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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a efetividade do inseticida pyriproxyfen no controle de
Aedes aegypti em condig¢des de laboratorio e semi-campo. Foram realizados bioensaios com
todos os instares larvais e com estagio de pupa de A. aegypti em condi¢do de laboratério, nos
quais foram testadas a concentracdo de uso do inseticida pyriproxyfen, a dose de 0,01mg/L,
de acordo com a recomendagdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Foram realizados
também bioensaios com em condi¢do de semi-campo, com a utilizagdo de larvas de terceiro
instar, segundo a recomendacdo da OMS. Nos testes de semi-campo foram utilizados 10
baldes de plasticos, dos quais cinco foram tratados com larvicidas e cinco foram utilizados
como controle e, todos foram mantidos protegido das condi¢cdes ambientais. As leituras de
sobrevivéncia foram realizadas diariamente até a mortalidade ou emergéncia do ultimo
individuo. Os resultados demonstram que o pyriproxyfen ¢é eficaz contra as formas imaturas
do A. aegypti, pois em laboratorio registrou-se percentual de emergéncia de adulto entre 0% e
0,67% para os experimentos os estagios inicias (L1, L2 e L3), sendo o maior o indice de
emergéncia nos tratamentos com larvas L4 e pupa, para os quais obteve-se 1,67% e 1,33%
respectivamente. Esses valores refletem em indice de inibicdo (IE%) acima de 98%. Em
laboratdrio, o prolongamento do estagio larval durou em média 20 dias, com reducdo somente
no experimento com L4 e pupas. Em semi-campo, o indice de emergéncia foi 2,5%,
correspondendo a IE% de 97,5%, e o experimento durou em média oito dias. Considerando a
dose recomenada pela OMS, o pyriproxyfen mostrou-se eficaz contra as formas imaturas de
A. aegypti, uma vez que atou inibindo o desenvolvimento de caracteristicas adultas,
prolongando o aspecto imaturo, o que foi observado em condi¢cdo de laboratorio e semi-
campo.

Palavras-chave: Dengue, Mosquitos, Controle e Inibidor de Crescimento



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of the insecticide pyriproxyfen in
the control of Aedes aegypti under laboratory and semi-field conditions. Bioassays were
performed with all larval instars and pupae stage of A. aegypti under laboratory conditions, in
which the concentration of use of the insecticide pyriproxyfen at a dose of 0.01lmg /L was
tested, according to the recommendation of the World Health Organization (WHO). Semi-
field bioassays were also performed using third-instar larvae, as recommended by WHO. In
the semi-field tests, 10 plastic containers were used, five of which were treated with larvicides
and five were used as control and all were kept protected from environmental conditions.
Survival readings were taken daily until the last individual died or emerged. The results show
that pyriproxyfen is effective against the immature forms of A. aegypti, since in the laboratory
there was an adult emergence percentage between 0% and 0.67% for the experiments the
early stages (L1, L2 and L3), being the highest the emergence rate in treatments with larvae
L4 and pupa, for which 1.67% and 1.33% respectively. These values reflect inhibition rates
(IE%) above 98%. In the laboratory, the larval stage prolongation lasted an average of 20
days, with reduction only in the experiment with L4 and pupae. In semi-field, the emergency
rate was 2.5%, corresponding to IE% of 97.5%, and the experiment lasted an average of eight
days. Considering the WHO-recommended dose, pyriproxyfen was effective against the
immature forms of A. aegypti as it inhibited the development of adult characteristics,
prolonging the immature aspect, which was observed under laboratory and semi-field
conditions.

Key-words: Dengue, Mosquitoes, Control and Growth inhibitor
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1. INTRODUCAO
1.1 Aedes aegypti

Aedes aegypti (Linneaus, 1762) ¢ um mosquito originario do Egito, na Africa e vem
se espalhando pelas regides tropicais e subtropicais do planeta desde o século XVI, se
disseminado principalmente em éareas de 20°C que estd em torno da zona tropical, nas
latitudes de 40° N e 40° S. Sdo mais frequentes em 4areas urbanas, € sua expansiao estd
relacionada a problemas de abastecimento de 4gua, crescimento desordenados das cidades,
principalmente em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, nos quais ndao ha
infraestrutura adequada (CONSOLI E LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; EDER, et al.,
2018; JULIANO, 2014; POWELL, 2016).

No Brasil, o primeiro registro do A. aegypti ocorreu em 1898, identificado por Lutz e
Ribas em 1899, introduzido no pais por meio de navios que traficavam escravos. Ja no século
XX o mosquito tornou-se um problema de saude publica devido a transmissdo da febre
amarela acarretando na morte de milhares de pessoas, o que levou as autoridades de satde
intensificarem as medidas de controle vetorial, o que culminou com erradicagcdo do mosquito
no final de 1955. Contudo, no ano de 1960 foi encontrado novamente no territorio nacional, e
atualmente esta espalhado por todo territério brasileiro, com isso, as agdes de controle do
vetor foram novamente intensificadas, principalmente com a utilizacdo de inseticidas
quimicos (FRANCO, 1969; OMS, 2009; WONG, 2011; ZARA, 2016).

