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Resumo - Os mosquitos sdo vetores para um grande nimero de doengas onde o Aedes
aegypti ¢ o principal foco das campanhas de controle da dengue, chikungunya e zica. O
Pyriproxyfen (Sumilarv® 0,5g) ¢ um regulador de crescimento de inseto amplamente
utilizado para o controle desse vetor, o seu uso intensivo em Patos-PB tem gerado
mecanismos de resisténcia generalizada em Aedes aegypti ao qual se observa um alto
indice de infestagdo predial nesta cidade. O objetivo desse estudo foi avaliar o estado de
resisténcia nas populagdes de Aedes aegypti de Patos-PB ao Pyriproxyfen. Foram
realizados os bioensaios que preconizam a Organizacgdio Mundial de Satde com
adaptagOes de artigos cientificos onde foi avaliado as doses 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 ¢ 0,05
ppm em populagdes de mosquitos da cidade de Patos-PB e de uma cepa de referéncia
suscetivel Rockefeller. Calculou-se aporcentagem de mortalidade entre as populagdes de
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mosquitos utilizando ANOVA e teste de Tukey, valores da porcentagem de IE (inibigao
da emergéncia) para o calculo daRR (razdo da resisténcia). Os resultados mostraram que
a porcentagem de mortalidade da populacdo de mosquitos Rockefeller foi de 95,0% e de
Patos-PB foi 23,0%. O efeito da concentragdo de 0,01 ppm de Pyriproxyfen na cepa
Patos-PB teve uma IE mferior ao da cepa Rockefeller, uma RR de 5,3 indicando
resisténcia moderada. Os resultados confirmam o grau de resisténcia de Aedes aegypty, a
necessidade de um programa de gerenciamento de resisténcia a inseticidas e a substituicao
imediata do Pyriproxyfen.

Palavras-chave: Pyriproxyfen. Aedes aegypti. Resisténcia. Inibicdo da emergéncia.

ABSTRACT - Mosquitoes are vectors for a large number of diseases where the Aedes
aegypti is the main focus of the campaigns of control of dengue, chikungunya and zca.
The Pyriproxyfen (Sumilarv ® 0, 5 g) is an insect growth regulator widely used for the
control of this vector, its intensive use in Patos-PB has generated widespread resistance
mechanisms in Aedes aegypti to which there is a high level of infestation of buildings in
this city. The aim of this study was to evaluate the State of resistance in Aedes aegypti
populations of Patos-PB to Pyriproxyfen. The bioassays that called for the World Health
Organization with adaptations of scientific articles where it was evaluated the dose 0.01;
0.02; 0.03; 0.04 and 0.05 ppm in populations of mosquitoes in the city of Patos-PB and a
reference strain susceptible Rockefeller. It has been calculated the percentage of mortality
among populations of mosquitoes using ANOVA and Tukey test, values of the inhibition
percentage for the calculation of the RR (right of resistance). The results showed that the
percentage of mortality of the mosquito population Rockefeller was 95.0% and Patos-PB
was 23.0%. The effect of concentration of 0.01 ppm of Pyriproxyfen on cepa Patos-PB
had a IE lower than the cepa Rockefeller, a 5.3 RR indicating moderate resistance. The
results confirm the degree of resistance of Aedes aegypti, the need for a manage ment
program of resistance to insecticides and the immediate replacement of Pyriproxyfen.

Keywords: Pyriproxyfen. Aedes aegypti. Resistance. Inhibition of emergence.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a incidéncia de doengas transmitidas pelo Aedes aegypti vem
crescendo cada vez mais, o que resulta no aumento dos riscos desse vetor transmitir novos
virus para uma determinada 4area que ainda nao era endémica. Perante esse contexto atual,
nos anos de 1914 Wycliffer Rose o idealizador da Campanha Mundial de Erradicagdo da
Febre Amarela e primeiro Diretor da Comissdo de Satde Internacional da Fundagao
Rockefeller, tinha dado inicio ao primeiro e mais duradouro e caro programa internaciona l
de erradicagdo de uma doenca ja implementado. Depois da Segunda Guerra Mundial essa
campanha foi relangada em 1947 pela Organizacao Sanitdria Pan-Americana (OSP), com
onome de Campanha Continental para a Erradicacdo do Aedes aegypti. Deste momento
até hoje a meta era erradicar o Aedes aegypti das Américas, porém ndo se obteve sucesso
(MAGALHAES, 2013).

