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RESUMO

Susceptibilidade de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e de Aedes albopictus (Skuse,
1894) (Diptera: Culicidae) a organofosforado e atividade inseticida de produtos de
origem boténica. Esta dissertacdo foi desenvolvida, devido a grande incidéncia da
dengue nos ultimos anos no Parana, bem como a alta dispersdo de A. aegypti e de
A. albopictus neste estado. O estudo foi entdo baseado em fatores de vigilancia
entomoldgica e possibilidades de controle dos vetores. No processo de vigilancia
entomoldgica, 0 monitoramento de comportamentos biolégicos de A. aegypti e de A.
albopictus é um fator muito importante, pois fornece informacdes para o
entendimento da transmissé&o de arboviroses, como a dengue e a febre amarela.
Outro fator importante é o conhecimento sobre o desenvolvimento de resisténcia
destes vetores a inseticidas quimicos. Assim, o presente trabalho foi divido em dois
capitulos: Capitulo | - Coexisténcia de Aedes (Stegomyia) aegypti e Aedes
(Stegomyia) albopictus (Diptera: Culicidae) e andlise da suscetibilidade destas
populagBes ao inseticida Temefés nos municipios com ocorréncia de casos de
dengue no Estado do Parana - Brasil. Neste capitulo, observou-se a coexisténcia de
A. aegypti e A. albopictus além da agregacao de seus ovos, indicando que as duas
espécies estdo sobre o mesmo processo de pressdo seletiva. Amostras de A.
aegypti de Foz do Iguagu (sul e norte) apresentaram menor susceptibilidade,
indicando processo de estabelecimento de resisténcia ao temefés. Todas as
populagBes de A. albopictus, provenientes do estado do Parand e Santa Catarina,
evidenciaram insipiente alteragéo do status de susceptibilidade ao organofosforado
temefés. Capitulo Il - Oleos de Carapa guianensis (Aublet) (Meliaceae) e Copaifera
sp. (Linnaeus) (Leguminosae), analise do seu efeito larvicida e no desenvolvimento
de imaturos de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).
Neste capitulo, analisou-se a susceptibilidade de A. aegypti, provenientes de campo
e de laboratorio, aos 6leos de C. guianensis e Copaifera. As mortalidades, causadas
pelas solucdes contendo 6leos de C. guianensis e de Copaifera na temperatura de
25°C, evidenciam que as populacbes naturais de A. aegypti analisadas sé&o
susceptiveis aos Oleos, assim como a cepa Rockefeller. A eficacia dos 6leos para
letalidade foi relacionada ao aumento da temperatura. A letalidade larval, causada
pelo 6leo de C. guianensis e de Copaifera, ocorreu em menos de trés horas de
exposicdo. A persisténcia larvicida de Copaifera e principalmente de C. guianensis,
evidenciou a eficacia destes 6leos por periodos superiores hd 20 dias. Também
foram observadas alteracdes no periodo de desenvolvimento de A. aegypti,
expostos a concentragdes sub-letais de C. guianensis e de Copaifera, como o
prolongamento do estagio imaturo e altera¢cdes morfologicas que inviabilizaram a
emergéncia dos adultos. Assim, os Oleos de C. guianensis e de Copaifera
demonstram eficicia no controle de A. aegypti, tanto como larvicida quanto sob
efeito no desenvolvimento biol6gico deste vetor.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Aedes albopictus. Coexisténcia. Susceptibilidade.
Organofosforado. Dengue. Carapa guianensis. Copaifera. Larvicida botanico.
Persisténcia. Efeito sub-letal.
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ABSTRACT

Susceptibility of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) and Aedes albopictus (Skuse, 1894)
(Diptera: Culicidae) the organophosphate and insecticide activity products of
botanical origin. This thesis was developed, due to a great incidence of dengue fever
in the Parana, recent years, as well as the high dispersion of A. aegypti and A.
albopictus in this state. The study was then based on factors of entomological
monitoring and possibilities of vector control. In the process of entomological
monitoring, biological behaviors of A. aegypti and A. albopictus is a very important
factor, therefore it supplies information to the agreement of arbovirose transmissions
as dengue fever and yellow fever. Another important factor is the knowledge of
development of resistance of these vectors to chemical insecticides. Thus, this work
was divided into two chapters: Chapter | - Coexistence of Aedes (Stegomyia) and
Aedes aegypti (Stegomyia) albopictus (Diptera: Culicidae) and susceptibility analysis
of these populations to Temephos insecticide in municipalities with occurrence of
dengue cases in the state of Parana - Brazil. In this chapter, the coexistence
between A. aegypti and A. albopictus and the aggregation for their eggs were
observed in all the analyzed cities, indicating that both species are on the same
process of selective pressure. Samples of A. aegypti of Foz do Iguagu (south and
north) presented minor susceptibility, indicating process of resistance establishment
to organophosphate temephos. All A. albopictus populations, which proceeded from
Parané and Santa Catarina States, demonstrated weak alteration in the susceptibility
status to organophosphate temephos. Chapter Il - Oil Carapa guianensis (Aublet)
(Meliaceae) and Copaifera sp. (Linnaeus) (Leguminosae), analysis the effect of
larvicidal and the development of immature of Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762) (Diptera: Culicidae). In this chapter the susceptibility of A. aegypti, from field
and laboratory, to oils of C. guianensis and Copaifera was analyzed. Larvae mortality
occurred by the exposure to the solutions containing C. guianensis and Copaifera
oils in the temperature of 25°C, evidencing that the natural populations of A. aegypti
analyzed were susceptibly to the oils, as well as, of Rockefeller strain. The efficacy of
the oils for lethality was directly related to the increase of the temperature. The larval
lethality, caused by the oils of C. guianensis and Copaifera, occurred in less than
three hours of exposure. The persistence of Copaifera and mainly C. guianensis as
larvicidal, evidenced the efficacy of these oils for periods of more than 20 days. Were
also observed changes in populations of A. aegypti when placed into the sub-lethal
concentrations of C. guianensis and Copaifera. It demonstrated delay in the
development of immature instars. Also some morphologic alterations were observed
as hinder in the emergency of adults. In this way the oils demonstrate to be effective
not only as larvicidal but also in the biological development of this vector.

Key words: Aedes aegypti Aedes albopictus. Coexistence. Susceptibility.
Organophosphate. Dengue. Carapa guianensis. Copaifera. Botanical larvicida.
Persistence. Sub-lethal effect.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Dengue

A dengue é considerada uma das mais importantes arboviroses que afetam
o homem, em termos de morbidade e mortalidade. Estima-se que entre 50 a 100
milhdes de pessoas se infectem anualmente em mais de 100 paises de todos os
continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil doentes necessitam de
hospitalizagéo e 20 mil morrem em consequéncia da dengue (SVS 2005). Conforme
a Organizacdo Mundial da Saude (2008), durante uma epidemia de dengue, as
taxas de infeccdo entre individuos suscetiveis ao virus sédo de 40 a 50%, mas podem
chegar de 80 a 90%. Sem tratamento adequado, o indice de mortalidade causada
por febre hemorragica da dengue pode exceder 20%.

Esta arbovirose caracteriza-se por estado febril agudo que pode ser de curso
benigno ou grave, dependendo da forma como se apresente. Podendo ser infec¢éo
assintomédtica, dengue classico, febre hemorragica da dengue ou sindrome do
choque da dengue. A dengue classica, em geral, se inicia abruptamente com febre
alta (39° a 40°), seguida de cefaléia, mialgia, prostracdo, artralgia, anorexia, astenia,
dor retroorbitaria, nauseas, vomitos, exantema, prurido cutaneo, hepatomegalia, dor
abdominal generalizada. Pequenas manifestacdes hemorragicas como petéquias,
epistaxe, gengivorragia, sangramento gastrointestinal, hematlria e metrorragia
podem ocorrer. Dura cerca de cinco a sete dias, quando ha regresséo dos sinais e
sintomas, podendo persistir a fadiga. Na febre hemorrgica e sindrome do choque
da dengue, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da dengue classica, mas no
terceiro ou quarto dia o quadro se agrava com dor abdominal, sinais de debilidade
profunda, agitacdo ou letargia, palidez de face, pulso rapido e débil, hipotensdo com
diminuicBo da pressdo diferencial, manifestagbes hemorragicas espontaneas,
derrames cavitérios, cianose e diminui¢do brusca da temperatura (MS/SVS 2006).

A forma assintomética € considerada de grande importancia epidemioldgica,
pois constitui fonte silenciosa de transmissdo do virus dengue, podendo carrear o

virus para areas indenes, porém infestadas com o vetor (Vasconcelos et al. 1998).
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Atualmente, a dengue é considerada a mais importante arbovirose que afeta
0 ser humano e constitui sério problema de saude publica ho mundo. Ocorre e
dissemina-se especialmente nos paises tropicais, onde as condicdes do meio
ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do vetor. Nas ultimas
décadas, vem apresentando elevado crescimento do nimero de casos e de paises
acometidos (Barrera et al. 2000; Gluber 2001; MS/SVS 2006).

A febre hemorragica da dengue foi reconhecida pela primeira vez na década
de 1950, durante epidemias nas Filipinas e Tailandia. Até a década de 1970, nove
paises apresentavam epidemias de febre hemorragica da dengue, atualmente, este
ndmero quadruplicou. Os paises com maior incidéncia localizam-se, principalmente,
nas Américas e na Asia, onde ha circulacdo de todos os quatro sorotipos. A febre
hemorrdgica da dengue tornou-se uma das principais causas de hospitalizagéo e
morte entre as criangas em varios paises (WHO 2008).

Devido a auséncia de vacina tetravalente eficaz, atualmente, o controle
vetorial € o Unico método disponivel para a prevencdo e o controle da dengue e
febre hemorragica da dengue. Pesquisas estdo obtendo progressos no
desenvolvimento de vacinas que possam proteger contra todos os quatro sorotipos
virais da dengue, entretanto, ainda ndo ha previsdo para a aplicagéo (WHO 2008).

Tanto a forma classica como a hemorrdgica da dengue séo causadas por
virus (RNA) da familia Flaviviridae, género Flavivirus. Atualmente, sdo conhecidos
quatro sorotipos virais (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4) (Gluber 2001).

1.2 Vetores do virus dengue

Os vetores sdo mosquitos do género Aedes. Nas Ameéricas, 0 virus da
dengue persiste na natureza mediante o ciclo de transmisséo homem > vetor >
homem. Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) é o
principal vetor do virus da dengue, espécie considerada extremamente antropofilica.
Foi erradicada de varios paises do continente americano nas décadas de 1950 e
1960, retornando na década de 1970 por falhas na vigilancia epidemiolégica e pelas
mudangas sociais e ambientais propiciadas pela urbanizagdo acelerada. Aedes

(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), ja presente nas Ameéricas
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e com ampla disperséo no Brasil, até 0 momento néo foi associado a transmisséo do
virus da dengue nas Américas. A fonte da infeccdo e hospedeiro vertebrado é o
homem. Na Asia e na Africa foi descrito um ciclo selvagem envolvendo o macaco
como hospedeiro vertebrado (SVS/MS 2006).

As razbes para o ressurgimento global de epidemias de dengue néao estéo
completamente compreendidas, mas estéo relacionadas a mudancas demograficas
e sociais, incluindo o aumento do fluxo populacional (Vanwambeke et al. 2006).

A infeccdo do vetor com o virus da dengue ocorre através da ingestdo de
sangue contendo particulas virais, estando o mosquito apto a transmitir o virus,
depois de 8 a 12 dias de incubagéo extrinseca. Logo, a transmissdo ao homem se
faz pela picada da fémea infectada de A. aegypti. A transmissdo mecénica também é
possivel, guando o repasto é interrompido e 0 mosquito, imediatamente, se alimenta
num hospedeiro suscetivel proximo (SVS/MS 2006). Além disso, os sorotipos virais
também podem ser transmitidos entre mosquitos, o que refor¢ca o papel dos vetores
na manutencdo e amplificagdo no ambiente, principalmente quando a densidade de
vertebrados suscetiveis € baixa. A transmiss@o entre vetores pode ocorrer por via
vertical, quando o virus infecta o évulo ou o ovo, ou por via venérea, quando
machos, que herdaram a infec¢do de sua progenitora transmitem o virus no liquido
seminal (Rosen et al. 1983, Joshi et al. 2002).

A infeccdo por um dos quatro sorotipos virais da dengue confere imunidade
apenas contra esse sorotipo, e, algumas vezes, protecdo parcial contra a infecgéo
posterior pelos outros trés sorotipos. A infecgdo sequencial aumenta o risco de
desenvolvimento da febre hemorrdgica da dengue, forma mais letal da doenca
(WHO 2008).

A fémea de A. aegypti coloca seus ovos em locais como tonéis, pneus,
vasos de plantas, entre outros (Saude Brasil 2004; SVS 2005). A oviposi¢do ocorre
frequentemente nas paredes Umidas dos criadouros, ou seja, um pouco acima da
superficie liquida (Forattini 2002; Natal 2002). A quantidade de posturas de cada
fémea de A. aegypti depende essencialmente da disponibilidade de sangue ingerido
para o desenvolvimento ovariano. O repasto satisfatorio podera ser alcangado com
3,0 a 3,5 mg de sangue, podendo ser produzido cerca de 120 ovos por fémea
(Forattini 2002).

Geralmente, a fémea faz uma postura apos cada repasto sangiineo. O

intervalo entre a alimentacdo sanguinea e a postura é, em regra, de trés dias, em
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condi¢des de temperatura satisfatorias. Com frequiéncia, a fémea se alimenta mais
de uma vez, entre duas posturas sucessivas, em especial quando perturbada antes
de totalmente ingurgitada. Este fato resulta na variacdo de hospedeiros, com
disseminacéo do virus a véarios deles (Barata et al. 2001; Natal 2002).

ApoOs a oviposicdo ha o periodo de incubagé@o, em que 0s ovos passam um
tempo no meio ambiente para que ocorra a embriogénese e a formagéo de larvas.
Em condi¢Bes favoraveis varia de quatro a sete dias. Caso contrario o periodo de
incubacdo podera ser prolongado até que haja condicdes favoraveis. Estas,
acontecendo, determinam a eclosdo ou saida da larva de primeiro estadio.
Entretanto, se apés o completo amadurecimento do ovo, este se encontrar em
situacdo adversa, podera entrar em periodo de diapausa. Este periodo podera se
prolongar por seis meses ou mais, até que surja condi¢cdo favoravel para eclosdo. Os
ovos eclodem apenas se estiverem em contato com a 4gua, dando origem a larva de
1° estadio (Forattini 2002).

Em geral o periodo larval € mais longo para as fémeas, o que acarreta a
emergéncia posterior destas em relagdo aos machos. Admite-se que a proporgéao

entre os sexos seja de aproximadamente 50% para cada um (CVAS 2005).

1.3 Dengue no Brasil

Nos ultimos anos, grandes epidemias de dengue tém acontecido no mundo,
e, no Brasil, a situacdo € caracterizada principalmente pela grande infestacéo
vetorial em todas as regides. Em 2007, notificou-se mais de 890.000 casos de
dengue nas Américas, dos quais 26.000 casos foram de febre hemorragica da
dengue (WHO 2008).

No Brasil, o nivel endémico de dengue j& alterou os indicadores de
morbidade, e a magnitude destas incidéncias nos ultimos anos superou a de todas
as outras doencas de notificagdo compulséria (Teixeira et al. 2005). O pais foi
responsavel por 85% dos casos de dengue notificados nas Américas do Sul e
Central, em 2006 (OPAS 2006).

No verdo de 2002, ocorreu uma grande epidemia de dengue no pais. Como

resultado, o Ministério da Saude registrou mais de 794.219 casos, entre eles a
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dengue cléssica, febre hemorragica da dengue e mortes por sindrome do choque.
Devido a acdo de campanhas de combate e controle do mosquito vetor, o0 nimero
de casos notificados decresceu para 341.776 no ano de 2003 (SVS 2005a), e para
112.918 em 2004 (SVS 2005b). Entretanto, em 2005 foi notificado um total de
203.789 casos de dengue (SVS 2005c), em 2006 foram registrados 345.922 casos
(SVS 2006) e em 2007 foram registrados 559.954 casos (SVS 2008a). No ano de
2008, até o més de abril, foram confirmados 230.829 casos suspeitos de dengue,
1.069 casos confirmados de febre hemorrdgica da dengue e a ocorréncia de 77
Obitos resultando em uma taxa de letalidade para febre hemorragica da dengue de
7,2%. Também foram notificados 3.298 casos de dengue com complicagdo, com 53
Obitos (SVS 2008b).

1.4 Dengue na regido sul

A regido sul, em 2006, apresentou a menor taxa de incidéncia do pais, com
20 casos de dengue por 100.000 habitantes. O Estado do Parana registrou 5.196
casos, sendo que os municipios de Londrina e Foz do Iguagu contribuiram com a
maior parte dos casos. Os Estados de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul néo
apresentaram transmissao autoctone de dengue (SVS 2006).

Em 2007, a regido sul notificou 50.841 casos de dengue, sendo que o
Estado do Parana confirmou nove casos de febre hemorragica com cinco 6bitos.
Esta regido apresentou o maior aumento no nimero de casos se comparado com o
mesmo periodo de 2006 (807%), em virtude das transmissfes ocorridas em varios
municipios do Estado do Parana. Neste Estado foram registrados 48.858 casos,
sendo que Maringé notificou 8.356 casos, Foz do Iguacu 4.630 casos, Londrina
3.777 casos e Umuarama 1.877 casos. O Estado de Santa Catarina continuou sem
transmissdo autéctone de dengue e registrou 678 casos importados. O Estado do
Rio Grande do Sul notificou o primeiro caso confirmado de dengue autoctone em
abril de 2007, tendo sido notificados 1.305 casos de dengue, com a confirmacéo de
262 casos autdctones, distribuidos nos municipios de Girua, Erechim, Trés de Maio,
Horizontina e Tuparendi (SVS 2008a).
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A regido sul, até o més de abril de 2008, notificou 6.769 casos de dengue,
apresentando uma redugédo de 72,6% quando comparado com o mesmo periodo de
2007. No Estado do Parand, foram registrados 6.108 casos, com reducédo de 74,8%
em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior e foi o Unico estado, desta regido, a
apresentar transmissdo autéctone. Os municipios deste estado com maior nimero
de notificagbes foram: Maring4, Londrina, Ibipord, Foz do Iguacu e Jataizinho. No
Estado de Santa Catarina e Rio Grande do Sul foram registrados 317 e 344 casos,
respectivamente, sendo todos considerados importados embora o Rio Grande do Sul

tenha apresentado transmissdo autdctone no ano anterior (SVS 2008b).

