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Resumo

Introdugéo: O Temephos, durante muito tempo, foi o tnico larvicida disponivel para o controle do Aedes aegypti. O larvicida Diflubenzuron (DFB) destaca-
se como um substituto do Temephos. Objetivos: Objetivou-se avaliar o efeito do DFB sobre larvas de duas populagdes de Aedes aegypti sendo elas de
Vila Velha - ES (VVE) e Santarém - PA (STR) com distintos niveis de suscetibilidade ao Temephos e investigar as potenciais anormalidades morfolégicas
provocadas nos individuos. Métodos: Os bioensaios foram realizados com o larvicida DFB, com larvas das duas populagdes resistentes ao Temephos e com
a cepa Rockeffeller, utilizada como padrio de suscetibilidade para se obterem os valores de razio de resisténcia. Nos bioensaios com o DFB, os niumeros de
larvas, pupas e adultos foram registrados durante dez dias. O DFB causa 95% de redu¢do na emergéncia de adultos da cepa Rockefeller na concentragio
de 2,88 pug.L!, de 3,11 pg.L ™' na populagdo VVE (RR95 = 1,07) e 3,30 pg.L "' na populagdo STR (RR95 = 1,15), além de provocar anormalidades morfoldgicas
nos diferentes estigios de desenvolvimento. Resultados: O DFB, com concentragdes acima de 3,0 pug.L?, é efetivo para a VVE e para a STR, que apresentam
resisténcia intermedidria e baixa ao Temephos, respectivamente. Conclusao: Nesta concentracdo, o DFB causa a inibi¢do total da emergéncia de adultos
viaveis nestas populagdes.
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Abstract

Introducion: Temephos, for a long time was the only available larvicide to control Aedes aegypti. The larvicide Diflubenzuron (DFB) stands out as a
substitute to Temephos. Objectives: The aim was to evaluate the effect of DFB on larvae of two populations of Aedes aegypti from Vila Velha, ES (VVE)
and Santarém, PA (STR) with different levels of susceptibility to Temephos and investigate potential morphological abnormalities caused in individuals.
Methos: Bioassays were performed with the DFB larvicide, with larvae of the two populations resistant to Temephos and with Rockeffeller strain, used
as the susceptible control to obtain the ratio of resistance values. Bioassays with DFB numbers of larvae, pupae and adults were recorded for ten days.
Results: The DFB causes 95% reduction in adult emergence of the Rockefeller strain at a concentration of 2.88 p.L, 3.11 p.L* in VVE population (RR95 =
1.07) and 3.30 pg.L'in STR population (RR95 = 1.15), and causes morphological abnormalities in different stages of development. The DFB, with over 3.0
microg.L! concentrations, is effective for the VVE and the STR, which have intermediate resistance to Temephos and low, respectively. Conclusion: At this
concentration, the DFB causes total inhibition of the emergence of viable adults in these populations.

Keywords:Resistance. Insecticides, Aedes aegypti.

INTRODUGCAO

A dengue é um dos principais problemas de saude publica
nas regides tropicais e subtropicais do mundo. O principal
transmissor do virus da dengue é a fémea do mosquito Aedes
aegypti (L.) (Diptera: Culicidae)®.

Devido a grande facilidade de associagdo com os humanos, o
Ae. aegypti é essencialmente urbano. Estudos comprovam que
o periodo de desenvolvimento embrionario do Ae. aegypti é
de aproximadamente 77,4 horas®. Em geral, os ovos, que sdo
postos nas paredes de superficies que contém agua, eclodem
e completam o desenvolvimento embrionario. Entretanto,
em condi¢Oes desfavoraveis, como periodos de seca, os ovos

podem resistir viaveis por até um ano®.

O combate ao vetor da dengue é realizado por meio da
eliminacdo de criadouros potenciais; aplicacdo de larvicidas
em depdsitos de agua de consumo e uso de inseticidas para as
formas adultas, durante os periodos de transmissdo®.