O Aedes aegypti ¢ um importante vetor em saude publica, ¢ um mosquito que tem
ampla distribuigdo geografica ao qual predomina em areas tropicais e subtropicais em
zonas quentes que mantem temperaturas constantes a 20°C criando um ambiente
favoravel para o desenvolvimento do mosquito nessas regides. Ele apresenta capacidade
de localizar a atividade humana (habitos antropofilicos) e uma grande capacidade de se
adaptar a criadouros artificiais o que leva ao grande aumento de sua populacido e
consequentemente ao aparecimento de epidemias de dengue e outas doengas
(GADELHA, 1985; LOZOVEI 2001; FORATTINI, 2002; BESERRA et al., 2006).

Diante disso, Besserra et al. (2007) afrma que os aspectos epidemiologicos do

Aedes aegypti sao influenciados pelos mais diversos fatores, dentre os quais estdo: o
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processo de urbanizacdo e a deficiéncia de infraestrutura social e educacional somado a
uma populagdo com habitos propicios a proliferacdo de grandes criadouros através de
recipientes artificiais expostos e uma ma gestdo das autoridades envolvidas nas
campanhas e programas de agdo antivetorial e gerenciamento de resisténcia a inseticidas.

Neste sentido, devido ao grande niimero de casos de varias doengas como a
Dengue, Chikungunya e Zica que sdo ocasionadas pela transmissdo pelo vetor Aedes
aegypti, ¢ que se vem reforcando a busca de novos caminhos para seu controle
(CAMPOS; ANDRADE, 2001). Uma forma de diminuir a incidéncia de doengas
transmitidas por Aedes aegypti ¢ através de sua erradicacdo, onde, o seu controle envolve
mntegrados métodos de manejo dos quais incluem vigilincia, larvicidas, adulticidas,
controle biologico e principalmente conscientizagdo publica nas campanhas. O uso de
larvicidas ¢ importante quando ser quer eliminar o mosquito na sua fase larval, e o uso
dessa estratégia interrompe o ciclo evolutivo do vetor, promovendo assim a interrupgao
da transmissdo do virus (NEVES FILHO et al., 2009).

Tradicionalmente no Brasil e na cidade de Patos-PB a principal estratégia para o
controle do Aedes aegypti tem sido o uso intensivo e indiscriminado de inseticidas para a
eliminacdo do mosquito adulto ou suas larvas, que sdo substancias quimicas aplicadas em
agua para consumo humano com baixa toxidade oral para mamiferos (LIMA et al., 2006).
Em 1989 no Japdo, foi sintetizado o regulador de crescimento de insetos chamado
Pyriproxyfen (4-phenoxyphenyl (RS) -2- (2 pyridyloxy) propyl ether), que atua sobre a
fisiologia da morfogénese, reprodugdo e embriogénese do inseto. O seu efeito foi testado

em larvas de Andfeles farauti com excelentes resultados (SUZUKI et al., 1989).
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No entanto, o uso difindido de compostos quimicos, seja inseticida ou larvicidas,
levam a ocorréncia de resisténcia de populagdes de A.aegypti a estas substincias,
mpossibilitando o controle por essa estratégia de combate. No Brasil, tem-se percebido
tanto caréncias no controle do A. aegypti determinadas por falhas operacionais das
campanhas de prevencdo como também pela existéncia de populagdes de 4. aegypti
resistentes ao controle quimico, indicando a necessidade da realizagdo de nvestigacdes e
monitoramento da resisténcia para um melhor combate efetivo (LIMA et al, 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar em condigdes laboratoriais diferentes doses
de pyriproxyfen (Sumilarv® 0,5) em uma populagdo de Aedes aegypti na cidade de Patos
estado da Paraiba, tomando como referéncia uma cepa suscetivel de referéncia
Rockefeller, visando determmnar se ha resisténcia capaz de comprometer o programa de

controle do mosquito nesse municipio.