O A. aegypti ¢ um inseto holometabolo, possui as fases de ovo, larva, pupa e adulto.
Os ovos medem aproximadamente 1mm, possui formato fusiforme de contorno alongado e
coloracdo preta, estes podem suportar até um ano de dessecacdo, eclodindo logo que estiver
em contato com agua (SOARES-PINHEIRO et al., 2017). A fase de larva compreende quatro
estadios larvais, de formato vermiforme e alongado com cabega globular e abddomen
composto de oito segmento, em condigdes ambientais favoraveis, em termos de temperatura e
disponibilidade de alimento, o A. aegypti tem seu desenvolvimento larval concluido em torno
de 5. O estagio de pupa dura de 2 a 3 dias, nesta fase o individuo apresenta formato de
virgula, e ndo se alimentam, utilizando-se da energia cumulada durante a fase larval. A Gltima
fase do ciclo de vida sdo os alados que apresentam como caracteristicas coloragdo marrom
com listras prateadas nas patas e formato de lira na parte dorsal (FORATTINI, 2002; IMAM
et al., 2014; REY, 2008; REZENDE, 2008).
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1.2 Historico sobre a utilizacao de inseticidas quimicos no controle Aedes aegypti

No Brasil uma das estratégias mais adotadas no controle de vetores transmissores de
doengas esta marcada pelo uso de inseticidas quimicos que podem ser, inibidores da sintese de
quitina, analogos do hormoénio juvenil e neurotoxicos que atuam de forma a controlar as
diferentes fases dos vetores de agentes patogénicos ao homem (GARCIA, 2016; WHO, 1996;
ZARA, 2016).

O controle do A. aegypti no Brasil foi intensificado devido ao surto de febre amarela,
por meio do tratamento dos criadouros com larvicidas apos a falha do método mecanico. Por
conseguinte, na metade do séc. XX surgiu a primeira epidemia de dengue devido ao
crescimento populacional e sua concentracdo nas areas expostas a presenca do mosquito, o
que acarretou na utilizagdo de inseticidas quimicos que tornaram-se um dos mais importantes
avangos no controle de insetos utilizando-se de produtos caracteristicos da época. Entre os
produtos, inseticidas a base de enxofre e querosene, sendo que esta técnica era usada somente
quando existia a falha na eliminagdo dos focos de mosquito (BUENO, 2017; COSTA, 2011;
FRANCO, 1969).

O diclorodifeniltricloroetano (DDT) foi um dos primeiros inseticidas organoclorados
fabricados e comercializados em larga escala durante a segunda guerra mundial, para o
combate e erradicacdo dos vetores da malaria, febre amarcla entre outras doengas. Este
inseticida era aplicado nas paredes e tetos das residéncias, permanecendo ativo por varios
meses. Devido ao sucesso no combate as doengas os programas de controle passaram a
empregar o uso intensivo do DDT durante trés décadas, antes da realizacao de estudos sobre
possiveis danos ao ser humano e ao ambiente, como alta toxidade, danos genéticos, e acimulo
em tecidos vegetais e animais (BRAGA, 2007b; GOBBO, 2016; ROZENDAAL,1997).

Outro inseticida quimico que foi extensivamente utilizado no controle do A. aegypti
foi o temefos, que ¢ um organofosforado (OP), sendo que por um largo periodo de tempo,
esse inseticida foi o Unico quimico aprovado pela Organizagdo Mundial da Satide (OMS) no
controle do A. aegypti. Contudo, apos anos de utilizacdo, a resisténcia ao temefos foi bastante
disseminada no Brasil, que teve indicagdes de alteracdo no status de suscetibilidade de A.
aegypti no final dos anos 90. Devido a esta problematica, o Ministério da Saude em 1999 por
meio de Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) criou o Rede Nacional de

Monitoramento do A. aegypti (MoReNAa) para monitorar a resisténcia aos compostos
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quimicos usados em todos os estados brasileiros (FRANCO, 1969; VALLE, 2015; ZARA,
2016).

O uso de inseticidas certamente promove a redugdo dos insetos, mesmo que esses
produtos tenham sua eficacia comprovada no inicio, o uso prolongado e continuo, diminui sua
eficiéncia, contudo a utilizagdo destes compostos favorece também a selecdo de espécies
resistentes, que deixardo uma prole cada vez mais resistente as altas dosagens aplicadas a cada
temporada de controle de insetos. Atualmente, a resisténcia as cinco classes de inseticidas

quimicos utilizadas nos programas de controle do A. aegypti estdo sendo comprovadas em

todo o mundo (BRAGA, 2007; DIAS, 2015; MOYES, 2017; VALLE, 2017; WONG, 2011).

1.3 Reguladores de crescimento de insetos (IGRs)

Considerado a terceira geragao de inseticidas, os reguladores de crescimento de insetos
sdo definidos com base no modo de acdo, o qual atua no organismo de forma a acelerar ou
inibir um processo regulatorio importante ao seu desenvolvimento natural, controlando a
metamorfose e regulando a reproducao em adultos. A sua utilizacdo foi intensificada nos
ultimos anos devido ao surgimento de populagdes de mosquitos resistentes aos produtos
quimicos usados nos programas de controle, sendo estabelecida no pais como uma nova
alternativa de controle, menos perigosos a saide humana ¢ ao meio ambiente, além de nao
induzirem a resisténcia as espécies (MULLA, 1979; PESSOA, 2018; WILLIAMS, 1967).

Vale ressaltar que existem dois grupos principais de IGRs, sendo estes os inibidores da
sintese de quitina que atuam sobre as larvas ocasionado a morte durante a ecdise, pois a larva
ndo consegue eliminar a cuticula velha, uma vez que a inibicdo da deposi¢cdo de quitina ndo ha
rigidez suficiente, interrompendo o desenvolvimento do inseto. O outro grupo ¢ conhecido
como analogos do hormoénio juvenil (JHA) que possuem a fungdo atuar na inibi¢do de
emergéncia de adultos, prologando o estdgio larval e causando a mortalidade nas pupas
sobreviventes. Um dos principais inseticidas desse grupo € pyriproxyfen (FARNESI et al.,

2012; MULA, 1995; PESSOA, 2018).

