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RESUMO

AVALIAGAO DO PROGRAMA DE CONTROLE DO CULICIDEO VETOR (Aedes aegypti
Linnaeus, 1762) NO MUNICIPIO DE MACAE

Alessandra da Silva de Alvarenga

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Nunes da Fonseca
Co-orientadora: Prof?. Dr2, Natalia Martins Feitosa

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pés-Graduagéo
em Ciéncias Ambientais e Conservacdo, Campus UFRJ-Macaé Professor Aloisio
Teixeira, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e Conservagao.

O desenvolvimento econdmico da Regido Norte Fluminense sempre esteve atrelado a
inconsequente acdo humana e desta forma o municipio de Macaé tem sofrido sérios
impactos ambientais e sociais. Tais praticas ndo consideraram possiveis consequéncias
que poderiam acarretar a salde publica e a0 meio ambiente, como 0 aumento de
arboviroses. Com isso, tem-se como objetivo estudar os fatores que contribuem para
prevaléncia de culicideos nos bairros Lagomar e Praia do Pecado em Macaé. Para
verificar a ocorréncia e densidade de culicideos foram coletados ovos de mosquitos,
com auxilio de armadilhas (ovitrampas), nas estacOes de seca e chuva. Foram realizados
bioensaios com os larvicidas, diflubenzuron e pyriproxyfen, a fim de avaliar a eficacia
destes produtos sobre Aedes aegypti de campo e da linhagem Rockefeller. Testes
toxicoldgicos utilizando diflubenzuron sobre embrides de peixe-zebra foram realizados
para analisar os efeitos causados pelo larvicida em organismos ndo-alvos. Os resultados
das coletas mostraram um total amostral de 2.149 ovos, sendo coletados 1.537 ovos no
Lagomar e 612 ovos no bairro Praia do Pecado. Os culicideos encontrados nas
ovitrampas pertencem as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus. Os bioensaios com Ae.
aegypti mostraram que ambos os larvicidas sdo eficientes, porém foi visto que alguns
individuos de campo demoraram mais para morrer que a cepa padrao de laboratério. Os
testes com o peixe-zebra mostraram que diflubenzuron pode causar sérios danos no
desenvolvimento deste vertebrado. Em conclusdo, nossos resultados indicam a
necessidade do uso consciente dos larvicidas e do estabelecimento de um programa
integrado de avaliacdo da distribuicdo do vetor Ae. aegypti em Macaé.

Palavras-chave: 1. Aedes aegypti. 2. IGRs. 3. Diflubenzuron. 4. Pyriproxyfen. 5. Danio rerio.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE AEDES AEGYPTI (Aedes aegypti Linnaeus, 1762) VECTOR
CONTROL PROGRAMME IN THE CITY OF MACAE

Alessandra da Silva de Alvarenga

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Nunes da Fonseca
Co-orientadora: Profé. Dr2. Natalia Martins Feitosa

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacdo, Campus UFRJ-Macaé Professor Aloisio Teixeira,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e Conservacao.

The economical development of the North Region of Rio de Janeiro State has always
been associated with inconsequent human action and the city of Macaé has suffered
serious environmental and social impacts. Such practices did not consider possible
consequences that could lead to public health and the environmental problems such as
the increase of arboviruses transmitted by vectors. The aim of this study is to study the
factors that contribute to the prevalence of culicide mosquitoes in the Lagomar and
Praia do Pecado neighborhoods in Macaé. To verify the occurrence and density of
culicide species, mosquito eggs were collected, with the aid of ovitraps, in the dry and
rainy seasons. Bioassays were performed with larvicides, diflubenzuron and
pyriproxyfen, in order to evaluate the efficacy of these products on a field population of
Aedes aegypti and Rockefeller. Toxicological tests using diflubenzuron on zebrafish
embryos were carried out in order to analyze the effects caused by larvicide on non-
target organisms. The results of the samples showed a total sample of 2,149 eggs, with
1,537 eggs collected in the Lagomar and 612 eggs in the Praia do Pecado
neighborhood.Culicide found in ovitraps belong to Ae. aegypti and Ae. albopictus. The
bioassays on Ae. aegypti showed that both larvicides are efficient, however it was seen
that some field individuals took longer to die. Tests with zebrafish have shown that
diflubenzuron can cause serious damage to the development of this vertebrate. In
conclusion, our results indicate the need for conscious use of larvicides and the
establishment of an integrated program to evaluate the distribution of vector Ae. aegypti
in Macaé.

Kew-words: Aedes aegypti. 2. IGRs. 3. Diflubenzuron. 4. Pyriproxyfen. 5. Danio rerio.
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uma média densidade de ovos. B) Periodo de chuva referente ao més de margo/2016,
com grande dispersdo de ovos ao longo do bairro, porém sem altas densidades. C)
Periodo de seca, julho/2016, o ponto 6 (localizado proximo a praia) apresenta uma
estimativa média de ovos. D) Periodo de chuva, outubro/2016, com baixa densidade de

Figura 21. Distribuicdo de ovos coletados nos periodos de secas (barra preta) e
chuvas (barra branca) no bairro Praia do Pecado. Neste bairro observa-se que a
quantidade de ovos nos periodos de secas é inferior a 200, enquanto que nos periodos de
Chuvas € SUPErior @ 400 OVOS. .......ccecviiuieiieceecte ettt te e reesbe e sae e 37

Figura 22. Mapas indicando a localizacdo do bairro Praia do Pecado, pontos das
coletas, a dispersdo e areas com maior densidade de ovos (Mapas de Kernel). A)
Periodo de seca, més de julho/2015, com alta densidade de ovos no ponto 3 (ponto
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localizado dentro de uma obra de prédio). B) Periodo de chuva referente ao més de
mar¢o/2016, tendo alta densidade nos pontos 1 e 3, com grande dispersdo de ovos no
bairro. C) Periodo de chuva, outubro/2016, pontos com densidade de ovos entre baixa e
média. Em julho/2016, periodo de seca, ndo foi registrado a presenca de ovos nas
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Figura 23. Registro da presenca dos vetores de doencas, Ae. aegypti e Ae.
albopictus, em grande parte das coletas realizadas nos bairros Lagomar e Praia do
Pecado. Foram identificadas vinte larvas dos ovos eclodidos de cada palheta. A)
Lagomar no periodo de seca, julho/2015, cinco pontos apresentaram individuos da
espécie Ae. aegypti. B) Praia do Pecado no periodo de seca, julho/2015, contendo Ae.
aegypti em apenas dois pontos. C) Predominio da espécie Ae. albopictus em sete dos
dez pontos coletados, no periodo de chuva, mar¢o/2016, no Lagomar. D) Predominio de
Ae. aegypti no periodo de chuva, mar¢o/2016, Praia do Pecado. (E) Em destaque, o
Lagomar, no periodo de seca, julho/2016 teve a eclosdo de apenas uma larva de Ae.
aegypti dos 243 ovos coletados. (F) Auséncia de ovos no periodo de seca, julho/2016,
na Praia do pecado. (G) e (H) Presenca de Ae. aegypti em todos os pontos que foram
coletados ovos, em ambos 0s bairros no periodo de chuva, outubro/2016. ................... 40

Figura 24. Caracteristicas morfolégicas determinantes para identificacdo da larva
de Ae. aegypti. A) Regido anterior, composta por cabeca e torax, em destaque tem-se
uma espicula latero-toracica quitinizadas. B) Em maior destaque a espicula latero-
torécica quitinizadas. C) Regido posterior, apontado com a seta tem-se a cela incompleta
no lébulo anal; e a fileira linear de escamas no oitavo segmento abdominal indicada pela
cabeca de seta. D) Em maior destaque as escamas em fileira linear, contendo trés
espinhos bem definidos, um longo com dentes bilaterais. Fotos realizadas por
Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205. ...........cooveiiiiiiieie e 45

Figura 25. Caracteristicas morfolégicas determinantes para identificacdo da larva
de Ae. albopictus. A) Regido anterior, composta por cabeca e térax, em destaque tem-
se uma pequena espicula latero-toréacica quitinizadas. B) Em maior destaque a pequena
espicula latero-torécica quitinizada. C) Regido posterior, apontado com a seta a cela
incompleta no I6bulo anal; e a fileira linear de escamas no oitavo segmento abdominal
indicada pela cabeca de seta. D) Fileira linear de escamas contendo espinhos centrais
contendo borda serrilhada. Fotos realizadas por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205.

Figura 26. Larva pertencente a familia Culicidae e ao género Culex, coletada na
Lagoa Imboassica em pontos com recebimento de esgoto. A) Vista ventral. B) Em
maior aumento, 83.7x, conjunto de escamas no oitavo segmento abdominal. Fotos
realizadas por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205..........cccooeriereeieiiiennene e 47
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Figura 27. Caracteristicas morfoldgicas para identificacdo de pupas de Ae. aegyti,
Ae. albopictus e Culex. A) Ae. aegypti, vista ventral, em aumento de 19.6x. B) Em
maior destaque a regido posterior abdominal, em aumento de 90.8x, mostrando as
cerdas multiplas no oitavo segmento abdominal (seta) e as paletas natatorias possuindo
diminutos cilios (cabeca de seta). C) Ae. albopictus, vista ventral, em aumento de 24x.
D) Em maior destaque a regido posterior abdominal, em aumento de 81.6x, destacando
as paletas natatérias que possuem cerdas longas (cabeca de seta) e cerda Unica
ramificada no oitavo segmento abdominal (seta). E) Culex sp., vista ventral, em
aumento de 19.3x. F) Em maior destaque a regido posterior abdominal, em aumento de
65.5x, destacando as paletas natatorias que ndo possuem cilios (cabeca de seta) e cerdas
multiplas no oitavo segmento abdominal (seta) (Alencar, 2008; Consoli and Oliveira,
1994 ). Fotos realizadas por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205. ............cccccevvnene. 48

Figura 28. Esquema dos processos de realizagdo do ensaio de toxicidade utilizando
embrides de D. rerio. A) Coleta dos ovos; B) Separacdo entre fertilizados e néo-
fertilizados; C) Distribuicdo de ovos fertilizados nas placas de 24 pogos contendo as
solucdes testes e o controle. Os ovos ndo fertilizados sdo descartados. Adaptado de
Lammer, Carr et al., 2009, p. 198 (Silva, 2015). ......ccccoeiieiiiieiree e 52

Figura 29. PopulacGes de campo e de laboratério de Ae. aegypti sdo susceptiveis
aos efeitos do diflubenzuron. Resultados de bioensaios com larvas de Ae. aegypti
obtidas a partir de larvas eclodidas de populacfes de campo e da linhagem Rockefeller,
padrdo de laboratério. Foram utilizadas as concentracdes de 0,075 pg/ml (0,1x a
concentracdo recomendada para utilizagdo em campo); 0,75 pg/ml (concentragédo
recomendada para utilizacdo de campo) e 7,5 pg/ml (concentracdo dez vezes maior que
a recomendada para utilizacdo no campo). Ndo houve mortalidade larvar no controle
(linha azul). O larvicida foi efetivo em todas as concentraces utilizadas tanto na
populacdo de campo, quanto na de laboratorio. A) Larvas de Ae. aegypti coletados no
campo. B) Larvas Ae. aegypti linhagem Rockefeller. ... 54

Figura 30. O larvicida diflubenzuron provoca alteracées morfolégicas sobre larvas
de Ae. aegypti. A) Larva controle apresentando desenvolvimento normal de suas
estruturas. Seta apontando o torax e a cabeca de seta apontando a regido do abddémen.
B) Larva tratada com diflubenzuron apresentando caracteristicas diferentes da larva
controle como pigmentacao escura na regido da cabeca, torax e abddmen apontada pela
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Figura 31. Pupas de Ae. aegypti linhagem Rockefeller, padréo de laboratdrio, sdo
susceptiveis aos efeitos do larvicida Sumilarv® 0,5 G (pyriproxyfen). Este larvicida
que € um analogo ao HJ dos insetos, demonstrou ser eficaz para o controle de pupas,
retardando o desenvolvimento e causando consequentemente a sua morte. A
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concentracdo de 1pg/ml (100x o uso em campo) levou as pupas a letalidade mais
rapidamente, quando comparado as demais CONCENLraGOES. .........cueveveiereeriereseseeseeanes 56