METODOLOGIA
Tipo e Local de Estudo

O presente estudo trata-se de uma pesquisa experimental, exploratoria relacionada
a avaliar em condicOes laboratoriais a eficicia do regulador de crescimento de insetos
Pyriproxyfen (Sumilarv® 0,5 G) numa populagdo de Aedes aegypti da cidade de Patos no

estado da Paraiba, tomando como referéncia as larvas da mesma espécie da cepa
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Amostragem

A amostra de ovos de Aedes aegypti foram coletados em armadilhas ovitrampas
mstaladas no intra e peridomicilio de residéncias escolhidas da cidade de Patos no estado
da Paraba em locais escolhidos por sua alta taxa de infestagdo e ovos da referéncia
suscetivel Rockefeller gentiimente cedido pelo Dr. José Bento do Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes Vetores do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz, onde

foram obtidas populagdes de larvas para uso nos bioensaios.
Instrumento e Procedimentos de Coleta de Dados

De acordo com os bioensaios preconizados por WHO/ZIKV/VC/16.1 em Geneva
(2016), a coleta de dados dar-se-a apds a realizacdo do experimento, onde se obteve apoOs
o teste o nimero de individuos mortos e/ou resistentes. Para avaliar a atividade biologica
de um larvicida ou mseticida nas formas jovens do mosquito, foram criados em
laboratorio utilizando as larvas de idade ou estagio conhecido (cepas de referéncia F1 que
sdo aquelas reproduzidas no laboratério ou de ovos coletados em campo), sdo expostos
em agua tratada com o larvicida em varias concentragdes dentro de sua faixa de atividade,
e a mortalidade ¢ registrada. Para os Reguladores de Crescimento de Insetos o
Pyriproxyfen amortalidade deve ser avaliada até o aparecimento de adultos. E importante

a utilizacdo de populagdes homogéneas de larvas de mosquito.
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Inseticida

O Pyriproxyfen (Sumilarv 0,5G) foi generosamente fornecido pela 6° Geréncia Regional
de Satude da Paraiba.

Preparaciao das concentracées de pyriproxyfen (Sumilarv 0,5G)

Cinco concentragdes foram preparadas de pyriproxyfen, formando solugcdes
aquosas de 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 e 0,05 ppm (partes por milhdo), que foram preparadas
em cinco baldes de plastico com capacidade de 120 litros ao qual foi adicionado 100 litros
de agua em cada e preparado as doses para cada respectiva concentragdo. Os recipientes
foram cobertos com tampa para evitar focos de mosquitos, onde deixou-se repousar por
24 horas protegidos de luz solar. Decorrido 24 horas procedeu-se com os bioensaios

(SWITZERLAND, 2005; OCHIPINTI et al., 2014).
Bioensaios

As lavas de Aedes aegypti todas homogéneas de quarto estagio foram submetidas
acinco concentragdes de pyriproxyfen (0,01;0,02; 0,03;0,04 e 0,05), e cada concentragao
representa um tratamento, o preparo das concentracdes foram feitas 24 horas antes dos
bioensaios. Foi feita a contagem inicial das larvas pois ¢ essencial por causa do
comportamento canibal durante o longo periodo de exposicdo. Nos bioensaios utilizou -

