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RESUMO – O temefós é o larvicida mais utilizado no país, mas tem-se constatado populações resistentes em diversos locais. O larvicida diflubenzuron (DFB) destaca-se como um substituto do temefós, pois atua como inibidor de síntese de quitina, e tem baixa toxicidade para mamíferos. Objetivou-se classificar duas populações de mosquito da dengue pela resistência ao temefós oriundas de locais com indicativos de resistência, avaliar a eficácia do DFB no controle de larvas das duas populações resistentes ao temefós, e registrar as anormalidades causadas nas larvas, pupas e adultos após a exposição ao DFB. Os bioensaios foram realizados com os dois larvicidas, e com as larvas das duas populações resistentes ao temefós e da cepa susceptível Rockeffeller. Os bioensaios foram realizados em sala com a temperatura controlada em 26 ± 2ºC, foram utilizados recipientes de vidro contendo 10 larvas no 3º estádio de desenvolvimento. Os números de larvas, pupas e adultos foram registrados em intervalos de dois por dez dias. Pela razão de resistência, A Pop. A classifica-se como de resistência intermediária ao temefós e a B, como de baixa. O DFB causa 95% de redução na emergência de adultos da Pop. Rockfeller na concentração de 2,88 µg.L-1 de água e de 3,11 e 3,30 µg.L-1 para as Pop. A e B, respectivamente, e causa anormalidades nos diferentes estádios de desenvolvimento. O DFB é eficaz para populações com resistência baixa e intermediária ao temefós em concentrações a partir de 2,0 µg.L-1, pois causa a inibição total da emergência de adultos viáveis das populações.
Palavras-chave: Ação tóxica. Arbovirose. Inibidor de crescimento.
Introdução

A dengue é um dos principais problemas da saúde pública nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, e o principal transmissor do vírus da dengue é a fêmea do mosquito Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae). (World Healt Organization, 2012). 
Devido à grande facilidade de associação com os humanos, o mosquito da dengue  é essencialmente urbano. Os ovos eclodem em um ou mais dias na água após a postura e resistem viáveis após a dessecação por até um ano. Em condições favoráveis os ovos eclodem e as larvas passam por quatro estádios de desenvolvimento em cinco dias (Fundação Nacional de Saúde, 2001).

O combate ao mosquito da dengue é realizado com o uso de métodos mecânicos, com a eliminação de criadouros; ou químico, com o uso de inseticidas adulticidas e larvicidas. Em áreas urbanas com alta transmissão da doença na população, o controle químico do vetor com inseticidas e larvicidas é o método recomendado (World Healt Organization 2006). 

O principal larvicida utilizado há décadas no país é o temefós, na dosagem de 1,0 mg/ L de água, formulado em grãos de areia, com 1% do ingrediente ativo (Lima et al., 2006). O uso frequente tem selecionado populações de mosquito da dengue resistente ao temefós. Em áreas com população resistente, a aplicação do temefós não redução da população do mosquito e resulta em falha no controle da transmissão de doenças em países da Ásia, Caribe e Américas Central e do Sul (Marcoris et al. 1999). No Brasil, a constatação de resistência de populações do mosquito da dengue ao temefós ocorreu a partir dos anos 2000 e 2002 nas cidades de Recife e Jaboatão dos Guararapes-PE (Ministério da Saúde/Fundação Nacional de Saúde 2000). A resistência de populações do mosquito Aedes aegypti ao temefós tem sido constatadas em monitoramentos, com ensaios de dose-diagnóstica e testes bioquímicos, em diversas localidades do país (Anastacio 2003; Lima et al. 2003; Marcoris et al. 2003).

Para contornar o problema da resistência das populações do mosquito ao temefós, a estratégia é substitui-lo por outro larvicida com mecanismo de ação diferente da inibição de acetilinesterase. O diflubenzuron (DFB), um larvicida do grupo dos reguladores de crescimento dos insetos, destaca-se como substituto do temefós. O DFB inibe a síntese da quitina, causa modificações fisiológicas e morfológicas durante o desenvolvimento das larvas (Fournet et al. 1997) devido à inibição da ecdise (Fournet 1993). O DFB, da formulação pó molhável (25%) e na diluição de 1 mg.L-1 de água, tem eficácia de 100% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti em todos os estádios de desenvolvimento (Martins & Silva (2004). Além do mecanismo de ação diferente do temefós nas larvas, o DFB tem baixa toxicidade para mamíferos, é biodegradável e causa baixo impacto ambiental negativo (Fournet 1993). O DFB está registrado para uso na agricultura para o controle de insetos, principalmente das ordens: Coleoptera (Mscasland 1998); Ortoptera (Delgado 1999) e Lepidoptera (Villanueva-Jimenez, 2000). 