O principal larvicida utilizado ha décadas no pais foi o
Temephos, na dosagem de 1,0 mg.L?, formulado em grdos
de areia, com 1% do ingrediente ativo®. O uso frequente tem
selecionado populagdes de mosquito da dengue resistentes ao
Temephos. Em dreas com populagdes resistentes, a aplicagdo
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do Temephos ndo reduz a densidade do mosquito e resulta
em falha no controle da transmissdo de doencas em diversas
regides do Brasil®®. A resisténcia de populacdes do mosquito Ae.
aegypti ao Temephos tem sido constatada em monitoramentos,
com bioensaios de dose-diagndstica e testes bioquimicos,
em diversas localidades do Pais®**. Porém, estudos recentes
relacionados com a construgdo de mapeamento de Locos de
Caracteres Quantitativos (LCQ) permitem identificar genes
candidatos envolvidos na resisténcial’2. O mapeamento LCQ ja
possibilitou a identificacdo de regides genOmicas associadas
a resisténcia aos inseticidas em mosquitos da espécie Ae.
aegypti®s.

Para contornar o problema da resisténcia das populagdes do
mosquito ao Temephos, a estratégia é substitui-lo por outro
larvicida com mecanismo de agdo diferente. Este grupo de
inseticidas inibe a enzima acetilcolinesterase que é responsavel
pela degradagdo do neurotransmissor acetilcolina em acetato e
colina. A inibicdo desta enzima leva ao acimulo de acetilcolina
nas sinapses neuronais e neuromusculares, impedindo
a propagacao do impulso elétrico e provocando rapidas
contragGes nos musculos voluntdrios, o que causa a paralisia e
a morte do inseto®®,

O Diflubenzuron (DFB), um larvicida do grupo dos reguladores
de crescimento dos insetos que pertence a classe das benzoil
fenil-ureias, destaca-se como substituto do Temephos. O DFB
inibe a sintese da quitina e causa modifica¢des fisioldgicas e
morfolégicas durante o desenvolvimento das larvas devido a
inibicdo da ecdise.

A Quitina (N-acetil-D-glicosamina) é um dos polimeros
biolégicos mais abundantes. E o componente fundamental do
exoesqueleto, e estd presente na endocuticula e na exocuticula,
fornece suporte mecanico e estrutural ao exoesqueleto do
inseto. A principal funcdo da Quitina é a protecdo contra
possiveis agressGes ambientais. Por possuir um exoesqueleto
rigido, os insetos necessitam realizar mudas periddicas de seu
exoesqueleto?’.

O DFB, na formulagdo p6é molhavel (25%) e na diluicdo de 1
mg.L-1, tem eficacia de 100% de mortalidade das larvas do Ae.
aegypti em todos os estadios de desenvolvimento®®. Além do
mecanismo de acdo diferente do Temephos nas larvas, o DFB
tem baixa toxicidade para mamiferos, é biodegradavel e causa
baixo impacto ambiental?®.

O principal efeito da exposicdo dos seres vivos ao DFB é
a formagdo de um pigmento sanguineo denominado de
metemoglobina, a qual tem a caracteristica de ndo se ligar a
molécula do oxigénio e causa a hipodxia nos drgdos em casos de
exposicdo®.

Objetivou-se avaliar o efeito do DFB sobre larvas de duas
populagbes de Ae. aegypti sendo elas de Vila Velha, ES (VVE)
e Santarém, PA (STR) com distintos niveis de suscetibilidade ao
Temephos, e investigar potenciais anormalidades morfolégicas
provocadas nos individuos.

METODOS
Origem das larvas do Ae. aegypti

As larvas utilizadas foram oriundas de ovos depositados
em cartelas de papel de filtros cedidos pelo Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores — LAFICAVE, da
Fundagdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), do Ministério da Saude -
MS, Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Nos bioensaios, foram avaliadas
duas populagbes de larvas no estadio L3 de Aedes aegypti com
indicacOes de resisténcia ao Temephos, sendo elas de Vila Velha,
ES (VVE) e Santarém, PA (STR), e a cepa Rockefeller que foi
utilizada como referéncia, pois é considerada padrdao mundial
de susceptibilidade a inseticidas para a espécie Ae. aegypti®°.

Criagdo das larvas

A criacdo das larvas e os bioensaios foram realizados em sala
climatizada (26+22C). A eclosdo das larvas foi estimulada em
agua de criagdo de larva e filtrada, em copos descartdveis de
polietileno 50 mL. As larvas recém-eclodidas foram transferidas
para bandejas de polietileno (33x24x8 cm), com 1 L de agua
desclorada e 1 g de ragdo para gatos triturada (Friskies®,
Purina, Camaqua/RS). Apds trés dias nas bandejas, ou quando
se encontravam no estadio L3, as larvas foram utilizadas nos
bioensaios.