se para cada concentragdo copos descartaveis de 300 ml cobertos com malha para impedir
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fuga de adultos, onde adicionou 250 ml da solu¢do nesses copos de sua respectiva
concentracdo, depois foram transferidas 20 larvas de quarto estagio para cada
concentracdo. Foi feito quatro repetigdes por tratamento com 20 larvas cada, totalizando
80 larvas para cada concentracdo. Além disso, quatro réplicas de 20 larvas cada, foi
adicionado apenas agua como controle, dando o total de 80 larvas que foram mantidos
nas mesmas condicdes de comida e ambiente dos tratados. A longa duragdo do teste indica
que tem que fornecer uma pequena quantidade de alimento as larvas, nesse caso se
utilizou de graos de arroz e todos os copos teste e controle foram colocados em gaiolas
de contencdo para evitar escapar a emergéncia dos adultos para o ambiente. A mortalidade
ou emergéncia foram contados a cada tr€s dias onde o inicio do teste deu no momento em
que as larvas foram expostas as concentragdes nos copos e o experimento acabou quando
todas as larvas ou pupas nos controles morreram ou emergiram como adultos. Os testes
nos recipientes foram realizados entre 25-28°C e um fotoperiodo de 12L: 12E (12 horas
de exposicdo Luz e 12 horas Escuro respectivamente) (SWITZERLAND, 2005;
OCHIPINTI et al., 2014).

Analise de dados

No final do periodo de observacdo, o resultado foi expresso como porcentagem
de mibicdo da emergéncia (%IE) com base no nimero de larvas que ndao se
desenvolveram com sucesso em adultos vidveis. O registro %IE para cada concentragcao
seja, moribundos, larvas mortas e pupas, bem como os mosquitos adultos ndo

completamente separado do processo de pupa, sdo considerados "Afetados". O niimero
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de adultos que surgem com éxito também pode ser contado a partir das ocorréncias das
pupas vazias, ou os alados presos na gaiola de contengdo. A percentagem de inibicdo de
emergéncia (%IE) foi calculada com base no nimero de larvas expostas, utilizando a

formula abaixo (GENEVA, 2016):

100
IE (%) = |r;:|:r—[1'r"C ]
Onde T = percentagem de mosquitos adultos emergidos nos copos tratados.

C = percentagem de mosquitos adultos emergidos nos controles.

Foi realizado a correcdo de Abbott (1987), para se obter uma contagem real do
experimento quando se calcula a eficacia de mseticidas em experimentos com amostras
tratadas e o controle, € preciso utilizar uma formula para corre¢do pois € obvio considerar
que a larva pode morrer de causas naturais. Se a emergéncia dos adultos no controle for

mferior a 90%, o teste deve ser descartado e repetido e onde a porcentagem se situa entre

91% e 99%, corrigir os dados utilizando a formula de Abbott (GENEVA, 2016):

X-Y

Mortality (%) = 100

Onde: X = percentagem de sobreviventes nos controles.

Y = percentagem de sobreviventes em recipientes tratados.

Também foram determinados alguns parametros como: a) porcentagem de

mortalidade de larvas (ML%)= [(Lm/Lexp)x100]; b) porcentagem de mortalidade de
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pupas  (MP%)=[(Pm/T)x100]; c) porcentagem de mortalidade de adultos
(MA%)=[(M/T)x100]. Onde: Lm = larvas mortas; Lexp = larvas expostas; Pm = pupas
mortas; T = total; M = adultos mortos (OCHIPINTI et al., 2014). Os dados foram para a
analise de regressdao probit dos valores do %IE para cada concentracdo para determinar o
IE50% e assim calcular a Razdo da Resisténcia (RR) ao qual foi calculado o RR dividindo
o IE50% da populagio de campo (Patos) pelo IE50% da populagdo suscetivel
(Rockefeller). Para isso foi utilizando os programas estatisticos STATISTICA 13 e
MINITAB 17 para analises ANOVA e teste de Tukey com nivel de significancia de (P<
0,05), ambos programas para Microssoft® Windows® (GENEVA, 2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Porcentagem de mortalidade

Com os resultados obtidos observou-se que houve um maior efeito toxico na cepa
Rockefeller nas doses de 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 e 0,05 ppm, e uma porcentagem de
mortalidade mais elevada na fase de pupa em ambas as cepas (Tabela 1), assim os
resultados obtidos corrobora com os dos trabalhos feitos na Venezuela por Ochipinti em

2014, que em seus experimentos obteve resultados semelhantes ao desta pesquisa.
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Tabela 1 — Porcentagem de mortalidade de larvas, pupas e adultos.

