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RESUMO

7

A dengue é classificada em escala mundial entre as mais importantes doencas
infecciosas, sendo a arbovirose de maior incidéncia no mundo. O virus é transmitido
pela picada do mosquito Aedes aegypti. Os inseticidas ainda figuram como importante
ferramenta nos programas de controle do mosquito, porém a estratégia encontra-se
ameacada pelo desenvolvimento de populacdes resistentes aos piretroides e
organofosforados. Nos bioensaios realizados com larvas da geracao F; de Ae. aegypti
ao Temephos sob concentracéo diagndstica de 0,008 mg/L, a amostra populacional de
Maracaju apresentou média de mortalidade e desvio padrdo de 16,7% e 4,99,
respectivamente. A amostra de Dourados apresentou média de mortalidade e desvio
padréo de 73,3% e 3,40, respectivamente e para a amostra de Navirai obteve-se média
de mortalidade e desvio padrdo de 46,6% e 1,00, respectivamente, apos 24 h de
exposicao. Testes estatisticos comprovaram que os municipios diferiram entre si neste
bioensaio. As amostras populacionais da geracdo F, foram expostas a concentracao
diagndstica recomendada pela OMS para o Temephos (0,012 mg/L), onde a amostra
populacional de Ae. aegypti de Maracaju-MS apresentou média de mortalidade e
desvio padréo de 23,7% e 0,95, respectivamente. A amostra de Dourados apresentou
média de mortalidade e desvio padrdo de 78,7% e 1,70 respectivamente e Navirai
apresentou uma média e desvio padrédo de 67,5% e 1,00, ap6s 24 h de exposicao ao
inseticida, sendo que o tempo efetivo de toxicidade do produto iniciou-se apo6s 8 h de
exposicdo. Os testes efetuados, segundo a OMS, sugerem uma alteracdo na
susceptibilidade indicando a necessidade de verificagdo com bioensaios de
concentracbes mudltiplas para estas populacdes para a determinacdo da razdo de
resisténcia. Os municipios nao diferiram entre si neste bioensaio. Nos dois bioensaios a
linhagem susceptivel (Rockefeller, CDC) apresentou 100% de mortalidade, validando
os testes. Comparando os bioensaios das geracoes F; e F;, percebe-se que em ambas
as concentracfes as amostras populacionais se mostraram com baixa mortalidade,
confirmando a suspeita de resisténcia destas populacdes. Foram também realizados
bioensaios com o inseticida Natular EC aplicado em spray sobre linhagens susceptiveis

de larvas em garrafas plasticas de trés formas diferentes. O Natular DT em pastilha foi



aplicado em caixas d’agua e também em um cano de PVC de 200 mm, todos com 200
litros de agua. Os resultados para Natular EC mostraram que as larvas das garrafas
cortadas tanto longitudinalmente como verticalmente apresentaram 100% de
mortalidade. Entre as larvas das garrafas ndo cortadas, onde o produto entrou pela
area do orificio da tampa houve uma mortalidade média 47,02%. Discute-se que do
ponto de vista operacional, € necessario uma maior aproximacao do recipiente ou um
aumento no tempo de aspersdo. O experimento comprovou a eficacia do produto e a
susceptibilidade de larvas de Ae. aegypti ao ingrediente ativo. Nos bioensaios
realizados nas caixas d’agua, nao se registrou mortalidade nas testemunhas, validando
assim o teste. Percebeu-se a eficiéncia do produto e uma proporcionalidade na
porcentagem de mortalidade das larvas, com 2, 30 e 60 dias apds o tratamento, porém,
o efeito residual esperado e indicado pelo fabricante ndo foi alcancado. Para o cano de
PVC, a avaliacdo apos 2 dias mostrou a eficiéncia do produto, porém, este teste
também demonstra uma proporcionalidade na mortalidade e no efeito residual do
produto com 2 dias e 60 dias. Seu efeito residual aos 60 dias foi baixo, assim, a forma
e 0 ponto de aplicacédo da pastilha devem ser melhor avaliados. Nos Bioensaios com
adultos da geracao F,, foram utilizados papéis impregnados de acordo com protocolo
da OMS. Verificou-se a resposta das amostras populacionais de adultos de Ae. aegypti
de Maracaju, Dourados e Navirai expostas aos seguintes inseticidas e respectivas
concentracdes: Alfacipermetrina, piretréide (36,5 mg i.a./m?) para Maracaju e Navirai;
Malathion, organofosforado (292 mg i.a./m?) para Dourados, conforme OMS. Para a
populacdo de Maracaju as amostras demonstraram uma meédia e desvio padrdo de
96,4% (2,92) de mortalidade e a populacdo de Navirai apresentou média e desvio
padrdo de 98% (3,45) de mortalidade, ambas expostas a Alfacipermetrina. Na
populacdo de Dourados, exposta ao Malathion, as amostras mostraram uma meédia e
desvio padrao de 94% (4,24) de mortalidade. A linhagem susceptivel apresentou 100%
de mortalidade, validando este bioensaio. Os resultados demonstram uma amostra
populacional (Navirai) susceptivel ao inseticida testado, porém foi verificada a suspeita
de resisténcia para os municipios de Maracaju e Dourados. N&o houve diferencas entre
os trés municipios neste bioensaio. Em todos os testes apresentados, foram utilizados

de 20 a 30 individuos em cada repeticdo. A avaliacdo do impacto dos inseticidas sobre
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a susceptibilidade da populacdo ajuda a compreender seu papel no desenvolvimento
da resisténcia e também ajuda na escolha de um produto mais eficiente. A contribuicédo
ambiental desta pesquisa foca na toxicidade dos quimicos e em sua eficiéncia. Os
resultados indicam a necessidade urgente do monitoramento destas populacdes e
adocao de estratégias preventivas que possam diminuir a selecdo de resisténcia dos
insetos. Também sugerem mais estudos sobre o Natular como um produto promissor
no controle do Ae. aegypti, pois os resultados sugerem desenvolvimento de resisténcia

aos inseticidas sintéticos nas populagfes testadas.

Palavras-chave: dengue, vetores, inseticidas.
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ABSTRACT

Dengue is ranked among the most globally important infectious diseases, with a higher
incidence of arbovirus in the world. The virus is transmitted by the bite of the mosquito
Aedes aegypti. Insecticides is still listed as an important tool in mosquito control
programs, but the strategy is threatened by the development of populations resistant to
pyrethroids and organophosphates. In bioassays conducted with larvae of the F;
generation of Ae.aegypti to temephos in Diagnostic Concentration of 0.008 mg/L, the
sample population of Maracaju had respective average of mortality and standard
deviation 16.7% (4.99), the sample of Dourados presented as average and standard
deviation of 73.3% (3.40) and the sample of Navirai was obtained average and standard
deviation of 46.6% (1) for mortality after 24 h of exposure. Statistical tests showed that
the municipalities have differed in this bioassay. Samples of the F, population were
exposed to the concentration recommended by WHO Diagnostic for Temephos (0.012
mg/L), where the sample population of Ae. aegypti Maracaju-MS showed respective
average and standard deviation of 23.7% (0.95) mortality, the sample showed
Dourados average and standard deviation of 78.7% (1.70) and Navirai had an average
and standard deviation of 67.5% (1) after 24 h exposure to the insecticide, and the
effective time toxicity of the product began after 8 h of exposure. The tests presented
according to the WHO, suggest a change in susceptibility indicating the need to check
with multiple concentrations of bioassays for these populations to determine the
resistance reason. The municipalities did not differed in this bioassay. In both bioassays
the susceptible lineage (Rockefeller, CDC) showed 100% mortality, validating the tests.
Comparing the F; and F», it is clear that in both concentrations, the population samples
showed low mortality, confirming the suspicion of resistance of these populations. The
Bioassays were also conducted with the insecticide being sprayed Natular EC lineages
on susceptible larvae in plastic bottles in three different ways. The Natular DT
pellet(tablet) was applied in water tanks and in a PVC pipe of 200 mm, each one with
200 liters of water. The results for EC Natular larvae showed that both cylinders cut
longitudinally and vertically were 100% of mortality. Among larvae the cylinders not cut,

where the product penetrated by the orifice area of the lid, the average mortality was
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47.02%. It is argued that the operational point of view, it is necessary to move closer
towards the container and an increase in the time of sprinkling. The experiment proved
the effectiveness of the product and the susceptibility of Ae. aegypti to the active
ingredient. In bioassays peformerd on water tanks, there was no mortality in witnesses,
thus, validating the test. It was noticed that the product's efficiency and a proportionality
in a mortality rate of larvae at 2, 30 and 60 days after treatment, however, the residual
effect expected and indicated by the manufacturer was not reached. For the PVC pipe,
the evaluation after 2 days showed the efficiency of the product, however, this test also
shows a proportionality in the mortality and the in the residual effect of the product
with 2 days and 60 days. Its residual effect in 60 days was low, thus the shape and
point of application of the tablet should be better evaluated. In bioassays with adults of
the F, generation, impregnated papers were used according to WHO guidelines. the
responses of adults populations samples were checked of Ae. aegypti from Maracaju,
Dourados and Navirai exposed to the insecticides and their following concentrations:
Alphacypermethrin, pyrethroid (36.5 mg ia/m?) for Maracaju and Navirai, Malathion,
organophosphorus (292 mg ia/m?) for Dourados, as WHO. For the people of Maracaju
samples showed an average and standard deviation of 96.4% (2.92) mortality and the
population of Navirai had an average and standard deviation of 98% (3.45) mortality,
both exposed to Alphacypermethrin. The population of Dourados, exposed to Malathion,
the samples showed an average and standard deviation of 94% (4.24) mortality. The
susceptible lineage showed 100% mortality, validating this bioassay. The results show a
population sample (Navirai) susceptible to the insecticide tested, but was checked a
suspected resistance to the towns of Maracaju and Dourados. There were no
differences between the three municipalities in bioassay. In all the tests presented were
used 20-30 individuals in each repetition. The evaluation of the impact of insecticides on
the susceptibility of the population helps to understand their role in the development of
resistance and also helps in choosing a product more efficient. The environmental
contribution of this research focuses on the toxicity of chemicals and their
efficiency. The results indicate the urgent need for monitoring these populations and
adoption of preventive strategies that can reduce the selection of insect

resistance. They also suggest further studies on the Natular as a promising product in



Ae. aegypti, because the results suggest the development of resistance to synthetic

insecticides in the tested populations.

Key-words: dengue, vectors, insecticides.
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1 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

1.1 ADENGUE NO BRASIL E NO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL

A dengue é a arbovirose de maior incidéncia no mundo; presente em
todos os continentes, exceto na Europa (CLARO et al., 2004). E uma doenca
infecciosa aguda e seu agente etiolégico é um virus pertencente a familia
Flaviridae, de genoma de RNA, o qual se expressa em quatro sorotipos (DEN 1
a 4), que podem ocorrer simultaneamente. O virus € transmitido pela picada do
Ae. aegypti (Linnaeus, 1762), que possui habitos diurnos. A dengue qualifica-se
como uma enfermidade caracteristica de paises onde as condicbes do
ambiente, urbanas e o estilo de vida favorecem o desenvolvimento dos insetos
vetores. A dengue pode ser transmitida por espécies de mosquitos do género
Aedes, sendo, entretanto, o Ae. aegypti o principal vetor da doenca
(DEGALLIER, 2001; ROCHA e TAUIL, 2009).

A infeccdo pode ser causada por qualquer um dos quatro sorotipos,
protegendo o individuo de forma permanente para o sorotipo infectante e
conferindo imunidade parcial e/ou temporaria aos outros trés sorotipos (desde
que o virus ndo sofra mutacdo). O amplo espectro clinico inclui formas
subclinicas, ndo graves e graves. Depois do periodo de incubacdo, a doenca
comeca de forma aguda e pode ser seguida de trés fases: Fase Febril, Fase
Critica e Fase de Recuperacéo (OPAS, 2010).