1.4 Utilizacao do Pyriproxyfen no Brasil
Devido ao problema de resisténcia das populagdes de A. aegypti aos inseticidas

quimicos, o Ministério da Satde (MS) do Brasil buscou novas alternativas para o controle do
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vetor, que estabeleceu uma Razdo de Resisténcia (RRos) acima de 3.0 como indicativo de
resisténcia dessa espécie, devido as variagdes de utilizagdo pelas regides.

Desde de 2014, é recomendado o inseticida pyriproxyfen como método alternativo nas
campanhas de controle do vetor em substituicdo ao temefos, devido a alta eficiéncia em
eliminar as larvas do mosquito A. aegypti exibindo até 95% de inibicdo de emergéncia de
adultos, mostrando um longo efeito residual, além apresentar baixa toxidade em espécies nao-
alvo e inimigos naturais pois atuam seletivamente no inseto alvo (BRASIL, 2014; MAOZ,
2017, TUNAZ, 2004; VALLE, 2019).

O pyriproxyfen € um inseticida com atividade de agdo larvicida lenta contra um amplo
niamero de insetos de saude publica, que estd sendo amplamente utilizados e, aprovado pela
OMS. Esse inseticida atua prolongando os estagios imaturos de larvas e pupas, afeta a
fertilidade das fémeas, ou seja, dificulta a muda e inibe a reproducdo. E um larvicida de amplo
espectro, baseado em piridina que funciona como regulador de crescimento de insetos sendo
eficaz contra uma variedade de insetos nocivos (ALBUQUERQUE et al., 2016; HUSTEDT et
al., 2017; OHBA, 2013; OMS, 2006).

Segundo a OMS (2009) a dose recomendada para utilizagdo do pyriproxyfen ¢ 0,01
mg/L, ou seja, o tratamento tem a necessidade de uma concentragdo mais baixa que outros
inseticidas usados. Pode ser encontrado na forma liquida ou granulada, possui lenta diluigao
em agua, o que favorece a sua residualidade por oito semanas no minimo. Contudo, alguns
fatores devem ser considerados para se obter um resultado satisfatorio da acdo do
pyriproxyfen em testes de controle de mosquitos, como temperatura, luz ¢ alimentagdo larval
(BERTI, 2013; BRASIL/MS, 2014; OO, et al., 2018; RESENDE, 2006).

Apesar da eficacia do pyriproxyfen, ja4 foram notificados casos de resisténcia cruzada
entre pyriproxyfen e o larvicida temefés (ANDRIGHETTI et al, 2008). Nesse sentido,
considerando o status de resisténcia da populagao brasileira de A. aegypti ao temefos, o que
vém sendo evidenciando por diversos estudos desde 1999, ¢ importante monitorar a
suscetibilidade dos mosquitos em diferentes regides do Brasil ao pyriproxyfen, pois esse
inseticida ja estd em utilizacdo hd cinco anos, e ndo hd muitas informacdes sobre possiveis
casos de resisténcia.

Os testes de efetividade das populacdes de A. aegypti utilizando pyriproxyfen sdo
fundamentais para se detectar e monitorar as populagdes de mosquitos suscetiveis a este
produto, além da verificagdo da eficacia do uso eficiente no controle vetorial, evitando assim

o aumento do numero de doengas causadas por vetores, pois a utilizagdo deste produto apesar



17

de ser recente hd poucas informagdes sobre a efetividade deste e outros produtos empregados
(BELINATO E VALLE, 2015; HAMID et al., 2017; KURI-MORALES et al., 2017,
VIANA-MEDEIROS et al., 2017).

Nesse sentido, este trabalho tem como finalidade estudar a efetividade e, eficacia do
inseticida pyriproxyfen em condi¢cdes de laboratorio e semi-campo, no controle de larvas de
A. aegypti. Essas informag¢des sdo importantes para nortear as acdes de controle mais

eficiente para ser utilizadas no combate a0 mosquito.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

v' Avaliar a eficacia do larvicida Pyriproxyfen no controle de diferentes instares de A.

aegypti da cidade de Codd, Maranhao.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Obter as taxas de inibi¢do dos adultos (IE¢) em diferentes instares A. aegypri tratados
com o Pyriproxyfen em condi¢@o de laboratorio.
v Verificar a efetividade do larvicida Pyriproxyfen em condi¢do de laboratorio.

v Analisar a efetividade do larvicida Pyriproxyfen em condi¢do simulada de campo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no municipio de Cod6- Maranhdo, localizado na regido
leste do estado, possui vegetacao do tipo Cerrado, clima tropical, caracterizado pelos periodos
seco e chuvoso e temperatura média anual de 35C°. A cidade possui area territorial de
4.364,499 Km?, com as seguintes coordenadas geograficas; 4°27°18” de latitude sul e
43°53°9” de longitude Oeste e, localiza-se a 48 metros ao nivel do mar. A populagdo ¢ de
aproximadamente 120.810 habitantes e apresenta uma densidade demografica em torno de

27,06 hab/Km? (IBGE, 2010) (Figura 1).

Figura 1. Mapa do Estado do Maranhdo com destaque para o municipio de Codo

CODO MA

MARANHAO /

0 2375 475 BeiComenta 950 Kilometers 7# ' 5 1\0 2|0 Kilometers

Fonte: LIMA, 2020.

3.2 Coleta de ovos de Aedes aegypti
Foram realizadas coletas de ovos de A. aegypti em cinco bairros da cidade de Codo
sendo estes: Sdo Francisco, Residencial Trizidela, Residencial Santa Rita, Centro,
Residencial Sdo Pedro.
Para as coletas foram utilizadas armadilhas para ovos, chamada de ovitrampas (FAY
& ELIASON, 1966). As ovitrampas sdo constituidas de recipiente de plastico de cor preta,
com abertura de cerca de 12 cm de largura na parte superior e capacidade de 800 mL. No

interior do recipiente foi colocada uma palheta do tipo Duratree de 12 cm x 2,5 cm de largura
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fixada verticalmente, com o lado aspero para cima para postura e aderéncia dos ovos (Figura

2).