Figura 32. Efeito do larvicida Sumilarv® 0,5 G (pyriproxyfen) sobre pupas de Ae.
aegypti linhagem Rockefeller, em vista lateral com aumento de 19.8x. A) Pupa
controle, apresentando desenvolvimento e pigmentacdo normal tendo aspecto de
virgula. B) Pupa tratada com o larvicida ndo desenvolveu aspecto de virgula,
apresentando problemas na metamorfose para emergéncia do adulto. ............c.cceevee.. 56

Figura 33. Altas concentracdes de diflubenzuron levam a mortalidade de embrides
de D. rerio. A) Grafico de colunas mostrando a mortalidade em embribes por
concentracéo ao final do teste. Na concentracdo de 75 pg/ml (100x mais o indicado para
uso no campo) ha letalidade dos 20 embrides utilizados no teste. B) Grafico de linhas
mostrando a mortalidade dos embriGes em horas de desenvolvimento pds-tratamento. A
concentracédo de 75 pg/ml (100x) matou a totalidade dos embrides nas primeiras 48h de
desenvolvimento POS-tratameNto. ..........ccevviiieieeie e 57

Figura 34. EmbriGes de D. rerio expostos ao larvicida diflubenzuron apresentaram
danos em sua morfologia. As imagens de A-C representam o desenvolvimento em 96
horas pos fertilizacdo (hpf). A) Controle negativo: normal de acordo com o proposto por
Kimmel, Ballard et al.,, 1995), apresentando bexiga natatéria inflada (seta). B)
Concentracdo de 0,75 pg/ml (1x uso em campo): desenvolvimento irregular,
apresentando bexiga natatdria ndo inflada. C) Concentracdo de 7,5 pg/ml (10x):
desenvolvimento de edema no pericérdio (cabeca de seta), ma-formacéo do cranio e da
face (asterisco), consumo irregular do vitelo e bexiga natatdria ndo inflada (seta). A
escala representada por um traco negro corresponde a 0,5 milimetros e se aplica a todos
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XiX



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Quantidade de ovos coletados no bairro Lagomar nos periodos de seca e
B CRIUVAL ... e e e s te e s e s be e reeare e 33

Tabela 2. Quantidade de ovos coletados no bairro Praia do Pecado nos periodos de
SECA € CRUVAL ...ttt 36

Tabela 3. Dados abioticos da cidade de Macaé referente aos meses de coletas nos
DT OS. ..t ettt e e e e e e e ——————aa e 41

Tabela 4. Dados abioticos referentes ao dia da instalagdo das ovitrampas nos
bairros e a quantidade de 0V0S ODTIAOS. ..........coiveriiieiie e 41

Tabela 5. indices do LIRAa dos meses entre janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
MUNICIPIO 08 IMBCAE. ..ot ettt 42

Tabela 6. Indices do LIRAa dos meses de janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
bairro da Praia do PeCAO. .........coieiiiiiii e 43

Tabela 7. Indices do LIRAa dos meses de janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
T 1] g oI = To o] 1 - | USROS TORRRON 43

XX



1. INTRODUCAO

1.1 Acles antropicas e danos ambientais observados em Macaé

A primeira fase do desenvolvimento econémico da regido Norte Fluminense teve
grande desdobramento social e ambiental e foi proporcionada pela riqueza da economia
do acucar, auxiliada pela construcdo do Canal Campos-Macaé. Em seguida, veio o
menor e um dos mais danosos periodos, a economia do café, onde a quase totalidade da
Mata Atlantica foi substituida por plantacdes de café. A ultima e atual fase do
desenvolvimento econdmico é a denominada economia do petroleo. A agdo humana
praticada de forma inconsequente, causando grandes impactos ambientais, visou apenas
0 desenvolvimento e o progresso da regido desconsiderando futuros danos que tais
praticas poderiam acarretar a saude publica e ao meio ambiente (Esteves, 2011a).

O sistema de cultivo de cana de agtcar no Norte Fluminense entre os séculos XIX e
XX era ecologicamente insustentavel (Soffiati, 1998). Uma grande area de mata foi
tombada e suas madeiras exportadas ou usadas como combustivel nos fogdes das
usinas. Com intuito de viabilizar o comércio e transporte da cana, fazendeiros da época
com grande poder politico e econdmico apoiaram a constru¢cdo do Canal Campos-
Macaé (Esteves, 2011c). Para a realizacdo desta grande obra, que se iniciou em 1843 e
foi concluida em 1861 por escravos, muitos canais foram drenados e interligados a
lagoas e rios da regido tendo suas caracteristicas ecologicas alteradas (Esteves, 2011c).
A fim de justificar tal construcdo, os fazendeiros afirmavam que o Canal Campos-
Macaé serviria para “sanear 0s pantanos infectados por mosquitos que propagavam a
febre paludosa” (Soffiati, 1998).

A cidade de Macaé, localizada na regido Norte Fluminense, pertence ao Estado do
Rio de Janeiro e possui uma populagdo de aproximadamente 239.471 habitantes com
area total de 1.216,846 km? (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE,
2016). Apods a implantagdo da Petrobras a partir da década de 1970, a cidade se tornou
uma enorme fonte de dinheiro obtida da economia do petréleo. Muitas empresas ligadas
ao ramo offshore se estabeleceram na cidade permitindo assim seu desenvolvimento
(Figura 1) e fornecimento de uma gama de empregos e oportunidades. Macaé é um dos

principais municipios da regido onde a economia do petroleo gerou grandes



consequéncias negativas, especialmente do ponto de vista social e ambiental (Esteves,
2011Db).

Figura 1. A instalacdo da petrolifera brasileira (PETROBRAS) na cidade de Macaé na
década de 70 influenciou muito para o crescimento econémico da regido. (A) Local onde
hoje é o bairro Praia Campista antes da exploragdo de petrdleo, década de 40-60, contendo
poucas casas e nenhuma infraestrutura. (B) Praia Campista atualmente mostrando como a
economia do petroleo favoreceu o desenvolvimento urbano. Imagem modificada a partir do
Google Imagens.

A busca por terrenos baratos e espacosos proximos a rodovia e outras unidades da
Petrobras (Parque dos Tubos) foi determinante para que areas proximas a Lagoa
Imboassica se tornassem um atrativo para implantacdo de grandes empreendimentos
imobiliérios e aglomerados industriais (Machado, 2012).

A Lagoa Imboassica, localizada no municipio de Macaé entre os bairros Praia do
Pecado e Mirante da Lagoa (Figura 2), ocupa uma area total de 326 hectares (Panosso et
al., 1998) e costuma ser utilizada pela populacdo como local de lazer e pesca de
subsisténcia (Caramaschi et al., 2004). Ha tempos esse ecossistema vem sofrendo
grande influéncia antropica, o que tem gerado impactos e causando alteracdo na sua
caracteristica natural como: aterros das margens, aberturas artificiais da barra,
assoreamento e diminuicao de seu espelho d’agua. Esta lagoa também tem sido utilizada
como receptora de efluentes domésticos e industriais, principalmente, a partir da década
de 70 devido ao crescimento populacional no municipio (Esteves, 1998a; Santos et al.,

2013).
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Figura 2. Lagoa Imboassica (marcador vermelho) localizada entre os bairros Praia do
Pecado (marcador amarelo) e ao Mirante da Lagoa (marcador azul). Imagem modificada a
partir do Google earth.

O crescimento populacional em Macaé também vem acarretando a substituicdo de
outras areas naturais como restingas, manguezais, florestas e brejos por loteamentos,
condominios residenciais, estradas e areas industriais (Esteves, 2011b). Por estarem
localizadas ao longo da costa acabam sofrendo grandes pressdes da ocupagdo humana e
como consequéncia tém sua paisagem original alterada ou totalmente destruida
(Caramaschi et al., 2004).

A Restinga de Jurubatiba localiza-se aproximadamente a quinhentos metros do
bairro Lagomar (Figura 3) e na zona de amortecimento desta esti instalado um
importante complexo de Petréleo e gas, o Terminal de Cabilnas (Esteves, 2011d). Com
0 constante crescimento deste bairro e implantacGes de empresas ao redor deste
terminal, uma grande area de Mata Atlantica foi degradada. No Lagomar, a partir do
final da década de 1970, um conjunto de ecossistemas constituidos por diferentes
formacg0es de florestas, brejos, lagoas e vegetacdo de dunas foram extintos ou estdo em
processo acelerado de extin¢do. A quase totalidade foi substituida por casas, empresas

ou depdsitos de lixos (Esteves, 2011b).
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Figura 3. Bairro Lagomar (marcador amarelo) localizado proximo ao Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba (marcador vermelho) e do Complexo de Petroleo e gas (Terminal
Cabilnas) (marcador azul). Imagem modificada a partir do Google earth.

Segundo Tauil, 2001, nas regifes mais carentes, os criadouros potenciais dos
vetores de doengas podem estar associados a auséncia de destino adequado de lixo ou
pela precariedade do abastecimento de agua potavel a populacdo. As grandes
aglomeracdes urbanas possuem areas densamente povoadas que dificultam a aplicacédo
de medidas de saneamento. Esta aglomeracdo pode levar a disseminagdo de doencas as
quais tendem a se espalhar pela populagdo como, por exemplo, a dengue no Brasil
(Forattini, 1998).

Em Macaé as extensas e profundas modificagbes de vegetacdo observadas
associadas a migracdo de trabalhadores, promovida pela economia do petréleo, permite
que o municipio fique susceptivel a entrada de novas infeccBes virais pela chegada e
saida de trabalhadores de todo mundo. A falta de saneamento basico em alguns pontos
da cidade podem levar ao aumento de arboviroses, doencgas transmitidas por insetos,
como a dengue, a febre amarela e agora recentemente a chikungunya e a zika (Leisnham
etal., 2014).



1.2 Doencas causadas por arbovirus

Os arbovirus (Arthropod-borne virus) recebem este nome devido parte de seu ciclo
de replicacdo ocorrer nos artrépodes. A transmissao do virus pode ocorrer através da
picada do vetor hemat6fago ao hospedeiro. As arboviroses, com auxilio das mudancas
climéticas e do desmatamento, estdo cada vez mais se propagando e tornando a a¢do da
salde publica um grande desafio. AcBes antrdpicas favorecem a amplificagdo, as
transmiss@es virais, além da transposicao da barreira entre espécies (Lopes et al., 2014).

Os virus transmitidos por artropodes que causam doencas em humanos e outros
animais endotérmicos sdo membros de cinco familias: Bunyaviridae, Togaviridae,
Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. A familia Flaviviridae é composta por trés
géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus. No género Flavivirus estdo incluidas
cerca de 39 espécies, sendo algumas causadoras da dengue, febra amarela e zika (Gaunt
et al., 2001; Gould and Solomon, 2008). Ja a familia Togaviridae possui dois géneros:
Alphavirus e Rubivirus. O género Alphavirus possui cerca de 40 membros, dentre eles
tem o causador da Chikungunya (Powers and Logue, 2007, Simon et al., 2008).

O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae, ao género Flavivirus e sdo
classificados como arbovirus (Gubler, 2002), sdo esféricos, envelopados e medem cerca
de 40 a 50 nm de didmetro (Aradjo and Schatzmayr, 2015). A dengue é uma endemia
viral caracterizada pela existéncia de quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 E
DENV-4) circulantes no Brasil, que se tornou um grave problema de satde publica no
nosso pais (Rezende, 2013).

Uma quinta variante (DENV-5) foi encontrada em 2007, sendo isolada em 2013.
Este sorotipo segue o ciclo silvestre limitando-se, a principio, apenas as copas das
florestas do Sudeste Asiatico. A causa provavel da emergéncia do novo sorotipo poderia
ser a recombinacdo genética ou selecdo natural. A doenca causada por DENV-5 é
branda e sua taxa de transmisséo é baixa (Mustafa et al., 2015).

A transmissdo da dengue a humanos ocorre quando o mosquito ndo infectado e
suscetivel realiza uma refeicdo (repasto) de sangue numa pessoa que contém virus no
sangue. Apos o repasto de sangue infectado o mosquito fica apto a transmitir o virus
depois do periodo de incubacédo (fase em que 0 sangue com virus chega ao intestino, se
replica e depois se dissemina chegando as glandulas salivares), sendo transmitido para

outra pessoa na préxima refei¢do (Brasil, 2002; Carrington and Simmons, 2015).



A dengue manifestada nos humanos é uma doenga infecciosa, que na maioria das
vezes ndo apresenta sintomas, porém podem surgir casos clinicos graves como perda de
plasma que gera a sindrome de choque, acimulo de liquidos, comprometimento dos
orgdos podendo levar até a morte (Gubler, 2002, Cunha and Martinez, 2015; WHO,
2009).