A dengue em escala mundial estd classificada entre as mais
importantes doencas infecciosas. O International Vaccine Institute (IVI) em
2011 estimou que mais de 3,6 bilhbes de pessoas (até 55% da populacdo
mundial) estdo em areas de riscos, com a ocorréncia de dengue registrada em
124 paises, com mais de 36 milhdes de casos de dengue sem gravidade e 2,1
milhdes de casos de dengue grave, além de estimar em mais de 20.000 mortes
por ano, registrando que a populacdo infantil é severamente afetada pela
doenca (ANDERSON et al., 2007; IVI, 2011).

Shepard et. al. (2011) demonstraram que a dengue tornou-se nos
altimos anos a mais importante doenca viral transmitida por mosquitos. O

estudo revelou que a dengue causa prejuizo de até 2 bilhdes de ddlares por



ano nas Américas. O Brasil arca com mais de 40% do custo total de dengue. A
andlise do custo supera 0s prejuizos causados por outras doencas virais, como
o HPV e o rotavirus. Os pesquisadores afirmam que entender o impacto
econdmico da dengue constitui uma importante ferramenta para a formulacao
de politicas publicas que priorizem o combate e controle do vetor e da doenca.

A dengue é classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
como "doenga tropical negligenciada e reemergente”, o que significa a sua
prevaléncia em areas tropicais, mas que nao recebe atencéo devida no que diz
respeito a prevencao e controle efetivo, nem a devida divulgacéo pelos 6rgaos
de Saude Publica (ESTADAO, 2011). No Brasil, os custos para controle do
inseto vetor sdo estimados em gastos de mais de R$ 1,2 bilhdo de reais por
ano, nao incluido os custos econdémicos indiretos de horas/trabalho, internacéo
hospitalar e morte (SUAYA et al., 2009).

Especialistas apontam que entre os fatores que contribuem para a
recorréncia das epidemias de dengue nos paises, destacam-se a proliferacéo,
adaptabilidade, plasticidade e resiliéncia do mosquito Ae. aegypti, 0
crescimento demogréafico associado a intensa e desordenada urbanizacéo, a
inadequada infraestrutura urbana, principalmente sanitdria, o aumento da
producdo de residuos nao-organicos, os estilos e modos de vida das
populacdes na cidade, falta de Educacdo em Saude e controle preventivo, a
debilidade dos servicos e ineficacia das campanhas de Saude Publica entre
outros relacionados. O modo de controle corretivo e nao preventivo e a
utilizacdo de inseticidas convencionais organoclorados, organofosforados,
piretréides, carbamatos e outros que sao ineficazes para controle populacional
do vetor, induzem o desenvolvimento de resisténcia no inseto. Estas
constatacdes tornam-se cada vez mais evidentes a partir das reincidéncias das
epidemias e dificultam o controle populacional do vetor (MENDONCA et al.,
2009).

Enquanto ndo se puder contar com uma vacina polivalente de protecéo
da dengue para os quatro sorotipos, o elo vulneravel da cadeia epidemiologica
da dengue e suas variantes € o inseto (TAUIL, 2001). Neste cenario, a chave

para a nao ocorréncia de epidemias seria o0 controle vetorial eficiente e o



conhecimento sobre o perfil dos criadouros, as condicbes ambientais e a
percepcao das alteracdes climaticas (PENNA, 2003; MEDRONHO, 2006).

A regido Centro-oeste do Brasil registrou 46.604 casos de dengue no
ano de 2002, havendo um aumento considerado em 2009 com 109.187 casos,
chegando a 216.051 casos de dengue no ano de 2010 (BRASIL, 2012a).

Em 2010, a regido Nordeste do Brasil concentrava o maior nimero de
municipios em risco de surto, seguido da regido Norte com trés municipios em
risco e regido Sudeste com um Unico municipio em risco de surto (BRASIL,
2010). Conforme o mapa na Figura 1, no ano de 2011, os estados da regido
Nordeste estavam sob risco muito alto de surto de dengue e o estado de MS

encontrava-se em risco alto (BRASIL, 2011c).
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Figura 1. Imagem do levantamento do indice de infestacdo nos estados
brasileiros. Fonte: MINISTERIO DA SAUDE (2011c).

O Balanco do Ministério da Saude em relacdo a dengue em 2011
indicou queda de 64% nas mortes, de 69% nos casos graves e de 43% nas
notificacdes de dengue sem gravidade em relacdo ao mesmo periodo de 2010.

Ainda no ano de 2011, o estado do Rio de Janeiro liderou no numero de casos



de Dengue no Brasil, grandes regides e unidades federadas, registrando um
total de 165.787 casos confirmados de dengue, seguido pelos estados de Séao
Paulo com 114.884, Ceara com 63.206 e o estado do Amazonas com 61.986
casos confirmados de dengue (BRASIL, 2011 b; BRASIL, 2012a).

Segundo o Portal da Saude do Ministério da Saude no Brasil, os Gbitos
por dengue no ano de 2011 foram maiores no estado do Rio de Janeiro com
134 mortes e Ceara com 62 casos. A regido Sudeste apresentou o maior
namero de Obitos, com 227 mortes e a regido Sul o menor nimero de Obitos,
com 12 casos (BRASIL, 2012b).

Segundo o balanco da Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, até
a nona semana de 2012 foram registrados 76.906 casos da doenca no pais,
contra 195.894 no mesmo periodo do ano passado. Os casos graves reduziram
em 96% quando comparado com a mesma época de 2011. Fortaleza (CE)
figura entre os municipios com maior nimero de casos da doenca, seguido por
Rio de Janeiro (RJ), Palmas (TO); Goiania (GO), Recife (PE); Aparecida de
Goiania (GO); Juazeiro do Norte (CE); Rio Branco (AC); Araguaina (TO) e
Salvador (BA) (BRASIL, 2012c).

Analisando as caracteristicas epidemioldgicas observadas e os dados
da vigilancia epidemiolégica, conclui-se que houve, em 2011, o segundo ano
de recirculacdo do sorotipo DEN-1, como tendéncia principal no pais, porém
com uma circulacdo importante de outros sorotipos, como o DEN-2 e DEN-4.
Esses dados alertam para a possibilidade de persisténcia da transmissdo em
niveis elevados no verdo de 2012 (BRASIL, 2011c).

1.2 MATO GROSSO DO SUL

A dengue também é considerada um grave problema para o estado de
Mato Grosso do Sul, visto a ocorréncia de constantes epidemias nos ultimos 20
anos, aléem dos altos custos de controle, caracteriza um problema de Saude

Publica para o estado.



O estado de Mato Grosso do Sul passou por uma epidemia de dengue
no ano de 2007, onde o estado registrou mais de 69 mil casos de dengue,
sendo 45 mil casos de dengue s6 na capital do estado (ESTADO, 2012d).

No ano de 2010, o estado passou por outra epidemia de dengue, na
qual varios municipios sofreram com um alto indice de casos confirmados,
mais de 65 mil casos (BRASIL, 2012a).

No ano de 2011, segundo o Boletim de Resposta Coordenada no
Monitoramento da Dengue, divulgado pela Secretaria de Estado de Saude
juntamente com as secretarias municipais de Saude, mostra que as
notificacbes de casos de dengue somam 15.689 sendo que todos os
municipios do Estado informaram os casos suspeitos da doenca registrados na
altima semana epidemioldgica, conforme Figura 2, constam ainda 4 o6bitos
confirmados (ESTADO, 2012a).



Fonte: Planilha Simplificada Incidéncia(percentil) por municipio (ate SES2)
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Figura 2. Imagem da incidéncia de dengue por 100.000 habitantes segundo municipio de residéncia, Mato Grosso do Sul, 2011

(ESTADO, 2012a).




Conforme Figura 2, em 2011, apenas 8 municipios no estado
encontravam-se sob risco muito alto e 9 municipios sob risco baixo de surto da
doenca. Os municipios de Maracaju e Dourados mostraram-se com risco
moderado e o municipio de Navirai com risco alto.

A Figura 3 mostra o humero de casos de dengue notificados por semana
epidemiologica até a semana 31 dos anos de 2011 e 2012, de acordo com a
Secretaria de Estado de Saude de Mato Grosso do Sul (ESTADO, 2012e).
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Figura 3. Grafico de casos notificados de dengue por semana epidemiolégica em
Mato Grosso do Sul nos anos de 2011 e 2012 (ESTADO, 2012e).

Pelos dados na Figura 3 pode-se perceber que os picos de notificacdes
ocorreram entre as semanas 4 a 15 de 2011 e também semanas 4 a 17 de 2012,
coincidindo com o periodo chuvoso e quente, tipico do verdo na regiao.

O Boletim de Resposta Coordenada no Monitoramento da Dengue da
Secretaria de Estado de Saude, com a contribuicdo das secretarias de saude dos
vinte (20) municipios prioritarios, sendo eles Anastacio, Aquidauana, Bataguassu,
Bonito, Campo Grande, Cassilandia, Corumbda, Coxim, Dourados, lvinhema, Jardim,
Navirai, Nova Alvorada do Sul, Nova Andradina, Paranaiba, Ponta Pora, Rio Verde
de Mato Grosso, Sdo Gabriel do Oeste, Sidrolandia e Trés Lagoas, mostra a
situacdo atual dos municipios de Mato Grosso do Sul até a semana 31 de 2012,
conforme Figura 3 (ESTADO, 2012c¢).
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Figura 4. Incidéncia de dengue por 100.000 habitantes segundo municipio de residéncia até a
semana 12 em Mato Grosso do Sul, 2012 (ESTADO, 2012c).



Conforme o mapa mostrado na Figura 4, uma dezena de municipios de Mato
Grosso do Sul encontravam-se sob risco muito alto da doenca e 42 municipios
encontravam-se sob risco baixo. Os municipios de Dourados e Navirai encontravam-
se sob risco alto de surto da doenca e Maracaju com risco baixo.

O levantamento dos dados de dengue do ano de 2012 (semana 1 a 31)
somam 10.685 notificacbes de casos suspeitos no estado de Mato Grosso do Sul.
Conforme a planilha simplificada atualizada dos casos de dengue no estado, o
municipio de Dourados encontra-se com baixa incidéncia (abaixo de 100 casos por
100.000 habitantes) e os municipios de Maracaju e Navirai estdo com média
incidéncia da doenca (100 a 300 casos por 100.000 habitantes) (ESTADO, 2012e).

Estes dados subsidiam, com informacdes epidemiologicas do Estado e de
vinte municipios prioritarios, a respeito do cendario e a percep¢do dos riscos da
doenca no periodo e regides analisadas, sendo importante instrumento de auxilio
para a elaboragéo de acdes de controle da doenca (ESTADO, 2012c).

1.3 AEDES AEGYPTI, CRIADOUROS, MEDIDAS DE CONTROLE E TRABALHO
SOCIAL

Considera-se o0 Ae. aegypti 0 mosquito mais amplamente distribuido no
mundo e de importancia médica e sanitaria como inseto vetor da dengue e da febre
amarela, além de ter a capacidade de vetorizar outros virus e doencgas. Pode-se
afirmar que ha mais estudos sobre a sua biologia do que qualquer outra espécie de
mosquito (SERVICE, 1992).

Historicamente, registra-se que o mosquito estabeleceu-se a mais de 400
anos em ambientes tropicais e subtropicais do mundo, desenvolveu na trajetoria
evolutiva comportamento estritamente sinantrépico e antropofilico, sendo
reconhecido entre os culicideos como a espécie mais associada ao homem,
disseminando os virus da dengue e provocando doengas (NATAL, 2002). Em
consequéncia, o Ae. aegypti estd estabelecido em todas as regides tropicais e
subtropicais (MORENS e FAUCI, 2008). No Brasil, a histéria do mosquito Ae.
aegypti, provavelmente, iniciou-se com 0s navios negreiros no periodo colonial. No

final da década de 70 foi detectada novamente sua presengca nas principais



metropoles, tomando dimensdes epidémicas, e em 2002 j& era encontrado em mais
de 4 mil municipios do pais (TAUIL, 2002).