1.5 Justificativa

Diante de grande incidéncia da dengue e da alta disperséo, densidade e
coexisténcia de A. aegypti e de A. albopictus verificada nos ultimos anos se faz
necessario, no processo de vigilancia entomolégica, o monitoramento de aspectos
biolégicos, assim como o processo de resisténcia e o desenvolvimento de
metodologias alternativas aos inseticidas organofosforados. Sobretudo, fornecendo
informac¢des que possam contribuir efetivamente no controle destas espécies de
Culicidae e de arboviroses, como a dengue e a febre amarela.

Assim, o presente trabalho foi divido em dois capitulos:

Capitulo | - Coexisténcia de Aedes (Stegomyia) aegypti e Aedes (Stegomyia)
albopictus (Diptera: Culicidae) e andlise da suscetibilidade destas populagbes ao
inseticida Temefds nos municipios com ocorréncia de casos de dengue no Estado

do Paranéa - Brasil.

Capitulo Il - Oleos de Carapa guianensis (Aublet) (Meliaceae) e Copaifera
sp. (Linnaeus) (Leguminosae), analise do seu efeito larvicida e no desenvolvimento

de imaturos de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).
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CAPITULO |

Coexisténcia de Aedes (Stegomyia) aegypti e Aedes (Stegomyia) albopictus
(Diptera: Culicidae) e andlise de suscetibilidade destas populagdes ao
inseticida Temefés nos municipios com ocorréncia de casos de dengue no

Estado do Parana - Brasil



25

RESUMO

O monitoramento de comportamentos biologicos, de Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) e de Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera:
Culicidae), assim como o desenvolvimento de resisténcia destes vetores €
imprescindivel no processo de vigilancia entomologica. Um monitoramento fornece
informagdes importantes na transmisséo de arboviroses, como a dengue e a febre
amarela. O presente estudo teve como objetivo verificar a coexisténcia de
populagBes de A. aegypti e de A. albopictus, em municipios com ocorréncia de
casos de dengue no Estado do Parana — Brasil, além de avaliar sua suscetibilidade
ao organofosforado temefds. As populagdes analisadas foram provenientes de
Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguagu - setor sul e Foz do Iguagu - setor norte,
obtidas através de armadilhas de oviposicdo. A suscetibilidade das popula¢des ao
temefds, foi analisada para estimar os valores das ClLsy € ClLgs € determinar as
razdes de resisténcia RRsp e RRgs, utilizando-se a linhagem Rockefeller como
controle. Foram estabelecidas oito concentragbes, com quatro réplicas cada, tanto
para as populagbes avaliadas como para a linhagem Rockefeller. Os bioensaios
seguiram o protocolo da Organizagdo Mundial da Saude, com concentragdo
diagnéstico 0,0060 mg/L. Para a oviposicdo das fémeas 345 armadilhas foram
instaladas, e, destas, 63% contiveram um total de 11.220 ovos. Estes foram
submetidos a eclosdo no laboratério, dos quais se obteve 6.132 adultos, sendo
3.222 A. aegypti e 2.910 A. albopictus. O numero de palhetas positivas variou de
56% a 78% com a percentagem de emergéncia de adultos entre 35% a 77%, sendo
detectada em frequéncia elevada a presenca simultdnea de ambas as espécies. A
relacdo entre sexos aproximou-se do esperado (1:1) em todas as localidades para
ambas as espécies. Os resultados indicaram que, a partir da concentracdo
diagnéstico 0,0060 mg/L, as percentagens de mortalidade das popula¢gbes foram:
Foz do Iguagu setor norte 75.94 e sul 77.5, Santa Helena 99.06 e Ubirata 98.44. As
concentragoes letais (CLsp e Clgs) foram: 0,00373 e 0,00916 mg/L para Foz do
Iguacu setor norte, 0,00383 e 0,01062 mg/L para setor sul, 0,00259 e 0,00483 mg/L
para Santa Helena e 0,00283 e 0,00498 mg/L para a cidade de Ubiratd. As razdes
de resisténcia (RRsp € RRgs) foram: 2,23 e 3,12 para Foz do Iguacgu setor norte, 2,29
e 3,62 para Foz do Iguacgu setor sul, 1,55 e 1,64 para Santa Helena e 1,69 e 1,69
para a cidade de Ubiratd. Coexisténcia de A. aegypti e A. albopictus e a agregacéo
de seus ovos foram observadas em todos os municipios do estado do Parana
analisados, indicando que as duas espécies estdo sobre o mesmo processo de
pressao seletiva. Amostras de A. aegypti de Foz do Iguacu (sul e norte)
apresentaram menor susceptibilidade, indicando processo de estabelecimento de
resisténcia ao temefds. As populagbes de A. aegypti dos municipios de Ubiratad e
Santa Helena foram consideradas como suscetiveis. Todas as populacdes de A.
albopictus, provenientes do estado do Parand e Santa Catarina, evidenciaram
insipiente alteracdo do status de susceptibilidade ao organofosforado temefos.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Aedes albopictus. Coexisténcia. Susceptibilidade.
Organofosforado. Dengue.
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ABSTRACT

The monitoring of biological behaviors of Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762) and Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae) as well
as the process of development of resistance in such vectors is crucial, in the process
of entomological vigilance. These studies should contribute with important
information in the arboviroses transmission, as dengue and yellow fever. The aim of
the present study was to verify the coexistence between populations A. aegypti and
A. albopictus in municipalities of the State of the Parand — Brazil, where dengue
occurs, and evaluate their susceptibility to the organophosphate temephos. The
populations analyzed were obtained from Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguagu -
south and north sector. The susceptibility of these populations to temephos was
analyzed to determine the LCso and LCgs values, and estimate the ratios of
resistance RRsp and RRgs, and using the Rockefeller as a control. Eight
concentrations were established, each with four replicates, as much for the
populations evaluated as for the Rockefeller. For the bioassays, the diagnostic
concentration was 0.0060 mg/L recommended by the World Health Organization. For
the female oviposition 345 traps were installed, and 63% were positive with 11.220
eggs. These eggs were laid to hatch under laboratory conditions and the number of
adults obtained was 6.132. From those 3.222 belong to A. aegypti and 2.910 to A.
albopictus. The number of positive traps rang from 56% to 78% and the percentage
of emerged adults oscillated from 35% to 77%. The presence of both species was
high in the traps. The sex relation was observed as normal correlation (1:1) in both
localities and for both species. The ratio between A. aegypti and A. albopictus in
Ubiratd was (1) 0,14 and (2) 0,20, Santa Helena 0,98, and Foz do Iguagu north and
south sectors 13,92 and 7,13, respectively. The results indicate that, based on
diagnostic concentration 0.0060 mg/L, the percentage of mortality were: Foz do
Iguagu north and south sectors 75.94 and 77.5, Santa Helena 99.06 and Ubirata
98.44. The lethal concentrations (LCso and LCgs) were: 0.00373 and 0.00916 mg/L
for Foz do Iguagu sector north, 0.00383 and 0.01062 mg/L for south sector
respectively, 0.00259 and 0.00483 mg/L for Santa Helena and 0.00498 and 0.00283
mg/L for Ubirata city. The resistance ratios (RRsp and RRgs) were 2.23 and 3.12 for
Foz do lguagu sector north, 2.29 and 3.62 for Foz do Iguagu south sector, 1.55 and
1.64 for Santa Helena and 1.69 and 1.69 for Ubirata city. Coexistence between A.
aegypti and A. albopictus and the aggregation for their eggs were observed in all the
analyzed cities, indicating both species are on the same process of selective
pressure. Samples of A. aegypti of Foz do Iguagu (south and north) presented minor
susceptibility, indicating process of resistance establishment to organophosphate
temephos. The A. aegypti populations of Ubiratéd and Santa Helena were considered
as susceptible to organophosphate temephos. All A. albopictus populations, which
proceeded from Parana and Santa Catarina States, demonstrated weak alteration in
the susceptibility status to organophosphate temephos had evidenced incipient.

Key words: Aedes aegypti Aedes albopictus. Coexistence. Susceptibility.
Organophosphate. Dengue.
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1. INTRODUCAO

A dengue € uma infecgdo transmitida por mosquitos culicideos, que nos
altimos anos tornou-se um importante problema de saulde puablica. A manifestacao
mais grave é a dengue hemorragica, uma complicacdo potencialmente letal da
dengue (WHO 2002). O virus causador da dengue e da febre hemorragica do
dengue possui quatro sorotipos virais, denominados DEN-1, 2, 3 e 4, os quais
pertencem a familia Flaviviridae, género Flavivirus. Esta arbovirose é considerada
um grave problema em zonas tropicais e subtropicais do mundo (PAHO 1995; Rosen
1999). Aproximadamente trés bilhdes de pessoas estdo sob o risco de contrair 0
virus e anualmente s&o registrados 50-100 milhdes de casos de dengue classica e
cerca de 500 mil internacdes por febre hemorragica, chegando a uma mortalidade de
5% nestes casos (Jacobs 2000; WHO 2002).

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) € o vetor primario dos sorotipos
virais que ocasionam a dengue e a febre amarela urbana nas Ameéricas, onde a
incidéncia destas arboviroses tem aumentado significativamente nos ultimos 25 anos
(Gubler 2005).

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) é considerado vetor secundério
do virus da dengue no Velho Mundo (Shroyer 1986). No Brasil foi assinalado sua
presenca pela primeira vez em 1986 (Forattini 1986). Hoje se encontra amplamente
distribuido no pais, especialmente nas regibes Sul e Sudeste (Santos 2003).
Espécimes brasileiras de A. albopictus tém-se revelado experimentalmente
susceptivel aos sorotipos virais do dengue (Miller & Ballinger 1988; Lourenco de
Oliveira et al. 2003). Além disso, infeccdo natural de machos coletados na cidade de
Reynosa, México, foi reportada por Ibanez-Bernal et al. (1997) e amostras do
sorotipo viral DEN-1 foram isoladas de larvas coletadas na cidade de Campos Altos,
Minas Gerais, Brasil (Serufo et al. 1993). No entanto ndo ha evidéncias, atualmente,
que atribuam a esta espécie a capacidade vetorial em condi¢des naturais. Segundo
Braga & Valle (2007), permanece desconhecido o efeito que a presengca dessa
espécie pode provocar na dindmica de transmissdo da dengue nas Américas.
Acredita-se que A. albopictus possa também afetar o potencial de transmisséo do

virus da febre amarela no Brasil, atravessando o nicho ecolégico entre os ciclos de
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transmissao silvestre e urbano, e, neste ultimo teria o auxilio do A. aegypti (Gomes
et al. 2005).

A. aegypti e A. albopictus s@o espécies invasoras que ocorrem atualmente
em diversas regides tropicais e subtropicais do globo. Estas espécies exoticas
chegaram ao continente americano apo0s desenvolverem, em seus ambientes
primérios, grau significativo de sinantropia (Rodhain & Rosen 1997; Gomes 1998).
Geralmente, a ocorréncia de epidemias de dengue esta diretamente relacionada
com a presenga e a densidade destes vetores. A capacidade de se reproduzir em
recipientes artificiais facilitou a dispersdo passiva destas espécies nas Uultimas
décadas através das principais vias de transporte (Lounibos 2002). Essas espécies
de mosquitos podem, muitas vezes, coexistir em recipientes artificiais em zonas
urbanas e periurbanas (Passos et al. 2003; Juliano et al. 2004; Hondrio et al. 2006;
Fantinatti et al. 2007). N&o obstante, imaturos de A. albopictus podem ainda habitar
recipientes naturais como bromélias, bambu e buracos em troncos de arvore
(Hawley 1988).

Segundo Hondrio e Lourenco de Oliveira (2001), a interacdo de A. albopictus
e A. aegypti requer atencdo, pois essas espécies se desenvolvem essencialmente
nos mesmos criadouros artificiais e sdo muito comuns em é&reas de grande
concentracdo humana. Confirmando a capacidade que essas espécies tém de
colonizar os mesmos criadouros espera-se que a pressao exercida pelo controle
com inseticidas acometa de forma igual estas populagdes. Consequentemente,
alteracdo na suscetibilidade de A. albopictus para inseticidas quimicos, como
ocorrido para A. aegypti podera ser observada num futuro préximo (Fox 1961; Brown
1986; WHO 1992; Braga et al. 2004; Duque et al. 2004; Lima et al. 2006).

O surgimento de populagdes resistentes tem ocasionado sérios problemas
para o controle de mosquitos. Alteragéo na susceptibilidade tem sido detectada para
todas as classes de inseticidas, afetando diretamente a re-emergéncia das doencas
transmitidas por vetores (Brogdon & McAllister 1998). Apesar de importantes
avancos em metodologias alternativas, os inseticidas quimicos sdo uma poderosa
ferramenta contra vetores e continuardo desempenhando papel importante no
controle integrado (Thatheyus 2007), pelo menos até a descoberta de métodos
alternativos sustentaveis que permitam um controle rapido e seguro de vetores.

Com a alta densidade e disperséo de A. aegypti e A. albopictus, muitas

vezes coexistindo, em diversos estados brasileiros. Faz-se essencialmente
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necessario, no processo de vigilancia entomoldgica, o monitoramento de
comportamentos bioldégicos assim como o processo de desenvolvimento de
resisténcia destes vetores. Fornecendo informagdes importantes na transmisséo de
arboviroses, como a dengue e a febre amarela. Sobretudo, pensando em contribuir
efetivamente no controle destas espécies de Culicidae (PAHO 1995; WHO 1997;
Braks et al. 2003; Chen et al. 2005).
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2. OBJETIVO GERAL

Verificar a coexisténcia e avaliar a suscetibilidade ao inseticida Temefos, de
populacdes de Aedes (Stegomyia) aegypti e de Aedes (Stegomyia) albopictus
(Diptera: Culicidae), de municipios com ocorréncia de casos de dengue do Estado

do Paranéa - Brasil.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Averiguar a agregacdo dos ovos, a coexisténcia e a razdo sexual de
populagBes de A. aegypti e de A. albopictus, provenientes dos municipios de

Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguacu setor norte e Foz do Iguacgu setor sul.

2. Determinar a susceptibilidade de larvas de terceiro instar final e quarto
inicial de A. aegypti e de A. albopictus ao inseticida Temefos, estimando as CLsg e
CLos, RRsp € RRgs de populagbes provenientes dos municipios de Ubiratd, Santa

Helena, Foz do Iguagu setor norte e Foz do Iguagu setor sul.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram analisadas popula¢gBes de mosquitos provenientes de municipios do
Estado do Parana, com registro de casos autoctones de dengue no verdo de
2006/2007: Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguagu - setor sul e Foz do Iguagu - setor
norte (FIGURA 1).

3.1.1 Caracterizag&o dos municipios analisados

1. Foz do Iguagu localiza-se no extremo oeste paranaense, na fronteira do
Brasil com o Paraguai e a Argentina, com populacdo média de 259.000 habitantes,
em éarea urbana média de 257.000 e em &rea rural média de 2.000 habitantes.
Possui altitude média de 173 metros, latitude 25° 32’ 45” sul e longitude 54° 35’ 07"
oeste. O clima é subtropical, com temperatura média maxima de 40°C e minima de
5°C (IBGE 2008).

2. Ubiraté localiza-se na regido centro ocidental paranaense, com populagao
média de 22.000 habitantes, em area urbana média de 17.000 e em area rural média
de 5.000 habitantes. Localiza-se a uma altitude de 508 metros e com latitude de 24°
32’ 42" sul e longitude de 52° 59’ 16” oeste. O clima é subtropical, com temperatura
média maxima de 22°C e minima de 18°C (IBGE 2008).

3. Santa Helena est4 situada na regido oeste paranaense com meédia de
21.000 habitantes, em é&rea urbana média de 10.000 e em é&rea rural média de
11.000 habitantes. Localiza-se a uma altitude de 258 metros e latitude de 24° 51’ 37"
sul e longitude 54° 19’ 58” oeste. O clima é subtropical, com temperatura média
anual de 20°C (IBGE 2008).
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FIGURA 1 - Mapa do Brasil, destacando parte da regido sul e os municipios analisados do Estado do Parana — Brasil.
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3.2 Coleta de material

A instalacdo das armadilhas (ovitrampas) foi realizada pelo Nacleo de
Entomologia da 92 Regional de Saude de Foz do Iguagu - Secretaria de Estado da
Saude do Parana (SESA), nas localidades de Ubiratd (1° coleta — 06/03 a
10/03/2007) e (2° coleta — 30/04 a 04/05/2007), Santa Helena (05/03 a 09/03/2007),
Foz do Iguagu setor sul (14/03 a 19/03/2007) e setor norte (14/03 a 19/03/2007) no
veréo de 2006/2007.

A distribuicdo das armadilhas foi de forma aleatéria nos peridomicilios das
residéncias em varios pontos dos municipios, seguindo o padrdo da Fundacéo
Nacional de Saude (Funasa 2001). As ovitrampas sdo constituidas de recipientes
plasticos de coloracdo escura, em seu interior é fixada verticalmente uma paleta de
madeira (“eucatex”) utilizando um clipe de metal.