Doses Populacio Patos Populacio Rockefeller
(ppm)
Mortalidade (%) Mortalidade (%)
Larvas Pupas Adultos Total Larvas Pupas Adultos Total
0,01 0 1,25 0 1,25 6,25 51,25 32,5 90
0,02 0 1,25 0 1,25 11,25 47,5 35 93,75
0,03 0 15 0 15 3,75 47,5 45 96,25
0,04 1,25 28,75 0 30 10 73,75 13,75 97,5
0,05 10 33,75 26,25 70 12,5 65 20 97,5

Fonte: proprio autor.

Com os dados, foram feitos apos a correcdo de Abbott a andlise de varidncia que
mostrou diferengas estatisticamente significativas para taxa de mortalidade total, onde, a
média da porcentagem de mortalidade da populagdo de mosquitos Rockefeller ¢ maior
que da populagdo de Patos (o = 0,05). Os resultados do teste de comparacao de Tukey
para as populacdes de mosquitos Patos e Rockefeller sdo apresentados na (Tabela 2),
como esperado podemos ver que a populacdo Rockefeller tem uma porcentagem de
mortalidade significantemente mais elevada (95,0) que a porcentagem de mortalidade da

populacdo Patos (23,0), com um nivel de confianca de 95%.

(e
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Tabela 2- Porcentagem de mortalidade de Aedes aegypti
adultos das populacdes Rockefeller e Patos.

Cepa Média Aritmética
Rockefeller 95,0 A*
Patos 23,0 B*

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: proprio autor.
Eficacia do Pyriproxyfen

A (Figura 1) demostra a porcentagem de mortalidade apds a exposicdo as doses
de 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 ¢ 0,05 ppm de pyriproxyfen nas populacdes em estudo. De
acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) e o fabricante do pyriproxyfen
(SUMITOMO®© CHEMICAL, 2012), em concentragdoes de 0,01 causa uma mibicdo da
emergéncia de 76 a 100% que ¢ a dosagem correta para agua potdvel Entdo, feita a
correcao de Abbott nos testes observou-se que a cepa Patos ¢ suscetivelmente inferior a
cepa Rockefeller, onde, a cepa Patos na concentragdo de 0,01 teve uma porcentagem de

mibicdo de 1,25% em quanto que a cepa Rockefeller teve 90% de nibicdo.
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Figura 1- Efeito do Pyriproxyfen em Aedes aegypti em cinco doses (0,01; 0,02;
0,03; 0,04 ¢ 0,05 ppm).

Efeito do Pyriproxyfen nas Cepas Patos e Rockefeller

975 975 L.
100 9375 E\?,IZE_ e E - _'m Variavel
90 - —&— %IE Cepa Patos
o —m— %IE Cepa Rockefeller
80
69,62
60
—
*
40
20
0
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
Dose (ppm)

Fonte: proprio autor.
Porcentagem de Inibicio da Emergéncia (%IE)

Os resultados da porcentagem de nibicdo da emergéncia da populagdo Aedes
aegypti da cepa Rockefeller e da cepa Patos com corre¢do de Abbott sdo mostrados na

(Tabela 3), de acordo com os métodos recomendados pela OMS (ver secdo metodologia)

(e
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com 95% de significancia. Os valores de %IE para ambas as populacdes de mosquitos
Rockefeller e Patos sdo apresentados logo abaixo, onde, o %IE50 foi de 0,008605 e
0,045626 respectivamente. Segundo a OMS uma populagdo pode ser considerada:
suscetivel se a RR <5; resisténcia moderada se a RR € entre 5-10; alta resisténcia se a RR
>10. Portanto, a populacdo de campo da cidade de Patos-PB mostrou uma razio da
resisténcia moderada (RR = 5,3) ao Pyriproxyfen, resultados esses que descordam do
fabricante SUMITOMO®© CHEMICAL, ao qual este promete uma eficicia duradoura e

continua do seu produto.