Estudos mostram que as diferentes areas geogréficas de incidéncia do Ae.
aegypti permitem diferenciagdo no comportamento do inseto. Desse modo, 0s
estudos regionais em ecologia populacional sédo fatores fundamentais para
orientacdo das agbes de controle local contra o inseto e relatos de variagbes da
espécie e até de habitos diferenciados (VEZZANI et al., 2005).

O virus é transmitida através da picada da fémea do mosquito, na
hematofagia que realiza para a continuidade da reproducgé&o. O ciclo se segue com 0
amadurecimento dos ovos, desenvolvimento das larvas, pupa e inseto adulto. Este
processo reprodutivo ou a continuidade do ciclo de vida do inseto depende,
estritamente, de criadouros que contenham agua com parametros fisico-quimicos e
biolégicos adequados, em agua parada ou de baixa movimentacdo para o
desenvolvimento do inseto.

O habitat do mosquito parece indicar preferéncia por ambientes com maior
diversidade de microorganismos, matéria organica e nutrientes (BARRERA, 1996).
Segundo Cunha et al. (2002), as bromélias constituem um microhabitat ideal no qual
podem se desenvolver as formas imaturas do Ae. aegypti, por apresentarem muitas
vezes disponibilidade do material organico e outros nutrientes na agua reservada. O
vetor da dengue esta altamente adaptado ao ambiente doméstico e peridoméstico, e
pode reproduzir-se em diferentes tipos de recipientes que armazenam agua,
incluindo vasos e outros recipientes (GOMES-DANTES e WILLOQUET, 2009).

Para o controle do inseto recomenda-se eliminar os criadouros no ambiente
doméstico, como pratos de vasos de planta, calhas obstruidas e outros recipientes
reservatorios como embalagens plasticas e garrafas. As medidas preventivas devem
ser adotadas para evitar a infestacdo do Ae. aegypti em locais como caixas d’agua e
outros recipientes que possam armazenar agua nos domicilios.

Estudos mostraram que 0s mosquitos da espécie Ae. aegypti também
emergem de habitats contentores de superficie, assim, recomenda-se que 0s
programas de prevencdo da dengue incluam a inspecdo e manutencdo de fossas
sépticas em comunidades carentes de esgoto (MACKAY et al., 2009).

O Ministério da Saude monitora as populacdes de Ae. aegypti no Brasil
através do LIRAa (Levantamento de indice Rapido do Ae. aegypti). Este indice de

infestacdo € dado pelo calculo dos indices de Breteau (Percentagem de recipientes
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positivos com larvas por domicilio) e Predial (Percentagem de edificios positivos
para larvas). Estes indices sdo importantes, apesar de controversos, e S80 0S mais
utilizados para mensurar os niveis de infestacdo e indicadores de risco a
transmissao de dengue (GOMES, 1998).

Assim, defende-se que um programa eficaz deve centrar o controle dos
criadouros a partir de formas imaturas do inseto (ovos e larvas) e, ndo apenas no
controle do mosquito adulto, pois o controle de formas imaturas é fundamental para
reducdo da densidade populacional do vetor, embora 0 uso de inseticidas para ao
controle de ambos € preocupante devido aos efeitos toxicos e ndo benéficos para
organismos nédo alvos, como artrépodes, vertebrados aquaticos, mamiferos e até o
homem (ROSE, 2001; AUGUSTO et al., 1998).

E importante considerar que, na maioria dos paises, tem ocorrido uma
deterioracdo da infra-estrutura de Saude Publica, com reducdo dos recursos
humanos e financeiros. As autoridades sanitarias tém privilegiado acdes
emergenciais de combate as epidemias da doenca em detrimento de medidas para
a sua prevencao (TAUIL, 2001).

O processo de urbanizacdo desorganizado leva a regioes de alta densidade
demogréfica, a ocorréncia de invasfes de terra e a falta de saneamento basico,
associado as condicdes climaticas de alta umidade e temperatura, indices variaveis
de chuva, intenso transito de pessoas entre as areas urbanas e a dificuldade no
controle do vetor permitem a reproducéo e proliferacdo do mesmo e o controle da
dengue torna-se tarefa ardua. Portanto, neste cendrio torna-se essencial repensar
as estratégias de controle do inseto para a prevencdo da doenca, iSSO requer a
adocdo de politicas de manejo integradas entre os setores da saude, pois ndo se
trata de um problema especifico de um 6rgdo da saude. As politicas de combate a
doenca devem alcancar novos horizontes, principalmente com acdes de Educacao
em Saude para a populacdo. As acdes de controle do vetor devem ser elaboradas e
iniciar-se no ambito das secretarias estadual e municipal de salde, para assegurar
integracdo entre a vigilancia epidemiolégica e a vigilancia entomoldgica
(MEDRONHO, 2006; COSTA et al., 2009).

Em decorréncia das descontinuidades das politicas de prevencao e controle
do mosquito Ae. aegypti, o Brasil €, de acordo com a Organizacdo Pan-americana
da Saude (OPAS), responsavel por 81,7% de todos os casos da doenca registrados

nas trés Américas. Os estudos realizados tiveram por objetivo evidenciar os gastos
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com a prevengéo e controle da dengue, assim, se faz necessaria a continuidade dos
estudos para a avaliacdo dos impactos econdmicos da doenca, a fim de suprir as
lacunas de conhecimento existentes. Os recursos destinados a prevencdo da
doenca e combate ao Ae. aegypti priorizam a capacitagdo de recursos humanos,
aquisicdo de inseticidas, pagamento de agentes de salde, veiculos e equipamentos
e campanha publicitaria, entre outras estratégias que podem ser adotadas (GOMES
et al., 2010).

Ao longo de 25 anos em que a populacdo brasileira vivencia epidemias de
dengue, o pais ja gastou consideraveis recursos para combater o vetor, com adogao
de programas de controle integrado destinado a sinergia das atividades (TEIXEIRA
et al., 2009a).

Os programas de combate a dengue devem envolver a participacdo da
populacdo juntamente com o poder publico no combate ao vetor, seguindo todas as
orientacdes para reduzir a populacdo do mosquito nos domicilios e colaborar com o
trabalho desenvolvido pelos agentes de saude na vigilancia entomoldgica, uma vez
gue ela direciona as ac6es de controle do vetor e de sua densidade populacional na
transmissdo de doencas e podem determinar as estratégias e medidas de
otimizacdo e eficacia dos programas de saude (PEDROSA et al., 2001; GOMES,
1998).

No intuito de integrar o conhecimento e envolver os diferentes interesses
para a criagcdo de projetos locais que visem melhorar as condicbes de saude
humana (NETO et al.,, 2003; TEIXEIRA et al., 2009b), as instituicbes de ensino
podem contribuir grandemente na formac&o de jovens com perspectivas e
informacdes para a saude publica, abordando doencas endémicas e epidémicas de
maneira interdisciplinar, criativa e adequada as suas realidades sociais e locais,
somada a visdo integrada da situacdo da doenca e do inseto vetor para o0
estabelecimento de uma estrutura de vigilancia entomologica eficiente, que
considere de forma organizada e integrada o manejo do inseto, reforcando o
trabalho conjunto entre a escola, universidade e municipio (LIBORIO et al., 2004;
GOMES, 2002).

12



1.4 INSETICIDAS — MODOS DE ACAO E SUSCEPTIBILIDADE DO INSETO

Dentre os véarios componentes e fatores de um programa de saulde eficaz
contra a dengue, o controle de vetores deve contar com a adocdo de medidas
preventivas, culturais e socio-ambientais no ambito dos municipios, somadas as
condi¢des adequadas de saneamento basico e a utilizagdo de inseticidas.

Os inseticidas sdo bastante utilizados, tanto na agricultura e agropecuéria
guanto na area da Saude Publica. O uso continuado e indiscriminado, entretanto,
tem provocado o desenvolvimento de resisténcia e ocasionado problemas para o
controle de vetores, incluindo impactos ambientais ao meio ambiente. A resisténcia
tem sido detectada para vérias classes de inseticidas, favorecendo, direta e
profundamente, a reemergéncia das doencas transmitidas por insetos vetores
(BROGDON e McALLISTER, 1998).

O aumento nos casos de dengue e epidemias influencia a busca por novas
estratégias e novos inseticidas para o controle do vetor, onde incluem-se o0s
programas de Educacdo em Saude da populacdo, mudanca de habitos e a utilizacéo
de inseticidas, principalmente de produtos quimicos sintéticos, que continuam sendo
importante ferramenta nos programas integrados de controle do Ae. aegypti (ROSE,
2001). Porém, esta estratégia encontra-se ameacada pelo surgimento de
populacdes resistentes aos inseticidas utilizados no Brasil e tal fato deve ser
considerado no planejamento das ac¢des e estratégias de prevencdo da dengue com
énfase as atividades de manejo para o controle integrado, incluindo se necessério o
uso limitado de inseticidas convencionais (MACORIS et al., 2007).

A resisténcia a inseticidas pode ser pensada como um processo de evolugao
acelerada de uma populagédo que responde a intensa pressdo seletiva, com a
consequente sobrevivéncia dos individuos que possuem alelos que conferem
resisténcia. A resisténcia é pré-adaptativa, e resultado de mutacdes fortuitas. Assim,
um pequeno numero de individuos possui caracteristicas que permitem sua
sobrevivéncia sob concentragfes de inseticidas, que seriam, normalmente, letais. O
proprio inseticida ndo produz uma mudanga genética; o uso continuado, entretanto,
pode selecionar individuos resistentes da populacdo. Apesar dos varios relatos e
estudos documentados sobre a resisténcia, o numero de mecanismos envolvidos é
pequeno, e inclui varias condig¢des, incluindo até a modificacdo do organismo com a

diminuicAo da taxa de penetracdo do inseticida pela cuticula, detoxificacdo
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metabdlica aumentada e diminuicdo da sensibilidade do sitio-alvo (BRAGA e VALLE,
2007).

Inimeros fatores genéticos, biologicos e operacionais influenciam o
desenvolvimento da resisténcia aos inseticidas (BROGDON e McALLISTER, 1998).

Os principais compostos utilizados nos programas de controle do vetor séo
compostos organicos pertencentes ao grupos dos organofosforados, carbamatos e
piretréides. Quanto ao modo de acdo destes compostos, os organofosforados,
inseticidas que contém fosforo, sdo produtos biodegradaveis e possuem
instabilidade quimica, o que resulta em baixo efeito residual. Tanto os
organofosforados quanto os carbamatos atuam inibindo as colinesterases, enzima
do sistema nervoso central (SNC). Essa enzima € irreversivelmente inativada pelo
inseticida e tal inibicdo resulta no acumulo de acetilcolina nas juncdes nervosas,
consequentemente, causando o aumento dos impulsos nervosos, ocasionando a
morte do inseto. Os organofosforados podem agir tanto por contato como por
ingestdo (SUCEN, 2012; BRAGA e VALLE, 2007).

Os Piretréides sdo compostos sintéticos que apresentam estruturas
semelhantes a piretrina, substancia existente nas flores do Chrysanthemum
(Pyrethrun) cinenarialfolium e séo facilmente absorvidos pelo trato digestivo. Atuam
em pequenas doses e de maneira similar aos organoclorados. Estes inseticidas
atuam mantendo abertos os canais de sédio das membranas dos neurdnios e
afetam o sistema nervoso periférico (SNP) e central (SNC) do inseto, onde
estimulam as células nervosas a produzir descargas repetitivas causando paralisia e
morte nos insetos (FUNASA, 1998; BRAGA e VALLE, 2007).

A eficacia do Temephos, organofosforado, foi comprovada em 1972, e tem
sido utilizado desde entdo como inseticida para o controle do vetor da dengue por
mais de 30 nos e ainda é utilizado até hoje. Neste aspecto € necessario o
diagnostico e monitoramento, de forma continua, da susceptibilidade das
populacées do vetor nas diferentes regibes do pais para garantir a eficacia dos
inseticidas nos programas de controle do vetor e monitorar a presenca de individuos
resistentes nas populacdes de mosquitos silvestres ou urbanos (BARRETO, 2005;
JIRAKANJANAKIT et al., 2007).