Muitas vezes o diagnostico precoce da dengue é confundido com os de outras
doengas e viroses. Quando o diagndstico e de fato confirmado, o virus ja se espalhou
atingindo grandes areas geogréficas, tornando o controle da epidemia uma tarefa dificil
(Tauil, 2001). A dengue é um problema de saude publica re-emergente, que pode expor
dois quintos da populacdo mundial ao risco de infec¢do (Mustafa et al., 2015).

No Brasil, no ano de 2014, foram registrados 589.107 casos provaveis de dengue,
com 463 mortes. Em 2015 esses numeros aumentaram para 1.688.688, sendo
confirmadas 986 mortes. Ja no ano de 2016 foram registrados 1.500.535 casos
provaveis de dengue, sendo confirmados 642 6bitos (Brasil, 2015; Brasil, 2017).

De acordo com Varejdo, 2013, para se obter uma melhor compreensdo da
transmisséo e da ocorréncia de epidemias de dengue é necessario dar uma importancia
maior a relacdo entre as varadveis geoclimaticas (altitude, temperatura, relevo e
suficiéncia de agua) e o ciclo de vida do vetor.

Lourenco-de-Oliveira, 2015b, afirma que quando ha uma exposi¢do dos mosquitos
a uma temperatura mais alta, com menor variacdo didria da temperatura ambiente, o
DENV chega as glandulas salivares do inseto mais rapidamente estando apto para
transmissdo ao hospedeiro. O hospedeiro ao contrair um dos tipos do DENV fica
imunizado para infeccOes posteriores, entretanto ainda pode se contaminar com um
sorotipo diferente podendo desenvolver manifestacdes clinicas mais graves (Siqueira Jr
etal., 2005).

A febre amarela é uma doenca infecciosa ndo contagiosa causada também por um
arbovirus (Flavivirus) da Familia Flaviviridae. Esta doenca possui vetores urbanos
como do género Aedes e vetores silvestres como dos géneros Haemagogus e Sabethes
(Brasil, 1999).

A forma mais grave dessa doenca é caracterizada clinicamente por manifestagdes
de insuficiéncia hepatica e renal, que podem levar a 6bito. No inicio do século XX foi
erradicada com auxilio do desenvolvimento de vacinas eficazes e campanhas de
erradicagdo do mosquito em zonas urbanas do Caribe e América Latina (Brasil, 2004).

O Brasil possui a maior area do mundo onde o virus amarilico circula entre os



hospedeiros naturais como macacos, marsupiais e outros (Tauil, 1999). A vigilancia da
febre amarela, até 1999, era identificada apenas com ocorréncias de casos humanos
suspeitos. Porém, observacdo de mortes de macacos seguida de surgimento de pessoas
doentes, em varios municipios brasileiros colaborou para que tais eventos passassem a
ser vistos como sinalizadores de eventual risco de casos humanos de transmisséo
silvestre (Cavalcante and Tauil, 2016).

O aumento dos fatores climéaticos como temperatura e pluviosidade, nos meses mais
quentes, pode influenciar no ciclo reprodutivo dos insetos vetores colaborando
diretamente para 0 aumentando da densidade e do potencial de transmissdo (Costa et al.,
2011). Os dados coletados no Brasil entre 2000 e 2010 registraram 324 casos
confirmados por febre amarela silvestre, com 155 Obitos. As areas mais atingidas
localizaram-se proximas a grandes centros urbanos, ocupados por uma populacdo nao
vacinada e consequentemente sem prote¢do contra a doenca (Romano et al., 2011).

Outro arbovirus importante é o virus Zika (ZIKV) também pertencente a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus, que pode ser transmitido por mosquitos, da gestante
ao feto (Calvet et al., 2016) e também por relacdo sexual. Em 2013, apds um surto de
ZIKV na Polinésia Francesa, foi encontrado o virus no sémen de um paciente que fazia
tratamento hematospermia (Musso et al., 2015). Geralmente pessoas infectadas com o
ZIKV quase nunca apresentam sintomas, mas quando presentes pode ser febre, dor de
cabeca, erupcdo cutanea, dor articular e conjuntivite que podem durar varios dias.
Pessoas infectadas com o virus zika, provavelmente ficam protegidas contra futuras
infeccdes (CDC, 2016).

O ZIKV foi descoberto em 1947, em Uganda, e seu home €é oriundo da floresta de
Zika onde foi encontrado pela primeira vez. Os primeiros casos em humanos foram
detectados em 1952 e logo apds alguns surtos foram descritos na Africa tropical, no
Sudeste Asiatico e nas llhas do Pacifico (CDC, 2016).

A transmissdo autoctone pelo ZIKV, no Brasil, foi confirmada a partir de abril de
2015, tendo 3 obitos confirmados laboratorialmente em S&o Luis/MA, Benevides/PA e
Serrinha/RN. Em 2016 foram registrados 215.319 casos provaveis da febre pelo ZIKV
no pais, distribuidos em 2.306 municipios, tendo sido confirmados 130.701. Neste
mesmo ano exames laboratoriais confirmaram 8 dbitos nos estados do Rio de Janeiro,
Espirito Santo, Maranh@o e Paraiba, ocorridos entre janeiro e agosto (Brasil, 2017).
Ainda no Brasil, em 2015, as autoridades reconheceram a associagdo entre ZIKV e

casos de complicagBes graves como a Sindrome de Guillain-Barre e microcefalia em



recém-nascidos. Neste ano foi identificado um grande aumento no nimero de criangas
com malformacdes cerebrais fetais ou lesfes cerebrais (Cipriano and Monteiro, 2016,
Lahon et al., 2016). Desde o surgimento do virus Zika (ZIKV), os relatérios de
microcefalia tém aumentado no Brasil e uma pesquisa realizada sugeriu que o ZIKV
anula a neurogénese durante desenvolvimento do cérebro humano (Garcez et al., 2016).

Lahon et al., 2016, isolaram uma estirpe ZIKV (ZIKV-FLR) de um individuo
picado por mosquitos, que esteve numa regido da Colémbia que possuia dengue,
chikungunya e transmissao de ZIKV. O estudo realizado mostrou que esta estirpe de
virus pode ter se originado no Caribe e ndo no Brasil, e que a cepa do virus pode ser
resistente a inativagdo por irradiacao ultravioleta, quando comparado ao virus da dengue
(Lahon et al., 2016).

A febre chikungunya é causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), membro da
familia Togaviridae e pertencente ao género Alphavirus, que pode ser transmitido por
muitas espécies de mosquitos. A palavra chikungunya, usada tanto para a doenca quanto
para o virus, é originaria do leste da Africa e significa "andar debrugado” e refere-se ao
efeito das dores articulares que caracterizam esta infeccdo. Os sintomas mais comuns
sdo febre e dor nas articulagbes, podendo incluir também cefaléia, dor muscular,
inchaco articular ou erupgdo cutanea (CDC, 2015; Pialoux et al., 2007).

O virus Chikungunya foi isolado pela primeira vez na Tanzénia, Africa, em 1953,
apos um surto da doenca na década de 1950 nesta mesma regido (Pialoux et al., 2007).
Desde entdo a doenca tem sido identificada em varios paises podendo estar associada
com a importagdo do virus para novas areas por viajantes infectados (CDC, 2015). Em
2006 e 2007 foram registrados casos no norte da Italia. Casos importados foram
registrados na Franca, Taiwan, Estados Unidos e no Brasil. Em 2013 chegou as
Américas, tendo o0s primeiros casos de transmissdo autoctone da doenca sido
confirmados no inicio de 2014 (CDC, 2015; Saude, 2014). O vetor pertencente ao
género Aedes pode ser encontrado nas Américas, desde o sul da Flérida até o Brasil. O
Caribe é uma regido altamente propicia a dispersdo e a transmissdo do CHIKYV, devido
ao alto numero de turistas que visitam o pais (Cauchemez et al., 2015).

Em 2016 foram registrados no Brasil 271.824 casos provaveis da doenca, tendo
151.318 casos confirmados (por critério laboratorial ou por critério clinico-
epidemioldgico), distribuidos em 2.829 municipios. Foram confirmados 196 obitos,

distribuidos entre os estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte, Paraiba, Ceara, Rio



de Janeiro, Alagoas, Bahia, Maranhdo, Piaui, Sergipe, Amapa e Distrito Federal. A
regido Nordeste foi a que apresentou a maior taxa de incidéncia (Brasil, 2017).

Ao contrario da febre amarela, ainda ndao foram desenvolvidas vacinas para
prevenir ou medicamentos para tratar a infec¢do pelo virus chikungunya, dengue e zika
(CDC, 2015). O melhor caminho para a prevencao de tais doencas ainda € o controle do
vetor. A responsabilidade sobre o funcionamento dos servigos de coleta de lixo ou
fornecimento de agua encanada é do Estado, porém cabe a cada cidaddo empoderado
pela educacdo o dever de cuidar de sua propria residéncia e eliminar todos os possiveis
criadouros do vetor (Aguiar and Valle, 2015; Jardim and Schall, 2015).

1.3 O vetor

O vetor de doencas € um organismo que transmite o agente etioldgico, o causador
de uma determinada doenca. A definicdo de uma dada espécie como vetora, depende de
processos dindmicos e interativos que interferem e influenciam na sobrevivéncia,
densidade, migracao e dispersédo dos mosquitos, como por exemplo, fatores ambientais,
fontes de alimentacdo sanguinea e disponibilidade e densidade de recipientes para a
oviposicdo (Lourenco-de-Oliveira, 2015b).

A capacidade vetorial de uma populacdo de mosquitos depende da suscetibilidade,
dos fatores fisiologicos e da capacidade do agente etiolégico se estabelecer e ser
transmitido pelo vetor em condigdes naturais. Depende também da densidade
populacional do vetor, frequéncia com que pica os hospedeiros infectados e das picadas
infectantes em humanos. Ao avaliar numericamente a suscetibilidade de uma populacéo
vetora ao agente etiolégico, tem-se a sua competéncia vetorial (Lourenco-de-Oliveira,
2015b).

A competéncia vetorial definida como um mecanismo intrinseco do vetor para
infecgdo, replicacdo e transmissdo do virus esta associado com a quantidade de barreiras
anatomicas que determinam a eficiéncia da infecc¢do no vetor (Black et al., 2002).

O Aedes aegypti Linnaeus, 1762, é um dos principais vetores das arboviroses
tropicais como febre amarela, zika, chikungunya e é responsavel pela transmissdo da
dengue no Brasil desde a década de 50 (Passos et al., 2003). Este mosquito € originario
da Africa, sendo originalmente descrito no Egito. Atualmente, é objeto de diversos

estudos pela grande importancia na satde publica e por apresentar ampla variagdo na



competéncia vetorial dentro e entre populacfes por todo 0 mundo (Black et al., 2002).
Desenvolveu em sua trajetoria evolutiva um comportamento estritamente sinantropico
(adaptados a viver perto do homem) e antropofilico (preferéncia pelos humanos como
hospedeiro) (Consoli and Oliveira, 1994), tendo habito de picar durante o dia (Tauil,
2001).

No Brasil, o Ae. aegypti, foi introduzido durante o periodo colonial na época do
trafego de escravos (Consoli and Oliveira, 1994). Devido as campanhas contra a febre
amarela no pais, este vetor foi erradicado por duas vezes; a primeira no ano de 1955 e
depois em 1973. Sua reintroducdo ocorreu em 1976, através do porto de Salvador, na
Bahia, de onde se espalhou para outras regifes do pais. Atualmente atinge cerca de
3.000 municipios brasileiros (Brasil, 1999).

Ja 0 Aedes albopictus Skuse, 1894, foi considerado o mosquito responsavel pela
transmiss&o da dengue no sudeste da Asia, na Europa e no Pacifico. E conhecido como
“mosquito-tigre-asiatico”, em referéncia a sua origem geogréfica, possui sua
distribuicdo predominante em &reas suburbanas e periurbanas, nos quintais com
vegetacdo e bordas de matas (Lourenco-de-Oliveira, 2015a). Recentemente, apds um
surto de dengue no Mexico, o Ae. albopictus foi encontrado pela primeira vez na
América infectado com o virus dengue (Ibafiez-Bernal et al., 1997). Sua ocorréncia na
América do Sul ocorreu pela primeira vez em 1986 (Forattini, 1986). No Brasil, foi
identificado em 1986; atualmente pode ser encontrado em vérios estados e cerca de
1.400 municipios. Este mosquito é considerado um vetor potencial da febre amarela
(Brasil, 1999) e ndo apresenta uma antropofilia tdo acentuada quanto o Ae. aegypti
(Tauil, 2001).