Tabela 3- Porcentagem de IE e RR das populagdes
Rockefeller e Patos.

Populacio Limite %IESO RR

Inferior - Superior

Rockefeller  (0,001149 - 0,016062)  0,008605 1,00
Patos (0,03748 - 0,053772)  0,045626 53

Fonte: proprio autor.

CONCLUSOES

Em Patos-PB o programa de controle local para Aedes aegypti tem mantido por

um longo periodo de tempo o uso do regulador de crescimento de insetos Pyriproxyfen

&
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(Sumilarv 0,5G) nessas populagdes de vetores, com isso, essas populagdes estdo cada vez
mais sob pressdo da seletividade continua a este composto, onde estar ocasionando
mndividuos resistentes a medida que se utlizam mais e mais esse composto, tendo em
vista que essa cidade ndo segue as recomendacdes da OMS sobre gerenciamento de
resisténcia a inseticidas fato esse comprovado pelos altos indices de infestacdo predial
que pularam de 2,2% em 2015 para 5,1 em julho de 2016 considerados médio risco e alto
risco respectivamente segundo o ultimo LIRAa nacional

O resultado do efeito do Pyriproxyfen na cepa Rockefeller mostrou-se eficaz na
mibicdo da emergéncia de Aedes aegypti na sua concentracdo padrdo para agua potavel
0,01 e em todas as outras concentragdes, por outro lado a cepa Patos mostrou-se uma
resisténcia preocupante em doses 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 ppm, pois 0s mesmos nio
obtiveram uma %IE nem se quer de 50% de seus individuos, entretanto a concentragdo
de 0,05 ppm mesmo obtendo um %IE um pouco mais de 50% ndo chegou a uma
porcentagem satisfatoria de mibicdo mostrando que em uma concentragdo tdo alta a
populacao de mosquitos ainda resiste a essa dose. A RR de 5,3 (resisténcia moderada), da
cepa Patos responde o questionamento desse artigo, onde, realmente essa resisténcia
observada em Aedes aegypti compromete o programa de controle.

Nossos resultados na cepa Rockefeller demonstram que o pyriproxyfen ¢ eficaz
contra Aedes aegypti, porém, obedecendo as determinagdes que a OMS recomenda no
gerenciamento da resisténcia. Esse estudo € apenas o primeiro de uma série de estudos
para avaliacdo larvicidas para mosquitos que a OMS preconiza no total de 3 fases, onde

o estudo de Fase I foi este (Estudo de Laboratorio).
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Na auséncia da pressdo exercida pelo Pyriproxyfen ao mosquito pode-se reduzir
ou reverter a resisténcia, ou seja, se ndo mais aplicar o composto, pois esta reversao € o
principio fundamental a qualquer estratégia eficaz de gestdo da resisténcia. No entanto,
taxas de reversdo sdo variaveis e podem demoram muito quando um composto desses tem
sido usado por muitos anos.

Concluimos que o Pyriproxyfen deve ser substituido imediatamente na cidade de
Patos-PB, pois a resisténcia da populagcdo de Aedes aegypti desse municipio tem
resisténcia capaz de comprometer o programa de controle, ¢ que a avaliagdo regular da
suscetibilidade ouresisténcia a compostos quimicos ou bioldgicos para controle de Aedes
aegypti nos permite uma escolha mais eficaz e menos perigosa a resisténcia desses
mnsetos, melhorando seus programas de controle bem como estratégias para rotagcdo de
mseticidas para se manter populacdes desses mosquitos sempre suscetiveis e diminuir a

disseminacdo das doengas por ele transmitidas.
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