Objetivou-se classificar duas populações de mosquito da dengue pela resistência ao larvicida temefós oriundas de locais com indicativos de resistência, avaliar a eficácia do diflubenzuron (DFB) no controle de larvas das duas populações resistentes ao temefós, em condições de laboratório e registrar as anormalidades causadas nas larvas, pupas e adultos após a exposição ao DFB.
Material e Métodos

As larvas utilizadas foram oriundas de ovos ovipositados em cartelas de papel-de-filtro cedidos pelo Laboratório de Fisiologia e Controle de Artrópodes Vetores – LAFICAVE, da Fundação Osvaldo Cruz FIOCRUZ, do Ministério da Saúde - MS, Rio de Janeiro – RJ, Brasil. As larvas foram expostas aos inseticidas no estádio L3, de geração F1, das cepas Rockefeller e de duas populações com indicações de resistência ao temefós (Pop A e Pop B). A cepa Rockefeller, oriunda do Rockefeller Institute (Nova York, NY), foi utilizada como padrão de susceptibilidade, pois é considerada como padrão mundial de susceptibilidade a inseticidas para a espécie Aedes aegypti (Hartberg & Craig-Jr 1970).
A criação das larvas e os bioensaios foram mantidos em sala climatizada (26±1ºC). Os ovos eclodiram em água filtrada, oriunda de uma criação de larvas para estimular a eclosão dos ovos, em copos de plástico de polietileno descartáveis de 50 mL. Os ovos eclodiram uma hora após a imersão na água. As larvas recém-eclodidas foram transferidas para bandejas plástico de polietileno de alta densidade (33x24x8 cm), com 1 L de água desclorada e 1 g de uma suspensão composta com ração para gatos (Friskies®, Purina, Camaquã/RS) em água. Após três dias nas bandejas, ou quando se encontravam no estádio L3, as larvas foram utilizadas nos ensaios.

Os ensaios com o temefós foram realizados com a solução estoque de 3g.L-1, preparada com etanol PA e temefós em grau técnico (Pestanal®, 95,6%). A solução-estoque foi mantida entre 4 e 10 ºC em refrigerador e utilizada por até 30 dias. A solução de uso foi preparada aos15 minutos antes das instalações dos ensaios com a solução-estoque em etanol P.A.

Os ensaios com o DFB foram realizados com a solução-estoque de 0,01g.L-1, preparadas em acetona P.A. e DFB em grau técnico (Champion - 99,6%). A solução-estoque foi mantida em freezer a - 40 ºC até o uso. A solução de uso (3000 μg.L-1) foi preparada os 15 minutos antes da instalação dos ensaios com a solução-estoque em acetona P.A.

A razão de resistência das populações de campo A e B ao temefós foram determinadas em ensaios de dose-resposta. As larvas foram expostas as concentrações crescentes do temefós na água. A Concentração Letal 95% (CL95) do temefós foi calculada para as Populações A, B e a de referência Rockfeller. 

A razão de resistência (RR95) foi determinada pela divisão do valor de CL95 do temefós para as populações A e B, larvas de geração F1, pelos valores correspondentes obtidos com a cepa de referência (OMS 1981; Mazzari & Georghiou 1995; OMS 2005). As duas populações foram classificadas nas classes de RR95 estabelecidas por Mazzari e Georghiou (1995): resistência baixa (RR95 < 5); intermediária (5> RR95 < 10) e alta (RR95 > 10). 


No ensaio com o temefós, o índice de resistência foi determinado pela divisão do valor de porcentagem de inibição de emergência de adultos (%IE) do DFB para as populações A e B, larvas de geração F1, pelos valores correspondentes obtidos com a cepa referência (OMS 1981; Mazzari & Georghiou 1995; OMS 2005). 

Depois de realizados os bioensaios dose-resposta com temefós de acordo com as recomendações da OMS (1981) e seguindo os padrões estabelecidos por (Lima et al. 2003; Montella 2007), grupos de 20 larvas de terceiro estádio foram separados e transferidos para copos plásticos com capacidade para 50 mL, sendo esses copos preenchidos até 20 mL com água desclorada. As larvas foram mantidas em repouso por 30 minutos e após esse período, se houvesse larvas mortas, estas eram imediatamente substituídas. 