Estas duas espécies quando adultos possuem tamanho inferior a 1cm apresentando
coloragédo escura, com pernas marcadas com faixas pretas e brancas. O Ae. aegypti tem
sobre seu escudo toracico escamas em formato de lira. J4 o Ae. albopictus possui sobre
seu térax escamas branco-prateadas que formam uma faixa longitudinal e central
(Figura 4) (Lourengo-de-Oliveira, 2015a).
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Figura 4. Mosquitos vetores de doencas pertencentes a familia Culicidae e ao género
Aedes. A) Ae. aegypti possui no escudo toracico escamas prateadas em formato de lira. B) Ae.
albopictus possui em seu térax escamas branco-prateadas que formam uma faixa longitudinal e
central.

Os ciclos de vida de ambas as espécies sdo parecidos, dividindo-se nas fases de
ovo, quatro estagios larvais, pupa e adulto (Figura 5). Para a grande maioria dos
mosquitos tropicais, uma temperatura 6tima estaria em torno de 24 e 28°C para que 0
desenvolvimento da fase imatura seja concluido normalmente entre 7 a 10 dias (Consoli
and Oliveira, 1994).
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Figura 5. As fases do ciclo de vida dos mosquitos do género Aedes. As fémeas depositam
seus ovos proximos a agua com aspecto limpo e contendo pouca matéria organica; estes quando
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em contato com a agua levam alguns minutos para eclodir. As larvas possuem quatro estagios
(L1, L2, L3 e L4) e permanecem nesta forma por aproximadamente quatro dias, dependem dos
fatores abioticos e disponibilidade de alimento para seguirem para o0 proximo estagio. As pupas
ndo se alimentam e antecedem a emergéncia da forma adulta do mosquito. Nesta foto tem-se um
mosquito macho exemplificando o tamanho do adulto. Foto realizada por Alvarenga, A. S. na
Lupa Leica M205.

As fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus costumam depositar seus ovos proximos
a agua que esteja com aspecto limpo, ndo turvo e com pouca matéria organica em
decomposi¢do. Podem colocar seus ovos no mesmo recipiente, 0 que resulta numa
competicdo entre espécies (Lourengo-de-Oliveira, 2015a). Uma diferenca entre a
postura dos ovos destas especies € referente a localizacdo dos criadouros. Os criadouros
preferencias das fémeas de Ae. aegypti estdo dentro das residéncias ou proximos a estas
podendo ser ralos, reservatorios de agua, jarros e pratos de plantas, lixos, pneus, dentre
outros. Raramente sdo encontradas larvas desta espécie em recipientes naturais, e
qguando ocorre ndo apresenta importancia epidemioldgica, especialmente quando
localizadas em éreas afastadas das casas (Lourengo-de-Oliveira, 2015a). A adaptagdo
aos criadouros artificiais teria sido um grande passo em dire¢do ao comportamento
sinantrépico (Focks et al., 1981).

Por sua vez, as fémeas de Ae. albopictus possuem maior plasticidade podendo
depositar seus ovos tanto em recipientes artificiais préximo a area urbana, quanto em
recipientes naturais como bromélias, ocos e cascas de arvores, internddios de bambus
(Braga and Valle, 2007b; Lourenco-de-Oliveira, 2015a).

Os ovos dos mosquitos sdo ovais e negros (Figura 6). Porém, no momento da
oviposicdo possuem coloracdo clara tornando-se escuros apds alguns minutos,
diferentemente dos inférteis que se mantém claros. Apds a postura, 0s ovos sofrem
esclerotizacdo, processo que torna a casca resistente. A diapausa na fase de ovo
caracterizada por uma suspensdo tempordria da eclosdo ap6s o término do
desenvolvimento embrionario, em Ae. aegypti, pode durar cerca de um ano em ambiente
seco. Os ovos quando em contato com a agua costumam eclodir entre 5 e 60 minutos.
(Consoli and Oliveira, 1994).
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0,5 mm

Figura 6. Ovos de culicideos do género Aedes. Foto realizada por Alvarenga, A. S. na Lupa
Leica M205 em aumento de 46.7x.

As larvas tém o corpo dividido em cabeca, térax e abdémen (Figura 7). O corpo da
larva apresenta cerdas que possuem funcdo sensorial e auxiliam na flutuacdo. A
respiracdo € realizada por duas aberturas espiraculares situadas no sifdo. O 16bulo anal é
o local onde termina o tubo digestivo da larva e por onde € eliminada toda matéria
organica consumida. Neste estagio sdo aquaticas e se alimentam de matéria organica em
suspensdo aderida as paredes ou sedimentadas nos depositos, com auxilio do aparelho
bucal do tipo mastigador-raspador que é composto pelas escovas orais ricas em cerdas
(conjunto de algumas centenas de filamentos) (Figura 8). Tais escovas, quando se
movimentam produzem correntes hidricas que trazem para a boca da larva particulas

que serdo mastigadas (Consoli and Oliveira, 1994).
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Térax 02 i

Figura 7. Divisdo corpérea da larva de Ae. aegypti. Regido anterior: cabeca e torax; Regido
posterior: abddmen, I6bulo anal e sifdo. Foto realizada por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica
M205.
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Figura 8. Cabeca de larva de um individuo do género Aedes. Vista ventral. Regido do
aparelho bucal destacando as escovas orais ricas em cerdas e compostas por centenas de
filamentos (circulo tracejado branco); olhos compostos por ocelos (seta) e antena (cabeca de
seta). Foto realizada por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205.

As pupas possuem um aspecto de virgula (Figura 9) e assim que formadas tém a
mesma cor da larva e seu escurecimento ocorre proximo ao momento da emergéncia do
adulto. Seu corpo € dividido em cefalotérax e abdémen (dividido em 8 segmentos),
ambos contém cerdas que tém grande importancia sistematica. No cefalotérax ha duas
estruturas tubulares responsaveis pela respiracdo chamadas trombetas ou trompas
respiratdrias, onde se abrem os Unicos espiraculos da pupa. Nesta regido do corpo
também se localizam os olhos compostos. No final do abdémen, ha um par de paletas
responsaveis pela locomocao e ventral a estas se encontra o lobo genital (Consoli and
Oliveira, 1994).

Trompas

Camicin respiratérias
efalotérax
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ot
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Figura 9. Pupa de um individuo do género Aedes com aspecto de virgula destacando o
cefalotorax, trompas respiratdrias e abdémen. Foto realizada por Alvarenga, A. S. na Lupa
Leica M205 em aumento de 19.8x.
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A emergéncia do adulto ocorre lentamente atraves de uma abertura no cefalotorax
da pupa; este permanece em repouso por alguns minutos sobre a agua que em seguida
voa a procura de abrigo. Estes abrigos geralmente s&o locais Umidos e protegidos da luz
préximos aos criadouros e a fonte de alimento. Para 0 mosquito adulto, a alimentacéo
de diferentes agucares, principalmente de origem vegetal, corresponde a manutencao de
reservas na forma de glicogénio e lipideos. Os machos sdo obrigatoriamente fitéfagos,
enquanto as fémeas necessitam também da alimentagdo sanguinea para vitelogénese que
da inicio ao ciclo gonadotréfico, ciclo de desenvolvimento ovariano. Geralmente os
hematofagos tém em cada ciclo um repasto sanguineo. Entretanto, o mosquito Ae.
aegypti pode ingerir o sangue de multiplos individuos antes de cada oviposicao, habito
conhecido como discordancia gonotréfica. Este fendbmeno possui grande importancia
epidemioldgica, visto que uma fémea pode realizar varias ingestdes de sangue em
diferentes pessoas potencializando assim a transmissdo dos agentes etioldgicos
(Lourenco-de-Oliveira, 2015a).

O controle do vetor ainda € a melhor forma para prevenir doencas como a dengue.
Muitos programas desenvolvidos pela Saude Publica estdo voltados para a prevencao e
combate ao vetor (Braga and Valle, 2007b). Novas estratégias também tém sido
pesquisadas para o controle do vetor como alternativas ao uso de inseticidas quimicos,

gue sejam mais seguras e causem menos danos ao meio ambiente (Borges et al., 2012).

1.4 Controle do vetor

No Brasil, 0 uso de inseticidas quimicos ainda é o principal componente para o
controle de vetores, ndo s6 no setor publico como também pelo privado. Alternativas
para diminuir aplicacdo de quimicos para controle da fase alada de Ae. aegypti estdo
sendo testados como: 0s mosquitos geneticamente modificados que tem como objetivo
diminuir a densidade do vetor (Braga and San-Martin, 2015; Valle et al., 2015) e Ae.
aegypti infectados com Wolbachia, uma bactéria intracelular, que tem potencial de
suprimir a transmissdao do virus dengue (Hoffmann et al., 2014). Além destas
alternativas, tém sido empregados para controle de larvas, os inseticidas biologicos e 0s
reguladores de crescimento (Braga and Valle, 2007b).

O Ministério da Saude do Brasil trabalha apenas com inseticidas aprovados pela
Organizacdo Mundial da Salde (OMS), que o faz por meio do World Health
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Organization Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES). Este programa foi estabelecido
na década de 60 e serve de referéncia para muitos paises quanto ao uso e manejo de
produtos que controlam o desenvolvimento de insetos com importancia para a saide
publica, como os vetores de arboviroses (Valle et al., 2015).

O WHOPES recomenda para o controle do Ae. aegypti cinco adulticidas
neurotoxicos, quatro piretroides e um organofosforado, e nove produtos larvicidas,
cinco neurotdxicos dos quais quatro sdo organofosforados e um espinosina. Também
estdo sendo utilizados larvicidas com formulagbes contendo a bactéria Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) e também alguns reguladores do desenvolvimento de
insetos (IGRs, “insect growth regulators™) (Valle et al., 2015).

A alternativa ao uso dos larvicidas neurotoxicos para controle do Ae. aegypti sdo 0s
biolarvicidas a base de Bti, uma bactéria entomopatogénica cujos esporos apresentam
cristais que produzem quatro diferentes protoxinas. Os cristais ao serem ingeridos pelas
larvas sdo dissolvidos em seu intestino alcalino e entdo as protoxinas séo clivadas pelas
proteases, enzimas digestivas, ativando o componente inseticida. As toxinas de Bii
agem sobre o epitélio intestinal da larva causando a degradacdo do intestino, interrupgéo
da alimentacédo e a morte (Federic, 1995).

Os IGRs possuem vérias formulacdes que afetam o sistema enddcrino ou outros
aspéctos do metabolismo larvar dos insetos. De acordo com seu modo de acdo podem
ser divididos em: andlogos ao hormdnio juvenil e inibidores da sintese de quitina (Graf,
1993).

Segundo Valle, 1993, existem dois hormonios que exercem importante papel para o
desenvolvimento dos insetos, o horménio juvenil (HJ), que é responsavel pela regulacao
das estruturas juvenis; e a ecdisona ou horménio da muda, que atua provocando a muda
para 0 proximo estagio.

Dentre as diversas classes de IGRs, o pyriproxyfen [4-phenoxyphenyl (RS)-2-(2-
pyridyloxy) propyl ether, Sumilarv] pertence ao grupo quimico Eter Piridiloxipropilico
(Yoshino et al., 1996) é um analogo de horménio juvenil e atua durante o
desenvolvimento garantindo o carater imaturo dos insetos (Graf, 1993).

Uma caracteristica comum destes compostos se refere ao fato de ndo provocarem a
morte imediata nas larvas, sendo a morte geralmente no estagio de pupa ou durante o
processo de emergéncia do mosquito adulto (Mulla, 1995).

O diflubenzuron pertence ao grupo quimico das benzoiluréias e possui a

nomenclatura quimica N-[[(4- clorofenil)amino]carbonil]-2,6-difluorobenzamida ou 1-
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(4-clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil) uréia (Silva, 2013). Este é um inseticida
fisiologico que atua interferindo na deposicdo de quitina, um polissacarideo composto
por mondmeros de aglcar N-acetil-glicosamina (Merzendorfer, 2012), que é um dos
principais componentes da cuticula (exoesqueleto) dos insetos. Apos a ingestdo do
produto, as larvas tém dificuldades na ecdise. A ma formacdo da cuticula ndo permite
que 0 proximo estagio se desenvolva ndo suportando a pressdo interna durante a ecdise
e ou ndo conseguindo dar suficiente suporte aos musculos envolvidos no processo de
muda (Ali et al., 1995). Isso resulta numa incapacidade em liberar a extvia e finalmente
conduz a morte das larvas.