Bioensaios com inseticidas para larvas de Ae. aegypti

Os bioensaios com o Temephos foram realizados com a solugdo
estoque de 3g.L%, preparada com etanol PA e Temephos em grau
técnico (Pestanal®, 95,6%). A solugdo-estoque foi mantida entre
4 e 10 °C em refrigerador e utilizada por até 30 dias. A solugdo
de uso foi preparada aos 15 minutos antes da realizagdo dos
bioensaios com a solugao-estoque em etanol P.A.

Os bioensaios com o DFB foram realizados com a solugao-
estoque de 0,01 g.L?, preparados em acetona P.A. e DFB em grau
técnico (Champion - 99,6%). A solugdo-estoque foi mantida em
um freezer a -402C até o uso. A solugdo de uso (3000 pg.L?) foi
preparada aos 15 minutos antes da realizagdo dos bioensaios
com a solugdo-estoque em acetona P.A.

As razbes de resisténcia ao Temephos das popula¢des de
campo VVE e STR foram determinadas em bioensaios de dose-
resposta. As larvas foram expostas a concentragdes crescentes
do Temephos. A concentragdo letal 95% (CL95) do Temephos foi
calculada com auxilio do programa estatistico Probit?.

A razdo de resisténcia (RR95) foi determinada pela divisdo do
valor da CL95 do Temephos para as populagdes VVE e STR,
pelo valor correspondente obtido para cepa de referéncia?>?.
Para classificar as duas populagdes, foram usados critérios ja
estabelecidos®: resisténcia baixa (RR95 < 5); intermediaria (5>
RRI5 < 10) e alta (RR95 > 10).

Depois de realizados os bioensaios dose-resposta com
Temephos, de acordo com as recomenda¢des da OMS?% e
seguindo os padrdes estabelecidos previamente!®®, grupos de
20 larvas de terceiro estadio foram separados e transferidos
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para copos de polietileno com capacidade para 50 mL, sendo
esses copos preenchidos até 20 mL com agua desclorada. As
larvas foram mantidas em repouso por 30 minutos e apds esse
periodo, as larvas mortas foram imediatamente substituidas.

Foram utilizadas concentragdes diferentes para cada populagao.
Para a cepa referéncia, foram utilizadas nove concentragdes que
variaram de 0,16 a 3,0 ug.L™. Para VVE, foram utilizadas nove
concentragdes entre 3,0 e 30,0 ug.L?. Para STR foram utilizadas
dez concentragbes entre 1,5 e 15,0 pg.L™ . Todos os bioensaios
foram realizados com cinco réplicas para cada concentragao,
além do controle (dgua desclorada sem adigdo de larvicida).

Aproximadamente 15 minutos depois da montagem do
bioensaio e da adigdo do inseticida nos copos, as larvas foram
transferidas aos recipientes junto com os 20 mL de 3agua,
completando um volume final de 100 mL por réplica.

As larvas foram mantidas em contato com o produto por 24
horas, quando foi realizada a leitura, sendo computados os
numeros de espécimes vivos e mortos. Os critérios utilizados
para a determinacdo da mortalidade das larvas foram os
propostos pela OMS?. Todos os bioensaios foram repetidos
trés vezes, em dias diferentes. Os resultados obtidos foram
avaliados por meio de anadlise Probit?.

Nos bioensaios com o DFB, a razdo de resisténcia foi determinada
pela divisdo do valor de porcentagem de inibicdo de emergéncia
de adultos (%IE) para as populagdes VVE e STR, pelos valores
correspondentes obtidos com a cepa referéncia???.

A eficdcia do DFB no controle das larvas resistentes ao
Temephos foi avaliada em bioensaios conduzidos de acordo
com o protocolo estabelecido por Belinato et al(26). Foram
testadas oito concentragbes de DFB entre 0,4 pg.Lt e 3,5 pg.L?,
além da condigdo controle, apenas com o diluente do inseticida.
Para cada concentragdo, foram utilizados cinco recipientes com
capacidade para 250 mL, contendo 130 mL de agua desclorada.