Foram utilizadas concentrações diferentes para cada população, para a cepa referência as concentrações foram: 0,16; 0,24; 0,39; 0,54; 0,69; 0,84; 1,5; 2,1 e 3,0 µg.L-1, para a Pop A, 3,0; 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0; 21,0; 24,0 e 30,0 µg.L-1 e para a Pop B 1,5; 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0; 10,5; 12,0; 13,5; e 15,0 µg.L-1, ambos com 5 replicas cada uma, mais o controle. 

Recipientes de vidro com capacidade para 250 mL foram identificados e preenchidos com 80 mL de água desclorada. Em seguida era retirado, com auxílio de uma pipeta automática, 0,5 mL de cada recipiente, inclusive dos recipientes-controle. Acrescentava-se o volume de produto necessário para cada concentração e o volume de solvente, de modo a repor o volume (0,5 mL) removido dos recipientes. Nos recipientes-controle era adicionado apenas 0,5 mL do solvente. 

Aproximadamente quinze minutos depois da montagem do ensaio e aplicação do inseticida nos copos, as larvas foram transferidas aos recipientes junto com os 20 mL de água, completando um volume final de 100 mL por réplica. Todos os ensaios foram realizados em ambiente com temperatura e umidade controladas (26±1ºC e 60-70%). 

As larvas foram mantidas em contato com o produto por 24 horas, quando era realizada a leitura, sendo computados os números de larvas vivas e mortas. Os critérios utilizados para determinação da mortalidade das larvas foram àqueles propostos pela OMS (1981). Após a leitura as larvas foram descartadas. 
A eficácia do DFB no controle das larvas resistentes ao temefós foi avaliada em ensaios conduzidos de acordo com o protocolo estabelecido por Bellinato (2007). As concentrações testadas do DFB foram as seguintes: 0,4 µg.L-1, 0,8 µg.L-1, 1,2 µg.L-1, 1,6 µg.L-1, 2,0 µg.L-1, 2,5 µg.L-1, 3,0 µg.L-1 e 3,5 µg.L-1. Para cada concentração foram utilizados cinco recipientes de vidro transparentes com capacidade para 250 mL, contendo 130 mL de água desclorada. No tratamento controle foi adicionado apenas 175 μL de acetona; máximo volume do solvente utilizado nas concentrações testadas. Em todos recipientes foi retirado 1 mL de água desclorada e recolocado 1mL de ração, utilizada para a alimentação das larvas. A alimentação das larvas foi realizada somente no dia da instalação dos bioensaios (primeiro dia de teste) com a suspensão composta com 1g de ração para gatos (Friskies®, Purina, Camaquã/RS) diluída em 100 mL de água desclorada. Os resultados foram analisados com as médias de três ensaios.

As larvas foram colocadas nos recipientes depois de 30 minutos da diluição do inseticida. Em cada recipiente foi colocado 10 larvas (L3) previamente selecionadas visualmente com bom estado corporal. Depois de dois a três dias da instalação dos ensaios, os recipientes foram ocluídos com tela nylon; afixada com o auxílio de um elástico, para evitar a fuga dos mosquitos adultos emergidos das pupas. 

Os números de larvas vivas e mortas, de pupas e de adultos emergidos foram registrados diariamente durante o período experimental, que durou de 10-12 dias. A emergência de adultos foi determinada por meio do registro do número de exúvias limpas nos recipientes (Mulla 1974; Mulla et al. 2003). Os mosquitos presos as exúvias foram considerados mortos. O ensaio foi encerrado quando não havia mais larvas e/ou pupas vivas nos recipientes do tratamento controle. Todos os ensaios foram realizados em ambiente com temperatura controlada de 26±1ºC e umidade relativa entre 60-70%, e foram repetidos três vezes, para ambos inseticidas, os valores de mortalidade obtidos (médias dos três testes) foram transformados em probit (Raymond 1985).

Resultados e Discussão


Os valores de razão de resistência ao temefós calculados para a Pop. A foi de 7,5 e para a Pop. B de 3,9.  Estes valores classificam a Pop. A com resistência intermediária e a Pop. B de baixa resitência ao temefós, de acordo com as classes de resistência citadas por Mazzari & Georghiou (1995).