O inseticida Temephos pode sofrer decomposi¢do hidrolitca em um pH
alcalino. Ainda hoje é utilizado como inseticida base para controle de formas

imaturas de Ae. aegypti, estudos relatam que a eficacia pode ser prejudicada no
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campo e/ou no tratamento, pois 0s recipientes podem sofrer alteracdes nos
parametros fisico-quimicos e pH, um fator que parece interferir na degradacdo do
larvicida, além da presenca de ions metalicos que podem catalisar a degradacao
das moléculas dos inseticidas por via fotoquimica a partir da incidéncia de luz solar.
Em vista disto, existe a necessidade de constante monitoramento do produto, desde
o efeito residual do larvicida até sua presenca efetiva nos recipientes. Portanto, é
essencial considerar que o tratamento focal € a principal estratégia para a reducao
da densidade populacional do Ae. aegypti (PINHEIRO & TADEI, 2002).

A freqliente exposicdo do Ae. aegypti aos inseticidas e 0s registros sobre a
resisténcia do vetor ao Temephos explicam a necessidade do monitoramento
dessas populacdes em relacdo aos produtos utilizados no controle. As Secretarias
de Saude dos estados e municipios precisam destas informacfes, pois a avaliagao
de resisténcia faz-se necesséria para o planejamento das estratégias e acbes
eficazes no controle do inseto vetor (CARVALHO et al., 2001). Os relatos de
resisténcia de Ae. aegypti ao Temephos em varios estados do Brasil, a diferenca de
pressdo de selecdo para niveis de resisténcia e susceptibilidade e sua importancia
dentro dos programas de controle do vetor mostram sua importancia pratica
(BESERRA et al., 2007).

Os larvicidas de origem vegetal e ativos protéicos ou nao protéicos oriundos
de bactérias tem sido considerado como elementos importantes nos programas de
controle de insetos vetores (SILVA et al., 2001). Sdo produtos alternativos as
medidas de controle pela baixa toxicidade aos mamiferos e com reduzido impacto
ambiental (BARRETO, 2005), podendo ser utilizados para o controle de outros
vetores, como Anopheles sp. e Culex sp (GOVINDARAJAN et al., 2011).

Os inseticidas biologicos a base de Bacillus thuringiensis var. israeliensis
(Bti) possuem intensa atividade larvicida e efeito residual prolongado nas larvas de
Aedes spp, assim, apresentam-se como alternativa importante para o controle de
culicideos, podendo ser utilizados no controle integrado de insetos e mosquitos
vetores (LUZ et al., 2001).

Mesmo com tantos avancos no controle da dengue, ainda existem lacunas
de conhecimento sobre a utilizacdo dos inseticidas, formas de controle, mecanismos
de toxicidade e aspectos adaptativos para os insetos, além da estabilidade e
impacto ambiental. Ha também escassez de estudos cientificos que determinem a

toxicidade dos produtos ao homem e ambiente, e a necessidade de utilizacdo e
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comercializacdo, pois, na base do conhecimento atual, exceto o Bti, todos os outros
inseticidas usados nas campanhas de controle de mosquitos sao de origem
sintética. O uso de toxinas de bactérias no controle biolégico das larvas de
mosquitos tem se mostrado promissor entre as diversas estratégias que compdem
os programas de controle de vetores, pois os produtos biol6gicos mostram-se
eficazes, especificos quanto ao alvo, ndo impactando outros organismos, assim, o
risco de danos ao meio ambiente é reduzido, além de ser biodegradavel, de baixa
toxicidade aos mamiferos e ainda com menores probabilidades de aquisicdo de
resisténcia pelo vetor (BARRETO, 2005).

Neste contexto, o Natular™ (Clarke Mosquito Control Products, USA) se
apresenta como um promissor inseticida. Segundo o fabricante, € o Unico produto
gue contém o Espinosade como ingrediente ativo, combinado com ingredientes
inertes. Composto de Espinosina A e Espinosina D, o principio ativo forma um
produto de controle de insetos altamente seletivo com alta poténcia para 0s insetos-
alvo, porém baixa toxicidade para mamiferos e outros organismos nao-alvos, além
de ser considerado seguro e que se decompde rapidamente, evitando sua
bioacumulacdo no meio ambiente. E obtido a partir da bactéria Sacharopolyspora
spinosa. Seu modo de acdo (atua no sistema digestorio da larva, causando
infeccbes, danos celulares e morte do inseto) previne o desenvolvimento da
resisténcia nos organismos alvo. Comparado aos inseticidas sintéticos, Natular &
eficaz em taxas de uso de duas a 10 vezes menor do que 0s inseticidas sintéticos
tradicionais além de ser 15 vezes menos tdéxico aos mamiferos que os compostos
organofosforados.

Possui seis formulac¢des, sendo as mais utilizadas no controle de Ae. aegypti
o Natular DT e Natular EC. O Natular DT se apresenta na forma de uma pastilha em
camadas sobrepostas. Segundo o fabricante, uma pastilha € capaz de tratar um
volume de até 200 L de agua. O Natular EC se apresenta na formulacéo
emulsionavel e é utilizado com a ajuda de pulverizadores. Suas formulagbes DT
(pastilha) e EC (liquida) sdo indicadas para o controle de Ae. aegypti, Anopheles spp
e Culex spp.

A qualificacdo continua dos agentes nos programas de controle € muito
importante, pois sédo eles que lidam diretamente com a populacdo nas orientagdes
de combate ao vetor, assim, os produtos quimicos sdo apenas uma parte das

técnicas de controle disponiveis para 0 mosquito. Para obter sucesso no controle ou
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erradicacdo do Ae. aegypti, tais métodos devem ser integrados com a reducédo da
populacdo do inseto nos criadouros e a educacao ambiental e controle quimico e\ou
biolégico (SCHOOF, 1967). Assim, para o0 controle de endemias, aponta-se a
participacdo popular como indispensavel especialmente onde esta estratégia se
imp&e como condicdo para o controle, como no caso da dengue (FERREIRA et al.,
2009).

Segundo trabalhos realizados pela Superintendéncia de Controle de
Endemias do Estado de S&o Paulo (SUCEN) sobre a susceptibilidade do Ae. aegypti
a inseticidas utilizados de forma continua no controle dos insetos, o principal
problema identificado foi o uso excessivo dos mesmos no controle quimico,
adicionalmente as mas condicbes de saneamento e falta de acdes educativas.
Observou-se também que o uso do inseticida em longo prazo e de forma
inadequada, comprometeria a sustentabilidade das acdes de combate ao vetor,
dessa forma, a SUCEN tendeu a verificar o nivel de resposta a exposi¢cdo do
mosquito aos produtos e a definicho do momento da substituicio dos mesmos
(LEFEYRE et al., 2003).

Neste contexto, a presente pesquisa teve por objetivo: Avaliar a
susceptibilidade de larvas e adultos de Ae. aegypti das cidades de Maracaju-MS
(regido fragmento de Cerrado), Dourados-MS (regido fragmento de transicao
Cerrado-Mata Atlantica) e Navirai-MS (regido fragmento de Mata Atlantica) num raio
de aproximadamente 100 km a partir de Dourados-MS aos inseticidas Temephos e
Malathion (organofosforados) e a Alfacipermetrina (piretroide); Avaliar a eficacia de
Natular™ (Clarke Mosquito Control Products, USA) composto de espinosade, nas
formulacbes DT (pastilha) e EC (liquida) sobre populacdes susceptiveis de Ae.
aegypti (Rockfeller, CDC).

2 METODOLOGIA

2.1 CARACTERIZACAO DOS MUNICIPIOS ENVOLVIDOS NA PESQUISA

As coletas de ovos e exemplares de Ae. aegypti foram realizadas nos
municipios de Maracaju-MS, Dourados-MS e Navirai-MS, exatamente por estarem

localizados em regibes de ligacdo entre o estado do Parana e capital de Mato
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Grosso do Sul e por questdo logistica das coletas. As coletas ocorreram nos
periodos de Marco a Maio de 2011, final do verdo, apos as campanhas de controle.

2.1.1 Municipio de Maracaju-MS

O Municipio de Maracaju localiza-se no sudoeste do estado de Mato grosso
do Sul. Possui area de 5.299,2 km?, possui populacdo de 37.405 habitantes. A
densidade demografica € de 5,83 habitantes/km2 (BRASIL, 2011).

O clima tropical predomina no municipio e seu bioma possui remanescentes
fragmentos de Cerrado (IBGE, 2011a).

A Tabela 1 a seguir mostra os indices Breteau e Predial de Maracaju e a

situacdo da doenca nos ultimos 6 anos.

Tabela 1. Notificacbes e confirmacdes de casos de dengue e indices Breteau e
Predial de Maracaju de 2007 a 2012.

Ano Notificacbes  Confirmacdes Indice Breteau Indice Predial
2007 547 3 0,48 0,46
2008 18 01 1,37 1,36
2009 70 43 1,26 1,26
2010 2.583 560 0,75 0,75
2011 29 3 0,68 0,68
2012* 22 06 1,40 1,40

*Semanas epidemiolégicas de 1 a 11.
Fonte: ESTADO (2012b).

2.1.2 Municipio de Dourados-MS

O municipio de Dourados localiza-se no estado de Mato Grosso do Sul e
possui 196.035 habitantes, area de 4.086,2 km?, com densidade demogréfica de
47,97 habitantes/lkm?. O clima tropical predomina no Municipio e sua vegetacéo
predominante € remanescente/ fragmento de Cerrado e algum remanescente de
Mata Atlantica, constitui-se num ambiente altamente modificado de transicdo entre o

Cerrado e Mata Atlantica. (IBGE, 2011b).
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A Tabela 2 mostra dados da situacdo da dengue no Municipio do ano de
2007 a 2012, segundo a Secretaria Municipal de Saude, onde constam também os

indices Breteau e Predial de Dourados.

Tabela 2. Notificagbes e confirmacdes de casos de dengue e indices Breteau e
Predial de Dourados de 2007 a 2012.

Ano Notificacbes  Confirmacdes Indice Breteau Indice Predial
2007 4573 3698 0,45 0,47
2008 232 30 0,52 0,51
2009 1226 843 1,04 0,94
2010 8193 4768 0,86 0,80
2011 89 8 0,57 0,53
2012* 35 6 1,07 0,99

*Semanas epidemioldgicas de 1 a 11.
Fonte: ESTADO (2012b).

Este levantamento dos dados da doenca é realizado semanalmente pela
Secretaria de Estado de Saude (SES) com a contribuicdo das secretarias municipais
(SMS), com o intuito de obter informacdes e elaborar estratégias para o combate ao

inseto para a reducédo da doenca.

2.1.3 Municipio de Navirai-MS

O municipio de Navirai localiza-se no estado de Mato Grosso do Sul, possui
46.424 habitantes atualmente, uma é&rea de 3.193,5 km? com densidade
demogréfica de 14,54 habitantes/km?. O clima tropical predomina no Municipio e sua
vegetacao predominante € de remanescente de Mata atlantica (IBGE, 2011c).

A Tabela 3 mostra os indices Breteau e Predial de Navirai e a situacédo da

doenca no municipio nos ultimos 6 anos.
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Tabela 3. Notificagcbes e confirmacdes de casos de dengue e indices Breteau e
Predial de Navirai de 2007 a 2012.

Ano Notificacbes Confirmacdes Indice Breteau Indice Predial
2007 636 281 0,81 0,85
2008 266 15 0,59 0,55
2009 116 12 0,95 0,94
2010 1381 946 0,95 0,95
2011 331 37 1,16 1,15
2012* 66 04 1,26 1,24

*Semanas epidemioldgicas de 1 a 11.
Fonte: ESTADO (2012b).