Borges et al., 2012, mostrou que o larvicida diflubenzuron interfere no processo da
ecdise impedindo a liberacdo da cuticula velha que se acumula nos espagos
intersegmentares. O diflubenzuron age estrangulando as por¢des segmentares num
processo sucessivo e acumulativo, bloqueando a muda e provocando consequentemente
a morte da larva.

Os IGRs podem ser menos especificos, podendo afetar outros insetos que possuam
processos endocrinos e fisiologicos semelhantes ao dos mosquitos, que sdo os alvos
principais. Estes reguladores de desenvolvimento possuem uma caracteristica
importante que os diferem dos inseticidas neurotoxicos, seu efeito primario ndo induz a
morte dos estagios imaturos e sim um desenvolvimento incompleto (Valle et al., 2015).

A acdo do efeito dos larvicidas IGRs levanta uma questdo importante quanto a
instrucdo que é passada aos agentes de endemias a respeito do uso adequado do produto
no campo (Valle et al., 2015). Caso estes profissionais ndo tenham conhecimento da
acdo dos IGRs nos individuos imaturos de mosquitos, seu uso continuado podera

selecionar individuos resistentes (Braga and Valle, 2007b).

1.5 Resisténcia

Os programas de Saude Publica tém feito bastante uso de inseticidas para o controle
de vetores de doencas. A intensa utilizacdo destes quimicos tem provocado a selecéo de
populagdes resistentes, que consequentemente vem ocasionando dificuldades para
combater o vetor. Em todas as classes de inseticidas, a resisténcia, tem sido detectada
proporcionando desta forma a facilitacdo para a re-emergéncia das doencas transmitidas

por vetores como o Ae. aegypti (Brogdon and McAllister, 1998).
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A OMS define resisténcia como a habilidade de uma populacdo de insetos tolerar
doses de inseticidas normalmente letais. A resisténcia fisiologica é uma caracteristica
genética que populagdes de insetos podem naturalmente apresentar, em um pequeno
numero de individuos, alelos que Ihes permitem sobreviver a um determinado produto
quimico (Braga and Valle, 2007b).

Deste modo, os inseticidas ndo tornam uma populagéo resistente, pois a resisténcia
tem uma base genética e antecede a utilizacdo destes produtos. O que ocorre entdo é
uma selecdo, onde individuos suscetiveis aos inseticidas morrem e aqueles naturalmente
resistentes, encontrados em baixa frequéncia nas populacdes, tendem a aumentar
(Figura 10), tendo também uma diminuicdo na variabilidade genética das populacGes
(Crow, 1957). Sendo assim, cepas resistentes podem surgir como resultado do uso
persistente de pesticidas que matam individuos com alelos suscetiveis e ndo matam

aqueles gue possuam alelos resistentes (Braga and Valle, 2007b).

[ Inseticida ’ [ Inseticida ’

Figura 10. Resisténcia a inseticidas ocorre por um processo natural e ndo devido ao efeito
de produtos quimicos. A direita, dose indicada do fabricante de inseticidas controla populagéo
suscetivel; a esquerda, por mais que aumente a dosagem do inseticida, os individuos
naturalmente resistentes ndo morrem e acabam prevalecendo numa populacdo susceptivel.

O surgimento de caracteristicas genéticas diferentes pode ser atribuido a uma
intensa pressdo seletiva na qual acelera o processo evolutivo populacional (Braga and
Valle, 2007b), alem da biologia dos vetores, que geralmente possuem ciclo de vida
curto e prole abundante (Hemingway and Ranson, 2000).

A reducéo da sensibilidade aos inseticidas pelos insetos pode ser causada por quatro
mecanismos de resisténcia: 1- alteragcbes comportamentais; 2- mudangas no

exoesqueleto que dificultam a penetracdo de inseticida no organismo; 3- mutacdes nas
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moléculas alvo do inseticida, no sistema nervoso central, que dificultam sua interacéo; e
4- aumento da capacidade do individuo de detoxificar o inseticida, por meio de enzimas
naturalmente desintoxicantes (resisténcia metabdlica) (Hemingway and Ranson, 2000,
Valle et al., 2015).

O sitio-alvo dos inseticidas neurotoxicos € composto por moléculas especificas do
sistema nervoso muito estudadas. A insensibilidade do organismo dos insetos gera
modificag¢bes no sitio-alvo que impedem ou tornam menos eficientes as ligacdes com o
inseticida. Os inseticidas organofosforados e os piretroides, cujos alvos sao
respectivamente a acetilcolinesterase e canal de sddio regulado por voltagem, sdo as
classes de neurotdxicos mais utilizados no Brasil (Martins et al., 2009).

Estudos realizados sobre a disseminagdo de resisténcia ao temephos, um
organofosforado, em diferentes localidades do Brasil, mostrou que devido a grande
pressdo de controle do vetor Ae. aegypti nas Ultimas décadas, populacdes de campo ja
apresentam resisténcia a este composto. Caso ndo aja 0 restabelecimento da
suscetibilidade da populacdo destes vetores sobre o inseticida, muito em breve este
podera perder a sua eficacia (Braga et al., 2004, Lima et al., 2006; Montella et al.,
2007).

Segundo Martins et al., 2012, os mecanismos de resisténcia a organofosforados e
piretrdides podem causar acumulacéo de alelos com efeitos negativos sobre diferentes
processos bioldgicos, corroborando a hipotese de que a resisténcia a inseticidas esta
associada a um custo de aptidao elevado.

Outro mecanismo muito estudado, a chamada resisténcia metabdlica, € 0 aumento
da capacidade de metabolizacdo de inseticidas que leva a formacdo de produtos menos
toxicos. Esta pode ocorrer devido alteracBes na enzima existente tornando-a mais eficaz
na degradacdo dos inseticidas, ou pelos mecanismos reguladores, que aumentam a
producdo de enzimas ja disponiveis em insetos suscetiveis (Brogdon and McAllister,
1998).

As principais enzimas envolvidas na resisténcia metabdlica (metabolismo de
xenobidticos) sdo as de Fase 1, monooxigenases dependentes de citocromo P450 e
esterases; e as de Fase 2, glutationa S-transferases. As enzimas de Fase 1 atuam na fase
inicial da detoxificagdo reconhecendo e atuando diretamente sobre o inseticida. Estas
adicionam um grupo polar reativo na molécula, seja por oxidacdo (monooxigenases) ou
adicdo de agua (esterases) o que da origem a substrato para as enzimas de Fase 2

(glutationas S-transferases), que sdo responsaveis pela transferéncia de moléculas para o
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substrato contribuindo para sua solubilizacdo (Braga and Valle, 2007b; Buss et al.,
2002; Figueira-Mansur et al., 2013).

As enzimas Monooxigenases dependentes de citocromo P450, séo associadas com
0 metabolismo oxidativo aumentado, considerado como o principal mecanismo de
resisténcia para quase todas as classes de inseticidas (Scott, 1999), inclusive para os
IGRs. As esterases ou hidrolases sdo enzimas que catalisam a reacdo de hidrolise
(Brogdon and McAllister, 1998). Ja as glutationa S-transferases (GST), sdo enzimas
multifuncionais que detoxificam um grande nimero de xenobiéticos (Hemingway and
Ranson, 2000).

Nos IGRs, mesmo atuando de maneira diferente dos tradicionais inseticidas,
também foram detectados indicios de resisténcia em insetos sobre esses compostos
(Brogdon and McAllister, 1998). Foi identificado que as monooxigenases podem
fornecer resisténcias aos IGRs inibidor da sintese de quitina, diflubenzuron, em larvas
de moscas de ovelhas (Kotze et al., 1997), assim como ao analogo do hormonio de
crescimento, pyriproxyfen, em moscas domésticas (Cerf and Georghiou, 1974; Zhang et
al., 1998).

A variedade de opcdes de mecanismos pode ocasionar resisténcia a mais de um
inseticida, sendo da mesma classe ou nédo, esse fendmeno é chamado de resisténcia
cruzada. O registro de populac6es de insetos com diversos mecanismos de resisténcia a
varios produtos simultaneamente, devido o uso de diversos inseticidas, é conhecido
como resisténcia multipla (Valle et al., 2015).

A resisténcia a produtos convencionais e o potencial desenvolvimento de
resisténcia a IGRs indicam a necessidade da ampliacdo do conhecimento e manipulacao
dos fatores que podem retardar a evolucdo da resisténcia, pelos programas de controle
de vetores (Resende and Gama, 2006; Braga and Valle, 2007b).

As alternativas para retardar a evolucdo da resisténcia e permitir a reposicdo de
individuos suscetiveis sdo simples, basta priorizar o controle mecanico, evitar 0 uso
continuo de inseticidas ou realizar rodizio destes que possuam mecanismos de acdo
diferentes (Valle et al., 2015).

Estes compostos utilizados no controle de vetores de doengas, como os larvicidas,
eventualmente sdo usados nos espacos urbanos. No entanto, também podem chegar ao
meio aquatico pelo escoamento superficial e infiltracdo no solo, embora tendo diluicdo

de seu conteudo (Valle et al., 2015). Essa contaminagdo pode ocorrer, por exemplo, por
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enchentes causadas pelas chuvas colocando em risco 0s organismos aquaticos que ali

habitam e que ndo s&o alvos destes produtos (Glover et al., 2007).

1.6 Organismos nédo-alvos

A preocupagdo com a seguranca humana e ambiental com a contaminagdo quimica
nos efluentes tém gerado grandes discussOes, e uma metodologia indicada para uso
global para avaliar tais impactos é o Teste de Toxicidade em Embrides de Peixes — FET
(Fish Embryo Toxicity Test) (Embry et al., 2010). Este teste tem como objetivo a
observacdo dos efeitos causados por compostos quimicos disponiveis nos efluentes,
sobre organismos aquaticos ndo-alvos (Nagel, 2002).

Os embrides de peixe-zebra (Danio rerio) (Figura 11) tém sido muito utilizados por
diversos paises para a realizacdo de teste de toxicidade que procuram avaliar impactos
que possam ser gerados por componentes quimicos do petroleo, agrotoxicos, herbicidas
e inseticidas (Alves et al., 2017; Nakagome et al., 2007, Rodrigues, 2007; Thellmann et
al., 2017).
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Figura 11. Desenvolvimento embrionario de D. rerio desde a primeira célula até o periodo
de 72 horas pos-fertilizagdo. O desenvolvimento completo leva aproximadamente 96 horas.
Adaptado de: Kimmel, Ballard et al. 1995.

O peixe-zebra (Figura 12) € um teleosteo pertencente a familia Cyprinidae, possui
tamanho entre 3-5 cm, crescimento rapido e sua maturidade sexual ocorre por volta de

trés meses. Esta espécie dentre os vertebrados-modelo € a que apresenta menor custo de
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manutencdo e menor esfor¢co para manté-las saudaveis no laboratério. Uma fémea
consegue depositar entre 50-200 ovos por dia, em condigdes ideais, tendo fecundagéo
externa (Hill et al., 2005).

cérebro

ouvido

-

. Segmentos
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Figura 12. Estagio larval do peixe zebra com 96 horas de desenvolvimento pds-oviposi¢ao
com descricao de suas principais caracteristicas morfologicas. Adaptado de: Silva 2015.

O D. rerio teve seu genoma sequenciado permitindo que diversos estudos genéticos
fossem desenvolvidos (Stern and Zon, 2003). Seu genoma possui alto grau de
similaridade com os genomas de humanos e de camundongos. Pesquisas relacionadas
com genes humanos séo cada vez mais desenvolvidas utilizando este modelo (Barbazuk
et al., 2000). Segundo Sant'/Anna, 2009, esta espécie de peixe, quando exposto a
produtos quimicos pode ser capaz de absorver de forma rapida os compostos presentes
na dgua e desta forma acumula-los em diversos tecidos como figado e o cérebro.

Estudo utilizando peixe-zebra como modelo mostrou efeitos de agrotoxicos sobre o
crescimento e alteracdes histopatoldgicas nas branquias destes organismos. AS
alteracdes histoldgicas estavam relacionadas a proliferacdo celular, dilatacdo de
capilares, deslocamento de epitélio branquial, além de aneurismas e fusdo de lamelas
(Rodrigues, 2007).
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De acordo com Nakagome et al., 2007, agrotoxicos, herbicidas e inseticidas, em
concentragfes proximas das usadas em campo apresentam acéo tdxica sobre organismo
ndo-alvo, como foi visto no estudo realizado com o peixe D. rerio.