Os valores de RR95 calculados para o DFB foi de 1,0 para a cepa Rockeffeller; 1,07 para a População A e 1,15 para a B. Com estes valores, as populações foram classificadas como de baixa resistência do DFB (Mazzari & Georghiou, 1995).
O valor da dose efetiva, concentração letal 95 (CL95), foi utilizado para o cálculo de razão de resistência (RR), por comparação com a cepa susceptível Rockefeller (tabela 1).

Tabela 1: Concentração letal (CL), razão de resistência (RR), para larvas de Aedes aegypti expostas ao temefós.

	População
	Geração
	CL95

(µg.L-1)
	RR95

	Rock
	.............
	4,00
	1,00

	Pop A
	F1
	30,00
	7,50

	Pop B
	F1
	15,50
	3,90


Segundo Mazzari e Georghiou (1995), RR menor que 5 considera-se de baixa resistência, entre 5 e 10 intermediária, e alta quando esta acima de 10. De acordo com estes critérios as duas populações testadas apresentaram resistência ao temefós, contudo apesar de apresentarem RR parecidas, a Pop A é mais resistente do que a Pop B, quando comparada com a cepa Rockefeller.


Todas as populações de campo apresentaram níveis de resistência ao temefós. A população A, revelou uma razão intermediária (RR95=7,5) e a B revelou uma razão baixa (RR95= 3,9), quando comparadas com a cepa suscetível Rockefeller.

Depois de constatados os níveis de resistência de cada população, as mesmas foram expostas ao DFB e pode-se constatar que todos os resultados obtidos com o CSI para as larvas de Aedes aegypti, revelaram que a mortalidade além de ser dose-dependente (conforme maior a dose, maior é a mortalidade), também aumenta com o passar do tempo de exposição ao produto, devido ao seu modo de ação. Este processo é causado, pois a mortalidade pela ação de IGRs geralmente ocorre ao longo de dias, o que acarreta em levar o ensaio por um tempo maior.

Nestes ensaios também é possível verificar, que a mortalidade varia de acordo com a concentração. Concentrações menores, a mortalidade geralmente acomete os estágios de pupas e adultos, já em concentrações maiores a mortalidade atinge principalmente os estágios de larvas e pupas. A mortalidade no controle foi mínima, não ultrapassando 1,25% em todos os ensaios realizados. Na tabela 2, estão as doses efetivas e as razões de resistência.

Tabela 2. Efeito do diflubenzuron (DFB) sobre a inibição da emergência de adultos de Aedes aegypti de populações brasileiras. IE e RR indicam, respectivamente, as doses efetivas para inibição da emergência e as razões de resistência (usando a cepa Rockefeller como referência). 
	População
	Geração
	IE95
	RR95

	Rock
	.............
	2,88
	1,00

	Pop A
	F1
	3,11
	1,07

	Pop B
	F1
	3,30
	1,15



Os valores de RR obtidos com os ensaios foram muito baixos, não ultrapassando 1,15. A pop A apresentou RR95 igual a 1,07, quase se igualando a cepa susceptível. Esta população apresenta RR intermediária ao temefós, porém, mostrou-se altamente susceptível ao DFB. A pop B apresentou resultados muito semelhantes aos da pop A. Tais resultados podem ser explicados pelo fato de apresentarem RR ao temefós muito próxima, o que leva os resultados serem muito semelhantes.


A mortalidade das larvas das três populações foi similar e inversamente proporcional às concentrações de DFB nas águas. O DFB inibiu da emergência de 100% de adultos das larvas da População A com as concentrações a partir de 2,5 μg.L-1 e da B, a partir de 2,0 μg.L-1 e da cepa Rockefeller, apenas com a maior (3,5 μg.L-1).


Verifica-se que o DFB foi eficaz no controle de larvas, pupas e adultos oriundos de larvas de populações de Aedes Aegypti de resistência intermediária ao temefós. Além da mortalidade, o DFB causou anormalidades no corpo das larvas, pupas e adultos mortos de Ae. aegypti similares às observadas em outros estudos (Talaat & Mulla, 1984) e (Braga et al. 2005) com o larvicida novaluron, do mesmo grupo químico e mecanismo de intoxicação do DFB, conforme se observa na (Tabela 3). 

Tabela 3: Mortalidade e anormalidade de larvas, pupas e adultos a partir das larvas das três populações Aedes aegypti.