2.2 COLETA DE OVOS DE AE. AEGYPTI NOS MUNICIPIOS

A coleta de ovos de Ae. aegypti, foi realizada através da instalacdo de
armadilhas de oviposicdo adaptada por Fay & Eliason (1966) e distribuidas no
peridomicilio de residéncias, em varios bairros dos municipios, no periodo de marcgo
a maio de 2011. A armadilha consiste em um recipiente na forma de um vaso preto,
de plastico, com boca larga, volume de 1L e com orificios laterais para escoamento
d’agua em caso de precipitagdo pluvial. Como suporte para oviposigao foi colocada
verticalmente no interior do vaso, uma palheta de Eucatex com dimenséo de 2,5 cm
x 12,5 cm, sendo que uma das faces da superficie era rugosa. Cada palheta foi
enumerada e as armadilhas foram inspecionadas a cada cinco ou seis dias,
fazendo-se a troca de palhetas e reposigéo do volume d’agua.

A escolha do local das armadilhas de oviposicdo baseou-se em locais com

plantas e sombreados em geral (Figura 5).
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Figura 5. Armadilha de oviposi¢cao (modificada) utilizada na coleta de ovos de Ae.
aegypti.

Segundo Consoli e Oliveira (1994), a selecdo do local de oviposicdo por
parte das fémeas € o principal fator responséavel pela distribuicdo dos mosquitos nos
criadouros e é da maior relevancia para a distribuicdo das espécies na natureza.

As armadilhas foram distribuidas em varios pontos nos municipios de
Maracaju-MS, Dourados-MS e Navirai-MS (Figuras 6, 7 e 8).

No municipio de Maracaju e Navirai foram distribuidas 15 armadilhas, sendo
que em Maracaju e Navirai foram distribuidas em pontos estratégicos (Figura 6 e 7).
No municipio de Dourados, utilizou-se 20 armadilhas também em pontos
estratégicos (Figura 8). Foram coletados em média de 1.500 a 2.000 ovos por
municipio.

Devido & area de coleta dos municipios, que abrangeu areas centrais ou
pontos estratégicos e ao pequeno numero de armadilhas instaladas, considera-se as

populacées coletadas como amostras populacionais.
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Figura 7. Distribuicdo dos pontos de coleta no municipio de Navirai.
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Figura 8. Distribuicdo dos pontos de coleta no municipio de Dourados.

2.3 BIOENSAIOS DE TOXICIDADE COM LARVAS DE AE. AEGYPTI (DIPTERA:
CULICIDAE)

Os inseticidas utilizados para os bioensaios foram o organofosforado
Temephos (Abate 1G, BASF, a 1% de ingrediente ativo (i.a), o piretroide
Alfacipermetrina (FERSOL 200 sc, 200g de i.a / Litro) e o organofosforado Malathion
(UL CHEMINOVA, 96% i.a). As Concentracbes empregadas foram as recomendadas
pela SUCEN e pela OMS para avaliar resisténcia aos inseticidas de uso normal no
controle de insetos. Assim, para Temephos (organofosforado), foram testadas as
concentracdes diagndstico (CD) recomendada pela Organizacdo Mundial de saude
de 0,008 ppm (ingrediente ativo), ou seja (0,008 mg.L) e a recomendada pela
SUCEN, de 0,012 ppm (ingrediente ativo), ou seja (0,012 mg.L™"), para
Alfacipermetrina (36,5 mg i.a./m? e Malathion (292 mg i.a./m? (WHO, 1992;
MACORIS, 2002; MACORIS et al., 2005).

Os produtos foram avaliados por meio de bioensaios de toxicidade em larvas
em dias diferentes. Para a realizacdo dos experimentos foram separadas larvas
entre o final do terceiro e inicio do quarto estadio da geracdo F; e F, para o larvicida

Temephos (organofosforado) e individuos adultos da geracdo F, obtidos para os
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testes, tanto para Malathion (organofosforado) e Alfacipermetrina (piretréide) como
ativos adulticidas.

Para a interpretacdo de resisténcia foram utilizados os seguintes critérios: a)
98% a 100% de mortalidade = Susceptivel (S); b) entre 80 e 98% de mortalidade =
Requer Verificagdo (RS) e c) abaixo de 80% de mortalidade = Presenga de
Individuos Resistentes (R) (DAVIDSON e ZAHAR, 1973).

2.3.1 Ensaios biolégicos com Organofosforado Temephos

Os bioensaios de laboratério e as criagdes das populacdes de Ae. aegypti
foram conduzidos no laboratério de Entomologia Aplicada do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (IB-UNICAMP, Campinas-SP) em sala
climatizada a temperatura de 27 + 2°C e fotoperiodo de 12 h, utilizando-se as
geracdes P, F; e F, das populacbes de Ae. aegypti coletadas nos municipios de
Maracaju-MS, Dourados-MS e Navirai-MS. Para a incubacdo dos ovos de Ae.
aegypti e realizacdo dos bioensaios de toxicidade com larvas, usou-se estufa BOD,
com temperatura (T = 27 £ 2 °C), Umidade Relativa (UR = 70 + 5%) e fotoperiodo 12
h. Nessas condicdes as larvas dentro dos ovos eclodem e dao origem as larvas do
mosquito Ae. aegypti. Aproximadamente 1.000 individuos foram colocados em
recipientes plasticos e as larvas receberam racdo de peixe Alcon Goldfish (alcon pet)
como alimento, na propor¢do de um grama de racao por litro (m/v) e apés atingirem
o 3° estadio de desenvolvimento larval, as mesmas foram utilizadas no teste
larvicida (Bioensaio de toxicidade) (GADELHA e TODA, 1985; WHO, 1981). Nos
bioensaios foi utilizada dgua destilada como testemunha e no controle larvas de

mosquitos da linhagem susceptivel Rockfeller (CDC, Atlanta - EUA).
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Figura 9. Recipiente plastico para eclosdo das larvas.

A solucao padréo do ativo inseticida ou amostra do composto quimico a ser
utilizado no teste foi obtida para facilitar as sucessivas diluicbes. Foram pesadas 20
mg do principio ativo em balanca analitica e solubilizado em agua para preparacéo
da solucdo-estoque ou padréo que posteriormente foi diluida para a preparacédo das
concentracfes menores a serem utilizadas no bioensaio. Esta solucdo (padrédo ou
estoque) a 10.000 ppm foi mantida em temperatura ambiente (25° C a 27° C) até o
momento das diluigcdes. Volumes de 18 mL de agua isenta de cloro foram utilizadas
para a diluicdo e distribuidos as concentragdes menores em 250 mL por copo

plastico, a temperatura ambiente.

Figura 10. Recipientes plasticos onde foram realizados os bioensaios de toxicidade.

Estas solucdes foram utilizadas, em cada série do experimento, com as
concentracdes propostas pela SUCEN e OMS, sendo os bioensaios de toxicidade
realizados em quadruplicata (4X). Grupos de 20 larvas no final de terceiro estadio e
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inicio do quarto estadio foram separados e transferidos para copos plasticos com
250 ml da solugdo para analise da toxicidade no controle, no tratamento e na
testemunha.

Apoés 24 h de exposicao foi registrado o numero de larvas mortas (sendo
consideradas mortas aquelas que ndo apresentaram movimentos ou as larvas que
nao responderam a estimulo de toque pela ponta de uma pipeta Pasteur).

Todos os experimentos foram repetidos em dias diferentes e com larvas da
geracdo F; e F,. Paralelamente, todos os experimentos foram acompanhados de
tratamento, controle e testemunha. O programa estatistico utilizado pra o tratamento
dos dados foi o Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

2.3.2 Ensaios biolégicos com Natular™ (Espinosade)

Os bioensaios com Natular™ nas formulacées DT (pastilha) e EC (liquida)
foram conduzidos no LEPAC (laboratério de estudos e pesquisas em artes e
ciéncias) da UNICAMP em Paraty, RJ em Janeiro de 2012.

Nos bioensaios com o Natular™ EC (liquida) a aplicacédo do larvicida foi feita
por aspersdo sobre garrafas plasticas com capacidade de 3 litros simulando
criadouros de larvas do vetor da dengue. Os tratamentos, em 4 réplicas, foram: a-
garrafas cortadas longitudinalmente b- garrafas inteiras (sem tampa) e c- garrafas
cortadas verticalmente ao meio (Figura 11). Estes recipientes foram abastecidos
com 1 litro de 4gua mineral e dispostos no chdo em uma area de 3 m? de superficie
e arranjados de forma a receberem a quantidade de produto recomendada no
catalogo do produto, para “Recipientes naturais ou artificiais — Vasos de plantas ou

partes destes (pratos) que acumulam agua”.
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Figura 11. Forma das garrafas plasticas utilizadas no teste com Natular EC.

Foram feitos os célculos de concentracdo do produto a partir da area, tempo
e vazao da calda, por meio da aplicacdo por Pulverizador de Pressdo Prévia com
capacidade para 3 L (Worker). O produto foi aplicado a uma altura de 50 cm sobre
as garrafas, & concentracdo de 1,43 ml/100m?, equivalente ao ponto médio da faixa
de recomendac&o do fabricante (0,81 a 2,05 ml/100m?).

Trinta larvas de Ae. aegypti (linhagem Rockefeller, CDC - Atlanta, EUA)
entre o final do terceiro e inicio do quarto estaddio foram colocadas em cada
recipiente, perfazendo 3 tratamentos com 4 réplicas cada e 4 testemunhas. Um
periodo de 30 min foi aguardado, antes dos tratamentos, para permitir a
ambientacdo das larvas. O experimento avaliou a mortalidade final apos 24 h de
exposicao ao produto.

Nos bioensaios com o Natular™ DT (pastilha), os testes com o larvicida
foram feitos em caixas d'agua de 310 L de capacidade ou em um tubo de PVC de
200 mm fechado em suas extremidades.

Nos bioensaios onde a aplicacdo do larvicida foi feita utilizando um tubo de
PVC de 200 mm de diametro e 9 m de comprimento, este tubo foi preenchido com
200 L de Agua Mineral e suas extremidades foram isoladas para evitar a saida de
agua. Ao longo do cano foram feitas 10 aberturas de aproximadamente 40 cm?, com
uma distancia de aproximadamente 90 cm entre uma abertura e outra. Foram
colocadas 2 peneiras de cha, flutuantes e ancoradas por uma esfera de chumbo e
presa por uma linha em cada abertura, totalizando 20 peneiras. ApOs este
procedimento, uma pastilha foi aplicada no orificio numero 1 (Figura 12).
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Aproximadamente trinta larvas de Ae. aegypti (linhagem Rockefeller, CDC - Atlanta,
EUA) entre o final do terceiro e inicio do quarto estadio foram colocadas em cada
peneira. Foi aguardado um periodo de 30 min, antes dos tratamentos, para permitir

a ambientacdo das larvas.

1 2 3 1 5 6 7 8 9 10
TTTTTT&\

200 L

Figura 12. Tubo PVC de 200mm utilizado para os testes com Natular DT (pastilha
representada em vermelho, na abertura nimero 1).

Apbs este procedimento foi adicionado uma pastilha de Natular™ DT em
uma das extremidades do tubo para avaliar o efeito do produto ao longo do
comprimento do tubo. O experimento avaliou a mortalidade final apds 24 ou 48 h de
exposicao ao produto. Foram feitas duas repeticfes para este teste.

Nos bioensaios onde a aplicacdo do larvicida foi feita utilizando caixas
d’agua de 310 L, foram utilizadas 8 caixas d’agua, perfazendo 4 tratamentos e 4
testemunhas. Cada caixa d’agua foi abastecida com 200 L de agua. Canos de PVC
de 60 mm foram cortados com 48 cm de comprimento e telados na extremidade
inferior para evitar a saida das larvas. Dois canos foram colocados em cada caixa
d’agua de forma vertical e estes canos foram suspensos flutuando com a ajuda de

placas de isopor em sua superficie superior (Figura 13).
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Figura 13. Caixa d’agua utilizada nos testes com Natular DT. (pastilha representada
em vermelho).