Fonte: FREITAS, 2019.

Em cada ovitrampa foi adicionado como atrativo para fémeas, solugao fenada a 10%, a
qual foi preparada a partir de folhas de gramineas secas, colocada em 2 L de dgua da torneira,
acondicionadas em recipiente de plasticos, vedada e armazenada por sete dias para
fermentagdo. Posteriormente, a solugdo foi diluida para 10%, concentrag¢do pronta para uso.

As coletas de ovos foram realizadas no periodo chuvoso, de abril-junho de 2019. Em
cada bairro foram selecionadas 20 residéncias para instalagdo das ovitrampas, com distancia
de pelo menos 800 m entre cada. As ovitrampas foram colocadas no peridomicilio,
posicionadas em locais sombreados para evitar evaporagdo da solugdo atrativa e, apos um
periodo de cinco dias, foram recolhidas e encaminhadas para o Laboratério de Biologia da
Universidade Federal do Maranhao, campus de Codo.

No Laboratério as palhetas foram colocadas para seca por trés dias, posteriormente
analisadas para verificar a presenca de ovos, o que foi feito com a utilizacdo de microscopio
estereoscopio. As palhetas com ovos foram colocadas em bandejas plasticas (45x30x7,5 cm),

contendo agua da torneira, o que € necessario para eclosdo das larvas (Figura 3 A e B).
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Figura 3. A) Bandejas com palhetas com ovos imersas em agua para eclosdo das larvas de Aedes
aegypti. B) Bandejas protegidas com tecido de fil6 para evitar evasdo de adultos.

Fonte: FREITAS, 2019.

3.3 Criacao da populacao de Aedes aegypti em laboratério

As larvas foram mantidas nas bandejas de plasticos e alimentadas com ragdo para gato
triturada até atingirem o estagio de pupa. A dgua das bandejas foi trocada a cada dois dias
para evitar a proliferacdo de microorganismos e, foram fechadas com tecido de filo para evitar
evasao dos mosquitos. Apos a emergéncia, os adultos foram identificados a nivel de espécie,
com auxilio de microscopio estereoscopio, utilizando-se chaves dicotomicas (FORATTINI,
2002).

Os individuos identificados como A. aegypti foram colocados em gaiolas de criacao de
mosquitos confeccionadas de madeira, revestidas com tecido filo para realizacdo da copula
(Figura 4 A e B). Em cada gaiola acrescentou-se um copo de plastico, contendo 50 mL de
agua da torneira e papel filtro, que serviu de substrato para postura e aderéncia dos ovos.
Como fonte de carboidratos, foi adicionado dgua agucarada a 12% embebida em algodao,
colocada em erlenmeyer, a qual foi trocado a cada trés dias, evitando possivel proliferagao de
mircroorganimos.

Figura 4. A) Gaiola para manutencdo de A. aegypti. B) Gaiola com erlenmeyer com fonte
de alimento e copo com papel filtro para oviposigao.

Fonte: FREITAS, 2019.
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Os mosquitos foram mantidos no Laboratério de Biologia da Universidade Federal do
Maranhao, Campus Codo, sob condigdes controladas, com temperatura média de 26°C + 2,
fotoperiodo de 12 horas no escuro e 12 horas no claro, simulando o ambiente natural.

Os ovos obtidos foram retirados e colocados para secar sobre papel absorvente,
durante 72 horas, posteriormente, imersos em dgua para a eclosdo das larvas.

3.4 Bioensaio em condicao de laboratorio

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Biologia da Universidade Federal
do Maranhdo Campus Cod6, de acordo com as recomendagdes do protocolo da Organizagao
Mundial da Saude, OMS/2016, Monitoring and managing insecticide resistance in Aedes
mosquito populations/ Interim guidance for entomologists.

As larvas da geragdo F; obtidas, foram submetidas aos testes de suscetibilidade em
condicdes de laboratério e em condigdes de simuladas campo Foram utilizadas larvas de 1°,
2°, 3° 4° instar e estdgio de pupa, que foram expostas a 0,01lmg/L de concentracao do
inseticida Pyriproxyfen, para verificar o tempo de desenvolvimento de cada instar tratado com
o inseticida.

Para cada instar larval e pupa foi testada em trés repetigdes, em cada repeticdo foram
utilizados cinco copos plasticos com 150 mL de agua destilada, em cada copo foi colocado 20
larvas do instar correspondente, 0,01mg/L do larvicida e alimento para larvas, constituido de
racdo para gato da marca whiskas. Para cada bioensaio foi utilizado um grupo controle
negativo, que consistiu de um copo com 20 imaturos, adicionado alimento, porém sem o
tratamento com o larvicida.

Os recipientes foram cobertos com tecido de filo para evitar que os adultos
eventualmente evadissem (Figura 5 A e B). As leituras de sobrevivéncia foram realizadas

todos os dias até a verificagdo da mortalidade total ou emergéncia dos adultos.

Figura 5. Biosensaio de laboratério: A) Teste de efetividade do pyriproxyfen contra larvas de primeiro
instar de A. aegypti. B) Teste de efetividade do pyriproxyfen contra larvas de quarto instar de A. aegypti.

) o |

Fonte: FREITAS, 2019.
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3.5 Bioensaio em condi¢ao simulado de campo

Para verificar a efetividade do larvicida nas condi¢des simuladas de campo, foi
realizado bioensaios na area interna do campus da UFMA/Codo, no periodo de novembro a
dezembro de 2019.