As paletas foram parcialmente submersas em 500 mL de &gua
permanecendo em campo por cinco dias. Todas as paletas (positivas ou negativas)
foram registradas e enviadas para o Laboratério de Entomologia Médica e
Veterinaria da Universidade Federal do Parana. Neste, as paletas foram
armazenadas na sala de criagdo de insetos com temperatura e umidade relativa
controlada. Apds a verificacdo de positividade para ovos, estes foram quantificados
sob microscopio estereoscopico, ndo havendo distingdo entre espécies de Aedes
neste momento. As paletas foram submersas individualmente em copos com
capacidade de 770 mL preenchido com agua de torneira submetida & passagem de
ar sob presséo para reduzir o teor de cloro. Adicionou-se ragéo para gatos Purina®
Cat Chow® triturada (0,36g por copo) para induzir a eclosdo das larvas, a qual foi
administrada diariamente na mesma quantidade diluida em um mL de agua até a
tltima larva entrar no estagio de pupa. As paletas foram retiradas 24 horas apoés a
imersdo, em funcdo do decréscimo da qualidade da agua quando estas s&o
mantidas nos copos por longos periodos, devido a propriedades fisicas das paletas.
As larvas foram mantidas nestes copos até o estagio de pupa e nesta fase foram
retiradas e colocadas em gaiolas individualizadas e identificadas com o ndmero e
municipio da paleta, para captura dos adultos emergidos, registrando-se quanto ao
sexo e espécie. Em seguida, estes adultos foram acondicionados por municipio e

por espécie, em gaiolas (30cm x 30cm x 30cm) para implantacdo de colbnias e
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obtencdo da geracdo de ovos F1 de A. aegypti e A. albopictus, utilizadas nos
bioensaios de susceptibilidade. No interior das gaiolas os adultos foram tratados com
uma solugdo de mel (10%), que foi renovada duas vezes por semana. As fémeas
realizaram a hematofagia em camundongo imobilizado (Certificado Comité de Etica
N°: 227), duas vezes por semana, para o desenvolvimento de seus ovos e
consequentemente obtencdo da geragédo F1. Recipientes de vidro com papel filtro
(com 12,5 cm de diametro, gramatura 80 g/m?, espessura 205 um e 0,5% de cinza)
umedecido foram colocados no interior de cada gaiola, como local de oviposi¢do das
fémeas (FIGURA 2).

O tempo de armazenamento das paletas contendo os ovos, desde a coleta
até a chegada ao laboratorio e indugéo da eclosdo, ndo foi homogéneo, contudo ndo
ultrapassando cingienta dias. Todo o processo de criagdo e armazenamento das
paletas contendo os ovos foram em condi¢des controladas de temperatura (25+2°C),

umidade relativa 80+10% e fotofase 12h.
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FIGURA 2 - Amostra de paleta recebida, identificagédo e individualizagédo, indugéo a
ecloséo larval, estabelecimento das colbnias, obtencdo de ovos para os bioensaios,
inducdo a eclosdo com larvas de idade sincronizada e triagem das larvas para os
bioensaios.
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3.3 Bioensaios

O inseticida utilizado foi o temefds grau técnico 90% lote 002/2005 fabricado
por laboratérios “Fersol Mairinque”, S8o Paulo. A calibracdo deste inseticida foi
realizada com a linhagem susceptivel, A. aegypti cepa Rockefeller. Os bioensaios
seguiram o protocolo recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude descrito em
WHO (1981a,b), Lima et al. (2003) e Braga et al. (2004) utilizando como
concentracdo diagnéstico (CD) 0,0060 mg/L (duas vezes a concentracdo letal que
causa mortalidade de 99% de uma cepa susceptivel — CLgg — como definido por
WHO (1981a,b). O protocolo compreende dois tipos de parametros: resposta de
mortalidade frente a exposicdo em concentracdo diagndstico (CD), e resposta a
exposicdo a um gradiente de concentragfes (concentracdes mdaltiplas - CM) para
estabelecimento da linha-base de dose resposta.

A susceptibilidade de larvas foi determinada para um total de quatro
localidades, pertencentes a municipios do Estado do Parana. Para cada bioensaio
utilizaram-se 640 larvas, de terceiro instar tardio e quarto instar inicial, de cada
populagdo de A. aegypti e A. albopictus avaliada. Quatro réplicas de 20 larvas,
totalizando 80 larvas por concentragdo, foram expostas a oito diferentes
concentragdes (CM) de temefés. Entre as concentracbes multiplas continha a
concentracdo diagnostico (CD). Para o controle, quatro réplicas de 20 larvas,
totalizando 80 larvas de cada populacdo foram expostas ao solvente (etanol).

Como um controle interno, em cada bioensaio, 0 mesmo procedimento foi
realizado simultaneamente com larvas da cepa referéncia Rockefeller. Como um
controle externo, em cada bioensaio, o mesmo procedimento foi realizado
simultaneamente com larvas de uma colbnia (Fn) de A. albopictus mantida em
laboratdrio a mais de trés anos. Esta populacdo de A. albopictus (Fn) foi proveniente
do municipio de Tubardo, Santa Catarina. Tubardo localiza-se na regido sul
catarinense, com populacdo média de 89.000 habitantes, em area urbana média de
70.000 e em area rural média de 19.000 habitantes. Localiza-se a uma altitude
média de 9 metros e latitude 28° 28’ 00” sul e longitude 49° 00” 25” oeste. O clima é
subtropical, com temperatura média maxima de 23,6°C e minima de 15,5°C (IBGE
2008). Esta colonia foi obtida no ano de 2004, a partir de coleta de imaturos em

armadilhas (pneus, vasos e caixas de éagua) encontradas no peridomicilio de
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residéncias localizadas em é&reas urbanas do municipio de Tubardo (SC). Neste
municipio ainda néo foi registrado a presenca de A. aegypti ou de casos autdctones
do dengue. Por isso, ndo tem histérico de aplicagdo de temefos.

Os bioensaios foram reproduzidos quatro vezes em dias diferentes, para

cada populacéo de A. aegypti e A. albopictus avaliada (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Modelo de andlise de susceptibilidade ao inseticida temefés.

As razbes de resisténcia RRsyp € RRgs foram estimadas para os cinco
municipios avaliados através da exposicdo das larvas a um intervalo de oito
diferentes concentragdes (CM), como descrito anteriormente. Deste modo,
obtiveram-se as concentragdes letais (CLsy e ClLgs), sendo a razdo de resisténcia
(RRsp e RRgs) calculada a partir da divisdo entre as concentragfes letais da
populagdo avaliada e as concentragdes letais da populacdo susceptivel.

As larvas utilizadas nos bioensaios foram provenientes da primeira geracao

de ovos obtida em condi¢cdes de laboratorio (F1) de cada populacdo natural
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avaliada, com excecédo a cepa referéncia Rockefeller e a populacdo de laboratério
de A. albopictus de Tubaréo (SC).

A mortalidade foi verificada apos 24h de exposicdo ao temefds. Larvas
moribundas, incapazes de atingir a superficie da &gua quando tocadas foram
consideradas como mortas (WHO 1981). As larvas sobreviventes aos testes foram
descartadas. O desenho experimental seguiu as indicacdes de Robertson & Preisler
(1992), todos os testes foram realizados em conjunto com a coldnia Rockfeller e
tiveram condi¢cdes controladas de temperatura (25°+1), umidade (70%z10) e

fotoperiodo (12:12) em camara climatizada modelo CDG-347 marca FANEM®.
3.4 Analise de resultados bioldgicos

Para determinar a aleatoriedade e a agregacdo dos ovos em relacdo as
armadilhas e a distribuicdo dos ovos nas palhetas, foi calculado o indice razdo

variancia/média (indice de dispersédo) (FIGURA 4).

2
| = § onde S’ = variancia e m" = média.
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m

FIGURA 4 — Férmula para célculo do indice de disperséo.

Valores menores que 1 aponta disposicdo espacial regular ou uniforme,
valores iguais a 1 indicam disposi¢do espacial aleatéria e valores significativamente
maiores que 1 revela disposi¢éo agregada (Rabinovich 1980; Pereira et al. 2004).

Além do indice de disperséo, que serve para medir o desvio de um arranjo
das condicdes de aleatoriedade, o pardmetro k da binomial negativa também foi
determinado, sendo este o indicador de agregacgdo. Quando os valores de k séo
negativos indicam uma distribuicdo uniforme, quando sdo baixos e positivos (k < 2)

indicam uma disposicao altamente agregada, valores de k variando de 2 a 8 indicam
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uma agregacao moderada e valores superiores a 8 (k > 8) indicam uma disposi¢ao
aleatdria (Pielou 1977; Southwood 1978).

A razéo sexual foi determinada com a divisdo do nimero de fémeas de cada
populagdo e espécie com a soma do numero de fémeas e machos de cada

populagéo e espécie avaliada (FIGURA 5).

N° de fémeas

N° de machos + N° de fémeas

FIGURA 5 — Férmula para célculo da razdo sexual.

Os resultados foram analisados com o programa “Statistica versdo 7.0",
apenas os dados com P < 0,05 foram considerados significativos. Para verificar
diferencas estatisticas foram aplicados os testes ndo-paramétricos Kruskall-Wallis
(KW) e Mann-Whitney U (MW).

3.5 Anédlise de resultados dos bioensaios

Os critérios adotados para detectar qualitativamente alteragdes no status de
susceptibilidade das populacdes analisadas seguiram o protocolo de Davidson &
Zahar (1973): a) resposta de mortalidade a concentracdo diagndstico superior a 98%
foi considerado susceptivel, b) entre 98 e 80% sugerem insipiente alteracdo do
status de resisténcia e c) menores de 80% indicam populagbes em que a resisténcia
esta presente.

A razédo de resisténcia (RRsp € RRgs) como indicador quantitativo, foi
calculada pela divisédo das concentracdes letais (CLsg e ClLgs) de cada populagéo
avaliada com as concentragdes letais (CLso, CLgs) da col6nia Rockfeller. Os niveis
de resisténcia definem-se como; menor de 5 vezes considerado status baixo, entre 5

e 10 considera-se médio e acima de 10, alto (Mazzari & Georghiou 1995).
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O programa Probit GW-Basic (Finney 1971) foi utilizado para determinagao
das concentracées letais ClLso, Clos, teste X? coeficiente angular e intervalos de

confianga.
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4. RESULTADOS

4.1 Biolbgicos

Instalou-se um total de 345 armadilhas de oviposicdo (ovitrampas), destas
63% foram positivas com um total de 11.220 ovos, os quais foram submetidos a
eclosdo sob condicdes de laboratério, dando origem a 6.132 adultos, sendo 3.222 A.
aegypti e 2.910 A. albopictus. A percentagem de eclosédo do total de adultos entre
0s municipios analisados, oscilou de 35% a 77% (TABELA 1). Entre as espécies, A.
aegypti e A. albopictus, a percentagem de ecloséo oscilou de 12% a 93% e 7% a
88%, respectivamente.

A razédo entre A. aegypti e A. albopictus atingiu em Ubirata (1° coleta) 0,14 e
Ubirata (2° coleta) 0,20; Santa Helena 0,98 e Foz do Iguacgu setor norte e sul 13,92 e
7,13; respectivamente.

Percentagem de paletas positivas oscilou de 55,7% a 78%, sendo detectada
em frequéncia elevada a presenca simultdnea de ambas as espécies nas armadilhas
em todos os municipios avaliados. A raz8o sexual observada para A. aegypti e A.
albopictus permaneceu 1:1 entre os municipios avaliados (TABELA 2).

As freqiéncias de oviposi¢do assim como o numero de adultos observados,
entre as localidades avaliadas, apresentaram diferengas significativas. Do mesmo
modo, foram observadas diferencas significativas entre as localidades e as duas
espécies observadas, A. aegypti e A. albopictus (TABELA 3).

A relacdo variancia/média (indice de dispersdo) e parametro K aplicada para
verificar a disposicdo dos ovos nas armadilhas indicaram disposicdo agregada

destes nas palhetas, e em todos os municipios analisados (TABELA 4).
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TABELA 1 - Numero de paletas positivas, atividade de oviposicdo, emergéncia de adultos e sexagem de Aedes aegypti e Aedes
albopictus nos municipios de Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguacu sul e Foz do Iguagu norte, durante o verao de 2006/2007.

%

Localidades Palhetas + Ovos Adultos eclosio A aegypti ? &  A.albopictus ¢ J
Ubirata 1* 30 1003 646 64 80 36 44 566 295 271
Ubirata 2* 54 2746 1.948 71 321 144 177 1627 749 878

Santa Helena 39 2597 972 37 482 252 230 490 254 236

Foz do Iguagu Sul 44 2058 1.582 77 1476 742 734 106 54 52
Foz do Iguacu Norte 50 2816 984 35 863 415 448 121 59 62

*Foram realizadas duas coletas apenas para o municipio de Ubirata.

TABELA 2 - Numero total de paletas, percentagem de palhetas positivas, razdo sexual de Aedes aegypti e de Aedes albopictus
nos municipios de Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguacu sul e Foz do Iguacu norte, durante o verdo de 2006/2007.

Razado sexual Razado sexual

i o 0 **
Localidade N° total de palhetas Palhetas + (%) A. aegypti A. albopictus
Ubirata 1* 49 61,2 0,45 0,52
Ubirata 2* 97 55,7 0,45 0,46
Santa Helena 50 78,0 0,52 0,52
Foz do Iguagu Sul 74 59,4 0,50 0,51
Foz do Iguagu Norte 75 66,7 0,48 0,49

*Foram realizadas duas coletas apenas para o municipio de Ubirata. **Palhetas positivas: niimero de palhetas positivas x
100 / nimero total de palhetas.
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TABELA 3 - Analise comparativa entre as populacdes avaliadas: frequéncia de oviposicdo, nimero de adultos e localidades e as
duas espécies, A. aegypti e A. albopictus de diferentes municipios do estado do Paran4, durante o verao 2006/2007.

KW p x? gl p

Freqliéncia de oviposicao

entre localidades 11,97 10,0176 10,01 4 0,0402

Numero de adultos entre localidades 20,14 0,0005 17,23 4 0,0018
Localidades e espécies A. aegypti 63,47 <0,05 49,15 4 <0,05
Localidades e espécies A. albopictus 65,98 <0,05 49,79 4 <0,05

TABELA 4 - indices de dispers&o e parametro K, em relacdo a disposicéo espacial da oviposicdo de Aedes spp. nos municipios de
Ubiratd, Santa Helena, Foz do Iguacu setor sul e Foz do Iguagu setor norte, durante o verdo 2006/2007.

Localidades indices de dispersdo  Parametro K
Ubirata 1* 77,43 0,43
Ubirata 2* 35,33 1,49

Santa Helena 69,92 0,98

Foz do Iguagu Sul 46,85 1,03
Foz do Iguacu Norte 95,72 0,59

*Foram realizadas duas coletas apenas para o municipio de Ubirata.
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4.2 Concentracdo diagnoéstico, concentragdes multiplas e razdo de

resisténcia

As populagbes, de A. aegypti e A. albopictus, avaliadas neste trabalho
responderam de formas distintas quanto a classificagdo de status de suscetibilidade
ao organofosforado temefés.

A concentragdo diagnostico 0,0060 mg/L, demonstrou que a acdo da
resisténcia est4 presente e em desenvolvimento nas populagBes de A. aegypti
pertencentes & Foz do Iguagu (PR), tanto setor sul quanto norte, 77% e 75% de
mortalidade, respectivamente. Para os municipios de Ubiratd (PR) e Santa Helena
(PR), os resultados demonstraram que as populagcdes de A. aegypti foram
suscetiveis ao temefds, 98% e 99% de mortalidade, respectivamente.

Todas as populacdes de A. albopictus, pertencentes a municipios do estado
do Parana, avaliadas apontaram insipiente alteracdo do status de resisténcia,
quando comparado a concentragdo diagndstico 0,0060 mg/L. Do mesmo modo,
ocorreu com a populacéao de A. albopictus de Tubaréo (SC), utilizada como controle
externo (TABELA 5).

Para as amostras de A. aegypti do Estado do Parand, a maior e a menor
concentracéo letal (CLgs) foram, respectivamente, 0,01062 mg/L em Foz do lguagu
Sul e 0,00483 mg/L em Santa Helena (TABELA 6). Para as amostras de A.
albopictus dos Estados do Parand e Santa Catarina, a maior e a menor
concentracéo letal (CLgs) foram, respectivamente, 0,00755 mg/L em Foz do Iguagu
Norte e 0,00578 mg/L em Ubiraté (TABELA 6).

As populacdes de A. aegypti, pertencentes a municipios do estado do
Parand, submetidos a bioensaios com diferentes concentracdes (CM) de temefos
apresentaram RRgs de 1,70 (Ubiratd, PR), 1,65 (Santa Helena, PR), 3,62 (Foz do
Iguagu - Sul, PR) e 3,13 (Foz do Iguacgu - Norte, PR) (Tabela 6). As populac¢des de A.
albopictus, pertencentes a municipios do Estado de Santa Catarina e Parana,
submetidos & bioensaios com diferentes concentracdes (CM) de temefés
apresentaram RRgs de 2,01 (Tubardo, SC), 1,97 (Ubiratd, PR), 2,36 (Santa Helena,
PR), 2,23 (Foz do Iguagu - Sul, PR) e 2,58 (Foz do Iguacu - Norte, PR) (TABELA 6).
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Os valores de coeficiente angular de todas as populacdes de A. aegypti e A.
albopictus apresentaram-se menor quando comparado ao obtido a cepa Rockefeller,

indicando maior heterogeneidade (TABELA 6).
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TABELA 5 - Bioensaios com a concentra¢do diagnostico 0,0060 mg/L (calibrada com
a cepa Rockfeller) em larvas de A. aegypti provenientes de diferentes municipios do
estado do Parand e A. albopictus provenientes do estado do Parani e de Santa
Catarina, durante o verdo 2006/2007.

% Mortalidade

Municipio —

Espécie 0,0060 mg/L*

Rockefeller A. aegypti 100
Tubaréo (SC) A. albopictus 95,25 + 1,69
Ubirata (PR) A. aegyptl 98,44 + 0,96
A. albopictus 94,38 + 0,58
Santa Helena (PR) A. aegyptl 99,06 £ 0,50
A. albopictus 90,94 + 0,96
Foz do Iguacu Sul (PR) A. angp“ [l eLe
A. albopictus 91,56 + 1,26
Foz do Iguacu Norte (PR) A aegyptl 75,94 £9.78
A. albopictus 87,19 + 0,96

*Dados referentes a média + desvio padrao.
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TABELA 6 - Municipios avaliados, espécies e geracao utilizada, concentracdes letais (mg/L) e respectivos intervalo de confianga,
coeficiente angular, qui-quadrado e razdo de resisténcia (RRso € RRgs) em populagdes de A. aegypti e A. albopictus de municipios
do estado do Parana e A. albopictus do estado de Santa Catarina, no verdo de 2006/2007.