Cada cano recebeu aproximadamente trinta larvas de Ae. aegypti (linhagem
Rockefeller, CDC - Atlanta, EUA) entre o final do terceiro e inicio do quarto estadio.
Foi aguardado um periodo de 30 min, antes dos tratamentos, para permitir a
ambientacdo das larvas. Em seguida, foi adicionado uma pastilha de Natular™ DT
em cada caixa d’agua para avaliar o efeito do produto em 200 L de &gua. O
experimento avaliou a mortalidade final ap6s 48 h de exposicdo ao produto.

2.4 ENSAIOS BIOLOGICOS COM INSETOS ADULTOS DE AE. AEGYPTI
(DIPTERA: CULICIDAE)

Os mosquitos adultos dos mosquitos foram obtidos a partir de armadilhas de
oviposicdo, posicionadas no interior das residéncias e no peridomicilio de
residéncias escolhidas. Apés um periodo de 48 h de incubacdo dos ovos, as
palhetas de Eucatex foram colocadas em bandejas plasticas (40 cm x 27 cm x 7,5
cm) para a eclosdo das larvas. No momento da eclosdo, as bandejas foram
colocadas dentro de gaiolas, até 0 momento da empupacéo e eclosao dos adultos.
Os adultos foram mantidos em gaiolas construidas de aluminio e acrilico (Figura 14),
contendo tecido organza nas portas das gaiolas e nas portas de acesso do
laboratoério para evitar uma possivel dispersao ou fuga dos mosquitos, fornecendo-
se diariamente, uma solucdo glicosada de mel a 20%, sendo permitido o repasto
sanguineo, em codornas, trés vezes por semana, onde as codornas eram
simplesmente colocadas dentro das gaiolas por uma hora para o repasto dos

mOosquitos.
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Figura 14. Gaiolas construidas de armacao de aluminio e acrilico, usadas na criacao
dos mosquitos.

Na pesquisa foram realizados bioensaios de toxicidade para avaliar a
susceptibilidade da populacdo de Ae. aegypti de Maracaju-MS, de Navirai-MS e
Dourados-MS, tratados com os inseticidas Alfacipermetrina (piretroide) e Malathion
(organofosforado) ambas formulagées comerciais dos produtos utilizados no controle
quimico foram obtidas através do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) de
Dourados. Para tal avaliacdo foram feitos bioensaios com papéis impregnados
(WHO, 1981; BROGDON e McALLISTER, 1998).

Os bioensaios de toxicidade foram realizados no Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (IB-UNICAMP, Campinas-SP), em sala com
temperatura controlada, variando de 25° C a 27° C. Para todos os testes foi utilizada
a cepa-referéncia de susceptibilidade como controle (linhagem Rockefeller, CDC -
Atlanta, EUA).

Os bioensaios foram realizados com mosquitos da geracdo F,, assim os
mosquitos foram expostos as seguintes concentracdes de Alfacipermetrina (36,5 mg
i.a./m?) e Malathion (292 mg i.a./m?) (WHO, 1992; MACORIS, 2002) em tubos
cilindricos plasticos contendo em seu interior o papel impregnado com a
concentracdo de inseticida proposta, diluida em 6leo de silicone (Figura 15) (WHO,
1963; KARUNARATNE e HEMINGWAY, 2001; WHO, 2006). Foi realizado apenas
um bioensaio para estas amostras populacionais de insetos dos trés municipios,
devido ao pequeno numero de mosquitos na coldnia, contemplando quatro réplicas

em cada bioensaio.
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Figura 15. Tubo padronizados para avaliacdo de inseticidas em mosquitos adultos.

Cada tubo de exposicao recebeu em média de 25 a 30 individuos adultos
que foram expostos por um periodo de 1 h. Os mosquitos utilizados no controle
foram expostos a papéis sem inseticida, contendo apenas oOleo de silicone. A
porcentagem de mortalidade final foi avaliada 24 h apds o inicio da exposi¢cao ao
inseticida.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DE SUSCEPTIBILIDADE DE AE. AEGYPTI NA FASE DE LARVA
AO TEMEPHOS

A susceptibilidade de Ae. aegypti ao larvicida organofosforado Temephos foi
avaliada para as amostras populacionais de Maracaju-MS, Dourados-MS e Navirai-
MS, durante o periodo de junho a setembro de 2011 nas geragbes F; e F,. Na
geracao F,, foi testada a concentracao recomendada pela SUCEN (Marilia, SP) de
0,008 mg/L. Neste bioensaio a amostra populacional de Maracaju apresentou média
de mortalidade e desvio padrdo de 16,7% (4,90), a amostra de Dourados apresentou
média de mortalidade e desvio padrdo de 73,3% (3,40) e na amostra de Navirai

obteve-se média de mortalidade e desvio padrdao de 46,6% (1,00), conforme Tabela
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4. As 3 amostras populacionais foram expostas a mesma concentracdo e em 24 h
de exposicdo ao produto.

Tabela 4. Susceptibilidade de amostras populacionais de larvas de Ae. aegypti de
diferentes regibes do Mato Grosso do Sul ao larvicida Temephos, para a
concentracdo diagndstica de 0,008 mg/L, para 4 repeticbes de 30 individuos.

Amostras Individuos Mortalidade  Mortalidade Desvio
populacionais (n) (n) (%) padréo
Maracaju 30 10,2 16,7 4,90
Dourados 30 21,7 73,3 3,40
Navirai 30 13,5 46,6 1,00
Rockfeller* 30 30 100 0,00
Testemunhas 30 0 0 0,00

*Linhagem susceptivel (CDC, Atlanta, USA).

Conforme critérios estabelecidos por Davidson e Zahar (1973), os testes
sugerem uma resisténcia para todas as amostras populacionais testadas, devido a
baixa porcentagem de mortalidade. A linhagem susceptivel apresentou 100% de
mortalidade, validando os testes.

Comparando os valores médios e desvios-padrBes encontrados, os testes
demonstraram que a populagcéo de Maracaju-MS apresentou 0 menor percentual de
mortalidade e a maior variagcdo (4,90), se mostrando ser a populacdo menos
homogénea. O menor desvio padrdo foi visto na populacdo de Navirai-MS,
demonstrando ser, entre as 3 popula¢des, a mais homogénea.

As diferencas apés comparar os valores médios e desvios-padrbes
encontradas, permitem indicar o diagnéstico de populacdes resistentes para estas
amostras populacionais.

Para comparar a mortalidade nos 3 municipios foi utilizado o teste ANOVA.
Podemos afirmar que ha diferencas significativas entre o percentual de mortalidade
nos 3 municipios (p=0,0055). O pos-teste Tukey nos mostrou que o indice de
mortalidade em Dourados € significativamente maior que em Maracaju (p<0,01) e
maior que em Navirai (p<0,05); apesar do percentual de mortalidade em Navirai ser
maior que em Maracaju, essa diferenca nao é significativa (p>0,05)

As amostras populacionais também foram expostas a concentracao
recomendada pela OMS (0,012 mg/L). A populacdo de Ae. aegypti de Maracaju-MS
apresentou média de mortalidade e desvio padrao de 23,7% (0,90). A populacdo de
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Dourados apresentou média de mortalidade e desvio padrdo de 78,7% (1,70) e a
populacdo de Navirai apresentou média de mortalidade e desvio padrdo de 67,5%
(1,00), conforme Tabela 5. Todas as populacbes foram expostas a concentracao

recomendada e em 24 h de exposi¢cdo ao produto.

Tabela 5. Susceptibilidade de amostras populacionais de Ae. aegypti de diferentes
regibes do Mato Grosso do Sul ao larvicida Temephos (0,012 mg/L) para 4
repeticoes.

Amostras Individuos Mortalidade  Mortalidade Desvio
populacionais (n) (n) (%) padréo
Maracaju 20 4,3 23,7 0,90
Dourados 20 15,6 78,7 1,70
Navirai 20 13,5 67,5 1,00
Rockfeller* 20 20 100 0,00
Testemunhas 20 0 0 0,00

*Linhagem susceptivel (CDC, Atlanta, USA).

O teste efetuado com larvas de Ae. aegypti nas 3 localidades, utilizando a
Concentracao Diagnostico (CD) 0,012 ppm do organofosforado Temephos, segundo
a OMS, confirmam uma alteracdo na susceptibilidade (Resisténcia) indicando a
necessidade de verificacdo com bioensaios de concentracBes multiplas para esta
populacao para determinacéo da razdo de resisténcia.

Foi verificado que a populacéo da linhagem Rockefeller apresentou 100% de
mortalidade em todos os testes realizados com Concentragcdo de 0,012 ppm em
menos de 24 h, comprovando a susceptibilidade ao Temephos e validando os
resultados obtidos para as populacdes coletadas nas cidades de Maracaju-MS,
Dourados-MS e Navirai-MS.

O teste ANOVA (fator duplo) mostrou que néo ha diferencas significativas
entre 0s municipios, com (p=0,2617). O nivel de significancia foi de 0,05.

Os testes demonstraram que a populacdo de Dourados-MS apresentou o
maior percentual de mortalidade e a maior variagdo (1,70), se mostrando ser a
populacdo menos homogénea neste teste. O menor desvio padréo foi visto na
populacdo de Maracaju-MS, em média de 1,00, confirmando a homogeneidade
desta populacao.

As diferencas ap6s comparar os valores meédios e desvios-padrbes
encontradas, permitem indicar padrdes de resisténcia para estas populacbes que

foram coletadas em cidades que distam num raio aproximado de 100 km e em
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ambientes urbanos com diferentes vegetacdes remanescentes ( Cerrado, Transi¢ao
e Cerrado-Mata Atlantica). Os resultados permitem supor um semelhante historico
do uso do produto nessas localidades, com semelhantes intensidades e\ou
frequéncias de aplicacdes, submetendo as populaces a equivalentes pressdes de
selecdo, com conseqiente aumento dos graus de resisténcia, e até permite sugerir,
semelhantes mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas amostras
populacionais analisadas e comparadas (BESERRA et al., 2007), entretanto para
confirmacdes seriam necessarios trabalhos mais aprofundados para verificar estas
hipoteses.

Comparando os bioensaios das geracdes F; e F, na Tabela 6, percebe-se
que em ambas as concentracdes as amostras populacionais se mostraram com
baixa mortalidade, confirmando a suspeita de resisténcia destas amostras
populacionais.

Para comparar as geracdes F; e F, foi utilizado o teste Binomial que mostra

gue nédo hé diferencas significativas entre F; e F, nos 3 municipios (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacdo da Susceptibilidade de amostras populacionais de Ae.
aegypti de diferentes regibes do Mato Grosso do Sul ao larvicida Temephos nas
geracdes F1 (0,008 mg/L) e F2 (0,012 mg/L).

Mortalidade
Geracao
Maracaju Dourados Navirai
F1 (0,008 mg/L) 16.7% 73.3% 46.6%
F» (0,012 mg/L) 23.7% 78.7% 67.5%
TESTE BINOMIAL 0.5186 0.5416 0.0668

Com base nestes dados, percebeu-se que quando as amostras foram
expostas a uma concentracdo maior, no caso da geracdo F, a mortalidade
aumentou proporcionalmente.

Bioensaios realizados no ano de 1998/1999 j4 evidenciavam a
susceptibilidade de Ae. aegypti ao Temephos em Campo Grande-MS sob a
concentracéo de 0.040 ppm (CAMPOS E ANDRADE, 2001).

Em resultados obtidos em 2004 com larvas F; de Ae. aegypti, em Dourados,
MS, foi verificada susceptibilidade ao organofosforado Temephos a concentracéo
diagnéstico quando comparado a linhagem padrdo Rockefeller (FERNANDES,

2004). Em comparacao aos bioensaios realizados neste trabalho, percebe-se que
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resultou em 78,7% de mortalidade, assim, constata-se que houve uma alteracao no
padréao de susceptibilidade da populacdo de Ae. aegypti de Dourados ao Temephos.

O numero de casos de resisténcia relatados para inseticidas tem sido
crescente em paises da Asia, Caribe, America Central e América do Sul.

