, como
observado por ARREDONDO-JIMENEZ e VALDEZ-DELGADO (2006) com
novaluron sobre larvas de Anopheles albimanus e Culex coronator.

Os estudos com o DFB sobre a ecotoxicidade ainda sdo muito escassos,
mas ele foi classificado como extremamente toxico em testes agudos para o
microcrustdceo Daphnia magna, que depende exclusivamente da sintese de
quitina para crescer se desenvolver. Por outro lado, como ponto positivo, 0 DFB
classifica-se como praticamente ndo toxico para o peixe Poecilia reticulata e para
a macrofita Lemna minor (SOUZA, 2008).

Dentre os relatos destes estudos, observa-se que o DFB constitui-se em um
larvicida adequado para ser utilizado no controle de larvas de populacOes de Ae.
aegypti resistentes ao temefds, devido sua alta atividade inibidora na ecdise das
larvas. Por outro lado, o DFB destaca-se também por ser praticamente atoxico
para mamiferos, biodegradavel, ndo sisttmico e de baixo impacto ambiental
(FOURNET et al. 1993).

A cepa de referéncia Rockefeller, em algumas semanas dos periodos de
exposicdo (Tabelas 4) foi menos susceptivel ao DFB do que as popula¢des de
campo testadas. Esse fato pode ser resultado de diferencas na condicao
fisiologica das larvas de campo em relacdo as mantidas em laboratorio, com as da

cepa Rockefeller. Estas se desenvolvem mais rapidamente que larvas de
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populacdes do campo, por ja estarem adaptadas ao laboratério (FONTOURA et al.
2012).

Nos testes de campo, a temperatura da agua e do ambiente foram
registrados nos dias das avalia¢cdes; uma Unica vez na semana. A temperatura
média ambiental foi de 19,7 °C e a umidade relativa do ar média foi de 68,16%,
durante a conducdo do primeiro ensaio com a cepa suscetivel; de 20,06 °C e 52%
no segundo ensaio com a Populagédo A; e de 27,4 °C e 61,6%, com a Populacéo
B.

No ensaio com a cepa suscetivel Rockefeller, nos tratamentos com o DFB,
a temperatura e a condutividade das aguas ao longo do tempo de exposi¢do
apresentaram correlagdo negativa significativa a mortalidade das larvas, para os
trés recipientes testados (p<0,05), de acordo com o teste de correlacdo de

Pearson (Figura 12).
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Figura 12. Variacdo dos parametros da qualidade de agua nos diferentes recipientes ao

longo da eficicia do DFB entre os dias de exposicdo ao produto, no simulado
de campo com a cepa suscetivel Rockefeller. Teste de Coeficiente de
Correlagéo de Pearson (alfa=5%). A: r=-0,4312 e p<0,017 para Vaso; r=-0,5371
e p<0,0022 para Vidro; r=-0,4090 e p<0,00248 para Pneu; B: r=-0,5734 e
p<0,0009 para Vaso; r=-0,4954 e p<0,0054 para Vidro; r=-0,4137 e p<0,0231
para Pneu; C: r=0,1299 e p<0,4928 para Vaso; r=-0,3594 e p<0,0511 para
Vidro; r=-0,1195 e p<0,5291 para Pneu; D: r=-0,4770 e p<0,077 para Vaso; r=-
0,5407 e p<0,0020 para Vidro; r=-0,3197 e p<0,0850 para Pneu.

Nos testes com a populacdo de campo (A), os parametros de qualidade de

agua praticamente ndo apresentaram diferencas significativas, com excecdo do

pH para os recipientes vaso e vidro, que aumentou com a diminuicdo da eficacia,
(p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13. Variacdo dos parametros da qualidade de agua nos diferentes recipientes ao
longo da eficacia do DFB entre os dias de exposicédo ao produto, no simulado
de campo com a Populacédo de campo A. Teste de Coeficiente de Correlagcéo
de Pearson (alfa=5%). A: r=0,02131 e p<0,9110 para Vaso; r=0,1924 e
p<0,1601 para Vidro; r=-0,4854 e p<0,0065 para Pneu; B: r=-0,4876 e
p<0,0063 para Vaso; r=-0,0837 e p<0,6600 para Vidro; r=-0,2251 e p<0,2317
para Pneu; C: r=-0,1129 e p<0,5524 para Vaso; r=-0,2630 e p<0,1601 para
Vidro; r=0,1557 e p<0,4111 para Pneu; D: r=-0,4530 e p<0,011 para Vaso; r=-
0,3611 e p<0,0499 para Vidro; r=0,1245 e p<0,5199 para Pneu.

Para a populacdo de campo (B), ao contrario da populacdo (A), houve
correlacdo positiva entre a temperatura e a eficiéncia (p<0,05). Entretanto a
eficiéncia diminui com o aumento dos parametros condutividade elétrica, oxigénio
dissolvido e pH (p<0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Variacdo dos parametros da qualidade de agua nos diferentes recipientes ao
longo da eficacia do DFB entre os dias de exposicdo ao produto, no simulado
de campo com a Populacdo de campo B. Teste de Coeficiente de Correlacédo
de Pearson (alfa=5%). A: r=0,7087 e p<0,0001 para Vaso; r=0,8345 e
p<0,0001 para Vidro; r=0,9017 e p<0,0001 para Pneu; B: r=-0,4803 e
p<0,004 para Vaso; r=0,0413 e p<0,7755 para Vidro; r=-0,8324 e p<0,0001
para Pneu; C: r=-0,5996 e p<0,0001 para Vaso; r=-0,7389 e p<0,0001 para
Vidro; r=-0,9232 e p<0,0001 para Pneu; D: r=-0,7681 e p<0,0001 para Vaso;
r=-0,7567 e p<0,0001 para Vidro; r=-0,8244 e p<0,0001 para Pneu.

A temperatura muitas vezes pode ser um dos fatores de mortalidade das
larvas, ou até a causa, de forma isolada, altos percentuais de mortalidade. As
temperaturas muito extremas (baixas ou altas), além de provocarem a morte das
larvas, podem afetar o desenvolvimento (FONTOURA et al. (2012), o que
provavelmente ndo correu durante a realizagdo dos ensaios de campo.
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CONCLUSOES

As larvas da populacado A de Aedes aegypti tem resisténcia intermediaria e a

da populacao B, resisténcia baixa ao temefos.

O DFB inibe a emergéncia de Aedes aegypti adultos em concentracdes da
ordem de microgramas por litro de dgua (IE95 de Rockefeller 2,0 pg/L), em

condicbes de laboratorio.

O DFB é eficaz no controle da cepa Rockefeller e de popula¢gbes de campo

com resisténcia baixa e intermediaria ao temefés.

O periodo de controle do DFB (mortalidade larval acima de 80%) na
concentracao de 0,25 mg/L varia, de acordo com o recipiente, entre trés e
sete semanas em condi¢des de campo.
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