O modo de acéo dos inseticidas é responsavel pela sua toxicidade no meio aquatico
em organismos nado-alvo, tais como peixes e anfibios. Estes organismos sdo mais
sensiveis aos inseticidas neurotoxicos, que contém substancias artificiais. Embora a
maioria dos IGRs sejam poucos ou ndo toxicos para os peixes, ja foi visto que o inibidor
da sintese de quitina, diflubenzuron, sobre peixe zebra e truta ttm CL50 <1 mg / L
(Sanchez-Bayo, 2012).

Considerando-se que ac¢Oes antropicas tém contribuido para a degradacdo ambiental
e resultado em eventos como o aumento de arboviroses transmitidos por vetores,
informacBes adquiridas ao longo deste estudo irdo contribuir para o melhor
entendimento da prevaléncia do Ae. aegypti na cidade de Macaé, efeito do IGR em
organismos nao-alvo e ainda auxiliar politicas publicas quanto a tomadas de decisdes

sobre controle e manejo do vetor.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Estudar os fatores que contribuem para frequéncia de mosquitos culicideos nos bairros

Lagomar e Praia do Pecado em Macaé.

2.2. Objetivos especificos
(A) Coletar e identificar ovos e larvas de mosquitos no Lagomar, Praia do Pecado e na
Lagoa Imboassica;
(B) Analisar a influéncia de fatores abidticos (pluviosidade, temperatura, umidade) com
medicOes realizadas pelo INMET sobre a dindmica populacional;
(C) Mapear a distribuicdo dos culicideos ao longo dos bairros estudados;
(D) Realizar bioensaios com larvicidas utilizados atualmente pelo municipio em

organismos alvos e ndo-alvos.
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3. PERGUNTA1

Tendo em vista diferencas entre as condi¢Ges socioambientais entre os bairros, Lagomar
e Praia do Pecado, existe diferenca entre a prevaléncia das espécies de mosquitos?
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4. METODOLOGIA

4.1 Area Experimental

O estudo foi realizado no municipio de Macaé (Figura 13) localizado ao Norte do
Estado do Rio de Janeiro. Foram selecionados dois bairros para a realizacdo deste
estudo: Lagomar, escolhido devido a avaliacdo de seus altos indices entomoldgicos
encontrados no LIRAa (Levantamento de indice Rapido para Ae. aegypti) realizado
pelo Centro de Controle de Zoonoses de Macae€; e Praia do Pecado que contém baixos
indices entomologicos, porem sempre ha alagamentos devido ao transbordamento da

Lagoa Imboassica em épocas de chuva.

Google earth

Figura 13. Mapa indicando a localizagdo dos bairros estudados, Lagomar e Praia do
Pecado em azul, no municipio de Macaé em rosa. Imagem modificada a partir do Google
earth.
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4.2 Coletas nos bairros (ovitrampas)

As coletas nos bairros, Lagomar e Praia do Pecado foram realizadas nos meses:
Julho/2015 (periodo considerado de seca), mar¢o/2016 (periodo de chuva), julho/2016
(periodo de seca) e outubro/2016 (periodo de chuva). Utilizaram-se 10 armadilhas para
captura de ovos (ovitrampas) que foram instaladas em imoveis proximos a corpos
hidricos no bairro Lagomar (Figura 14) e no bairro Praia do Pecado (Figura 15). A
localizagdo dos pontos das coletas foi feita através do registro de coordenadas
geograficas no local dos imdveis onde foram instaladas as armadilhas, utilizando-se o
GPS da marca Garmin e modelo etrex 20x. Ovitrampas sdo armadilhas capazes de
fornecer dados Uteis sobre a distribuicdo espacial e temporal (sazonal) dos mosquitos

numa determinada regido (Braga and Valle, 2007cb).

Google Earth

Figura 14. Mapa indicando a localizacdo dos pontos de coletas no bairro Lagomar
associados aos corpos hidricos. Os balGes vermelhos, numerados de um a dez, indicam os
pontos de coletas; e os apontadores em amarelo indicam os corpos hidricos do bairro: Canal
Macaé — Campos; brejos; Lagoa dos Patos (local assim denominado pelos moradores) e um
brago da Lagoa Cabitnas. Imagem modificada a partir do Google earth.
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Figura 15. Mapa indicando a localizagdo dos pontos de coletas no bairro Praia do Pecado
associados aos corpos hidricos. Os balGes vermelhos numerados de um a dez indicam os
pontos de coletas e os apontadores em amarelo indicam os corpos hidricos do bairro: Lagoa
Imboassica e braco da lagoa. Imagem modificada a partir do Google earth.

As ovitrampas constituiram-se de potes de plastico preto (11cm de diametro por
11cm de altura) contendo agua limpa, uma palheta de madeira parcialmente mergulhada
na 4gua e presa na borda por um elastico (Figura 16). As armadilhas ficaram expostas
nos imoveis por sete dias, apos este periodo foram retiradas e verificadas presengas de

larvas e pupas em seu interior.

PE
SQUISA DE MESTRADO (PPGCIAC-NUPEM/UFRI)

MMADILIA PARA COtETA DE OVOR 5O MOSRATE
LCUIUCIO AL | Aw s e gymes)

FAVOR A s

Figura 16. Armadilha para captura de ovos de mosquitos (ovitrampa). Estes tipos de
armadilhas sdo capazes de fornecerem dados Uteis sobre a distribui¢do espacial e sazonal dos
mosquitos numa determinada regido.
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As larvas encontradas foram coletadas e fixadas em alcool 70% e juntamente com
as palhetas foram levadas ao LICM (Laboratério de Ciéncias Morfofuncionais) do
NUPEM/UFRJ. No laboratério as larvas foram identificadas, as paletas feitas a
verificacdo de presenca ou auséncia de ovos e ainda a quantificacdo destes. A
quantidade dos ovos coletados juntamente com a marcacdo da localizacdo das
coordenadas geograficas dos locais das coletas integrou o banco de dados usados para a
montagem dos mapas de densidade de ovos.

O mapa de Kernel € muito utilizado na area da saude, principalmente na
epidemiologia, pois tem como objetivo identificar &reas com maior densidade de
eventos ou concentracdo de casos suspeitos de doencas, como por exemplo, a dengue
(Pimenta-JR, 2015). Para a montagem do mapa foi necessario calcular a estimativa de
Kernel (Brasil, 2007) com um raio de influéncia de 500m para o bairro Lagomar e de
100m para Praia do Pecado. O programa ArcGis 10.1 foi utilizado para montar os
mapas elaborados pela Dra. lzabel Cristina dos Reis do Nosmove/Fiocruz-
LATHAMA/IOC-Fiocruz.

4.3 Fatores Abioticos

Os dados de fatores abioticos investigados (temperatura, pluviosidade e umidade
relativa do ar) foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) de
acordo com as datas das coletas dos bairros Lagomar e Praia do Pecado. Foi
confeccionada uma tabela contendo os dados abidticos e a quantidade dos ovos
coletados nas ovitrampas com objetivo de analisar uma possivel correlagdo entre esses

dados.

4.4 Dados do Centro de Controle de Zoonoses (CC2Z)

Foram realizadas andlises quanto ao banco de dados contendo as informacdes do
Levantamento Répido de indice para Ae. aegypti (LIRAa) desde Janeiro de 2011 até
Outubro de 2016.

Os LIRAas foram realizados a cada dois meses pelos Agentes de Combate as

Endemias do CCZ, nas areas (bairros) do municipio de Macaé. Neste levantamento
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apenas larvas de Ae. aegypti foram identificadas, pois contabiliza-se 0 nimero de focos
e de residéncias para se chegar ao indice entomoldgico.

O indice de Breteau mede a razdo do numero de recipientes positivos para cem
casas pesquisadas. E usado na estimativa da densidade da espécie alvo. Outra forma de
medir ¢ o Indice de Infestagdo Predial (11P), neste mede-se a positividade do Ae. aegypti
em areas urbanas a partir da coleta de larvas, uma vez que calcula o percentual de casas
infestadas pela larva do mosquito (Gomes, 1998). Os valores destes indices sdo
definidos como < 1% considerado satisfatorio, de 1 a 3,9% alerta e > 3,9% considerado
risco de epidemia. A quantidade de larvas coletadas no imdvel ndo é necessariamente

contabilizada, o importante ¢é detectar se o foco coletado € positivo (Ae. aegypti) ou ndo.

4.5 Coletas na Lagoa Imboassica

As coletas foram realizadas nos meses de Agosto e Dezembro do ano de 2015, e
Abril e Julho de 2016. Os pontos das coletas dentro da Lagoa Imboassica estéo
associados as moitas de Tifas e Gigogas, onde h& pontos de recebimento de efluentes
domeésticos e ou industriais.

Foram utilizados seis pontos (Figura 17), um utilizado como controle por estar
afastado do recebimento de esgoto vindo da area urbana e cinco préximos a area urbana,

tendo grande fluxo de esgoto.

Figura 17. Mapa indicando a localizacdo dos pontos de coletas na Lagoa Imboassica. Os
pontos das coletas estdo associados as moitas de Tifas e Gigogas, plantas aquaticas, onde ha
pontos de recebimento de efluentes domésticos e ou industriais, balGes vermelhos; e o ponto
controle, baldo azul, por estar mais afastado da area urbana e de emissdes diretos de efluentes.
Imagem modificada a partir do Google earth.
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As larvas e pupas coletadas com auxilio de uma concha entomoldgica e de pipeta
pasteur foram fixadas em alcool 70 %. Todo material coletado foi levado para

identificacdo no LICM.

4.6 ldentificacdo do material coletado em campo

As paletas retiradas das ovitrampas, obtidas das coletas nos imdveis, foram
analisadas individualmente na lupa Olympus SZ2-LGCL para a quantificacdo dos ovos,
caso estivessem presentes. Aquelas contendo ovos foram colocadas em estufa BOD a
28°C em bandejas pléasticas contendo 1,5 litros de agua destilada e 1,0g de comida para
camundongo macerada (Bio Base Alimentacdo Animal Ltda), por aproximadamente 3
dias para que ocorresse a eclosdo e desenvolvimento larval, até o instar de L3. Neste
instar, as larvas foram montadas em laminas sob o microscopio éptico Nikon modelo
80i e identificadas. As larvas e pupas coletadas dentro da Lagoa Imboassica também
foram identificadas conforme descrito anteriormente. Para identificacdo dos espécimes
foram utilizadas chaves dicotdmicas contidas em Consoli and Oliveira, 1994, Forattini,
1965, Forattini, 1996 e Pinho, 2008.

Apdbs serem identificadas, as larvas da espécie Ae. aegypti coletadas em campo
foram utilizadas para a realizacdo de bioensaios com larvicidas e alguns espécimes

fotografados com auxilio da lupa Leica M205.

31



5. RESULTADOS

5.1 Coletas nos bairros (ovitrampas)

O objetivo das coletas utilizando ovitrampas foi verificar a presenca de espécies de
culicideos, quantidade de ovos e dispersdo nos bairros. A partir dos dados obtidos
buscou-se observar, por meio de mapas, as areas nos bairros com maior densidade de
ovos do vetor.

As coletas realizadas neste estudo levaram a um total amostral de 2.149 ovos, sendo
coletados no bairro Lagomar 1.537 ovos, enquanto Praia do Pecado 612 ovos (Figura
18). As coletas ocorreram nos seguintes meses: julho/2015, margo/2016, julho/2016 e
outubro/2016.
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Figura 18. Quantidade de ovos coletados em cada bairro estudado. O Lagomar (barra preta)
apresentou 1.537 ovos, enquanto Praia do Pecado (barra branca) 612 ovos.

A seqguir, os dados da tabela 1 sdo da ocorréncia de ovos das ovitrampas do bairro
Lagomar. Foi verificada a ocorréncia em todas as quatro coletas, porém o periodo de
seca, referente aos meses de Julho/2015 e Julho/2016, foi o que mais apresentou,
totalizando 822 ovos. Ja o periodo de chuva, meses de mar¢o e outubro de 2016,

apresentou uma quantidade de 715 ovos (Figura 19).
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Tabela 1. Quantidade de ovos coletados no bairro Lagomar nos periodos de seca e
de chuva.