Os resultados presentes confirmam o que se tem verificado em outras
regides do pais, como por exemplo, no Estado da Paraiba onde, segundo Beserra et
al. (2007) quando diferentes populagdes foram expostas a mesma concentracao do
produto, todas as populacbes de Ae. aegypti mostraram-se resistentes ao
Temephos.

No estado do Rio de Janeiro, populacdes de sete municipios apresentaram
mortalidades entre 23,5% e 74%, consideradas resistentes ao Temephos (LIMA et
al., 2003). Resultados semelhantes foram obtidos por Campos e Andrade (2001)
para uma populacdo de Ae. aegypti da regido de Campinas-SP, onde a
sobrevivéncia para a concentracdo de 0,012 ppm foi de 24,5%, sendo essa
populacao considerada resistente ao Temephos.

O mesmo bioensaio foi realizado em Curitiba-PR, e o0s resultados
apresentados indicaram a susceptibilidade do mosquito ao Temephos e a viabilidade
ao tratamento. Os resultados sugerem o constante monitoramento da populacao de
insetos vetores (LUNA et al.,, 2004). Outro trabalho realizado em municipios do
estado do Parana com Temephos, avaliado a uma concentracdo de 0,006 mg/L, a
populacdo de Foz do Iguagcu apresentou resisténcia a esta concentracdo, ja as
populacées dos municipios de Ubiratd e Santa Helena foram susceptiveis a mesma
concentracdo de Temephos (PROPHIRO et al., 2011).

Outro estudo determinou a susceptibilidade do mosquito em sete cidades da
regido do Distrito Federal-DF e verificaram mudancgas no padréao de susceptibilidade,
utiizando a CD da OMS para Temephos, onde somente trés municipios
apresentaram resisténcia ao produto, sendo eles o municipio de Taguatinga
(76,3%), Guara (61,7%) e Nucleo Bandeirante (56,2%) (CARVALHO et al., 2001).

Os resultados apresentados por Macoris et al. (2003) para resisténcia de Ae.
aegypti em 10 localidades no estado de S&o Paulo, demonstram resisténcia ao
Temephos nas populacdes de Aracatuba (97%), Barretos (94%), Campinas (91%),
Pirituba (85%), Ribeirdo Preto (88%), Sao José do Rio preto (96%) e Santos (79%),
todas com mortalidade abaixo de 98%.
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No Brasil, estudos da resisténcia do Ae. aegypti a inseticidas foram
conduzidos nos estados de Sdo Paulo, Goias, Parana e Mato Grosso do Sul, onde
se destacam os organofosforados e piretroides, como Temephos, Malathion,
Alfacipermetrina e outros, que requerem atencdo e monitoramento constante
(CARVALHO et al., 2004; LUNA et al., 2004; FURTADO et al., 2005)

Na Tabela 7 sdo mostradas as médias e os desvios padrdo das mortalidades
de larvas de terceiro e quarto estadios de Ae. aegypti para quatro avaliacdes ao
longo do tempo de exposicdo, para a concentracao diagnostico de 0,012 ppm de

Temephos.

Tabela 7. Média de nimero de individuos e desvio padrdo (DP) para a mortalidade
em larvas de 3° e 4° estadios de Ae. aegypti para 3 populacdées do Mato Grosso do
Sul e para 4 avaliagBes apos a aplicacdo da concentracdo de 0,012 mg/L do produto
Temephos (organofosforado).

Tempo (h) Maracaju Dourados Navirai Rockfeller*
4 0 0 0 20
8 1,5 (0,70) 2,7 (0,90) 1,5 (0,50) 20
20 4,25 (0,50) 14,5 (1,20) 12,5 (0,50) 20
24 4,33 (0,95) 15,6 (1,70) 13,5 (1,00) 20

*Linhagem susceptivel (CDC, Atlanta, USA).

Pode-se observar que o tempo efetivo para a toxicidade do produto iniciou-
se apés 8 h de exposi¢do, com uma meédia de mortalidade de 1,5 (0,70) para
Maracaju-MS, com uma média de 2,75 (0,90) para Dourados-MS e média de 1,5
(0,50) para Navirai-MS. Na populacdo Rockefeller ndo houve mortalidade, o que
assegura a validade dos bioensaios.

Usando o teste de Kruskal-Wallis, podemos observar que em relacéo as
amostras ha uma diferenca significativa entre os tempos de mortalidade (p<0,0001);
entre o nimero de larvas mortas na amostra com 8 h de exposi¢édo para a amostra
com 20 h de exposicéo (p=0,0001) e com 18 h para as 24 h de exposi¢ao ao produto
(p<0,0001), mas nao ha diferenca significativa entre o n° de larvas mortas com 20 h
e 24 h de exposicdao (p=0,5546), o que permite indicar que apés 20 h dos
tratamentos, a atividade inseticida do produto ja teria sido praticamente completa.

Em uma pesquisa realizada no municipio de Dourados utilizando a
concentracdo diagndstico de Temephos, a populacdo de Ae. aegypti obteve 100%
de mortalidade em 8 h de exposicao ao inseticida (FERNANDES, 2004).
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Utilizando o teste ANOVA de dupla entrada para analisar as diferencas entre
os tempos de mortalidade, percebe-se que ndo ha diferencas significativas entre as
amostras de Maracaju (p=0,4444), Dourados (p=0,6553) e em Navirai (p=0,0772).

3.2 AVALIACAO DE SUSCEPTIBILIDADE DE AE. AEGYPTI NA FASE DE LARVA
AO NATULAR™ (ESPINOSADE)

3.2.1 Natular™ (EC)

Os resultados demonstraram que houve 0,8% de mortalidade entre as larvas
mantidas como testemunhas, dispensando qualquer correcdo de mortalidade nos
tratamentos. As larvas das garrafas cortadas longitudinalmente e verticalmente
apresentaram 100% de mortalidade. Entre as larvas das garrafas ndo cortadas,
onde o produto entrou pela area do orificio da tampa (12,5 cm? de diametro) houve
uma mortalidade média de 47,02% (DP=23,81). Criadouros com aberturas em
pequenos orificios podem conter tantas larvas quanto recipientes totalmente abertos.

Discute-se que do ponto de vista operacional, portanto, em aplicacées por
aspersao baseadas em area do criadouro, é necessario fazer com que mais produto
passe pelas aberturas, aproximando-se mais a barra de aplicacdo e/ou dedicando-
se mais tempo de aspersdo sobre esses recipientes para que o produto disperse-se
na agua dos criadouros.

O experimento comprovou a eficacia do produto e a susceptibilidade de
larvas de Ae. aegypti ao ingrediente ativo. Os resultados obtidos permitem sugerir
cuidados na operacionalizacdo das aplicacbes, caso haja a introducdo deste

larvicida nos programas de controle de Ae. aegypti no Brasil.

3.2.2 Natular™ (DT)

Os resultados do bioensaio com Natular DT com utilizagdo de caixas d’agua

estao expressos na Tabela 8.
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Tabela 8. Mortalidade média (%) de larvas de Ae. aegypti (linhagem susceptivel)
expostas ao produto Natular DT (pastilha) em 4 caixas d’agua.

Tempo Exposicéo 1 2 3 4 Média Desvio
padréo
2 dias 48h 85,8 92,6 63,8 76,8 79,7 12,4
30 dias 24h 68,3 28,3 58,2 35,8 47,6 18,1
60 dias 48h 39,9 29,9 49,9 36,8 39,1 8,3

No teste ndo foi registrada mortalidade nas testemunhas. Para a avaliagao
apos 30 dias de exposi¢cdo, 0 mais correto seria ter avaliado o experimento 48h
depois de colocar as larvas em contato com a agua tratada, portanto as
mortalidades dessa avaliacdo podem estar subestimadas, pois foram feitas com 24
h. Esses valores sdo aparentemente baixos, pois ndo permitiram controle total. O
experimento foi feito sem qualquer movimentacdo horizontal das larvas, que foram
colocadas em tubos de PVC, com livre movimentacdo vertical. Percebeu-se uma
proporcionalidade na porcentagem de mortalidade das larvas, com 2, 30 e 60 dias,
porém, o efeito residual esperado e indicado pelo fabricante ndo foi alcancado,
obtendo-se uma razoavel mortalidade dois dias ap6s o tratamento e uma baixa
mortalidade em 30 e 60 dias apds, indicando reduzido efeito residual.

A Tabela 9 expde o resultado para Natular DT no cano de PVC de 200 mm

de didametro, com 200 litros de agua.

Tabela 9. Mortalidade média (%) de larvas de Ae. aegypti (linhagem susceptivel)
expostas por 24 ou 48 h ao produto Natular DT (pastilha) em cano de PVC 200 mm
para 3 efeitos residuais em dias (d). O primeiro ponto representa o orificio onde foi
feita a aplicacdo da pastilha.

Ponto> 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Residual Exposicao

2d 48h 95,0 88,3 37,7 306 273 229 116 94 6,6 10,0
30d 24h 945 916 55,0 66,6 250 43,3 16,6 13,3 16,6 11,6
60 d 48h 43,1 383 200 81 66 3,3 0 0 0 0

Para este experimento ndo foram utilizadas testemunhas devido as
dificuldades na preparacdo do mesmo. Para a avaliagdo apds 30 dias, o mais
correto teria sido fazer a avaliagdo 48h depois de colocar as larvas em contato com
a agua tratada. Por ser um larvicida novo no mercado, faltam ainda protocolos para
sua avaliacdo. Percebeu-se na terceira avaliacdo (60 dias ap0s), que uma exposicao

de 24 h nao é suficiente para toda a expressao do efeito do larvicida, e que cerca de
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10 a 20% de mortalidade ainda pode ocorrer se fosse permitida uma exposi¢cao por
48 h. Assim, as mortalidades da avaliacdo ap6s 30 dias estao subestimadas.

Este teste também demonstra uma proporcionalidade na mortalidade e no
efeito residual do produto com 2 dias e 60 dias, porém, seu efeito residual aos 60
dias foi baixo, representado por apenas cerca de 43% de mortalidade na regido do
cano onde foi feita a aplicagdo. Quanto aos pontos de aplicacéo ainda, os valores
para o primeiro e segundo pontos indicam que o produto atuou de forma aceitavel. A
porcentagem de mortalidade a partir do ponto 3 foi decrescente, como esperado,
indicando assim que para a dose recomendada de uma pastilha para 200 litros de
agua, deverd sempre ser considerada em funcdo do formato do recipiente a ser
tratado. Esse experimento se fundamenta no sentido de que calhas coletoras de
chuva entupidas sdo um dos principais criadouros de mosquitos hoje em dia em
varios municipios, como em Paraty-RJ por exemplo. E permite recomendar,
considerando as eficiéncias atingidas no ponto 1 e 2 (distante 90 cm) e a agua
parada das calhas, que nesses casos sejam aplicadas pastilhas a cada um metro ou
um metro e meio.

Estudos com outros produtos a base de espinosade no México também
evidenciaram sua eficacia (BOND et al., 2004; PEREZ et al., 2007; MARINA et al.,
2011), onde o principio ativo provou ser altamente toxico para as larvas de Ae.
aegypti em bioensaios laboratoriais, resultando sua CLs entre 0,025 ppm e 0,026
ppm.

O espinosade € conhecido por ser altamente ativo contra dipteros e é
também registrado para o controle de pragas de dipteros minadores de colheitas em
muitos paises (BOND et al.,, 2004). Comparado com Bti, 0 espinosade parece
fornecer protecdo mais duradoura contra a reproducao do vetor urbano como o Ae.
aegypti (PEREZ et al., 2007). Testes equipararam a acdo de produtos a base de
espinosade ao Temephos formulado (PEREZ et al., 2007; MARINA et al., 2011),

onde ambos se mostraram eficazes.

3.3 BIOENSAIOS COM ADULTOS DE AE. AEGYPTI

Quanto aos bioensaios de toxicidade com insetos adultos, a populagao de

Maracaju avaliada com alfacipermetrina obteve uma média de 96,4% de mortalidade
39



com desvio padrédo de 2,90. A populacdo de Navirai apresentou respectivos média e
desvio padrao de 98% (3,40) de mortalidade, ambas expostas ao Alfacipermetrina
nas 4 repeticdes. Na populacdo de Dourados, exposta ao Malathion, as amostras
obtiveram uma média de 94% de mortalidade com desvio padrdo de 4,20, também
em 4 repeticdes. A linhagem susceptivel apresentou 100% de mortalidade nas 4
réplicas, validando este bioensaio.