Na realizacdo dos bioensaios foram utilizados 10 baldes de plastico com capacidade de
13,6 L, em cada um, foi adicionado 10 L de agua, 20 larvas de 3° instar e alimento larval,
constituido de ragdo para gato. Deste total de recipientes, cinco foram tratados com 0,01 mg/L
do inseticida Pyriproxyfen e cinco foram mantidos sem tratamento com inseticida, servindo
como controle negativo.

Os recipientes foram colocados em area protegida das condi¢cdes ambientais, cobertos
com tecido do tipo fil6 para evitar que os adultos eventualmente evadissem (Figura 6).

As leituras de mortalidade ou sobrevivéncia das larvas foram realizadas diariamente
apds aplicacdo do larvicida, até a completa emergéncia dos adultos, ou mortalidade das

formas imaturas.

Figura 6. Bioensaio com pyriproxyfen no controle de larvas de terceiro instar de A. aegypti em condigdo de
semi-campo, protegido das condi¢des ambientais.

Fonte: FREITAS, 2019.

3.6 Obtencao da taxa de inibicao de emergéncia (IE«) e Analises dos dados
Os dados dos experimentos de laboratorio e campo foram analisados por dia, para

obtencdo das taxas de inibi¢do de emergéncia dos adultos (IE) por meio da seguinte formula:

T x 100)

IE(%) = 100—( C
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4. RESULTADOS

4.1 Efetividade do pyriproxyfen em condiciao de laboratério

Nos experimentos realizados com o larvicida pyriproxyfen verificou-se que a taxa de
emergéncia de adultos foi maior nos recipientes de pupas, seguindo do instar L4, para os quais
foram registrados percentuais de 1,67% e 1,33% respectivamente. Para os demais instares, os
indices de emergéncia de adulto, variaram de 0% a 0,67% (Tabela 1). Esses valores refletiram
em [E% variando de 98,33% a 100%, percentuais de inibi¢do verificados para o estagio de
pupa e instar L3, respectivamente

Em relagdo ao controle, os indices de emergéncia variaram entre 95% a 100%, sendo
que, esse ultimo percentual foi obtido nos experimentos para pelo menos trés instares testados

(Tabela 1).

Tabela 1. Numero, porcentagem e IE% de adultos de Aedes aegypti emergidos por instar, apos
tratamento com o inseticida pyriproxyfen em condigdo de laboratorio.

Rl R2 R3 R4 R5 Total (%) Controle (%) IE (%)
L1 0 0 0 1 1 19
L1 0 0 0 0 0 20
L1 0 0 0 0 0 18

0 0 0 1 1 2(0,67%) 57 (95%) 99,33%
L2 0 0 0 0 0 20
L2 0 1 0 0 0 19
L2 0 0 1 0 0 20

0 1 1 0 0 2 (0,67%) 59 (98,33%) 99,33%
L3 0 0 0 0 0 20
L3 0 0 0 0 0 20
L3 0 0 0 0 0 20

0 0 0 0 0 0 (0%) 60 (100%) 100%
L4 0 0 0 0 1 20
L4 0 1 0 0 1 20
L4 0 1 0 0 0 20

0 2 0 0 2 4 (1,33%) 60 (100%) 98,67%
pupa 2 0 0 0 0 20
pupa 0 0 0 0 0 20
pupa 0 0 0 3 0 20

2 0 0 3 0 5(1,67%) 60 (100%) 98,33%

Legenda: R = réplica, L1 = Larva de primeiro estagio, L2 = Larva de segundo estagio, L3 =
Larva de terceiro estagio, L4 = Larva de quarto estagio e C = Controle
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Nas avaliacdes de efetividade do pyriproxyfen em condicdo de laboratorio realizadas
por instar, verificou-se que, para larvas de primeiro instar, houve prolongamento da fase
imatura até 21 dias apos o tratamento com inseticida, periodo em dias para qual verificou-se a
presenga de larva e/ou pupa nos recipientes.

Considerando os indices de mortalidade durante a realizagdo do experimento,
observou-se que até o 4° dia, a mortalidade foi de 20,6%, atingindo o nivel de 51% no 10° dia
e 99,7% de mortalidade no 21° dia de tratamento. A efetividade do larvicida ocorreu por um
periodo médio de 21 dias apds a aplicacdo do produto, pois para esse periodo obteve-se
emergéncia de adulto somente de 0,67%.

No grupo controle durante todo o experimento, a mortalidade permaneceu 0%,

somente no ultimo dia que houve aumento para 1,6% (Figura 7).

Figura 7. Percentual de mortalidade de larvas de primeiro instar de Aedes aegypti
tratadas com pyriproxyfen considerando as trés repeti¢des em condi¢do de laboratorio.
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Considerando os bioensaios com larvas de segundo instar, verificou-se prolongamento
desta fase de desenvolvimento também até 20 dias de ap6s aplicagdo do produto. No entanto,
em relagdo a mortalidade, no 4° e 10° dia de exposi¢do ao larvicida, a porcentagem de
mortalidade larval foi 20,8% e 53,3% respectivamente, atingindo o nivel de 100% de
mortalidade no 20° dia. Por outro lado, nos recipientes que serviram como controle, a
mortalidade foi de 0% durante todo o experimento, para o qual verificou-se 100% de

emergéncia de mosquitos (Figura 8).
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Figura 8. Percentual de mortalidade de larvas de segundo instar de Aedes aegypti tratadas

com pyriproxyfen considerando as trés repetigdes em condigdo de laboratorio.
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Na avaliagdo da efetividade do larvicida para o terceiro instar larval, verificou-se que a
duragdo da inibicao do desenvolvimento dos mosquitos para essa fase, foi em média vinte
dias. Em relagdo a mortalidade, no 4° dia apos aplicagao do larvicida, o percentual foi de

22,3%, seguindo de 49,6% no 10° e atingiu 100% de mortalidade larval no 20° dia (Figura 9).