As larvas foram colocadas nos recipientes depois de 30 minutos
da diluicdo do inseticida. Em cada recipiente foram colocadas
10 larvas (L3) previamente selecionadas, com bom estado
aparente.

Os numeros de larvas vivas e mortas, de pupas e de adultos
emergidos foram registrados diariamente durante o periodo
experimental, que variou entre 10 e 12 dias. A emergéncia
de adultos foi determinada por meio do registro do nimero
de exuvias limpas nos recipientes?”?. Os mosquitos presos as
exuvias foram considerados mortos. O bioensaio foi encerrado
quando ndo havia mais larvas e/ou pupas vivas nos recipientes
do tratamento controle. Todos os bioensaios foram realizados
em ambiente com temperatura controlada de 26+2°C e
umidade relativa entre 60 e 70%.

Analise de dados

Todos os bioensaios descritos foram repetidos trés vezes. A
dose efetiva do DFB para IE50 e IE9O0 foi calculada por analise
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Probit?*. Como, no Brasil, os valores de RR95 sdo utilizados para
recomendacado de aplicagdo de Temephos em campo, as razoes
de resisténcia (RR) de populagGes de campo de Ae. aegypti
para o Temephos foram calculadas por meio dos valores de
concentracgdo letal que causaram a morte em 95% das larvas
(CL95).

As razdes de resisténcia foram obtidas pela divisdo da CL das
populagbes de campo pela CL equivalente da cepa Rockeffeller.

RESULTADOS

Em todos os resultados obtidos com o inibidor de sintese de
Quitina para as larvas de Ae. aegypti, constatou-se que a
mortalidade além de ser dose-dependente também aumenta
com o passar do tempo de exposi¢do ao produto, devido a seu
modo de agao.

A populagdo VVE foi classificada como de baixa resisténcia
ao Temephos e a STR, como de resisténcia intermediaria, de
acordo com as classes definidas por Mazzari e Georghiou?. Os
valores de RR95 calculados para o DFB foram de 1,07 paraa VVE
e 1,15 para a STR. Os valores de coeficiente angular (“slope”)
obtidos por meio da analise da curva de mortalidade apontam
que as duas populagdes de campo avaliadas apresentam maior
heterogeneidade quando comparadas a cepa Rockefeller
(Tabela 1).

Tabela 1. Concentracdo letal (CL) e razdo de resisténcia (RR)
para Temephos de larvas de duas popula¢des de Ae. aegypti.
Rockefeller foi utilizada como controle de susceptibilidade.

Populagdo Geragdo CL95 (pg.Lh)* RR95 Slope
Rockefeller —  ............. 4,0(3,0-5,6) 1,0 2,94 +0,22
Vila Velha (ES) F2 30,0 (25,0-35,0) 7,5 0,33 £0,032
Santarém (PA) F2 15,5 (14,0 — 18,0) 3,9 0,57 + 0,06

(*) Valores entre parénteses representam os intervalos de confianga 95%.

Nos bioensaios com DFB, também foi possivel verificar que a
precocidade damortalidade variade acordo comaconcentracao.
Em concentracdes menores, a mortalidade geralmente
ocorre mais tardiamente, nos estagios de pupa e adulto. Em
concentragcdes maiores, a mortalidade atinge principalmente os
estagios iniciais de larvas e pupas. A mortalidade no controle foi
minima, ndo tendo ultrapassado 1,25% em todos os bioensaios
realizados.

Na tabela 2, estdo apresentadas as doses efetivas e as razoes
de resisténcia. Os valores de RR obtidos com os bioensaios
foram muito baixos, ndo ultrapassando 1,15. A populagdo VVE
apresentou RR95 igual a 1,07. Esta populagdo apresentou RR
intermediaria ao Temephos, porém, mostrou-se susceptivel ao
DFB. A populagdo STR apresentou resultados similares aos da
VVE em relagdo a DFB.

A mortalidade das larvas das populagées VVE e STR foram
similares e diretamente proporcionais as concentra¢des de DFB.
Verifica-se que o DFB foi efetivo no controle das populagdes
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VVE e STR de Ae. Aegypti e de resisténcia intermedidria e baixa
ao Temephos, respectivamente. Além da mortalidade, o DFB
causou anormalidades na aparéncia dos insetos nos estagios de
larva, pupa e adulto (Tabela 3).