Pontos [Seca_julho2015 |Chuva_mar¢o2016 [Seca_julho 2016 |[Chuva_outubro2016
1 60 73 19 86
2 0 61 0 0
3 350 57 32 17
4 28 39 0 78
5 130 0 0 0
6 0 70 132 76
7 0 12 0 Perdi*
8 0 5 0 0
9 0 75 60 0
10 11 66 0 0

*Qvitrampa ndo verificada por motivo de extravio.
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Figura 19. Distribuicdo de ovos coletados nos periodos de seca (barra preta) e chuva
(barra branca) no bairro Lagomar. O periodo de seca foi 0 que mais apresentou ovos, tendo
822 ovos; j& o periodo de chuva teve 715 ovos.

33



As analises realizadas usando o estimador de Kernel para o Lagomar, considerando
um raio de 500m, forneceram dados para a montagem do mapa Kernel, onde foi
possivel se identificarem areas de baixa, média e alta densidade de ovos de culicideos
por sazonalidade. O Periodo de seca referente a0 més de julho/2015, foi observado
maior ocorréncia de ovos em trés pontos bem distantes, sendo o ponto 3 (proximo ao
Canal Campos-Macaé) verificado alta densidade e o ponto 5 (local do terreno da UFRJ
onde possui uma &rea de brejo) tendo uma média densidade de ovos (Figura 20 A). No
periodo de chuva, marco/2016, verificou-se grande dispersdo de ovos ao longo do
bairro, ndo tendo nenhum ponto considerado alto (Figura 20 B). Na segunda coleta de
seca, més de julho/2016, foi visto que o ponto 6 (localizado préximo a praia) apresentou
uma estimativa média de ovos (Figura 20 C). Na segunda coleta do periodo de chuva,

outubro/2016, foi vista baixa densidade de ovos (Figura 20 D).
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Figura 20. Mapas indicando & localizagdo do Lagomar, pontos das coletas, a dispersédo e areas com maior densidade de ovos no bairro (Mapas de
Kernel). Os periodos de secas apresentaram valores entre baixo, médio e alto de aglomeragdes de ovos; ja os periodos de chuvas apresentaram valores entre
baixo e médio. A) Periodo de seca referente a0 més de julho/2015, com maior ocorréncia de ovos em trés pontos distantes, sendo no ponto 3 (proximo ao
Canal Campos-Macaé) verificado uma alta densidade e o ponto 5 (local do terreno da UFRJ onde possui uma area de brejo) tendo uma média densidade de
ovos. B) Periodo de chuva referente ao més de marco/2016, com grande dispersdo de ovos ao longo do bairro, porém sem altas densidades. C) Periodo de
seca, julho/2016, o ponto 6 (localizado proximo a praia) apresenta uma estimativa média de ovos. D) Periodo de chuva, outubro/2016, com baixa densidade de

0oVvos.
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No bairro Praia do Pecado, a ocorréncia de ovos nas armadilhas esta disponivel na
tabela 2. Foi verificado que a maior ocorréncia de ovos se deu no periodo de chuva,
meses de marg¢o/2016 e outubro/2016, tendo um total de 429 ovos. Ja no periodo de seca
foram coletados apenas 183 ovos, ressaltando a auséncia de ovos no més de julho/2016
(Figura 21).

Tabela 2. Quantidade de ovos coletados no bairro Praia do Pecado nos periodos de
seca e chuva.

Pontos [Seca_julho2015 |Chuva_mar¢o2016 [Seca_julho 2016 |Chuva_outubro2016
1 0 106 0 25
2 0 26 0 4
3 167 13 0 0
4 16 88 0 0
5 0 47 0 0
6 0 0 0 Perdi*
7 0 0 0 67
8 0 0 0 26
9 0 0 0 0
10 0 27 0 Perdi*

| 13 | s7 | o | 12 |

*Qvitrampa ndo verificada por motivo de extravio.

36



Praia do Pecado
500~

4004

300+

Ovos

200+

1004

Periodo

Figura 21. Distribuico de ovos coletados nos periodos de secas (barra preta) e chuvas
(barra branca) no bairro Praia do Pecado. Neste bairro observa-se que a quantidade de ovos
nos periodos de secas é inferior a 200, enquanto que nos periodos de chuvas é superior a 400
0VO0S.

Para o bairro Praia do Pecado também foram feitas anélises usando o estimador de
Kernel, considerando um raio de 100m, para identificar areas de baixa, média e alta
densidade de ovos de culicideos. O Periodo de seca, julho/2015, foi observado alta
densidade de ovos no ponto 3 (ponto localizado dentro de uma obra de prédio) (Figura
22 A). No periodo de chuva, mar¢o/2016, foi identificado alta densidade nos pontos 1 e
3, tendo grande dispersdo de ovos no bairro (Figura 22 B). Periodo de chuva referente
ao més de outubro/2016 mostrou pontos com densidade de ovos entre baixa e média
(Figura 22 C). Relembrando a auséncia de ovos nas ovitrampas no periodo de seca em
julho/2016.
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Figura 22. Mapas indicando a localizacdo do bairro Praia do Pecado, pontos das coletas, a disperséo e areas com maior densidade de ovos (Mapas de
Kernel). A) Periodo de seca, més de julho/2015, com alta densidade de ovos no ponto 3 (ponto localizado dentro de uma obra de prédio). B) Periodo de chuva
referente a0 més de margo/2016, tendo alta densidade nos pontos 1 e 3, com grande dispersdo de ovos no bairro. C) Periodo de chuva, outubro/2016, pontos
com densidade de ovos entre baixa e média. Em julho/2016, periodo de seca, nao foi registrado a presenca de ovos nas ovitrampas.
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As larvas eclodidas dos ovos coletados nas ovitrampas foram identificadas como
Ae. aegypti e Ae. albopictus. A primeira coleta ocorrida no periodo de seca, julho/2015,
ambos os bairros apresentaram apenas a espécie Ae. aegypti (Figura 23 A e B). No
periodo de chuva, mar¢o/2016, os bairros apresentaram as duas espécies. Embora o
Lagomar tenha apresentado mais pontos contendo Ae. albopictus (Figura 23 C) do que
Praia do Pecado (Figura 23 D), a quantidade de pontos contendo Ae. aegypti foi igual
pra ambos. Dos 243 ovos coletados em julho/2016, periodo de seca, no Lagomar,
apenas uma larva de Ae. aegypti eclodiu (Figura 23 E), ressaltando que estes foram
colocados para eclodir seis meses apos a coleta. E referente a este mesmo periodo, Praia
do Pecado, ndo teve ocorréncia de ovos (Figura 23 F). Na ultima coleta realizada,
periodo de chuva, em outubro/2016 ambos os bairros apresentaram as espécies do
género Aedes (Figura 23 G e H). Destaca-se que nos periodos chuvosos, ambos os
bairros apresentaram as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus e em alguns pontos

ocorreu uma sobreposicdo entre essas espécies.
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Figura 23. Registro da presenca dos vetores de doencas, Ae. aegypti e Ae. albopictus, em grande parte das coletas realizadas nos
bairros Lagomar e Praia do Pecado. Foram identificadas vinte larvas dos ovos eclodidos de cada palheta. A) Lagomar no periodo de
seca, julho/2015, cinco pontos apresentaram individuos da espécie Ae. aegypti. B) Praia do Pecado no periodo de seca, julho/2015,
contendo Ae. aegypti em apenas dois pontos. C) Predominio da espécie Ae. albopictus em sete dos dez pontos coletados, no periodo de
chuva, mar¢o/2016, no Lagomar. D) Predominio de Ae. aegypti no periodo de chuva, mar¢o/2016, Praia do Pecado. (E) Em destaque, o
Lagomar, no periodo de seca, julho/2016 teve a eclosdo de apenas uma larva de Ae. aegypti dos 243 ovos coletados. (F) Auséncia de ovos
no periodo de seca, julho/2016, na Praia do pecado. (G) e (H) Presenca de Ae. aegypti em todos os pontos que foram coletados ovos, em
ambos os bairros no periodo de chuva, outubro/2016.
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5.2 Fatores Abidticos

As médias dos dados abidticos da cidade de Macaé nos meses em que as coletas

foram realizadas estéo disponiveis na tabela 3.

Tabela 3. Dados abioticos da cidade de Macaé referente aos meses de coletas nos

bairros.
Localidade |Periodo Més/Ano Temperatura do ar (C°) |Umidade Relativa (%) |Pluviosidade (mm)
Seca Julho de 2015 21.9 79 0.0
MACAE | Chuva | Marco de 2016 26.0 80 0.1
Seca Julho de 2026 21.1 75 0.0
Chuva |Outubro de 2016 22.5 79 0.1

Dados abidticos fornecidos pelo INMET. Tabela organizada por Alvarenga, A. S., 2016.

A seguir, os dados de temperatura, umidade e pluviosidade, na qual as medicoes

foram realizadas uma semana antes, no dia e uma semana ap6s a instalacdo das

armadilhas estdo disponiveis na tabela 4.

Tabela 4. Dados abioticos referentes ao dia da instalagdo das ovitrampas nos
bairros e a quantidade de ovos obtidos.

Bairro Periodo Data Coleta Temperatura do ar (C°) | Umidade Relativa (%) | Pluviosidade (mm) | Ovos Coletados

23/07/2015 19.7 85 0.0

Seca Uma semana antes 22.1 77 0.0 579
Uma semana depois 21.2 87 0.1
04/03/2016 26.8 73 0.0

Chuva Uma semana antes 27.1 76 0.1 458
Lagomar Uma semana depois 26.9 75 0.0
20/07/2016 18.3 79 0.0

Seca [Umasemana antes 21.3 69 0.0 243
Uma semana depois 20.5 77 0.0
19/10/2016 25.4 77 0.0

Chuva Uma semana antes 25.5 73 0.0 257
Uma semana depois 23.7 81 0.0
31/07/2015 22.1 82 0.0

Seca Uma semana antes 21.5 87 0.1 183
Uma semana depois 21.9 76 0.0
02/03/2016 24.8 83 0.0

Chuva Uma semana antes 27.5 77 0.1 307
Praia do Pecado Uma semana depois 26.3 78 0.0
27/07/2016 23.9 66 0.0

Seca Uma semana antes 20.5 77 0.0 0

Uma semana depois 20.8 75 0.1
19/10/2016 25.4 77 0.0

Chuva Uma semana antes 25.5 73 0.0 122
Uma semana depois 23.7 81 0.0

Dados abioticos fornecidos pelo INMET. Tabela organizada por Alvarenga, A. S., 2016.
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5.3 Dados do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) — LIRAa

Os indices de infestacdo predial (percentual de casas infestadas por larva do
mosquito) calculados no LIRAa, entre janeiro de 2011 e outubro de 2016, do Municipio
de Macae estao disponiveis na tabela 5. Em vermelho destaca-se 0 més de janeiro/2014

onde o municipio teve indice de 4,0 considerado de risco de epidemia de dengue.

Tabela 5. Indices do LIRAa dos meses entre janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
Municipio de Macae.

- 1,6

JANEIRO 1,8 - 2,3 =
MARCO 1,8 0,7 3,8 2,1 3,1 -
MAIO 1,3 2,0 2,8 - 2,5 1,4
JUNHO = = = 2,3 = =
JULHO = = = = = 0,8
AGOSTO 0,2 = 1,4 1,4 = =
OUTUBRO 0,7 1,2 1,8 1,7 2,6 1,0

Fonte: Centro de Controle de Zoonoses de Macaé — Tabela organizada por Alvarenga,
A. S, 2016.

A tabela 6 demonstra os indices de infestacdo predial do bairro Praia do Pecado, no
mesmo periodo que do municipio de Macaé. Vale ressaltar que este bairro desde janeiro
de 2011 até a ultima campanha realizada em outubro de 2016, nunca entrou em estado

de risco epidémico.
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Tabela 6. Indices do LIRAa dos meses de janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
bairro da Praia do Pecado.

MiEs/ANO mmm 2014 mm

JANEIRO

MARCO 2,1 1,4 1,7 0,4 0,0 -
MAIO 0,2 0,5 3,7 - 0,0 0,0
JUNHO - - - 0,4 - -
JULHO - - - - - 0,0
AGOSTO 0,0 - 0,4 0,4 - ;
OUTUBRO 1,2 0,0 0,4 - 0,0 0,4

Fonte: Centro de Controle de Zoonoses de Macaé — Tabela organizada por Alvarenga,
A. S, 2016.

Os indices do LIRAa para o Lagomar (Tabela 7) entre os anos de 2011 e 2016
mostram que por trés vezes, destacado em vermelho, este bairro ficou em risco

epidémico com indices igual ou acima de 3,9%.

Tabela 7. Indices do LIRAa dos meses de janeiro de 2011 a outubro de 2016 do
bairro Lagomar.