Clso

Clgs

Municipio Espécie (10) (10) CA X> RRs RRgs
Rockefeller A. aegypti (Fn) (0’001%f?£1320170) (0,002%’29;23,?60306) 7,68+0,14 2,19 1 1

Tubaréo (SC) A. albopictus (Fn) (0,003%’3233?60339) (0,005(;’29;53,%0608) 6,63+0,16 5,92 1,99 2,01

it (R A. aegypti (F1) (0’00221'%%2(2:60328) (0’003??’22%‘5‘(330638) 671+0,62 847 169 1,70

A. albopictus (F1) (0’0032’7 +£0,00344) (0’0055’3 + 0,00606) 6,96 £0,25 5,49 2,0 1,97

Santa Holona (PR A. aegypti (F1) (0’00221'(2%2(230275) . 4??’0221;‘(226051 g 610%049 088 155 165

A. albopictus (F1) (0,0034’5 +0,00368) (0,0066’2 +0,00727) 572+0,20 495 2,14 2,36

o2 66 louacs Sul (PR) A. aegypti (F1) (0,003%12%:(2260 P (0,009%62}2(25?11 4ay 371017 36 220 362

A. albopictus (F1) (0,0035’0 +0,00369) (0,0062’5 + 0,00686) 6,35+0,21 5,11 2,15 2,23

o2 66 louacu Norte (PR A. aegypti (F1) (0,00325’?2%:(2 “:60391) (0,00826%%3(22)0976) 421+0,19 858 223 3,13

A. albopictus (F1) y ' 5,12+0,20 1,76 2,16 2,58

(0,00348 + 0,00372)

(0,00721 + 0,00797)
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5. DISCUSSAO

5.1 Bioldgicos

Nos municipios analisados, a percentagem de emergéncia de adultos,
independente da espécie, ultrapassou 60% em trés das cinco amostras. Apenas as
amostras de Santa Helena e Foz do Iguagu setor norte foram menores, 37% e 35%
respectivamente. A percentagem de emergéncia pode ser considerada alta quando
comparado aos valores obtidos por Fantinatti et al. (2007) em populacdes de Aedes
spp. de cinco municipios do estado do Parana. Estes autores obtiveram ecloséo dos
ovos abaixo de 49% em todas as amostras. Conforme Juliano et al. (2002) e
Almeida (2005) a temperatura, umidade e tempo de armazenamento afetam a
integridade e eclosdo dos ovos de A. aegypti. Para Fantinatti et al. (2007), o tempo
de armazenamento dos ovos desde a coleta ndo foi homogéneo, mas néo
ultrapassou noventa dias. No presente trabalho este tempo n&o ultrapassou
cinquenta dias, o que pode explicar a maior percentagem de emergéncia de adultos.
As amostras de Santa Helena e Foz do Iguagu setor norte permaneceram
armazenadas por um periodo maior de tempo, do que as de Ubiraté (1° e 2° coleta)
e de Foz do Iguagu setor sul, justificando a menor percentagem de ecloséo.
Portanto, a viabilidade dos ovos de A. aegypti e A. albopictus para a eclosédo pode
estar diretamente relacionada ao tempo de armazenamento destes, precedente a
imersdo em agua. Assim, se estocadas por longos periodos pode-se inviabilizar a
eclosdo dos ovos. Almeida (2005), avaliando a sobrevivéncia de ovos de A. aegypti
em diferentes temperaturas, umidades e periodos de armazenamento, obteve taxas
de ecloséo que permitem sugerir a inviabilizacdo de 30-40% de ovos, a partir de 30
dias em ambiente natural a temperatura de 25-30°C e umidade relativa 60-80%.
Apos 120 dias em ambiente natural nestas condi¢des ndo hé ecloséo larval.

As taxas de eclosao, obtidas neste trabalho, bem como nos trabalhos de
Almeida (2005) e de Fantinatti et al. (2007), sugerem que a redugao nas densidades
populacionais de A. aegypti e A. albopictus registradas em periodos quentes e sem

chuvas de regides tropicais é fortemente influenciada pela acdo da temperatura, da
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umidade e do periodo de quiescéncia na inviabilizacdo dos ovos (Juliano et al. 2002;
Almeida 2005; Beserra & Castro 2008).

No presente trabalho, dos 6.132 adultos obtidos, 53% pertenciam a espécie
A. aegypti e 47% a A. albopictus. Em alguns municipios analisados houve o
predominio de A. aegypti em relagdo a A. albopictus e, em outros, o predominio de
A. albopictus em relagdo a A. aegypti. Em Ubiratd, tanto na primeira quanto na
segunda coleta, houve consideravel predominancia do A. albopictus (88 e 84%)
sobre A. aegypti (12 e 16%), respectivamente. Nas amostras realizadas em Foz do
Iguagu (setor sul e norte) houve alta predominancia de A. aegypti (93 e 88%) em
relacdo a A. albopictus (7 e 12%), respectivamente. Apenas nas amostras de Santa
Helena houve homogeneidade entre as espécies de A. albopictus (50%) e A. aegypti
(50%) encontradas.

O predominio de A. aegypti sobre A. albopictus em Foz do Iguagu (norte e
sul) poderia estar relacionado a elevada densidade de habitantes em area urbana,
em relacdo a area rural, 257.000 e 2.000 habitantes respectivamente. No municipio
de Santa Helena houve homogeneidade na presenca de A. aegypti e A. albopictus,
do mesmo modo ocorre com a média de habitantes em area rural e urbana, 11.000 e
10.000, respectivamente. Estes dados corroboram com os obtidos por Braks et al.
(2003), onde o habitat afeta a abundancia de A. aegypti e de A. albopictus, com
predomin&ncia de A. aegypti em &areas altamente urbanizadas e de A. albopictus em
areas rurais, além de abundéancia similar de ambas as espécies em areas
suburbanas.

Com relagdo ao municipio de Ubiratd, houve uma diferenciacdo entre a
predominancia das espécies encontradas. A. albopictus predominou onde havia
maior densidade habitacional em area urbana, em relacéo a rural, (17.000 e 5.000),
respectivamente. O municipio de Ubiratd € um local arborizado, o que pode ter
favorecido a presenca e/ou sobrevivéncia maior de A. albopictus em relagéo a A.
aegypti. E importante ressaltar que as instalagbes de armadilhas para ovos neste
local ocorreram no mesmo periodo em que havia um surto de dengue. No ano de
2007, foram registrados 1.437 casos autéctones de dengue em Ubiratd, equivalendo
em média 9% da populacdo urbana infectada. Atualmente ndo hé registro oficial no
Brasil de transmisséo dos sorotipos do virus da dengue por A. albopictus. Entretanto,
€ importante mencionar o provavel papel do A. albopictus na transmissédo dos casos

de dengue em Ubiratd no ano de 2007. Devido a elevada predominancia de A.
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albopictus sobre o A. aegypti, no mesmo periodo de transmissdo viral. Porém,
apenas através do isolamento dos sorotipos virais em A. albopictus de Ubirata pode-
se confirmar a capacidade deste culicideo em transmitir a dengue na &rea sob
estudo.

A coexisténcia de A. aegypti e A. albopictus, foi verificada em todos os
municipios analisados neste trabalho, o mesmo foi verificado por Gomes et al.
(2005) e Fantinatti et al. (2007). A coexisténcia de A. aegypti e A. albopictus, levou
Alto et al. (2008) a determinarem os efeitos da competicdo entre essas espécies,
comparando a susceptibilidade & infecgdo por virus da dengue sorotipo 2. A
competicdo inter e/ou intraespecifica entre as larvas aumentou a susceptibilidade de
A. albopictus a infeccdo ao virus da dengue e potencial para transmissdo. A
competéncia de A. albopictus para transmissdo do virus amarilico (Johnson et al.
2002) e a expanséo de sua area de ocupacao no territério nacional apontam para o
aumento das areas de risco potencial de febre amarela, uma vez que esta espécie
transita tanto nos ambientes silvestre ou rural como urbano. Pode assim, tanto
carrear o virus daquele ambiente para este, quanto propiciar a manutengdo do virus
em areas urbanas.

A razdo sexual, que é a propor¢cdo entre machos e fémeas em uma
populagdo, € um dos principais parametros populacionais, e o esperado € que estas
duas proporcdes se igualem. A razdo sexual tem importantes implicagbes para o
crescimento da populacdo uma vez que o nimero de fémeas em um determinado
momento tem um efeito significativo sobre a composicdo da préxima geracéo
(Queiroz et al. 1996; Brown & Keller 2000). Uma razdo sexual favoravel as fémeas
pode reduzir a competicdo entre os machos. Consequentemente haverd a
diminuicdo na variabilidade genética da populagdo ja que os genes de poucos
machos serdo compartilhados por vérias fémeas. Para A. aegypti variagdes na razao
sexual, foi reportada por Tun-lin et al. (2000), devido a mudangas na temperatura.
Estes autores detectaram predominancia de fémeas sobre machos a temperatura de
30°C e razéo sexual homogénea a 25°C. Para A. albopictus, Briegel & Timmermann
(2001), analisando o desenvolvimento e parametros reprodutivos sob condi¢des de
laboratério controladas em quatro constantes temperaturas de 12 a 32°C,
observaram razdo sexual macho/fémea de 2:1 em quase todos 0s casos,

independentemente da temperatura e da densidade. Neste trabalho, a relagéo entre
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sexos aproximou-se do esperado, 1:1 em todos os municipios para ambas as
espécies, sugerindo estabilidade no desenvolvimento das popula¢des avaliadas.
Existem trés padrBes de distribuicido espacial: aleatorio, uniforme e
agrupado. Na distribuicdo aleatéria, a localizacdo de um individuo néo interfere na
localizacdo de outro da mesma espécie e na distribuicdo uniforme, interacdes
negativas como competicdes por alimento ou espago resultam em espagamento
uniforme. Na distribuicdo agrupada, os individuos estdo agregados nas partes mais
favordveis do habitat (Barbour et al. 1987). Neste trabalho, os indices razéo
variancia/média (indice de dispersdo) para ovos de A. aegypti e A. albopictus
apresentaram valores significativamente maiores que 1 indicando disposigéo
altamente agregada, dos ovos destas espécies, em todos os municipios avaliados.
Do mesmo modo, os valores obtidos com o parametro k da binominal negativa
também indicaram distribuicAo agregada nas amostras de todos o0s municipios
avaliados, cujos valores foram sempre positivos entre zero e oito. A distribuigéo
agregada de ovos de Aedes spp. sugere, segundo Duque (2008), que a
disponibilidade de criadouros favoraveis estejam limitados para as fémeas poderem
realizarem a oviposigdo. A disposicdo agregada para ovos de A. aegypti e de A.
albopictus também foi verificada por Fantinatti et al. (2007), a partir de coletas
utilizando armadilhas de oviposicdo em Cambé, Ibipord, Jacarezinho, Maringé e
Paranavai, municipios do estado do Parana. Almeida et al. (2006), também observou
disposicéo agregada para ovos de A. albopictus, coletados na cidade de Dourados,

regido sul do estado de Mato Grosso do Sul.

5.2 Concentragdo diagndéstico, concentracdes multiplas e razdo de

resisténcia

A mortalidade causada pela concentracdo diagndstico, demonstrou que as
populagBes de A. aegypti em Foz do Iguacu foram menos susceptiveis, indicando
processo de estabelecimento de resisténcia. Apenas as populagdes de A. aegypiti
dos municipios de Ubiratd e Santa Helena foram consideradas como susceptiveis.

Embora as populagdes de A. aegypti pertencentes a Foz do Iguagu

demonstraram processo inicial de alteragdo no status de susceptibilidade, no periodo
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de 2007, foram registrados 3.043 casos autéctones de dengue, afetando em média
1% da populagcdo urbana. A susceptibilidade observada nas populacbes de A.
aegypti de Ubiratd e Santa Helena sugerem que, em caso de aplicagdo de
organofosforado, estas populagdes apresentem alta mortalidade e suspenda o ciclo
de transmissdo viral. Entretanto, os municipios de Ubiratd e Santa Helena
apresentaram em 2007, 1.437 e 704 casos autoctones de dengue, afetando em
média 9 e 7% da populacdo urbana, respectivamente. Estes resultados sugerem que
a susceptibilidade de A. aegypti ao inseticida utilizado pode ndo ser o Unico fator
importante no controle do vetor, com efeito na redu¢cdo do numero de casos de
dengue.

Seguindo o critério de Davidson & Zahar (1973), foram detectadas variagcbes
no status de susceptibilidade nas populacdes de A. aegypti. Populagbes de Foz do
Iguagu setor sul e norte apresentam alteragdo na susceptibilidade, classificada como
status resistente. As populagdes de Ubiratd e Santa Helena séo classificadas como
susceptiveis. Sugere-se que as populagdfes destes municipios estejam sob presséo
seletiva distinta, justificando as variagdes no status de suscetibilidade.

Embora A. albopictus ndo seja alvo nos programas de controle, todas as
populagBes desta espécie provenientes do estado do Parana e Santa Catarina
analisadas, evidenciaram insipiente alteragdo do status de susceptibilidade ao
organofosforado temefds, quando expostos a concentragdo diagnéstico. Com base
nestes resultados, sugere-se que, em locais onde ha coexisténcia de A. aegypti e A.
albopictus, ambas as espécies estdo sendo expostas ao mesmo processo de
pressao seletiva aos inseticidas aplicados. Assim sendo, a elevada co-ocorréncia de
A. aegypti e A. albopictus no Brasil, em &areas sob pressdo seletiva e intensa de
inseticidas, pode justificar a insipiente alteragdo no status de susceptibilidade ao
temefds das populacdes de A. albopictus analisadas. Estes resultados indicam que a
espécie A. albopictus poderd num futuro proximo assumir status de resisténcia ao
temefds, como ocorre com A. aegypti em diversos estados brasileiros.

Ressalta-se que a amostra de A. albopictus do estado de Santa Catarina,
mantida em laborat6rio ha trés anos, apresentou insipiente alterag@o no status de
susceptibilidade, quando comparado a concentragdo diagnéstico. Embora originada
de ambiente nunca exposto as aplicagbes de temefds, os mosquitos fundadores
dessa colénia podem ter chegado ao municipio de Tubardo j& com insipiente

alteracdo no status de susceptibilidade.
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Mesmo que até o momento, ndo esteja comprovado a participagdo de A.
albopictus na transmissdo de qualquer sorotipo do virus da dengue no Brasil,
alteragcbes no status de susceptibilidade ao temefds desta espécie € extremamente
preocupante. Principalmente, pela grande extensao territorial brasileira que este
culicideo ocupa atualmente. No Brasil, apds seu primeiro registro no Estado de
Espirito Santo, hoje A. albopictus, encontra-se amplamente distribuido por diversos
estados brasileiros. Apenas seis Estados (Amap4a, Roraima, Acre, Tocantins, Piaui, e
Sergipe) permanecem, até o momento, sem registro oficial da presenca do A.
albopictus (Santos 2003). Kambhampati et al. (1991) ap6s andlise de composicéo
genética de A. albopictus, provenientes do Brasil e do Estados Unidos da América,
concluiram que as populagdes de A. albopictus americanas e brasileiras tiveram sua
origem no Jap&o. Do mesmo modo, a partir de analise genética de populagbes do
Brasil, do EUA e Ilhas Cayman, Lourengo de Oliveira et al. (2003), observaram maior
diferenca entre duas amostras brasileiras do que entre uma amostra brasileira e uma
amostra americana, concluindo que novas introdugdes de A. albopictus ainda estéo
em curso, moldando a composicdo genética e, potencialmente, modificando os
padrdes de transmisséo do virus da dengue e da febre amarela.

Dificuldades em controlar a proliferacdo do A. albopictus ja foi descrita por
Franco-Estrada & Craig Jr (1995), que a explicam como consequéncia da ampla
distribuicAo de seus criadouros naturais e artificiais. Forattini et al. (1997),
comprovaram que essa caracteristica de sobrevivéncia da espécie pode ser uma
resposta a sua adaptabilidade nas cidades, particularmente quando essas sédo bem
arborizadas e apresentam uma gama diversificada de micro-habitats (Gomes et al.
2005).

Todas as populagbes de A. aegypti (PR) e de A. albopictus (PR e SC)
submetidos aos bioensaios apresentaram valores de RRsp € RRgs em niveis baixos,
seguindo o critério de Mazzari & Georghiou (1995). O mesmo foi verificado por
Duque et al. (2004) e Duque (2008), para populacdes de A. aegypti dos municipios
de Curitiba, Foz do lguacu, Paranavai, Maringa, Ibipord, Cambé e Jacarezinho (PR).
Os valores de RRso € RRgs, encontrados por Duque (2008), para populacdo de A.
aegypti pertencente & Foz do Iguacgu, coletadas no ano de 2005, foram 2.6 e 3.9,
respectivamente. No presente estudo, os valores de RRso € RRgs, encontrados para

populacdo de Foz do Iguagu, coletadas no ano de 2007, foram um pouco inferiores
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2.29 e 3.62 para Foz do Iguagu Sul e 2.23 e 3.13 para Foz do Iguagu Norte,
respectivamente.

A populagdo de laboratério de A. albopictus (Fn) de Tubardo (SC) foi
avaliada como um controle externo para as populagdes naturais de A. albopictus
provenientes do Estado do Parana. Entretanto, esta populagdo mantida em
laboratério a mais de trés anos, apresentou razdes de resisténcia similares as
obtidas para populag6es naturais (F1) de A. albopictus provenientes de municipios
paranaenses.

Embora os valores de RRsy e RRgs evidenciados nas populagdes
paranaense e catarinense analisadas no presente trabalho séo considerados de
status baixo, como os encontrados para A. aegypti em alguns municipios de S&o
Paulo (Campos & Andrade 2001; Macoris et al. 2003). Em diversos estados
brasileiros tém-se observado razdes de resisténcia em status médio a elevado como
Rio de Janeiro, Alagoas e Sergipe (Lima et al. 2003), Rio de Janeiro (Braga et al.
2004) e Cearé (Lima et al. 2006). Segundo Céamara et al. (2007) e Duque (2008), a
regido sul apresenta menores valores de RRso € RRgs, em relagéo a outras regioes
do Brasil, devido a reducdo na densidade dos vetores nas estagfes frias o0 que
diminui a presséao seletiva pela menor aplicacéo de inseticidas.