No grupo controle, a mortalidade foi de 0% até 13° dia, posteriormente foi verificado

indice de 1,6% que permaneceu até o ultimo dia de leitura (Figura 9).

Figura 9. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro instar de Aedes aegypti tratadas

com pyriproxyfen considerando as trés repeti¢des em condigdo de laboratorio.
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Considerando o quarto instar larval, observou-se que o tempo de duragdo do
experimento foi de 17 dias, periodo de tempo no qual obteve-se ainda a presenga de imaturos
nos recipientes tratados com o inseticida.

A mortalidade larval foi 20,6% no 4° dia, atingindo 62,3% no 10° dia ¢ 100% no 17°
dia de experimento. Em relagdo ao grupo controle, os indices de mortalidade variaram de 0%

a 1,6%, percentual registrado somente no ultimo dia de teste (Figura 10).
p g g

Figura 10. Percentual de mortalidade de larvas de quarto instar de Aedes aegypti tratadas

com pyriproxyfen considerando as trés repetigdes em condicdo de laboratorio.
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O teste utilizando o estagio de pupa mostrou uma reducao na duragao do experimento
para 14 dias. Quanto aos percentuais de mortalidade observado durante a realizacdo do
bioensaios, indices de 20% no 4° dia, atingindo valores de 63,6% no 10° e 100% com 14 dias
de experimento. Em relacdo ao controle, a mortalidade foi de 0% até 10°, posteriormente o

percentual manteve em 1,6% até o momento de finaliza¢do dos bioensaios (Figura 11).
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Figura 11. Percentual de mortalidade de pupas de Aedes aegypti tratadas com

pyriproxyfen considerando as trés repeticdes em condic@o de laboratorio.
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4.2 Teste em condicao de semi-campo

No experimento de semi-campo o tempo de prolongamento dos estagios imaturo de A.
aegypti foi de oito dias. Verificou-se que taxa de emergéncia em condi¢do de semi-campo foi
de 2,5% para os individuos tratados com o larvicida, por outro lado, nos recipientes controle,

sem inseticida, o indice de emergéncia foi de 100% (Tabela 2).

Tabela 2. Numero e porcentagem de adultos de Aedes aegypti emergidos
apos tratamento com o inseticida pyriproxyfen em condigdo semi-campo.

N° adultos emergidos IE %

T1 1 Cl 20
T2 1 C2 20
R1 T3 0 C3 20
T4 0 C4 20
T5 1 C5 20

3 (3%) 100 (100%)
T1 0 Cl 20
T2 0 C2 20
R2 |T3 0 C3 20
T4 2 C4 20
T5 0 C5 20

2(2%) 100 (100%)

TOTAL 5(2,5%) 200 (100%) 97,5%

Legenda: R = réplica, T = Tratamento e C = Controle



29

Quanto a mortalidade larval, verificou-se aumento progressivo dos indices, sendo que
foram registrados percentuais de 19,2% no 2°, 42,5% no 4° e 100% no 8° dia de experimento,
respectivamente. Em contrapartida, o controle apresentou 0% de mortalidade até¢ o 6 dia e

atingiu para 3,3% no 7° dia, indice que permaneceu até o ultimo dia de teste (Figura 12).

Figura 12. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro instar de Aedes aegypti
tratadas com pyriproxyfen considerando as duas repeticdes em condi¢do de semi-campo
protegidas das condi¢des ambientais.
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5. DISCUSSAO

O inseticida pyriproxyfen funciona como inibidor de crescimento, age como analogo
do hormonio juvenil regulando uma variedade de processos essenciais ao desenvolvido
natural, como crescimento, desenvolvimento ou metamorfose dos organismos alvo
(DIVE/SUV/SES/SC, 2014; MANSUR et al., 2010; MULLA, 1995; PESSOA, 2018).

Por se tratar de um regulador de crescimento de inseto, o pyriproxyfen apresenta-se
como uma alternativa ambientalmente segura, por conta disso, esse inseticida ¢ recomendado
no controle de insetos de importancia sanitdria como mosca doméstica, baratas e vetores de
doencas (WHO, 2001). Nos ultimos anos, esta sendo utilizado nos programas de controle de
importantes insetos vetores de agentes etiologico de importancia médica, como Culex spp.,
Aedes spp., Anopheles spp., e pragas de lavouras (DZIECIOLOWSKA et al., 2017;
HALLMAN et al. 2015; RODRIGUES, 2017).

O pyriproxyfen vem ganhando notoriedade no cendrio nacional e, desde 2014 ¢ usado
em agua potavel no Brasil para combater a proliferagdo das larvas de mosquito,
principalmente no combate ao mosquito A. aegypti (BRASIL/MS, 2014; MENN, 2012;
MULLA, 1995; PESSOA, 2018).

Neste estudo verificou-se que a dose do pyriproxyfen recomenda pela OMS
apresentou eficiéncia na inibi¢do da emergéncia dos adultos, pois averiguou-se baixa taxa de
obtengdo de mosquitos adultos para todos os instares larvais e pupas submetidas ao
tratamento com o inseticida em condi¢ao de laboratorio.

Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo realizado em Cuba em condigdes
controladas utilizando duas linhagens de A. aegypti, a cepa Rockefeller e SANten F13, afim
de verificar a eficacia do pyriproxyfen nos estagios de A. aegypti, para o qual verificou
elevada atividade larvicida de 32%, pupicida 21% para a cepa Rockefeller e, 31% larvicida,
12% pupicida para SANten F13 (RODRIGUEZ et al. 2013). A boa efetividade do
pyriproxyfen também foi observada neste estudo.

A elevada taxa de inibicdo do pyriproxyfen de emergéncia de adultos, também foi
avaliado em nivel laboratorial em Equador, sendo que o inseticida foi eficiente como larvicida
e pupicida, inibindo 95% de emergéncia, quando utilizados no tratamento dos dois estagios,
(ZAVALA et al. 2014). Semelhante ao resultado encontrado nesse estudo, o que foi
encontrado nesse estudo em condicao de laboratorio, para o qual verificou-se baixas taxas de

emergéncia de adultos e ainda prolongamento larval. Diferente do estudo realizado na cidade
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de Patos/PB em laboratorio, no qual, a porcentagem de inibi¢do de emergéncia de adultos foi
de 1,25% (MORALIS et al. 2017).

A boa efetividade do inseticida Pyriproxyfen na inibicdo de emergéncia de adultos de
A. aegypti tém sido demostrada por diferentes autores em nivel de laboratério (OCHIPINTE
et al. 2013; Oo et al. 2018; RESENDE E GAMA, 2006; RODRIGUEZ et al. 2013;
VYTHILINGAN et al. 2005; WILLIAMS, 1967). Aliado a isso, a baixa dosagem de
utilizag¢do, o torna competitivo no universo de inseticidas disponivel para as campanhas de
controle do vetor. A dosagem de recomendada pela OMS usada neste estudo ¢ considerada
uma vantagem por ser uma concentragdo mais baixa em relacdo aos outros larvicidas usados
no controle de A. aegypti (BRASIL/MS, 2014).

Outro fator relevante, e que as maiores taxas de emergéncia de adultos obtidas no
presente trabalho em condi¢do de laboratorio, foi verificada nos testes com larvas de 4° instar
€ pupas.

Geralmente os bioensaios em laboratorios sdo realizados com larvas de 3° instar, ndo
sendo avaliados a atuacdo do produto em diferentes instares larvais, o que foi feito no
presente estudo, com objetivo de verificar o prolongamento de cada estagio de forma separada
e o impacto do produto em cada etapa de desenvolvimento do mosquito. Essas informagdes
sdo relevantes, uma vez que nos criadouros do mosquito das residéncias, ha a presenca de
todas as fases juntas.

Considerando o tempo de duragdo dos estadios larvais e pupas tratados com o
inseticida Pyriproxyfen, verificou-se que a média foi de 20 dias de prolongamento das larvas e
houve uma redu¢ao na duragdo dos testes quando utilizado o ultimo instar larval (L4), estagio
de pupa, quando comparado aos instares iniciais.

Considerando o tempo de desenvolvimento do A. aegypti, o ciclo de vida desse vetor ¢
em média de 7 a 10 dias em condi¢des ambientais adequada, e a fase de pupa, que antecede ao
estagio adulto, dura em média 2 dias. No presente estudo, constatou-se que hd impacto maior
para L4 e pupas, e menor para os instares L1, L2 e L3, uma vez que a média do
prolongamento larval para esses trés instares foi de 20 dias, em contrapartida de 7 e 14 dias
paras L4 e pupas, para as quais, no desenvolvimento em condi¢des normais, seria de 2 a 3
dias.

Na presente pesquisa, verificou-se que em laboratdrio quando as pupas sdo submetidas
a tratamento com o pyriproxyfen, esse estagio pode permanecer por até 14 dias nos

recipientes, o que € cerca de 12 dias a mais do desenvolvimento normal desse estagio.
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Esse achado pode ser explicado pelo fato do pyriproxyfen agir principalmente durante
a transformacgdo larva/pupa interferindo na emergéncia de adultos (BRASIL/MS, 2014;
DZIECIOLOWSKA et al., 2017, MENN, 2012; MULLA, 1995; PESSOA, 2018). Essas
informagdes corroboram com os resultados encontrados no presente estudo, pois obteve-se
prolongamento maior para as fases finais do desenvolvimento do vetor.

O pyriproxyfen imita o hormonio juvenil inibindo o desenvolvimento de
caracteristicas adultas como asas, genitdlia externa, maturagdo dos Orgdos reprodutivos
mantendo assim as caracteristicas imaturas (WILLIAMS, 1967; MANSUR et al. 2010).

Por tanto o hormoénio juvenil estd presente durante o desenvolvimento larval quando
sua produgdo ¢ interrompida no final do quarto instar quando o pyriproxyfen atua, assim
prolongando o tempo que o vetor se mantém na forma imatura (BRASIL/MS, 2014) como foi
observado neste estudo.

Levando em consideracdo o efeito do inseticida, este ndo provoca a mortalidade
imediata das larvas, o que acontece geralmente no estdgio de pupa ou durante a emergéncia
do adulto, ou seja, age no desequilibrio hormonal durante a muda, mimetizando o horménio
juvenil que promove a inibi¢do a acdo da ecdise (MULLA, 1995; MENN, 2012).

No presente estudo, os testes em condicdo de semi-campo, também constatou-se a
elevada efetividade do inseticida, pois do total de larvas de terceiro instar tratados com o
pyriproxyfen, obteve-se taxa de emergéncia de adultos foi somente de 2,5%, o que
corresponde a um efeito inibitorio de emergéncia de adultos de 97,5%.