	Classes de Anormalidades
	Concentrações (µg/L)

	
	2,0
	2,5
	3,5

	Larva
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	Pré-pupa   
	· 
	· 
	· 

	Pupa albina
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	Adulto com emergência parcial
	· 
	· 
	[image: image6.jpg]




	Adulto com tarsos deformados
	· 
	· 
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Presença de anormalidades;      ausência de anormalidades.
Tais anormalidades de acordo com Awad & Mulla (1984) e Braga et al. (2005) são classificadas da seguinte forma: mortalidade em larva, mortalidade como pré-pupa, pupa albina, pupa distendida, pupa com adulto visível no interior, adulto com emergência parcial e adulto com tarsos deformados (Figura 1).
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A utilização de inseticidas químicos para o controle do mosquito da dengue intensificou-se após a primeira epidemia em 1986. Devido à extensa utilização do organofosforado temefós, relatos de resistência começaram a surgir. Por isso é de extrema importância verificar o status de resistência desse mosquito aos inseticidas utilizados. 

O teste recomendado para tal constatação é o de dose-resposta, onde é possível verificar os níveis de alteração de susceptibilidade, no qual o resultado de razão de resistência é obtido em comparação com a cepa de referência.

Nos valores de RR obtidos neste trabalho observa-se que todas as populações A e B testadas são classificadas como de resistências intermediária e baixa ao temefós respectivamente.


Devido à ocorrência de resistências aos inseticidas convencionais, é necessário o desenvolvimento de novos compostos com mecanismos de ação tóxica diferentes. No caso de larvas do mosquito da dengue resistentes ao temefós, o DFB pode ser utilizado com alta eficácia de controle. 

Em estudos com diferentes concentrações de DFB foi constatado eficácia no controle de larvas de Ae. Aegypti, com redução de emergência entre 85 e 90%, a partir da concentração na água de 0,1 mg.L-1 (Martins & Silva 2004). 

Para as larvas de populações resistentes ao temefós, o DFB foi eficaz em concentrações na água bem menores que as utilizadas por outros autores, (Batra et al. 2005; Kamal e Khather, 2010). 


O DFB é mais eficaz para o controle de larvas do mosquito da dengue que o triflumuron, também inibidor de quitina, pois as concentrações utilizadas para o controle de 100% das larvas foram bem mais altas que as de DFB utilizadas neste trabalho, conforme se observa na (Tabela 3) (Batra et al. 2005). Outros larvicidas inibidores de crescimento de insetos como novaluron também são eficientes para o controle de outros insetos como Musca doméstica (Cetin et al. 2006), Leptinotarsa decemlineata (Malinowski & Pawinska 1992) e flebotomíneos (Mascari et al.  2007).


Conforme se observa nas figuras 1 e 2 a eficácia do DFB para o controle de larvas de Aedes aegypti é dose-dependente. Quanto maior a dose, mais precoce é a mortalidade, conforme também constataram Mulla et al. (2003), Fontoura et al (2012), para o novaluron e por Martins et al. (2008), para o triflumuron; inibidor de quitina.

As três populações de larvas testadas foram susceptíveis ao DFB, independente de seu status de resistência ao temefós. As populações A e B foram de sensíveis ao DFB  similar à da cepa referência. Estudos comprovam que populações de campo resistentes a inseticidas químicos podem ser mais susceptíveis a IGRs que populações de laboratório, conforme constatação de Fontoura (2012) para Aedes aegypti, resistentes ao temefós, que foi mais sensível ao novaluron do que a cepa referência.

Conclusões

As larvas da população A, de Aedes aegypti tem resistência intermediária (RR95=7,5) e as da população B baixa (RR95=3,9), ao organofosforado temefós. O DFB é eficaz para o controle de larvas de Aedes aegypti com resistência baixa e intermediária ao temefós, em condições de laboratório e causa anormalidades nas larvas, pupas e adultos expostos.
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Figura 1. Anormalidades morfológicas observadas em larvas, pupas e adultos de Ae. aegypti após exposição contínua desde o terceiro estádio larval ao diflubenzuron. Identificação das anomalias de acordo com Talaat e Mulla 1984 e Braga et al 2005b. Fotos de Angela Ap. Machado.








2
2

[image: image11.jpg]XI Congresso Nacional de

MEIO AMBIENTE

de Pocos de Caldas