O monitoramento de alterag&o no status de susceptibilidade de A. aegypti ao
temefés tem sido reportado, além do Brasil, na Malasia (Lee & Lime 1989), Tailandia
(Chareonviriyaphap et al. 1999; Paeporn et al. 2003; Jirakanjanakit et al. 2007), india
(Sharma et al. 2004), Camboja (Polson et al. 2001) e Venezuela (Mazzarri &
Georghiou 1995).

Para A. albopictus, o monitoramento do desenvolvimento de resisténcia ao
temefés tem sido reportado na Malasia (Lee et al. 1998; Nazni et al. 2000; Chen et
al. 2005) e Tailandia (Ponlawat et al. 2005; Jirakanjanakit et al. 2007), india (Sharma
et al. 2004) e Itdlia (Romi et al. 2003).

A. aegypti e A. albopictus demonstraram resisténcia a temefés e permetrina
em algumas regides da Tailandia, verificadas por Ponlawat et al. 2005. Conforme
Ponlawat et al. (2005), a elevada resisténcia de A. aegypti na Tailandia deve-se a
intensa exposicdo a inseticidas como temefds, permetrina e malathion devido ao
comportamento intradomiciliar desta espécie. No entanto, para A. albopictus, sugere
que a alteragdo na suscetibilidade é devido a frequente exposi¢cdo a inseticidas

agricolas, por seu comportamento peri e extradomiciliar. Na Tailandia, o habitat de
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A. aegypti e A. albopictus muitas vezes se sobrepde, indicando que esses vetores
podem ser expostos similarmente & pressao seletiva para resisténcia.

Embora, as populagbes de A. aegypti e A. albopictus coexistam nos
municipios de Ubiratd e Santa Helena analisados no presente trabalho, sendo
expostos similarmente a presséo seletiva para o desenvolvimento de resisténcia. As
populacbes de A. aegypti apresentaram status de susceptibilidade ao
organofosforado temefds. Porém, as populagbes de A. albopictus apresentaram
insipiente alteracdo no status de susceptibilidade. Além disso, as razdes de
resisténcias observadas para popula¢gfes destes municipios foram maiores para A.
albopictus do que para A. aegypti. Conforme Lourenco de Oliveira et al. (2003),
ocorrem ininterruptas e recentes introducdes de A. albopictus no territdrio brasileiro.
A introducéo de diferentes populagdes de A. albopictus pode estar contribuindo para
a maior diversidade quanto a resposta de A. albopictus ao status de susceptibilidade
ao organofosforado temefés.

Conforme Duque (2008) a revisdo sisteméatica dos inseticidas empregados
no controle das populagdes de A. aegypti, no estado paranaense, é de grande
importancia. Mesmo que o produto possa ser considerado como relativamente
efetivo até o momento, sua utilizagdo deve ser monitorada constantemente, no
sentido de evitar o comprometimento das agdes de controle do vetor da dengue.

Embora as populagdes de A. aegypti e de A. albopictus analisadas,
apresentaram niveis baixos de alteracdo no status de susceptibilidade ao temefés o
monitoramento constante destas populagdes a inseticidas, com o objetivo de
colaborar com estratégias racionais de controle com base em conhecimento
detalhado sobre o perfil da resisténcia e dos mecanismos envolvidos no nivel local,
sdo considerados de extrema importancia para a previsao da situacao da dengue no
sul do Brasil nos proximos anos. Com base nesses resultados e na importancia
epidemioldgica atribuida ao A. albopictus, julga-se necesséario o estudo detalhado
dessa espécie, acompanhando paralelamente a sua ocorréncia no Brasil.

Confirmando-se a altera¢do nos niveis de suscetibilidade e analisando, em
campo, o impacto da resisténcia causada pelo organofosforado, € possivel formular
estratégias distintas de controle, as quais poderdo ser diferenciadas para cada
regido. Além disso, é importante a realizacdo de estudos sobre o isolamento e
caracterizagao da resisténcia, inexistentes para o estado paranaense, para definir os

mecanismos bioquimicos e verificar se os resultados obtidos com a concentracdo
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diagndstico e com as concentragdes multiplas sdo compativeis com os resultados de
alteracdo desses mecanismos.

Até o momento, o presente trabalho € o primeiro reporte de andlise de
alteracdo na susceptibilidade ao organofosforado temefés para a espécie A.

albopictus na América do Sul.
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6. CONCLUSOES

1. Coexisténcia de A. aegypti e de A. albopictus e a agregacéo de seus ovos
foram observadas em todos os municipios do estado do Parana analisados,

indicando que as duas espécies estdo sobre o0 mesmo processo de presséo seletiva.

2. Amostras de A. aegypti de Foz do Iguagu (sul e norte - PR) apresentaram
menor susceptibilidade, indicando processo de estabelecimento de resisténcia ao

organofosforado temefos.

3. As populacdes de A. aegypti dos municipios de Ubiratd (PR) e Santa

Helena (PR) foram consideradas como suscetiveis ao organofosforado temefos.

4. Todas as populagdes de A. albopictus, provenientes do estado do Parana
e de Santa Catarina, evidenciaram insipiente altera¢céo do status de susceptibilidade

ao organofosforado temefés.
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CAPITULO I

Oleos de Carapa guianensis (Aublet) (Meliaceae) e Copaifera sp. (Linnaeus)
(Leguminosae), analise do seu efeito larvicida e no desenvolvimento de

imaturos de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
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RESUMO

Oleos essenciais obtidos de plantas sdo considerados fontes potenciais de
substancias biologicamente ativas. Atualmente, devido ao desenvolvimento de
resisténcia em insetos vetores, produtos de origem botanica vém sendo amplamente
testados pela sua diversidade quimica como bioinseticida. Oleos de Carapa
guianensis e de algumas espécies de Copaifera ja sdo conhecidos quanto ao efeito
larvicida sobre populacdes de laboratério de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762). Entretanto, seu efeito em popula¢des naturais de A. aegypti, com histérico de
exposicdo a organofosforado, estes 6leos ainda ndo foram avaliados. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia do 6leo de C. guianensis e de Copaifera
sp., engquanto inseticida e os possiveis efeitos sobre o desenvolvimento de imaturos
de A. aegypti, de populagdes de diferentes municipios do Estado do Paran&. Foram
analisadas populagbes provenientes de Ubiratd, Santa Helena, Maring4, Foz do
lguacu - setor sul e norte. A suscetibilidade destas popula¢des aos Oleos, foi
analisada para determinar os valores das CLsp e CLgo, utilizando a linhagem
Rockefeller como controle. Foram estabelecidas no minimo 10 concentragdes, com
quatro réplicas cada, tanto para as popula¢gdes naturais avaliadas como para a
linhagem Rockefeller. A eficacia dos 6leos, além de 25°C, também foi verificada sob
outras trés diferentes temperaturas (15, 20 e 30°C). O periodo de atividade larvicida
(inicial e final), assim como a persisténcia residual e o efeito de concentragdes sub-
letais (CLso, CL2o € CL1g), também foram analisados. Os 6leos de C. guianensis e
Copaifera foram previamente dissolvidos em &gua, utilizando como promotor da
solubilidade polisorbato 80 e dimetilsulfoxido, respectivamente. As solugtes
demonstraram atividade larvicida, em intervalo de concentragcdes dose-resposta,
sobre as populagdes naturais de A. aegypti avaliadas, sob temperatura controlada
de 25°C. Os resultados obtidos demonstraram néo haver diferenca significativa entre
os valores de mortalidade, em todos os municipios avaliados incluindo a cepa
Rockfeller. Alteracbes morfolégicas externas foram observadas em todas as larvas
expostas a solugdes contendo 6leos de C. guianensis e de Copaifera, apos 24 horas
de exposicdo. Nao foram observadas altera¢cdes morfologicas e/ou mortalidades nos
grupos controle 4gua, 4gua mais polisorbato 80 e agua mais dimetilsulféxido. As
mortalidades, causadas pelas solu¢cdes contendo Oleos de C. guianensis e de
Copaifera na temperatura de 25°C, evidenciam que as populagbes naturais de A.
aegypti analisadas s@o susceptiveis aos 6leos, assim como a cepa Rockefeller. A
eficacia dos Oleos para letalidade, foi relacionada ao aumento da temperatura. A
letalidade larval, causada pelo 6leo de C. guianensis e de Copaifera, ocorreu em
menos de trés horas de exposicdo. A persisténcia larvicida de Copaifera e
principalmente de C. guianensis, evidenciou a eficacia destes Oleos por periodos
superiores a 20 dias. Foram observadas alterac6es no periodo de desenvolvimento
de A. aegypti, expostos a concentragdes sub-letais de C. guianensis e de Copaifera,
como o prolongamento do estdgio imaturo e alteracbes morfologicas que
inviabilizaram a emergéncia dos adultos. Assim, os 6leos de C. guianensis e de
Copaifera demonstram eficacia no controle de A. aegypti, tanto como larvicida
guanto sob efeito de doses sub-letais.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Carapa guianensis. Copaifera. Larvicida boténico.
Persisténcia. Efeito sub-letal.
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ABSTRACT

Essential oils obtained from plants are considered good sources as active biological
substance. Currently, regardless of chemical resistance in insect vectors, products
from botanical origin have become amply studied for its diversity as chemical
bioinsecticide. Oils of Carapa guianensis (Aublet) (Meliaceae) and some species of
Copaifera (Linnaeus) (Leguminosae), are known by their larvicidal effect in laboratory
populations of Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). However, the effect in
natural populations of A. aegypti, with exposure to organophosphate, these oils were
not yet evaluated. Thus, the objective of this study was to evaluate the efficiency of
C. guianensis and Copaifera sp., as insecticide, and their possible effects in
development of immature A. aegypti, from populations of different municipalities of
Parana State. Populations were obtained from Ubiratd, Santa Helena, Maringa, Foz
do Iguacu - south and north sectors. The susceptibility of these populations to the oils
was analyzed to determine the LCso and LCgqo values, using the Rockefeller strain as
a control. Ten concentrations were established, each with four replicates, for both
natural populations as for the Rockefeller. The effectiveness of oils, beyond 25°C,
also was verified under others three different temperatures (15, 20 and 30°C). The
larvicidal activity period (initial and end), as well as the residual persistence, and the
effect of sub-lethal concentrations (LCsp, LC and LC;q), were also analyzed. The
oils of C. guianensis and Copaifera were previously dissolved in water, using as
promotional of the solubility polisorbato 80 and dimetilsulféxido, respectively. The
solutions containing oils of C. guianensis and Copaifera demonstrated larvicidal
activity for both natural A. aegypti and Rockfeller populations in intervals of dose-
response concentrations, under controlled temperature of 25°C. The results didn’t
demonstrate significant difference in the values of mortality in all the evaluated
localities including Rockefeller. External morphological alterations were observed in
all larvae laid in the solutions containing oils of C. guianensis and Copaifera, after 24
hours of exposure. Morphological alterations and/or mortalities were not observed in
the controlled groups using only in water, of water plus polisorbato 80 and of water
plus dimetilsulfoxido. Larvae mortality occurred by the exposure to the solutions
containing C. guianensis and Copaifera oils in the temperature of 25°C, evidence that
the natural populations of A. aegypti analyzed were susceptibly to the oils, as well as,
of Rockefeller strain. The efficacy of the oils for lethality was directly related to the
increase of the temperature. The larval lethality, caused by the oils of C. guianensis
and Copaifera, occurred in less than three hours of exposure. The persistence of
Copaifera and mainly C. guianensis as larvicidal, evidenced the efficacy of these oils
for periods of more than 20 days. Populations of A. aegypti placed into the sub-lethal
concentrations of C. guianensis and Copaifera, demonstrated delay in the
development of immature instars. Also some morphologic alterations were observed
as hinder in the emergency of adults. In this way the oils demonstrate to be effective
for the control of this vector.

Key words: Aedes aegypti. Carapa guianensis. Copaifera. Botanical larvicida.
Persistence. Sub-lethal effect.



69

1. INTRODUCAO

A dengue é uma infeccdo transmitida por mosquitos, que, nas ultimas
décadas, tornou-se um grave problema de saude publica internacional. Esta
arbovirose € encontrada em regibes tropicais e subtropicais do mundo,
principalmente em &reas urbanas e semi-urbanas (WHO 2008).

No Brasil, a ocorréncia de casos de dengue incluindo febre hemorragica do
dengue tem aumentado, consideravelmente, desde 1990, reflexo da elevada
disperséo de seu vetor Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) no
territorio nacional. As maiores epidemias detectadas até o momento, no Brasil,
ocorreram nos anos de 1998 e 2002 com cerca de 530 mil e 800 mil casos
notificados, respectivamente. Em 2007 foram registrados 559.954 casos suspeitos
de dengue, 1.541 casos confirmados de febre hemorragica do dengue e 158 6bitos.
A regido sul registrou 50.841 casos de dengue, sendo que o Estado do Parana
confirmou nove casos de dengue hemorragica com cinco Obitos. Esta regido
apresentou 0 maior aumento no nimero de casos se comparado com 0 mesmo
periodo de 2006 (807%), em virtude das transmissdes ocorridas em varios
municipios do Estado do Parana (SVS 2008a). No ano de 2008, até o més de abril,
foram confirmados 230.829 casos suspeitos de dengue, 1.069 casos confirmados de
febre hemorragica da dengue e a ocorréncia de 77 Obitos resultando em uma taxa
de letalidade para febre hemorragica da dengue de 7,2%. Também foram notificados
3.298 casos de dengue com complicagdo, com 53 ébitos. A regido sul, neste mesmo
periodo, notificou 6.769 casos de dengue, destes, 6.108 casos foram registrados
apenas no Estado do Parana (SVS 2008b).

Enquanto se aguarda a disponibilidade de uma vacina eficaz ou drogas
antivirais, especificas contra os quatro sorotipos da dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3,
e DEN-4), a uUnica forma de reduzir a incidéncia desta doenca se restringe ao
controle do vetor A. aegypti (Bangs, 2001; MS/SVS, 2004). O controle deste
frequentemente dependente de aplicacdes de inseticidas sintéticos convencionais
(Malavige et al. 2004).

O controle quimico, através de organofosforados e piretréides é
caracteristicamente eficaz contra mosquitos. No entanto, se 0 mesmo produto

inseticida é utilizado por muitas geragbes estes culicideos podem desenvolver
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alteracdo na suscetibilidade, tornando-os menos susceptiveis (Lawler & Lanzaro
2005). Pesticidas quimicos organofosforados e piretroides sdo uma poderosa
ferramenta contra vetores e continuardo desempenhando papel importante no
controle integrado. No entanto, eles tém desvantagens, como o custo elevado, riscos
a saude humana e a organismos ndo-alvo, bioacumulacdo e desenvolvimento de
resisténcia dos organismos alvo (Thatheyus 2007). Estes problemas tém justificado
a necessidade de novas estratégias alternativas usando produtos de origem natural,
especialmente os derivados de plantas, minimizando a dependéncia aos inseticidas
quimicos sintéticos como os organofosforados e piretréides.

Produtos de origem botanica s&o amplamente reconhecidos por sua
diversidade quimica, como por sua consideravel aplicagdo na &rea farmacéutica
(Penido et al. 2005). Logo, as plantas oferecem uma fonte alternativa de controle
porque contém uma série de bioativos quimicos. Consideravel nimero de pesquisas
tem ressaltado a busca e o desenvolvimento de substancias derivadas de plantas
para controle de mosquitos (Schmutterer 1990; Sukamar et al. 1991; Silva et al.
2004; Mendonca et al. 2005; Amer & Mehlhorn, 2006a e 2006b; Silva et al. 2006;
Champakaew et al. 2007; Gleiser & Zygadlo 2007; Cheng et al. 2008; Geris et al.
2008; Mullai et al. 2008; Pavela 2008; Pushpanathan et al. 2008; Rahuman et al.
2008; Silva et al. 2008).

Dentre estas plantas, destaca-se Carapa guianensis Aublet. (Andiroba)
pertencente a familia Meliaceae e espécies do género Copaifera Linnaeus, 1762
(Copaiba) que pertence a familia Leguminosae. C. guianensis ocorre no sul da
América Central, como também na Colémbia, Venezuela, Suriname, Guiana
Francesa, Brasil, Peru, Paraguai e nas ilhas do Caribe (Pennington et al. 1981).
Arvores do género Copaifera sdo nativas da regido tropical da América Latina e
também da Africa Ocidental. Na América Latina sdo encontradas espécies na regio
que se estende do México ao norte da Argentina (Veiga & Pinto 2002).

O fruto da andirobeira € em forma de capsula com véarias sementes em seu
interior. Estas sementes possuem uma grande concentracdo de 6leo, reconhecido
por sua efichcia como repelente de insetos, propriedades antialérgicas e
antiinflamatérias, no tratamento de doencas cutaneas, artrite, reumatismo, otite,
infeccdes respiratérias incluindo faringite, laringite, tosse, gripe, pneumonia e
bronquite (Hammer & Johns 1993; Gilbert et al. 1999; Miot et al. 2004; Orellana et al.
2004; Penido et al. 2005; Penido et al. 2006a; Penido et al. 2006b;). Oleo de C.



71

guianensis apresenta triterpenos, tetraterpenos, alcaldides e limondides,
caracteristicas fitoquimicas presentes em todos os membros da familia Meliaceae
(Banerji & Nigam 1984). A caracterizacdo quimica dos 6leos de sementes de C.
guianensis revelou a presenca de &cidos miristico, palmitico, oléico, linoléico,
estedrico e araquidico (Pinto 1956; Pereira et al. 1997). Diferentes
tetranortriterpendides sdo encontrados na composi¢cdo quimica de C. guianensis.
Estes sdo principalmente limondides (2-5%), como andirobina; 6a - acetoxiepoxiaza-
diradiona; 6a - acetoxigedunina; 6B - acetoxi gedunina; 113 - acetoxigedunina;
60,118 - diacetoxigedunina; 6B,113 - diacetoxigedunina; 6a- hidroxigedunina; 7-
deacetoxi-7-oxogedunina; 1,3-dibenzeno carbono amino-2-octadecilico &acido-
gliceride; hexacosandico acido-2,3-dihidroxi-gliceride; acido ursélico; naringenina;
scopoletina; 3,4-di-hidroxi-metil-benzoato; 2,6-di-hidroxi-metil-benzoato; acido tetra-
triacontandico e acido triacontandico (Taylor et al. 1984; Qi et al. 2004; Penido et al.
2005; Penido et al. 2006).