A Tabela 10 mostra a resposta das populagcdes de adultos de Ae. aegypti de
Maracaju, Dourados e Navirai expostas ao inseticida Alfacipermetrina (piretroide) e

Malathion (organofosforado), na concentracéo diagndéstico proposta pela OMS:

Tabela 10. Avaliagdo da susceptibilidade de amostras populacionais de adultos de
Ae. aegypti de Dourados ao Malathion, organofosforado (292 mg i.a./m?) e de
Maracaju e Navirai & Alfacipermetrina, piretréide (36,5 mg i.a./m?):

Amostras Produtos Média de % Média de
Populacionais individuos por mortalidade
repeticao (Desvio Padréo)
(Desvio Padréo)
Maracaju Alfacipermetrina 26,7 (1,70) 96,4 (2,90)
Dourados Malathion 27,5 (1,73) 94 (4,20)
Navirai Alfacipermetrina 27,7 (2,21) 98 (3,40)
Rockfeller* Alfacipermetrina e 28,1 (1,23) 100 (0,00)
Malathion

*Linhagem susceptivel (CDC, Atlanta, USA).

Os resultados demonstram que as populacdes de Ae. aegypti de Maracaju e
Dourados necessitam de verificacdo para aos inseticidas testados, porém a amostra
de Navirai mostrou-se susceptivel a Alfacipermetrina, segundo critérios
estabelecidos por Davidson e Zahar (1973). Uma maior homogeneidade foi
percebida na amostra populacional de Maracaju, porém, as diferencas sdo pouco
significativas. Utilizando o teste ANOVA para analisar as diferencas entre os trés
municipios, percebe-se que as diferencas entre 0s mesmo nao sao significativas.

O inseticida Alfacipermetrina apresentou eficiéncia em testes com Ae.
aegypti e Ae. albopictus na Australia e Malasia e também em outros mosquitos na
Africa (PETTIT et al., 2010; SULAIMAN, 1995; CHIREBVU e NZIRA, 2000).

Outros estudos demostraram a eficiéncia do uso de Alfacipermetrina em
Anopheles culicifacies, An. fluviatilis e An. Gambiae, também Culex quinquefasciatus
e outros culicideos (ANSARI e RAZDAN, 2003; SHARMA, 2010; JAWARA, 1998).
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Em outros trabalhos, Cuba apresentou niveis moderados de resisténcia a
Alfacipermetrina para Anopheles sp.(RODRIGUEZ et al,. 2001).

Outros trabalhos com Alfacipermetrina mostraram que o0 inseticida
apresentou toxicidade aguda para peixes (CHONG et al., 1997).

A resisténcia a Alfacipermetrina, preparado de Cipermetrina com isémeros
mais ativos (MARCONDES, 1989) ja foi registrada em outros municipios do estado
de Mato Grosso do Sul, como Corumba e sua substituicdo aconteceu em 2010
(NUNES, 2010).

Os valores obtidos em Curitiba-PR mostraram que o piretroide Cipermetrina
ndo deve ser mais utilizado no municipio, obtendo 65% de mortalidade nos testes
realizados com a concentracdo diagnéstico, sugerindo a necessidade da
substituicdo imediata do inseticida por outro aos quais 0s insetos tenham maior
susceptibilidade (LUNA et al., 2004).

Em avaliagGes nas regides do estado de S&o Paulo (SP) e no Nordeste, os
resultados mostraram que quase todas as populacdes de Ae. aegypti de SP foram
resistentes aos dois inseticidas piretroides utilizados (Mortalidade abaixo de 70%),
com excessdo de populacdes de Campinas-SP e Marilia-SP, que apresentaram
média de mortalidade de 88% para Cipermetrina. As populacdes da regido Nordeste
foram mais susceptiveis aos inseticidas piretréides, com excecdo de Itabaiana
(Permetrina) e Recife (Cipermetrina e Permetrina). No entanto, a populacdo nao
apresentou taxa de mortalidade acima de 98%, o que a classifica como populagéo
suspeita de resisténcia (MACORIS et al., 2007).

Os resultados para Malathion (organofosforado) em Dourados-MS
mostraram a inviabilidade de seu uso, sugerindo a resisténcia nesta populagéo.
Estudos de Macoris et al. (2007) com o organofosforado Malathion, demonstraram
que as populacbes de Ae. aegypti do estado de Sdo Paulo nas cidades de Bauru,
Barretos, Marilia e Presidente Prudente (da regido central de Sdo Paulo para a
regido Centro-Oeste onde h& aumento crescente de temperatura e umidade)
apresentaram mortalidade de 98%, porém um nivel mais baixo de sensibilidade foi
observado para as populacdes do Nordeste, classificando como resistentes as
populacdes das cidades de Aracaju-SE, Itabaiana-BA, e Recife-PE. No estado de
Séo Paulo (SP), as populacbes das cidades de Aracatuba-SP (regiao central do
estado de Sao Paulo) e Santos-SP (litoral) foram consideradas resistentes ao

Malathion (MACORIS et al., 2007).
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No estado de S&o Paulo, utilizam-se inseticidas organofosforados desde
1980, quando comecou a aplicacdo de Malathion. Este inseticida foi utilizado até
1988, e neste periodo o uso foi intensificado na primavera e verdo. As pesquisas
mostram também a resisténcia em populacbes de Culex quinquefasciatus ao
Malathion e a ocorréncia de resisténcia cruzada a organofosforados e carbamatos
devida a utilizacdo excessiva do Malathion (BRACCO et al., 1997).

Estudos na Venezuela apresentaram baixos niveis de resisténcia ao
Malathion (RODRIGUEZ et al,. 2001).

A oportunidade de avaliar o impacto dos diferentes grupos de inseticidas
sobre a suscetibilidade da populagédo pode ajudar a compreender seu papel no
desenvolvimento da resisténcia e também auxilia na escolha de um produto mais
eficiente no controle de vetores e detectar uma possivel resisténcia cruzada de
piretréides e organofosforados (MACORIS et al., 2007).

Segundo Macoris et al. (2007), a medida que populacbes apresentam altos
niveis de resisténcia para Temephos e apresentam menor susceptibilidade a
inseticidas piretroides, caracterizam o fenémeno de resisténcia cruzada. Trabalhos
no estado de Sao Paulo, onde organofosforados foram usados para larvas e
inseticidas piretroides para o controle de adultos, ap6s dez anos de uso
demonstraram niveis de alta resisténcia a inseticidas piretroides em adultos e baixos
niveis de resisténcia a organofosforados em larvas. Na regido Nordeste, onde
inseticidas organofosforados foram usados durante um longo periodo tanto para
controle de larvas e adultos, com inseticidas piretréides, estudos comprovaram que
havia niveis mais elevados de resisténcia a organofosforados em larvas e adultos e
maior susceptibilidade de inseticidas piretroides em adultos pelo tempo da
introducéo deste grupo de inseticidas.

Embora nos bioensaios seja recomendado a avaliacdo de produtos em grau
técnico seguindo-se procedimentos padrdo (BROWN, 1971; BROGDON &
MCALLISTER, 1998), as formulagcdes dos produtos comerciais devem ser
analisadas quimicamente (% i.a.) ou avaliadas por meio de bioensaios quanto a sua
eficiéncia em populacdes padrdo (susceptiveis) para serem utilizadas em bioensaios
com populacdes urbanas (CAMPOS e ANDRADE, 2011).

Ainda segundo Campos e Andrade (2011), recomenda-se usar as geragdes
F, e F, das amostras de campo para descartar interferéncias ambientais nas
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avaliacdes. Desta forma as respostas aos produtos sdo mais homogéneas,
garantindo a comparagéo com as linhagens padréo usadas como referéncia.

Assim, justifica-se que nos bioensaios realizados, as repeticdes, 0 numero
de repeticbes e/ou o numero de larvas utilizadas em cada tratamento ndo foram
exatamente conforme o protocolo de World Health Organization (WHQO). Porém, os
resultados obtidos e a homogeneidade das respostas de susceptibilidade e desvio
padrdo em cada amostra populacional asseguram a eficacia dos bioensaios, assim,
a sobrevivéncia indica a existéncia de resisténcia de cada populacdo aos inseticidas
testados.

A contribuicdo ambiental da pesquisa se foca na toxicidade dos quimicos, e
na eficacia da utilizacdo dos mesmos. Pois, segundo o fabricante, os produtos
Malathion e Alfacipermetrina apresentam toxicidade para peixes, organismos
aquaticos, abelhas e passaros. Também podem ser toxicos ao homem, porém, séo
rapidamente degradados no solo. Vale ressaltar que inseticidas quimicos sao toxicos
aos mamiferos e ao meio ambiente (BARRETO, 2005). Ao contrario do Natular, que
€ biodegradavel e ndo se trata de um produto sintético, mas de um produto de

fermentacao bacteriana, ndo téxico ao meio e eficaz como inseticida.

4 CONCLUSOES

Os resultados de susceptibilidade larval de Ae. aegypti ao Temephos obtidos
sugerem a resisténcia das amostras populacionais dos municipios de Maracaju-MS,
Dourados-MS e Navirai-MS, tanto na dose diagndstico proposta pela SUCEN (0,008
mg/L) como na dose diagndstico proposta pela OMS (0,012 mg/L).

Os bioensaios realizados em ambas as concentragcdes confirmam uma
alteracdo na susceptibilidade (Resisténcia) indicando a necessidade de verificacao
com bioensaios de concentra¢des multiplas para estas amostras populacionais. Nao
foi evidenciada nenhuma diferenca entre as amostras dos municipios testados com
a concentracao diagnostico da OMS (0,012 mg/L), porém na concentracédo de 0,008
mg/L foi evidenciada esta diferenca entre os municipios. Comparando os bioensaios
nas geracoes F; e F, sob diferentes concentragdes, ndo houve diferenga entre elas.
Estes resultados necessitam de estudos futuros para avaliar a razao de resisténcia

destas populacdes, a fim de confirmar esta resisténcia.
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As avaliacbes de susceptibilidade em mosquitos adultos sugeriram a
necessidade de verificacdo de resisténcia das amostras populacionais de Maracaju
e Dourados e sugerem a susceptibilidade da populacdo de Navirai, sem diferencas
entre eles. Estes dados requerem investigacdo para aferir a razado de resisténcia
destas populacoes.

Nos bioensaios com Natular EC, os resultados obtidos permitem sugerir
cuidados na operacionalizacdo das aplicacbes por aspersdo, pois se percebe
diferencas nas mortalidades entre as trés formas de recipientes. Ainda assim, é
indicada a introducédo deste larvicida nos programas de controle de Ae. aegypti no
Brasil.

Nos bioensaios com Natular DT, o produto mostrou-se eficiente contra larvas
susceptiveis, porém, a forma, monitoramento e ponto de aplicacdo devem ser
avaliados. Seu efeito residual ndo foi o esperado pelo fabricante, porém, se faz
necessaria nova avaliacao do teste para confirmar essa suspeita.

Estes resultados indicam a implementacdo rapida do sistema de
monitoramento destas populacdes e adocdo de estratégias preventivas e até de
métodos alternativos de controle que possam diminuir a selecédo de resisténcia dos
insetos, pois os resultados sugerem desenvolvimento de resisténcia nas populacdes
de Ae. aegypti testadas.

O monitoramento constante do vetor da dengue é de extrema importancia,
agregado a tematicas como meio ambiente e condicbes de vida, de forma integrada
e participativa, com o apoio de outras areas do conhecimento, de tal forma que estes
contetidos abrangentes tornem as medidas de controle e prevencao mais eficazes e
menos impactantes ao ambiente, contribuindo para o sucesso dos programas de

controle de vetores adotados pelos governos.
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