Estudo realizado em Macaé¢/RJ em condicao de campo mostrou também que as larvas
tratadas com pyriproxyfen atingem o estdgio de pupa, entretanto para este estudo, nao
registrou-se emergéncia de adultos, com valores de IE 100% (ALVARENGA, 2017).
Diferente do que foi observado em Arapicara/AL que compara o efeito de diferentes
larvicidas, em exposi¢do ao sol e a sombra, para o qual verificou-se o percentual de inibigao
de emergéncia obtido do pyriproxyfen em torno de 80% e 90%, apds cinco semanas de
tratamento (AMORIM et al., 2019). Porém um estudo realizado na Austrélia obteve IE% de
aproximadamente 50% na primeira semana de experimento, quando utilizado concentracdo de
0,1mg/L do inseticida, enquanto nas doses 10 e 100mg/L a taxa de IE% foi de 90% em oito e
40 semanas respectivamente (RITCHIE et al. 2013).

Um estudo realizado na cidade de Itabuna, Bahia com trés larvicidas também em
condi¢do de semi-campo, constatou efeito inibitorio de 75,4% na emergéncia de adultos apos

60 dias de aplicacdo do inseticida, pyriproxifen. Por outro lado, ndo foi observado diferenca
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estatistica (p=0,412) entre os tratamentos com spinosad e novaluron, os quais apresentaram
maior percentual de mortalidade na fase larval, em contrapartida, para o pyriproxifen a
mortalidade foi maior na fase pupal, com indice de 95,1% (FONSECA et al., 2019).

Em relagdo ao tempo de duragdo de L3 tratados com inseticidas, até a completa
mortalidade dos individuos, verificou-se um tempo médio de oito dias. Resultados diferentes
foram obtidos por Alvarenga (2017), os quais verificaram que os imaturos expostas ao
inseticida, morreram apos quinze dias de tratamento.

Em um estudo realizado no Distrito Federal a eficacia do larvicida na inibicdo de
adultos foi de 100% apo6s quatro dias de tratamento na concentracdo com 0,01 ppm
considerando larvas de terceiro instar, € maior nivel de mortalidade no estagio de pupa, com
redugdo do efeito residual a partir do 30* dia de experimento (MOREIRA, 2018). Diferente do
que ocorreu na Venezuela, em um estudo que utilizou diferentes doses de pyriproxyfen
durante 90 dias, para o qual a inibicdo se manteve em 100% durante todo o experimento, para
os testes com as concentragdes entre 0,03 e 0,05 ppm por 45 dias, enquanto na dose de 0,01 a
inibicdo variou em torno de 93,7% por um periodo de 14 dias (OCHIPINTI, 2014).

Ainda com relagdo aos testes em semi-campo um ponto importante a ser considerado
durante a realizacdo do experimento ¢ mortalidade total das larvas tanto nos recipientes
tratados com inseticida como nos grupos controle, tendo como hipdtese o fator temperatura e
exposi¢ao solar que interferem na eficacia do larvicida (GRECH et al. 2015; MARCOMBE et
al., 2011; ZELLER; KOELLA, 2016). No presente estudo, nos primeiros experimentos, dados
ndo mostrados aqui, houve mortalidade de 100% das larvas em semi-campo, o que pode ser
devido as elevadas temperaturas registradas para a regido nos meses seco, com maxima de 40°
graus.

Contudo, vale ressaltar que os dados de semi-campo demostrado no presente trabalho,
descartam-se a variacdo de fatores ambientais, uma vez que, os experimentos foram
realizados em locais protegidos das radiagdes solares e dos indices pluviométricos.

Os dados da presente pesquisa, mostra a eficicia do produto nas nossas condicdes,
diferente dos dados encontrado por NAYAR et al. (2002) na Florida, Estados Unidos, os
quais demonstra que o pyriproxyfen induziu em laboratorio 52,7-100% de inibigdo, e em
condi¢do de campo, de 52,7-100% e 93-100%de inibicdo de emergéncia nas concentragdes
0,02 e 0,05 ppm respectivamente.

Considerando o percentual de mortalidade de 95,6% e 97,5% nos testes de laboratorio

e semi-campo respectivamente, por meio desses resultados consta-se que o larvicida testado ¢
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eficaz contra as formas imaturas de A. aegypti, pois os individuos tratados permaneceram na
forma imatura até a mortalidade que ocorreu tanto na fase de larva, geralmente L4, como de
pupa, onde este ultimo caso apresentou-se com maior frequéncia.

Sabe-se que se as pupas sobreviverem, estas se desenvolvem em adultos, entdo, a
viabilidade da utilizagdo do inseticida nos programas de controle de vetores ¢ afetada, pois
sdo os adultos que transmitem os agentes etiologicos aos seres humanos (FARNESI et al.,
2012; HUSTEDT et al., 2017; MULLA, 1995). Esses achados evidenciam a boa efetividade

do pyriproxyfen no controle de larvas de diferentes instares do vetor.
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6. CONCLUSAO

v' O pyriproxyfen é eficaz contra todos os instares larvais e pupas em condi¢do de
laboratério, inibindo a emergéncia de adultos quando utilizados para controle de

todas as fases de desenvolvimento do vetor.

v' O pyriproxyfen aplicado nas formas imatura de A. aegypti em laboratdrio ¢ eficaz
na inibicdo de emergéncia de adultos com indices de IE% variando entre 98,33% a

100%.

v' O pyriproxyfen nas condi¢des de semi-campo apresenta efeito inibitorio das formas
imaturas de A. aegypti de 97,5% demonstrando eficiéncia como alternativa de

controle.

v" O estudo realizado em Cod6 utilizando pyriproxyfen no controle das formas
imaturas de A. aegypti mostra-se eficaz na inibicdo de emergéncia de adultos,

prolongando o estagio imaturo do vetor na dosagem recomendada pela OMS.
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