Estudos demonstrando a atividade larvicida de C. guianensis foram descritos
por Silva et al. (2004) para populacdes silvestres de Aedes albopictus (Skuse, 1894),
Silva et al. (2006) e Mendonca et al. (2005) para populacdes de laboratorio de A.
aegypti. A eficacia no efeito larvicida de plantas pertencentes a familia Meliaceae,
como Azadirachta indica A. Juss (Neem), tem sido diretamente relacionada aos seus
limondides (Mitchell et al. 1997, Siddiqui et al. 2000, Wandscheer et al. 2004).

Espécies do género Copaifera, que exudam do seu tronco um 6leo resinoso
chamado de 6leo de copaiba é também descrito como balsamo de copaiba. Oleo de
Copaifera sé@o 6leos-resina obtidos através da incisdo a cerca de um metro de altura
do tronco de &rvores de vérias espécies do género Copaifera (Veiga Junior et al.
2007). Conforme Biavatti et al. (2006), ndo ha como garantir, de imediato, a
identidade boténica do 6leo de Copaifera ja que o 6leo vem sendo obtido na maioria
das vezes via extrativismo sustentavel e, simultaneamente, de varias espécies de
Copaifera. Este 6leo demonstra efeito antiinflamatorio, gastroprotetor, cicatrizacdo
cutanea, efeito protetor contra colite induzida em ratos, bactericida,
tripanossomicida, anti-helmintico, analgésico, antiinflamatério e antitumoral
(Maruzzela & Sicurella 1960; Pellegrino 1967; Gilbert et al. 1972; Opdyke 1976;
Basile et al.1988; Fernandes & Pereira 1989; Fernandes et al. 1992; Ohsaki et al.
1994; Pessoa et al. 1994; Cascon et al. 1998; Paiva et al. 2004). A composi¢cao

quimica de Oleos de Copaifera cearensis Huber ex Ducke, Copaifera reticulata
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Ducke e Copaifera multjuga Hayne apresenta principalmente sesquiterpenos e
diterpenos. Entre os sesquiterpenos [-cariofileno, a-humuleno, a-copaeno, o-
bergamoteno, & -cadineno. Entre os diterpenos, 0s principais componentes foram o
acido copdlico para Copaifera multijuga, acidos hardwickiico e clorechinico para
Copaifera cearensis, acidos caurenogico e colavénico predominam em Copaifera
reticulata (Veiga Junior et al. 2007).

Com relagéo a estudos envolvendo propriedades inseticidas desta planta,
Silva et al. (2003) avaliaram Copaifera reticulata (Ducke, 1915) sobre popula¢des de
Culex quinquefasciatus (Say, 1823). Mendonga et al. (2005), Silva et al. (2007) e
Geris et al. (2008) analisaram o efeito de Copaifera langsdorffi Desf. e C. reticulata,
respectivamente, em populagdes de laboratério de A. aegypti.

Os resultados obtidos até o momento indicam a potencialidade larvicida de
C. guianensis e espécies do género Copaifera, sobre populagdes de A. aegypti
provenientes de laboratério. Entretanto, em espécimes naturais de A. aegypti, com
histérico de exposicdo a organofosforado, estes Oleos ainda ndo foram avaliados.
Além disso, o efeito residual, o mecanismo de acdo desses Oleos, efeito em
diferentes temperaturas, a influéncia no desenvolvimento de imaturos ainda sé&o

desconhecidos.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia do 6leo de Carapa guianensis e de Copaifera sp.,
enquanto inseticida e os provaveis efeitos sobre o desenvolvimento de imaturos de

A. aegypti, em populacdes de diferentes municipios do Estado do Parana.

2.1 OBJETIVOS EXPECIFICOS

1. Determinar a susceptibilidade de larvas de terceiro instar final e quarto
inicial de A. aegypti, provenientes de cinco localidades, aos 6leos de C. guianensis e
Copaifera sp., para estimar as concentracdes letais (CLsp € CLgg) Sob temperatura

constante.

2. Verificar a susceptibilidade de larvas de terceiro instar final e quarto inicial
de A. aegypti, provenientes de duas populacdes (Rockfeller e Foz do Iguagu sul) aos
Oleos de C. guianensis e Copaifera sp., para estimar as concentragdes letais (CLso e
CLgo) sob as temperaturas de 15, 20 e 30°C.

3. Observar o periodo de atividade larvicida (inicial e final) dos 6leos de C.
guianensis e Copaifera sp. sobre larvas de terceiro instar final e quarto inicial de A.

aegypti (Rockfeller), sob temperatura constante.

4. Analisar a persisténcia residual da atividade larvicida dos Oleos de C.
guianensis e Copaifera sp. sobre larvas de terceiro instar final e quarto inicial de A.

aegypti (Rockfeller), sob temperatura constante.

5. Avaliar a influéncia de doses sub-letais (CLso, CLyo € CLjo) dos 6leos de
C. guianensis e Copaifera sp., sobre o desenvolvimento de imaturos de A. aegypti

(Rockfeller), sob temperatura constante.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Foram analisadas populagfes de A. aegypti provenientes de municipios do
Estado do Parana, com registro de casos de dengue no verdo de 2006/2007:

Ubiratd, Santa Helena, Maring4, Foz do Iguacu setor sul e Foz do Iguagu setor norte.

3.2 Coleta de material

Para a obtengéo das populagdes naturais de A. aegypti foram instaladas armadilhas
do tipo ovitrampa pelo Nacleo de Entomologia da 92 Regional de Saude de Foz do
lguacu - Secretaria de Estado da Saude do Parana (SESA), nas localidades de
Ubirata (1° coleta — 06/03 a 10/03/2007) e (2° coleta — 30/04 a 04/05/2007), Santa
Helena (05/03 a 09/03/2007), Maringé (30/01 a 03/02/2006), Foz do Iguagu setor sul
(14/03 a 19/03/2007) e setor norte (14/03 a 19/03/2007) no verdo de 2006/2007.

O municipio de Ubiratd localiza-se na regido centro ocidental paranaense, com
populagdo de 22.000 habitantes, em &rea urbana média de 17.000 e em &rea rural
média de 5.000 habitantes (IBGE 2008). Santa Helena est4 situada na regido oeste
paranaense com populacdo de 21.000 habitantes, em area urbana média de 10.000
e em area rural média de 11.000 habitantes (IBGE 2008). Maringa esta situada na
regido noroeste paranaense com populagcédo de 289.000 habitantes, em &rea urbana
média de 284.000 e em é&rea rural média de 5.000 habitantes (IBGE 2008). Foz do
Iguagu localiza-se no extremo oeste paranaense, na fronteira do Brasil com o
Paraguai e a Argentina, com populacdo de 259.000 habitantes, em area urbana
média de 257.000 e em area rural média de 2.000 habitantes (IBGE 2008) (FIGURA
1).
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A distribuicdo das armadilhas foi de forma aleatéria nos peridomicilios das
residéncias e distribuidas em vérios pontos dos municipios, seguindo o padrdo da
Fundagcé@o Nacional de Saude (Funasa 2001). As ovitrampas sdo constituidas de
recipientes plasticos de coloragdo escura, em seu interior € fixada verticalmente uma
paleta de madeira (eucatex) utilizando um clipe de metal. As paletas foram
parcialmente submersas em 500 mL de 4gua permanecendo em campo por cinco
dias. Todas as paletas (positivas ou negativas) foram registradas e enviadas para o
Laboratério de Entomologia Médica e Veterindria da Universidade Federal do
Parand. Neste, foram armazenadas na sala de criagdo de insetos com temperatura e
umidade relativa controlada. Apés a verificagdo de positividade para ovos, estes
foram quantificados sob microscopio estereoscopico. As paletas foram submersas
individualmente em copos com capacidade de 770 mL preenchido com agua de
torneira submetida a passagem de ar sob pressdo para reduzir o teor de cloro.
Adicionou-se ragao para gatos Purina® Cat Chow® triturada (0,36g por copo) para
induzir a eclosao larval, a qual foi administrada diariamente até a Ultima larva entrar
no estéagio de pupa. As larvas foram mantidas nestes copos até o estagio de pupa e
nesta fase foram retiradas e colocadas em gaiolas individualizadas e identificadas
com o0 numero e municipio da paleta, para captura dos adultos emergidos. Em
seguida, os adultos de A. aegypti foram acondicionados por municipio em gaiolas
(30cm x 30cm x 30cm) para implantagdo de col6nias e obtengdo da geracgéo de ovos
F2/F3 utilizados nos bioensaios. No interior das gaiolas os adultos foram tratados
com uma solugdo de mel (10%), que foi renovada duas vezes por semana. As
fémeas realizaram a hematofagia em camundongo imobilizado, duas vezes por
semana, para o desenvolvimento de seus ovos (Certificado Comité de Etica: 227).
Recipientes de vidro com papel filtro (12,5 cm de diametro, gramatura 80 g/m?,
espessura 205 um e 0,5% de cinza) umedecido foram colocados no interior de cada
gaiola, como local de oviposicéo das fémeas (FIGURA 2).

Todo o processo de criagcdo e armazenamento do material foi em condigbes

controladas de temperatura (25+2°C), umidade relativa 80+10% e fotofase 12h.
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FIGURA 2 - Amostra de paleta recebida, identificagcédo e individualizagcéo, inducéo a
ecloséo larval, estabelecimento das colbnias, obtencdo de ovos para os bioensaios,
inducdo a eclosdo com larvas de idade sincronizada e triagem das larvas para 0s
bioensaios.
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3.3 Obtencéo dos 6leos

Oleo-resina de Copaifera foi coletado através de perfuragdes no tronco de
Copaifera multijuga e Copaifera reticulata pela cooperativa Amazooncop, formada
por cinco sociedades indigenas em Altamira, Para - Brasil. As sementes de C.
guianensis foram também coletadas pela mesma cooperativa. Estas sementes foram
encaminhadas ao galpdo de extracdo de o6leo da Amazoncoop, localizado no
municipio de Altamira, onde foram realizados os processos de secagem, trituragao e

prensa necessarios a extracdo deste dleo.

3.4 Preparo das solucgdes

O ¢6leo de C. guianensis foi primeiramente pesado e dissolvido em agua em
temperatura de 40°C, utilizando como promotor da solubilidade o tensoativo
polisorbato 80 na concentragdo de 0,025%, para a produgdo de uma solucéo
principal a 750 mg/L do 6leo. Esta solucdo principal foi utilizada para preparar uma
série de solugbes, em concentragbes de 10 a 750 mg/L, através da diluicdo da
solugéo principal em agua, quatro réplicas de cada concentragédo foram produzidas.
O grupo controle foi realizado com quatro réplicas de polisorbato 80 na concentragédo
de 0,025% dissolvidos em &gua e quatro réplicas somente com agua.

Para o preparo da solucdo principal contendo Oleo de Copaifera na
concentracdo de 700 mg/L, este foi pesado e dissolvido em dgua em temperatura de
40°C, utilizando como promotor da solubilidade o solvente dimetilsulfoxido (DMSO)
na concentracdo de 2%. Esta solucdo foi utilizada para preparar uma série de
solugdes, em concentracdes de 12 a 114 mg/L, através da diluicdo da solugéo
principal em &gua, quatro réplicas de cada concentracdo foram produzidas. O grupo
controle foi realizado com quatro réplicas de DMSO na concentracdo de 2%

dissolvidos em agua e quatro réplicas somente com agua.
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3.5 Bioensaios

3.5.1 Efeito larvicida

A susceptibilidade larval de populagfes de A. aegypti de cinco municipios do
Estado do Parané foi determinada sob a temperatura de 25°C. Para cada bioensaio
utilizaram-se 1.000 larvas (terceiro instar tardio e quarto instar inicial - quatro réplicas
de 25 larvas por concentragdo) de cada populagdo que foram expostas a 10
diferentes concentragbes (CM - concentracdes mdltiplas) de C. guianensis e
Copaifera. Para o controle, 100 larvas de cada populagdo divididas em quatro
réplicas foram expostas ao polisorbato 80, 100 larvas para o DMSO e outras 100
larvas somente em agua. Para servir de controle interno, em cada bioensaio, o
mesmo procedimento foi realizado simultaneamente com larvas da cepa Rockfeller.
Os bioensaios foram reproduzidos trés vezes em dias diferentes. Imediatamente
apds o preparo dos bioensaios os recipientes contendo as solug¢des e as larvas,
foram acondicionados a temperatura 25°C com umidade relativa de 80% (+10%), em
camara climatizada modelo 132FC marca ELETROIlab® (FIGURA 3).

Posteriormente, a susceptibilidade larval de A. aegypti foi determinada sob
outras trés diferentes temperaturas de 15, 20 e 30°C com umidade relativa de 80%
(x10%), em camara climatizada modelo 132FC marca ELETROIlab®. Nestes
bioensaios utilizaram-se larvas de terceiro instar tardio e quarto instar inicial
provenientes de duas populacdes de A. aegypti, Foz do Iguagu setor sul e cepa
Rockfeller. O desenho experimental seguiu como descrito anteriormente para a
susceptibilidade na temperatura de 25°C.

A mortalidade foi verificada apos 24 horas de exposicdo aos Oleos. Larvas
moribundas, incapazes de atingir a superficie da agua quando tocadas, foram
consideradas como mortas (WHO 1981). O mesmo procedimento foi realizado com
0s grupos controle de somente agua, agua mais polisorbato 80 e 4gua mais DMSO.
As larvas utilizadas nos bioensaios foram provenientes da segunda e terceira
geracdo de ovos obtida em condi¢cdes de laboratério (F2/F3) de cada populacdo
avaliada. As larvas sobreviventes aos testes foram descartadas. Todos os testes

foram realizados em conjunto com a cepa Rockfeller.
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FIGURA 3 - Modelo de andlise de susceptibilidade aos 6leos de C. guianensis e
Copaifera, sob diferentes temperaturas.

3.5.2 Periodo de atividade larvicida

Para constatar o periodo de atividade larvicida dos 6leos de C. guianensis e
Copaifera foi utilizada a concentracdo correspondente a ClLgy de cada Oleo,
previamente calculada para a temperatura de 25°C. Utilizaram-se larvas de terceiro
instar tardio e quarto instar inicial provenientes apenas da cepa Rockefeller. O
preparo das solu¢cdes seguiu como descrito anteriormente, as concentragdes
utilizadas foram 1.400 mg/L para 6leo de C. guianensis e 150 mg/L para 6leo de
Copaifera. Foram utilizadas quatro réplicas, cada uma contendo 500 mL da solucéo
em recipientes plasticos com capacidade de 1.000 mL. Duzentas larvas foram
colocadas em cada réplica, totalizando 800 larvas por bioensaio. Posteriormente, 0s
recipientes foram acondicionados a temperatura de 25°C com umidade relativa de
80% (x10%), em camara climatizada modelo 132FC marca ELETROlab® (FIGURA
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4). A mortalidade foi verificada apos 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas de exposi¢do aos
Oleos. Larvas moribundas, incapazes de atingir a superficie da 4gua quando tocadas
foram consideradas como mortas (WHO 1981a; 1981b). As larvas sobreviventes aos
testes foram descartadas. O mesmo procedimento foi realizado com 0s grupos
controle de somente agua, 4gua mais polisorbato 80 e 4gua mais DMSO. Os

bioensaios foram reproduzidos trés vezes em dias diferentes.
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FIGURA 4 - Modelo de andlise do periodo de atividade larvicida dos Oleos de C.
guianensis e Copaifera, sob temperatura constante.

3.5.3 Efeito residual

Para verificar o efeito residual dos 6leos de C. guianensis e Copaifera foi
utilizada a concentracdo correspondente a ClLgg de cada Oleo, previamente calculada
para a temperatura de 25°C. Para avaliar o efeito residual utilizaram-se larvas de
terceiro instar tardio e quarto instar inicial provenientes apenas da cepa Rockefeller.
O preparo das solugbes seguiu como descrito anteriormente, as concentragdes
utilizadas foram 1.400 mg/L para 6leo de C. guianensis e 150 mg/L para 6leo de
Copaifera. Foram utilizadas quatro réplicas, cada uma contendo 500 mL da solucédo

em recipientes plasticos com capacidade de 1.000 mL. Duzentas larvas foram
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colocadas em cada réplica, totalizando 800 larvas por bioensaio. Posteriormente, 0s
recipientes foram acondicionados & temperatura de 25°C com umidade relativa de
80% (x10%), em camara climatizada modelo 132FC marca ELETROlab® (FIGURA
5). A mortalidade foi verificada apds 24 horas de exposicdo aos Oleos. Larvas
moribundas, incapazes de atingir a superficie da &gua quando tocadas foram
consideradas como mortas (WHO 1981a; 1981b). As larvas sobreviventes aos testes
foram descartadas. Em seguida, a solugdo de cada réplica foi filtrada e 200 novas
larvas sadias foram colocadas para exposi¢do. Este processo foi repetido até ndo se
obter qualquer mortalidade larval. O mesmo procedimento foi realizado com os

grupos controle de somente dgua, agua mais polisorbato 80 e 4gua mais DMSO.
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FIGURA 5 - Modelo de analise do efeito residual dos 6leos de C. guianensis e
Copaifera, sob temperatura constante.

3.5.4 Efeito sub-letal

Para verificar o efeito sub-letal dos 6leos de C. guianensis e Copaifera foram
utilizadas as concentragbes correspondente a Clso, CLyo e CLio, previamente
calculadas para a temperatura de 25°C. O preparo das solugbes seguiu como

descrito anteriormente, para 6leo de andiroba as concentracdes utilizadas foram
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Clsp: 140 mg/L, ClLy: 60 mg/L e CLio: 40 mg/L. Para 6leo de copaiba as
concentragdes foram CLsg: 48 mg/L, CLao: 32 mg/L e CLio: 26 mg/L. Prepararam-se
trés réplicas, cada uma contendo 500 mL da solucdo em recipientes plasticos com
capacidade de 1.000 mL. Para a alimentacdo das larvas e possivel desenvolvimento
ao estagio adulto, adicionou-se ragdo para gatos Purina® Cat Chow® triturada (0,36
g) em cada réplica. Trezentas larvas de terceiro instar final e quarto inicial foram
colocadas em cada réplica, totalizando 900 larvas por bioensaio. Posteriormente, 0s
recipientes foram acondicionados a temperatura de 25°C com umidade relativa de
80% (x10%), em camara climatizada modelo 132FC marca ELETROlab® (FIGURA
6).