Tabela 2. Efeito do DFB sobre a inibicdo da emergéncia de
adultos de duas populagdes brasileiras de Ae. aegypti e da cepa
referéncia. IE e RR indicam, respectivamente, as doses efetivas
para ainibicdo da emergéncia e as razGes de resisténcia (usando
a cepa Rockefeller como referéncia).

Populagdo Geragao IE95 RR95 Slope
Rockefeller oo 2,88 (2,15 -4,32) 1,00  4,10+0,39
Vila Velha (ES) F2 3,11 (2,56 — 4,24) 1,07 1,81+0,28
Santarém (PA) F2 3,30 (2,74 -4,24) 1,15 2,84+0,27

Tabela 3. Registro de anormalidades de larvas, pupas e adultos
a partir das larvas das duas populagdes Ae. aegypti e da cepa
referéncia Rockefeller expostas a distintas concentragGes de
DFB. As anormalidades encontradas foram similares para as
duas populagdes ao Temephos e para a cepa referéncia.

Classes de Anormalidades Concentragdes de DFB (ug.L?)

2,0 2,5 3,5
Larva - - +
Pré-pupa + + +
Pupa albina - + -
Adulto com emergéncia parcial + + -
Adulto com tarsos deformados + + -

Auséncia de anormalidade (-) e presenga de anormalidade (+).

DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente trabalho foram similares
aos de outros estudos®?®, com o larvicida Novaluron, do mesmo
grupo quimico e mecanismo de intoxica¢do do DFB.

As anormalidades registradas nas fases de desenvolvimento
do vetor, classificadas de acordo com Braga et al®?*°, foram
as seguintes: 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 1).

A utilizagdo de inseticidas quimicos para o controle do Ae.
aegypti no Brasil intensificou-se apds a primeira epidemia
em 1986. Devido a extensa utilizagdo do organofosforado
Temephos, relatos de resisténcia comegaram a surgir. Por isso,
é de extrema importancia verificar o status de resisténcia das
populagdes de Ae. aegypti aos inseticidas utilizados.

Devido a ocorréncia de resisténcia aos inseticidas convencionais,
é necessario o desenvolvimento de novos compostos com
mecanismos de ag¢do diferentes. No caso de larvas do mosquito
da dengue resistentes ao Temephos, o DFB pode ser utilizado
como uma alternativa de controle.

Figura 1. Anormalidades morfolégicas observadas em
larvas, pupas e adultos de duas populagdes de Ae. Aegypti
apbs exposicdo continua desde o terceiro estddio larval ao
Diflubenzuron. Identificagdo das anomalias de acordo com
Talaat e Mulla, Braga et al*®2%. Os controles de cada estagio do
mosquito foram retirados do trabalho de Fontoura et al®.

Controle

Apos exposicio ao DFB (Mortalidade)

Em estudos com diferentes concentragdes de DFB, foi constatada
eficacia no controle de larvas de Ae. aegypti, com reducgdo de
emergéncia entre 85 e 90%, a partir da concentragdo de 0,1
mg.L*22. No presente estudo, as concentragdes efetivas do
DFB para o controle de larvas do mosquito da dengue foram
menores que as do Triflumuron no controle de larvas de Ae.
aegypti, que também é um inibidor de Quitina*’.

As duas populagbes de larvas testadas foram susceptiveis ao
DFB, independente de seu status de resisténcia ao Temephos.
Estudos detectaram que populagdes de campo resistentes a
inseticidas neurotodxicos podem ser mais susceptiveis a IGRs do
que populagdes de laboratério®.

Nos resultados do presente estudo, confirma-se que o
DFB é efetivo para o controle de populacBes resistentes a
organofosforados. Tais resultados reforcam o potencial desse
CSI para o controle de populacbes de Ae. aegypti.

CONCLUSAO

O DFB é efetivo para o controle de larvas das populagdes
avaliadas de Ae. aegypti com resisténcia ao Temephos, em
condigGes de laboratdrio. Este inibidor de sintese de Quitina,
que pode ser considerado uma potencial alternativa para o
controle de larvas com distintos niveis de resisténcia a outros
inseticidas em areas urbanas, também provoca anormalidades
morfoldgicas nas larvas, pupas e adultos expostos.
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