O comportamento larval, alimentagdo, presenga de exuvias, mudanca de
estagio, eclosdo de adultos, mobilidade alterada, debilidade e mortalidade foram
verificados diariamente até a possivel obtencdo de adultos. As larvas sobreviventes
foram deixadas na 4gua tratada até a possivel emergéncia dos adultos. N&o foram
adicionadas novas larvas sadias. A cada 96 horas foi adicionado 0,36g de ragéo
para gatos Purina® Cat Chow® triturada, por réplica, e a solugéo foi misturada por
15 segundos. O mesmo procedimento foi realizado com os grupos controle de

somente agua, agua mais polisorbato 80 e 4gua mais DMSO.
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FIGURA 6 - Modelo de andlise para o efeito de concentra¢des sub-letais dos 6leos
de C. guianensis e Copaifera, sob temperatura constante.
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3.6 Anéalise estatistica

Os valores de concentragcao letal CLsg, CLgg € CLgs na temperatura de 15,
20, 25 e 30°C, teste X2, coeficiente angular e intervalos de confianga foram
determinados pela andlise Probit GW-Basic (Finney 1971). Para detectar diferencas
nos tratamentos em relagcéo as diferentes populagdes e temperaturas utilizou-se o
teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis (KW) e quando se detectou diferencas aplicou-
se o teste de Comparagfes Mdltiplas, através do programa STATISTICA 7.0, com

nivel de significancia P < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito larvicida

As solugdes contendo os 6leos de C. guianensis e Copaifera demonstraram
atividade larvicida, em intervalo de concentracbes dose-resposta, sobre as
populacdes naturais de A. aegypti avaliadas sob temperatura controlada de 25°C
(TABELA 1 e TABELA 2).

Os resultados obtidos, através da exposicdo aos oOleos de C. guianensis e
Copaifera sob temperatura controlada de 25°C, demonstraram nao haver diferenga
significativa entre os valores de mortalidade obtidos em todos os municipios
avaliados incluindo a cepa Rockefeller (KW = 0,055; P = 1,00; X2 =0,00; gl=5;P=
1,00 e KW = 0,143; P = 0,9996; X2 = 0,94; gl =5; P =0,97), respectivamente.

A eficicia dos Oleos de C. guianensis e Copaifera contra larvas de A.
aegypti, além de 25°C, também foi verificada sob outras trés diferentes temperaturas
(15, 20 e 30°C). Nesta andlise, apenas a populacdo natural de Foz do Iguacu setor
sul e a cepa Rockefeller foram analisadas (TABELA 3 e TABELA 4).

O efeito larvicida causado pelo 6leo de C. guianensis sob as temperaturas
de 15, 20, 25 e 30°C evidenciou diferenca significativa na mortalidade obtida entre
estas diferentes temperaturas nas populacdes de A. aegypti avaliadas (KW = 36,32;
P < 0,05; X? = 18,45; gl = 3, P = 0,0004). Entretanto, quando o efeito larvicida
causado pelo 6leo de C. guianensis foi comparado de forma mudltipla, observou-se
que as mortalidades obtidas entre as temperaturas de 15 - 20°C e entre 25 - 30°C
nao apresentaram diferengas significativas (FIGURA 7).

Diferencgas significativas também foram observadas na mortalidade causada
pelo 6leo de Copaifera sob as temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C nas populacdes
analisadas (KW = 101,62; P < 0,05; X? = 68,69: gl = 3; P < 0,05). Apenas o efeito
larvicida causado pelo dleo de Copaifera entre as temperaturas de 25 - 30°C,
quando comparado de forma mdltipla, ndo evidenciou diferenca significativa
(FIGURA 8).

Alteracdes morfolégicas externas foram verificadas em todas as larvas

expostas aos 6leos de C. guianensis e Copaifera, apds 24 horas de exposicdo. As
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principais alteracdes observadas para C. guianensis foram: exoesqueleto rigido,
entretanto, de facil rompimento e alongamento da parte anterior ao térax (FIGURA 9
a,b). Para larvas expostas em oleo de Copaifera, as principais alteragbes foram:
exoesqueleto flexivel e de facil rompimento, alongamento entre o térax e a capsula
cefilica e algumas larvas apresentaram escurecimento da parte posterior do
abdome (FIGURA 10 a,b). N&o foi observada alteragdes morfoldgicas e mortalidades

nos grupos controle de somente 4gua, agua mais polisorbato 80 e 4gua mais DMSO.
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TABELA 1 - Municipios avaliados, geracao utilizada, concentracdes letais (mg/L) e respectivos intervalo de confianga, coeficiente
angular, qui-quadrado e grau de liberdade em populagBes de Aedes aegypti, provenientes de municipios do Estado do Parana e
cepa Rockefeller, apos 24 horas de exposicao a solugbes contendo 6leo de Carapa guianensis, na temperatura de 25°C, 85% UR
e 14:10 C/E.

Localidades Geracgéao ClLso ClLgo CA X2 gl
Rockefeller Fn 141 (136-146) 499 (468-535) 2,34+0,06 4,14 4
Santa Helena F2 138 (129-147) 518 (471-576) 2,23+0,07 4,35 6
Ubirata F2 136 (126-143) 496 (453-550) 2,26 +0,07 566 6
Maringa F3  139(131-148) 523 (476-581) 2,23+0,07 6,96 6

Foz do Iguagu Sul F2  138(130-148) 551 (499-616) 2,13+0,07 7,01 6

Foz do Iguacu Norte F2 139 (131-148) 538 (489-600) 2,18 +0,07 896 6

N&o houve mortalidade nos grupos controle. CLso: concentracdo letal que ocasiona a morte de 50% das larvas
expostas, ClLgo: concentracao letal que ocasiona a morte de 90% das larvas expostas, CA: coeficiente angular +
desvio padrdo, X* qui-quadrado e gl: grau de liberdade.
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TABELA 2 - Municipios avaliados, geracao utilizada, concentracdes letais (mg/L) e respectivos intervalo de confianga, coeficiente
angular, qui-quadrado e grau de liberdade em populagBes de Aedes aegypti, provenientes de municipios do Estado do Parana e
cepa Rockefeller, apds 24 horas de exposicdo a solu¢des contendo 6leo de Copaifera, na temperatura de 25°C, 85% UR e 14:10

CIE.

Localidades Geracéao ClLso CLoo CA x? gl
Rockefeller Fn 48 (47-49) 89(86-92) 4,83+0,14 942 5
Santa Helena F2 48 (47-50) 91(85-98) 4,68+0,23 1,18 5
Ubirata F2 48 (47-49) 87 (82-83) 4,93+0,23 1,13 5
Maringa F3 48 (46-49) 84 (80-89) 520+024 352 5

Foz do Iguagu Sul F2 48 (47-49) 86(82-91) 5,10+x0,21 7,33 6
Foz do Iguacu Norte F2 47 (46-48) 83(79-87) 5,17x0,02 7,31 6

N&o houve mortalidade nos grupos controle. CLso: concentracao letal que ocasiona a morte de 50% das larvas
expostas, CLgo: concentracao letal que ocasiona a morte de 90% das larvas expostas, CA: coeficiente angular
+ desvio padréo, X*: qui-quadrado e gl: grau de liberdade.
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TABELA 3 - Populagbes analisadas, temperatura e concentragéo letal 50% (CLsp mg/L) com respectivos intervalo de confianga,
coeficiente angular, qui-quadrado e grau de liberdade em populagcdes de Aedes aegypti, cepa Rockefeller e proveniente do
municipio de Foz do Iguacu (PR), apos 24 horas de exposi¢ao a solugdes contendo 6leo de Carapa guianensis, na temperatura de
15, 20, 25 e 30°C, 85% UR e 14:10 C/E.

. 15°C 2 20°C 2
Localidades CLeo (IC) CA X gl Cleo (IC) CA X gl
Rockefeller 447 (412-490) 1,99+0,10 754 5 386(348-436) 168+0,09 6,49 5

Foz do Iguagu Sul 448 (414-489) 2,08+0,11 10,35 5 381 (344-427) 1,79+0,09 297 5

. 25°C 2 30°C 2
Localidades CLeo (IC) CA X gl CLso (IC) CA X gl
Rockfeller 141 (136-146) 2,34+0,06 4,14 4 146 (137-155) 2,31+0,08 491 6

Foz do Iguagu Sul 138 (130-148) 2,13+0,07 7,01 6 145(136-154) 2,26+0,07 12,12 6

N&o houve mortalidade nos grupos controle. CLs,: concentracdo letal que ocasiona a morte de 50% das larvas expostas, CA:
coeficiente angular + desvio padrdo, X*: qui-quadrado e gl: grau de liberdade.
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TABELA 4 - Populagbes analisadas, temperatura e concentragéo letal 50% (CLsp mg/L) com respectivos intervalo de confianga,
coeficiente angular, qui-quadrado e grau de liberdade em populagcdes de Aedes aegypti, cepa Rockefeller e proveniente do
municipio de Foz do Iguagu (PR), apos 24 horas de exposicdo a solugdes contendo 6leo de Copaifera, na temperatura de 15, 20,

25 e 30°C, 85% UR e 14:10 C/E.

Localidades 15°C CA X2 gl 20°C CA X2 gl
Rockefeller 95(93-98) 5,88+0,23 11,64 8 72 (71-74) 4,70+0,15 3,25 10
Foz do Iguagu Sul 94 (92-96) 6,27 +£0,26 11,21 7 72 (71-74) 4,82+0,16 2,67 10
Localidades 25°C CA X2 gl 30°C CA X2 gl
Rockfeller 48 (47-49) 4,83+0,14 9,42 5 40 (39-41) 5,90+0,27 6,40 3
Foz do Iguagu Sul 48 (47-49) 5,10+0,21 7,33 6 41 (39-42) 5,21+0.30 0,05 2

N&o houve mortalidade nos grupos controle. CLsp: concentracdo letal que ocasiona a morte de 50% das larvas expostas, CA: coeficiente

angular + desvio padrdo, X*: qui-quadrado e gl: grau de liberdade.
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FIGURA 7 — Comparagfes multiplas entre o efeito larvicida causado pelo 6leo de C.
guianensis nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C.
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FIGURA 8 — Comparacdes multiplas entre o efeito larvicida causado pelo 6leo de
Copaifera nas temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C.



FIGURA 9a - Larvas de A. aegypti expostas ao 6leo de C. guianensis.

FIGURA 9b - Larva de A. aegypti exposta ao 6leo de C. guianensis.
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FIGURA 10a - Larvas de A. aegypti expostas ao 6leo de Copaifera

FIGURA 10b - Larvas de A. aegypti expostas ao 6leo de Copaifera
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4.2 Periodo de atividade larvicida

Atividade larvicida, das solugdes contendo Oleos de C. guianensis e
Copaifera sobre A. aegypti, demonstrou que o efeito letal ocorre, principalmente,
entre as primeiras 2-3 horas de exposicao aos 0leos. Nestes bioensaios apenas a
cepa Rockfeller foi avaliada (FIGURA 11 e 12).

Observacdes no comportamento das larvas tratadas com o6leos de C.
guianensis e Copaifera, revelaram modo similar de toxicidade. Todas as larvas se
apresentavam ativas, com movimentos normais de ziguezague, imediatamente a
exposi¢cdo destas aos Oleos. Entretanto, apés 5 minutos de exposi¢cdo, movimentos
anormais de perturbacdo foram observados na maioria das larvas expostas a
concentracdo de 1.400 mg/L de C. guianensis e 150 mg/L de Copaifera. Nas
concentragdes de 500 mg/L de C. guianensis e 90 mg/L de Copaifera tais
comportamentos foram observados ap6s 15 minutos de exposi¢do. Movimentos de
agitacdo das larvas persistiram entre 5-60 minutos e posteriormente observaram-se

inicio de movimentos lentos, tremores, convulsdes seguidos de paralisia e morte.

4.3 Efeito residual

O efeito larvicida de solugBes contendo o 6leo de C. guianensis permaneceu
com total eficacia (100% de mortalidade) até o 12° dia ap6s o preparo da solugéo,
atenuando para 97 e 92% no 13° e 14° dia. Apenas no 32° dia, ap0s o preparo da
solucéo, nenhuma mortalidade larval foi observada (FIGURA 13).

Nos bioensaios contendo solugbes com o Oleo de Copaifera, o efeito
larvicida permaneceu com total eficacia até o 4° dia apdés o preparo da solucéo,
atenuando para 96% no 5° dia. Apenas no 22° dia, ap6s o preparo da solucéo,

nenhuma mortalidade larval foi observada (FIGURA 13).
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FIGURA 11 - Periodo de atividade larvicida, em horas, sob solu¢cdes contendo 6leo
de Carapa guianensis (500 mg/L) e de Copaifera (90mg/L) em popula¢cdes de Aedes
aegypti cepa Rockefeller na temperatura 25°C, 85% UR e 14:10 C/E.
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FIGURA 12 - Periodo de atividade larvicida, em horas, sob solu¢cdes contendo 6leo
de Carapa guianensis (1400 mg/L) e de Copaifera (150mg/L) em populacdo de
Aedes aegypti cepa Rockefeller na temperatura 25°C, 85% UR e 14:10 C/E.
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FIGURA 13 - Efeito residual, em dias da atividade larvicida, de solu¢cdes contendo 6leo de Copaifera (150mg/L) e Carapa
guianensis (1.400 mg/L) em populacdes de Aedes aegypti cepa Rockefeller na temperatura 25°C, 85% UR e 14:10 C/E.
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4 .4 Efeito sub-letal

Utilizando-se doses sub-letais, correspondentes a CLsy, CLyo e CLyo,
previamente calculadas para a temperatura de 25°C, verificou-se o efeito dos 6leos
de C. guianensis e Copaifera sobre o desenvolvimento de A. aegypti. Nesta analise,
apenas a cepa Rockfeller foi utilizada.

A concentragdo letal de C. guianensis que ocasiona a morte de 50% das
larvas (CLso: 140 mg/L) em 24 horas de exposigédo ocasionou 100% de mortalidade
em 72 horas. Do mesmo modo, a concentragéo letal de C. guianensis que ocasiona
a morte de 20% das larvas (CLy: 60 mg/L) em 24 horas de exposi¢do ocasionou
100% de mortalidade em 96 horas. Verificou-se, nas duas concentragoes letais (CLso
e CL2o), que a mortalidade total foi contigua ap0s a troca de instar larval. Estagio de
pupa e eclosédo de adulto ndo foi observado neste tratamento. A concentracdo letal
de C. guianensis que ocasiona a morte de 10% das larvas (CLio: 40 mg/L) em 24
horas de exposicdo ocasionou 99,7% de mortalidade ap6s uma semana de
tratamento. Nesta concentragéo, das 900 larvas expostas, apenas trés chegaram ao
estagio adulto no 10° dia aparentemente sem alteragdes morfologicas. Em todas as
concentragdes utilizadas (CLsp, CL2o € CLig) do 6leo de C. guianensis, nestes
bioensaios, observou-se que ndo houve alimentagdo larval equivalente a
alimentacdo larval dos grupos controle. Nos grupos controle, de &agua mais
polisorbato 80 e somente 4gua, ndo houve mortalidade em 24 horas de exposicao e
as larvas desenvolveram-se ao estdgio de pupa e, em seguida, adulto entre 48 e
120 horas (FIGURA 14).
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FIGURA 14 - Pupas de A. aegypti (cepa: Rockfeller) pertencente ao grupo controle
polisorbato 80.

Para o 6leo de Copaifera as concentragdes avaliadas foram CLso: 48 mg/L,
CL2o: 32 mg/L e CLio: 26 mg/L. A partir do 4° dia de tratamento as larvas expostas a
concentracdo letal 50% e 20% sobreviventes, apresentaram-se em sua maioria
debilitadas ou com mobilidade alterada. Presenca de exulvias larvais foram
verificadas a partir 12° dia de tratamento para a ClLsp e 10° dia para a CLy.
Desenvolvimento ao estagio de pupa foi observado apds 16° para a CLsp € 14° para
a CL2o. Na concentragéo letal de 48 mg/L (CLsp), das 900 larvas expostas, 153 se
desenvolveram ao estagio de pupa. Porém, destas 153 pupas, 79 ndo se
desenvolveram ao estagio adulto (FIGURA 15). Do restante de pupas, 49 iniciaram a
eclosdo ao estjgio adulto, contudo, ndo conseguiram completa-la (FIGURA 16).
Apenas 25 larvas alcancaram o estagio adulto, aparentemente sem alteracfes
morfoldgicas externas. Na concentracdo letal de 32 mg/L (CLzo), das 900 larvas
expostas, 198 se desenvolveram ao estagio de pupa. Entretanto, destas 198 pupas,
67 ndo se desenvolveram ao estagio adulto (FIGURA 17). Do restante de pupas, 41
iniciaram a eclosdo ao estagio adulto, contudo, ndo conseguiram completar a
eclosdo (FIGURA 18a e 18b). Das 900 larvas expostas, apenas 90 chegaram ao
estagio adulto, aparentemente sem alteracdes morfologicas externas. As larvas

expostas a concentracao letal de Copaifera que ocasiona a morte de 10% das larvas
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(CL1o: 26 mg/L) em 24 horas de exposigcdo, apresentaram mortalidade baixa. As
larvas sobreviventes desenvolveram-se ao estagio de pupa a partir do 13° dia e
adulto a partir do 16° dia. No estagio de pupa também houve mortalidade baixa.
Nesta concentracdo, das 900 larvas expostas, 314 chegaram ao estagio adulto
aparentemente sem alterac6es morfoldgicas externas. Nos grupos controle, de agua
mais DMSO e somente agua, ndo houve mortalidade larval em 24 horas e as larvas
desenvolveram-se ao estagio de pupa e, em seguida, adulto entre 48 e 120 horas
(Figura 19). Em todas as concentracdes utilizadas (CLso, CL2o € CLio) do 6leo de
Copaifera, nestes bioensaios, observou-se que n&o houve alimentacéo larval

equivalente a alimentagao larval dos grupos controle.

7.
i
a8

FIGURA 15 - Pupas de A. aegypti (cepa: Rockefeller), expostas a concentracao letal
de 48 mg/L (CLsp), de Copaifera que néo se desenvolveram ao estagio adulto.
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FIGURA 16 - Emergéncia incompleta de A. aegypti (cepa: Rockefeller), exposto a
concentracao letal de 48 mg/L (CLso), de Copaifera.

FIGURA 17 - Pupas de A. aegypti (cepa: Rockefeller), expostas a concentracao letal
de 32 mg/L (CL,o) de Copaifera que néo se desenvolveram ao estagio adulto.
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FIGURA 18a - Emergéncia incompleta de A. aegypti (cepa: Rockefeller), exposto a
concentracao letal 32 mg/L (CLyo) de Copaifera.

FIGURA 18b - Detalhe emergéncia incompleta de A. aegypti (cepa: Rockefeller),
exposto a concentracado letal 32 mg/L (CL,o) de Copaifera.
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FIGURA 19 - Pupas de A. aegypti (cepa: Rockefeller), pertencente ao grupo controle
DMSO.
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5. DISCUSSAO

5.1 Efeito larvicida

A eficacia como larvicida das solu¢des contendo 6leo de C. guianensis e de
Copaifera foi verificada em todas as populacbes avaliadas. As cinco populacdes
naturais de A. aegypti e a populacdo de laboratorio (Rockefeller) apresentaram
mortalidade larval similar sob condigbes controladas de temperatura a 25°C. Estes
resultados demonstram que as populagbes naturais e de laboratério avaliadas
respondem de maneira semelhante e homogénea a exposi¢do aos 6leos. O que era
esperado, pois 0 modo de agdo destes 6leos para causar a letalidade é distinto do
modo de acdo dos inseticidas quimicos sintéticos, como organofosforado, a que
estas populacdes de A. aegypti naturais sdo expostas no ambiente. Indicando que
as populagbes naturais de A. aegypti sdo inteiramente susceptiveis aos 6leos de C.
guianensis e de Copaifera, assim como a cepa referéncia de laborat6rio Rockefeller.

Em estudos prévios, Silva et al. (2004), avaliaram o efeito larvicida de
sementes de C. guianensis em populagdes de A. albopictus. Os autores concluiram
que as sementes possuem propriedades larvicidas e que possivelmente o 6leo
contido nessas sementes é que provocou mortalidade larval. Posteriormente, Silva et
al. (2006), avaliaram a atividade larvicida do Oleo de C. guianensis para duas
populagBes de laboratério de A. aegypti (Rockefeller e GCZ). O dleo de C.
guianensis causou mortalidade em todos os estadios larvais de ambas as linhagens.
Mendonga et al. (2005), avaliando o potencial larvicida de extratos e O6leos de
dezessete plantas do Brasil, observaram alta atividade larvicida de C. guianensis
para populagdes de laboratério de A. aegypti.

Estudos envolvendo a atividade larvicida do Oleo de Copaifera foram
reportados por Silva et al. (2003), Mendonga et al. (2005) e Geris et al. (2008). Silva
et al. (2003) avaliaram o efeito larvicida de Copaifera reticulata (Ducke, 1915) sobre
populacdes de Culex quinquefasciatus (Say, 1823). Geris et al. (2008) e Mendonca
et al. (2005) analisaram o efeito de C. reticulata e Copaifera langsdorffi,

respectivamente, em populagdes de laboratério de A. aegypti.



106

Os resultados obtidos no presente trabalho, pela atividade larvicida de C.
guianensis sobre popula¢des naturais de A. aegypti foram similares aos encontrados
por Silva et al. (2006) e Mendonca et al. (2005) para populacdes de laboratério de A.
aegypti. Da mesma forma, os resultados obtidos com 6leo de Copaifera sobre
populacdes naturais de A. aegypti foram semelhantes aos observados por
Mendonga et al. (2005), Geris et al. (2008) e Silva et al. (2007) para popula¢des de
laboratério de A. aegypti.

Estes dados confirmam o potencial efeito larvicida do 6leo de C. guianensis
e Copaifera, ndo apenas para populagbes de laboratorio, mas também contra
populagBes naturais de A. aegypti, que s@8o os principais responsaveis pela
transmissdo do virus da dengue no ambiente.

Avaliando-se a eficacia como larvicida dos o6leos de C. guianensis e
Copaifera em larvas de A. aegypti, sob um intervalo de quatro diferentes
temperaturas de 15 a 30°C, observou-se diferengas na resposta de mortalidade. A
eficacia dos Oleos para letalidade foi diretamente relacionada ao aumento da
temperatura, sendo o melhor resultado observado para a temperatura de 25°C. Em
temperaturas abaixo de 25°C a mortalidade diminuiu consideravelmente. Estes
resultados eram esperados, pois mosquitos apresentam diminuigdo no processo
metabdlico e locomotor, diretamente relacionado a temperaturas baixas ou
demasiadamente elevadas (Ramoska & Pacey 1979). Portanto, a influéncia direta de
temperaturas baixas na mortalidade larval de A. aegypti, indica ser necesséario uma
quantidade maior dos 6leos avaliados para o controle efetivo. Resultados similares
foram observados por Duque & Navarro-Silva (2006) quando estes avaliaram a
eficacia de Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti) sob 20, 25 e 30°C contra A.
aegypti. Os autores afirmam que pesquisas sobre a diferenga na resposta de
mortalidade, sob distintas temperaturas, sdo de extrema importancia. Diversos
estudos avaliando o efeito inseticida de produtos derivados de plantas tém sido
reportados. Entretanto, analises da eficacia destes inseticidas sob diferentes
condi¢Oes de temperatura S&o escassos.

No presente estudo as larvas expostas a solugdes contendo o 6leo de C.
guianensis e de Copaifera, apos 24 horas de exposicdo, apresentaram alteracdes
morfolégicas externas como exoesqueleto de facil rompimento, alongamento da

parte anterior ao torax, além de parte posterior do abdome de coloragdo escura.
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Para o 6leo de Copaifera reticulata, Abed et al. (2007) analisaram alterages
morfolégicas nas larvas de A. aegypti, expostas a uma solucdo a 30 mg/L. Apos 20
horas, observaram destruicdo total ou parcial das células, vacuolizacdo
citoplasmética, aumento do espago intercelular e da liberagdo de secrecdes
celulares e alteracdes nos nervos periféricos, nas microvilosidades, no nucleo, no
nucléolo, e no epitélio que sofre pavimentagéo e estratificacéo.

Apesar de alteragbes morfoldgicas terem sido claramente observadas, no
presente trabalho, séo necessérios estudos especificos como microscopia eletrdnica
de varredura para elucidar as alteracBes externas causadas pelos Oleos de C.
guianensis e de Copaifera em imaturos de A. aegypti. Chaithong et al. (2006)
verificando alteracdes morfolégicas em larvas de A. aegypti expostas a extratos
etandlicos de trés espécies de Piperaceae, observou que a maioria dos 6rgaos
apresentava aparéncia estrutural normal, exceto as papilas anais (branquias).
Através de estudos ultra-estruturais os autores verificaram a destruicao da cuticula
nas papilas anais, indicando que o efeito toxico do extrato etandlico de Piperaceae é
predominantemente sobre as papilas anais, levando a sua deformac¢ao morfolégica.

Alteragbes do exoesqueleto, assim como nas papilas anais e membrana
peritréfica de larvas expostas a derivados de plantas, foram observados por diversos
autores (Green et al. 1991; Insun et al. 1999; Gusméo et al. 2002; Arruda et al.
2003). Conforme Matsumura (1975), geralmente a penetragdo dos inseticidas nos
insetos se da por via cuticular e/ou ingestéo, até atingir o sitio de acdo. Embora as
alteracbes externas observadas no presente estudo indicam possiveis modos de
acdo de componentes quimicos dos 6leos nas larvas, 0 mecanismo que provoca

mortalidade ainda é desconhecido e precisa ser estudado.

5.2 Periodo de atividade larvicida

Em intervalo de sete observacdes apés 1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas de
exposicao, verificou-se que o efeito letal dos 6leos de C. guianensis e Copaifera
ocorre, principalmente, entre as primeiras 2-3 horas. Resultados similares foram
observados por Amer & Mehlhorn (2006a) e Amer & Mehlhorn (2006b). Amer &

Mehlhorn (2006a), obtiveram resultados semelhantes, ao analisar o efeito larvicida
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de Cinnamomum camphora, Citrus limon, Anethum graveolens, Myrtus communis,
Piper nigrum e Santalum &lbum em concentra¢gbes de 50 mg/L contra larvas de A.
aegypti. Amer & Mehlhorn (2006b), avaliando a persisténcia do efeito larvicida de
Cinnamomum camphora, Thymus serpyllum, Amyris balsamifera, Citrus limon,
Juniperus virginiana, Boswellia carteri, Anethum graveolens, Myrtus communis,
Juniperus communis, Piper nigrum, Lippia citriodora, Helichrysum italicum, Santalum
album em concentragbes de 50 mg/L contra larvas de A. aegypti sob diferentes
condigbes de estocagem. Os autores verificaram mortalidades semelhantes as
obtidas no presente estudo, apo6s 1, 2, 3, 6, 12 e 24 horas de exposi¢do aos 13 6leos

essenciais.

5.3 Efeito Residual

O efeito larvicida de solugBes contendo o 6leo de C. guianensis permaneceu
com 100% de mortalidade até o 12° dia apdés o preparo da solucdo, nenhuma
mortalidade larval foi observada apenas no 32° dia. Nos bioensaios com Oleo de
Copaifera, o efeito larvicida permaneceu com total eficacia até o 4° dia. Nenhuma
mortalidade larval foi observada apenas no 22° dia, ap6és o preparo da solucéo.
Amer & Mehlhorn (2006b), avaliando a persisténcia do efeito larvicida de 13 dleos
essenciais, observaram 100% de mortalidade em apenas trés (Cinnamomum
camphora, Thymus serpyllum e Citrus limon) apés uma semana do preparo das
solugdes. Estes 6leos (Cinnamomum camphora, Thymus serpyllum e Citrus limon)
permaneceram com total eficacia por até trés semanas apos o preparo das solugdes.

Observacdes comportamentais sobre as larvas expostas aos 6leos de C.
guianensis e Copaifera demonstraram formas semelhantes de toxicidade nas larvas.
Comportamento de agitagdo, tremores, convulsdes seguidos de paralisia e morte
indicam que provavelmente os Oleos avaliados possuem efeito toxico sobre o
sistema neuromuscular. Comportamentos similares foram observados por
Sakthivadivel & Thilagavathy (2003), Choochote et al. (2004) e Chaithong et al.

(2006) em larvas de mosquitos expostas a extratos de plantas.
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5.4 Efeito sub-letal

No presente estudo, solucdes contendo Oleo de C. guianensis e de
Copaifera, em concentragfes sub-letais Clsy, CLyy e CLio, ocasionaram efeito
larvicida, pupicida, atraso do estagio larval, além de inibir a emergéncia de adultos.

Todas as concentragdes sub-letais de C. guianensis (CLsg, CLyo € ClLjo),
além do efeito larvicida imediato e prolongamento do estdgio imaturo, inibiram
consideravelmente a emergéncia de adultos. Apenas na concentragao letal, que
causa a mortalidade de 10% em larvas ap6s 24 horas de exposicéo, (CLig) houve a
eclosdo de 0,3% de adultos no 10° dia de exposi¢do. Nos grupos controle, dgua
mais Tween e somente 4gua, a emergéncia de 90,9% e 93,9% de adultos ocorreu
entre 48 e 120 horas, respectivamente.

As concentragdes sub-letais (CLsp e CLyg) de Copaifera inibiram
significativamente a emergéncia de adultos, além de prolongarem o estagio imaturo.
Apenas 2,7% e 10% das larvas expostas a estas concentragdes se desenvolveram
ao estagio adulto, respectivamente. Além de inibir o estigio adulto, estas
concentragcdes atrasaram consideravelmente o desenvolvimento larval quando
comparado aos grupos controle. Na concentragdo sub-letal CLio de Copaifera foi
observado menor mortalidade em larvas e pupas, quando comparada as
concentragcdes sub-letais ClLsg € CLy. Do total de 900 larvas, expostas a esta
concentracdo, 34,9% se desenvolveram ao estagio adulto. Nos grupos controle, de
dgua mais DMSO e somente agua, a emergéncia de 91,2% e 93,9% de adultos
ocorreu entre 48 e 120 horas, respectivamente. Ndo houve diferenga significativa na
razdo sexual observada nas concentragfes sub-letais avaliadas, contendo 6leo de
C. guianensis e de Copaifera, e nos grupos controle de Tween, DMSO e agua.

Além de apresentarem efeito larvicida produtos derivados de plantas podem
causar atividade pupicida, efeitos sobre o desenvolvimento larval e pupal, e, muitas
vezes, reduzir a emergéncia de adultos (Shaalan et al. 2005). Chapagain & Wiesman
(2005) avaliaram a eficicia de saponinas extraidas do mesocarpo de frutos de
Balanites aegyptiaca Del. (Zygophyllace) como larvicida sobre A. aegypti e
observaram que as fragbes puras de saponinas interferiram na emergéncia de
adultos. Saxena & Sumithra (1985), avaliando o efeito inseticida de Ipomoea carnea,

observaram efeito larvicida e distlrbios no desenvolvimento e crescimento de
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Anopheles stephensi. O 6leo de Neem e extrato de sementes reduziram
consideravelmente a percentagem de pupas e emergéncia de adultos de An.
stephensi (Murugan et al. 1996). Extratos de plantas induziram a malformacdes,
principalmente em intervalos larval-pupa e ecdise incompleta de adultos (Al-Sharook
et al. 1991, Jayaprakasha et al. 1997; Karmegam et al. 1997).

As mortalidades causadas por concentragdes sub-letais de C. guianensis e
Copaifera foram observadas, principalmente, entre a troca de instar larval, larval-
pupal e pupal-adulto. As percentagens de individuos expostos as concentracdes
sub-letais de C. guianensis e Copaifera, que ndo conseguiram alcancar o estagio de
pupa e adulto, poderiam estar diretamente relacionadas a anormalidades causadas
por distarbios nos horménios reguladores de crescimento. Distdrbios nos horménios
reguladores de crescimento sdo ocasionados pela agdo dos diversos componentes
quimicos presentes nos produtos derivados botanicos, atuando de forma sinérgica,
certamente estes componentes sao limondides. Anormalidades morfogenéticas,
causadas por extratos botanicos, ja foram reportadas por Zebitz 1984; Mwangi &
Mukiama 1988; Pereira & Gurudutt 1990; Saxena et al. 1993; Shaalan et al. 2005.

Portanto, na auséncia de produtos que possuam compostos altamente letais,
um produto de origem botanica capaz de prolongar o desenvolvimento de imaturos e
inibir a eclosdo de adultos pode ser essencial no controle de vetores. O
prolongamento do estagio imaturo de A. aegypti em campo além de diminuir o
ndmero de geracdes, o deixard exposto por um periodo maior de tempo a condi¢des
adversas.

Conforme Shaalan et al. (2005), a aplicagéo de produtos naturais em doses
sub-letais podem n&o s levar a novas estratégias de controle, mas podem inibir o
desenvolvimento de resisténcia dos insetos aos inseticidas sintéticos existentes.

Assim, os resultados obtidos nestes bioensaios confirmam o potencial
larvicida e o consideravel efeito inibidor da emergéncia do adulto, causados por
Oleos de C. guianensis e Copaifera sobre A. aegypti. Estes resultados evidenciam
que os efeitos de C. guianensis e Copaifera sobre a biologia de A. aegypti, séo
ocasionados pela diversidade de compostos quimicos presentes nestes produtos de
origem botanica que atuam sinergicamente. Entre os varios compostos bioativos de
C. guianensis, incluem-se triterpenos, tetraterpenos, alcaldides e limondides,
caracteristicas fitoquimicas presentes em todos os membros da familia Meliaceae

(Banerji & Nigam 1984). Para Copaifera, os principais compostos bioativos sédo os
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sesquiterpenos e diterpenos (Veiga Junior et al. 2007). Apesar de os Oleos de C.
guianensis e Copaifera apresentarem consideravel atividade inseticida contra
mosquitos, ainda permanece desconhecido o papel individual de seus principais
componentes bioativos no controle do principal vetor do virus da dengue.

Novas investigacdes sdo necessérias para determinar a atividade larvicida,
de C. guianensis e Copaifera sobre outras distintas espécies de mosquitos. Do
mesmo modo, identificar os principais ingredientes bioativos de C. guianensis e
Copaifera que atuam na atividade larvicida e inibicdo na ecloséo de adultos. A fim de
utilizé-los na preparacdo de uma formulacdo comercial, capaz de causar letalidade
larval além de inibir a ecloséo de adultos.

Até o momento, o presente estudo € o primeiro a avaliar a eficiéncia de
larvicidas botanicos sobre popula¢des naturais de A. aegypti e verificar o efeito de

doses sub-letais no desenvolvimento de imaturos deste vetor.
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6. CONCLUSOES

1. As mortalidades, causadas por C. guianensis e Copaifera na temperatura
de 25°C, evidenciam que as populagdes naturais de A. aegypti analisadas séo

inteiramente susceptiveis aos 6leos, assim como a cepa de laboratério Rockefeller.

2. A eficacia de C. guianensis e Copaifera, na letalidade larval, foi

diretamente relacionada ao aumento da temperatura.

3. A letalidade larval, causada por 6leos de C. guianensis e Copaifera,

ocorre em menos de trés horas de exposi¢ao.

4. A persisténcia larvicida de Copaifera e principalmente de C. guianensis,

evidencia a eficacia destes 6leos por periodos superiores a 20 dias.

5. Alteracdes no periodo de desenvolvimento de A. aegypti, expostos a
concentragcdes sub-letais de C. guianensis e Copaifera, que prolonga o estagio
imaturo e provoca alteragcdes morfoldgicas que inviabilizam a emergéncia de adultos,

demonstram a eficacia destes 6leos no controle deste vetor.
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