MARCO 0,9 0,5 3,2 2,8 3,1 -
MAIO 2,3 2,6 - 3,2 2,7
JUNHO = = = - = -
JULHO = = = = = 1,0
AGOSTO 0,7 = 3,2 0,7 = =
OUTUBRO 0,9 2,3 2,5 - 2,6 1,6

Fonte: Centro de Controle de Zoonoses de Macaé — Tabela organizada por Alvarenga,
A.S., 2016.
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5.4 Coletas na Lagoa Imboassica

Os pontos dentro da lagoa que mais apresentaram espécimes de mosquitos
coletados foi 0 1, proximo ao bairro Praia do Pecado e os pontos 3, 4 e 5, proximos ao
Mirante da Lagoa. Estes pontos estavam localizados proximos a lancamentos de esgoto
na lagoa. Os individuos coletados pertencem a familia Culicidae, porém ndo sdo
integrantes do género Aedes.

5.5 Identificacd@o das espécies coletadas

As larvas oriundas dos ovos coletados nas ovitrampas apresentaram caracteristicas
morfolodgicas localizadas na regido do torax e no oitavo segmento abdominal que foram
determinantes para as suas identificacdes. As larvas pertencem a familia Culicidae, ao
género Aedes e as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus.

Conforme as chaves dicotomicas e bibliografias consultadas, as larvas eclodidas
dos ovos coletados nas ovitrampas identificados como Ae. aegypti apresentaram na
regido anterior quatro espiculas latero-toracicas quitinizadas (Figura 24 A e B); na
regido posterior, cela incompleta no I6ébulo anal e uma fileira linear de escamas
contendo trés espinhos bem definidos, no oitavo segmento abdominal (Figura 24 C e D)
(Alencar, 2008; Consoli and Oliveira, 1994).
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Figura 24. Caracteristicas morfoldgicas determinantes para identificacdo da larva de Ae.
aegypti. A) Regido anterior, composta por cabeca e térax, em destaque tem-se uma espicula
latero-toracica quitinizadas. B) Em maior destaque a espicula latero-toracica quitinizadas. C)
Regido posterior, apontado com a seta tem-se a cela incompleta no l6bulo anal; e a fileira linear
de escamas no oitavo segmento abdominal indicada pela cabeca de seta. D) Em maior destaque
as escamas em fileira linear, contendo trés espinhos bem definidos, um longo com dentes
bilaterais. Fotos realizadas por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205.

A seguir, os espécimes identificados como Ae. albopictus, as larvas apresentaram
caracteristicas semelhantes ao Ae. aegypti, porém contendo pequenas diferencas
significativamente importantes para a identificacdo da espécie. Diferencas estas como as
reduzidas espiculas latero-toracicas quitinizadas presentes na regido do térax; na regiao
posterior, 0 oitavo segmento abdominal apresentando uma fileira linear de escamas,
com um Unico espinho longo, sem dentes laterais, apenas com pequena serrilha ou
franja nas bases laterais; e ainda cela incompleta no l6bulo anal (Figura 25) (Consoli
and Oliveira, 1994).
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Figura 25. Caracteristicas morfolégicas determinantes para identificacdo da larva de Ae.
albopictus. A) Regido anterior, composta por cabeca e térax, em destaque tem-se uma pequena
espicula latero-torécica quitinizadas. B) Em maior destagque a pequena espicula latero-toracica
quitinizada. C) Regido posterior, apontado com a seta & cela incompleta no I6bulo anal; e a
fileira linear de escamas no oitavo segmento abdominal indicada pela cabeca de seta. D) Fileira
linear de escamas contendo espinhos centrais contendo borda serrilhada. Fotos realizadas por
Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205.

Os espécimes coletados na Lagoa Imboassica foram identificados segundo as
chaves dicotbmicas pertencentes ao género Culex (Figura 26). As larvas identificadas
possuiam sifdo longo (4 ou 5 vezes o valor da largura basal), cerda 1-S constituida de 4
cerdas desenvolvidas (de comprimento igual ou maior que a largura do sifdo) (Consoli
and Oliveira, 1994).
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1mm

Figura 26. Larva pertencente a familia Culicidae e ao género Culex, coletada na Lagoa
Imboassica em pontos com recebimento de esgoto. A) Vista ventral. B) Em maior aumento,
83.7x, conjunto de escamas no oitavo segmento abdominal. Fotos realizadas por Alvarenga, A.
S. na Lupa Leica M205.

Algumas larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus eclodidas dos ovos coletados nas
ovitrampas foram deixadas atingir o estagio de pupas, para que fossem realizadas fotos
de suas principais caracteristicas morfoldgicas, juntamente com pupas de Culex
coletadas dentro da Lagoa Imboassica (Figura 27). Na extremidade distal do abdémen
das pupas, observa-se a presenca de um par de expansdes denominadas paletas
natatorias. Tais estruturas guiam a pupa nos seus movimentos. A margem externa destas
paletas natatorias possuem cilios que auxiliam para a identificacdo taxondmica, assim
como as cerdas localizadas no oitavo segmento abdominal (Alencar, 2008; Consoli and
Oliveira, 1994; Forattini, 1965).
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Figura 27. Caracteristicas morfologicas para identificacdo de pupas de Ae. aegyti, Ae.
albopictus e Culex. A) Ae. aegypti, vista ventral, em aumento de 19.6x. B) Em maior destaque a
regido posterior abdominal, em aumento de 90.8x, mostrando as cerdas multiplas no oitavo
segmento abdominal (seta) e as paletas natatdrias possuindo diminutos cilios (cabeca de seta).
C) Ae. albopictus, vista ventral, em aumento de 24x. D) Em maior destaque a regido posterior
abdominal, em aumento de 81.6x, destacando as paletas natatorias que possuem cerdas longas
(cabega de seta) e cerda unica ramificada no oitavo segmento abdominal (seta). E) Culex sp.,
vista ventral, em aumento de 19.3x. F) Em maior destaque a regido posterior abdominal, em
aumento de 65.5x, destacando as paletas natatorias que ndo possuem cilios (cabeca de seta) e
cerdas multiplas no oitavo segmento abdominal (seta) (Alencar, 2008; Consoli and Oliveira,
1994 ). Fotos realizadas por Alvarenga, A. S. na Lupa Leica M205.
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6. PERGUNTA 2

Os métodos de controle utilizados pelo Centro de Controle de Zoonoses em Macaé séo

eficientes para o controle do Ae. aegypti?
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7. METODOLOGIA

7.1 Bioensaios com os larvicidas diflubenzuron e pyriproxyfen sobre Ae. aegypti

Foram realizados bioensaios com dois diferentes larvicidas, Diflubenzuron PM
25% e Sumilarv® 0,5 G (Pyriproxyfen) da Sumitomo Chemical Company Ltd., doados
pelo Centro de Controle de Zoonoses de Macaé. Os testes foram feitos com espécimes
de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller obtidos da col6nia do laboratorio de Bioquimica
Hatisaburo Masuda do NUPEM/UFRJ e com espécimes coletados nos bairros.

Para a manutencéo da colonia de Ae. aegypti — Linhagem Rockefeller, foi realizada
diariamente a limpeza das gaiolas que se constituiram de potes de plastico (15cm de
didametro com 12cm de altura), limpeza da estufa (BOD) e verificada sua temperatura
(ajustada a 28°C). Para a alimentacdo dos mosquitos foi oferecida sacarose 10% contida
em frascos de plastico, renovada a cada 3 dias. Uma vez por semana, camundongos
(mantidos no Biotério de Experimentacdo com Roedores — BER do NUPEM/UFRJ)
cujo numero do protocolo de aprovacdo do CEUA para alimentacdo de mosquitos é
MACO002, foram acondicionados em telas (10cm x 10cm) e postos por
aproximadamente 30 minutos sobre as gaiolas dos mosquitos, para realizacdo do repasto
sanguineo pelas fémeas. Apds 72 horas a alimentacdo, palhetas de papel em potes de
plastico contendo agua foram colocadas dentro das gaiolas para que as fémeas fizessem
a oviposicao.

Para estimular a eclosdo dos ovos de Ae. aegypti obtidos da colénia e das
ovitrampas coletados nos bairros, bandejas foram postas na BOD a 28°C contendo 1,5
litros de &gua destilada e cerca de 1,0g de racdo para roedores macerada (Bio Base
Alimentacdo Animal Ltda) por aproximadamente 3 dias. Apos a eclosdo, 450 larvas
entre 2° e 3° estagio foram coletadas e reservadas para 0 UsO Nnos ensaios com 0S
larvicidas. A verificacdo da susceptibilidade de Ae. aegypti aos IGRs foi realizada de
acordo com as especificagdes dos fabricantes dos larvicidas testados.

Os ensaios com o larvicida diflubenzuron necessitou de uma solugdo mae que foi
preparada conforme indicado pela bula do produto. Foi necessario dissolver 0,3g do
produto em 100ml de &gua destilada. Em seguida realizadas as dilui¢cbes seriadas da
solucdo mée para se obterem as concentracfes de 0,075 pg/ml (0,1x a concentragdo

utilizada em campo); 0,75 pg/ml (1x concentracdo igual a concentracdo de campo) e 7,5
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pg/ml (10x a concentracdo utilizada no campo), considerando a recomendagdo do
fabricante de utilizar 1ml da solu¢do mé&e para cada litro de agua limpa.

Para os ensaios com o Sumilarv® 0,5 G (Pyriproxyfen) formulagdo granulada, o
fabricante recomenda utilizar 1,0g do produto para 500L de agua ou 0,1g em 50L. Em
seguida realizadas as diluicbes seriadas da solucdo mae para se obterem as
concentragdes de 0,01pg/ml (1x a concentragdo do campo); 0,1pg/ml (10x mais
concentrado que a concentracdo utilizada em campo) e 1pg/ml (100x mais concentrado
que a concentracdo utilizada em campo).

Foram distribuidas 30 larvas, entre 2° e 3° estagios, em copos descartaveis de
200ml, contendo 50 ml de agua destilada em triplicata, as concentragdes dos larvicidas
testados e ainda ragdo de camundongo triturada. As triplicatas do controle possuiam
apenas larvas, agua destilada e racao.

Os espécimes mortos, assim que observados, foram transferidos com auxilio de
uma pipeta pasteur de plastico para microtubos contendo alcool 70%. Todos os
espécimes imaturos, vivos e mortos, bem como a emergéncia de adultos foram
registrados diariamente. Apos o0s testes, larvas e pupas mortas fixadas em alcool 70%
foram fotografadas na lupa Leica M205.

Para a realizacéo destes testes foi utilizada a metodologia de bioensaios para larvas,
padronizados pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) (Resende and Gama, 2006). E
para a analise estatistica, as variaveis foram comparadas por meio de analise de
variancia (ANOVA), seguido do pos-teste de Bonferroni, para comparacdo da

mortalidade dos especimes entre as concentragdes com nivel de significancia p<0,05.
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7.2 Bioensaios com larvicida diflubenzuron sobre peixe-zebra (D. rerio)

Para a realizagdo deste ensaio foi utilizado o protocolo internacional do Teste de
Toxicidade em Embrides de Peixes (FET) (Figura 28). No dia anterior ao inicio do
experimento, ao final da tarde, tanques de desova (tamanho: 12 cm de altura; 17 cm de
comprimento; 1,13 cm de largura) foram postos dentro dos aquarios das matrizes.
Dentro dos tanques de desova foram utilizadas pedras (tipo: areia de quartzo; tamanho:
5-8 mm) como aparato estimulante; as pedras usadas sdo comumente comercializadas
como ornamentacdo para aquarios. O acasalamento e a desova aconteceram no dia
seguinte pela amanhd. Em seguida, os tanques foram retirados e a 4gua contida dentro
deles foi filtrada aglomerando os ovos, que foram colocados em uma placa petri
contendo um pouco de agua do aquario (Lammer et al., 2009). Em seguida, foram
levados para o LICM para serem observados e triados em fertilizados e nao fertilizados,
com auxilio da lupa Olympus SZ2-LGCL. Para o ensaio foram utilizados 100 ovos

fertilizados de peixe-zebra, sendo 20 por concentracéo.
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Figura 28. Esquema dos processos de realizagdo do ensaio de toxicidade utilizando
embrides de D. rerio. A) Coleta dos ovos; B) Separacéo entre fertilizados e ndo-fertilizados; C)
Distribuicdo de ovos fertilizados nas placas de 24 pocos contendo as solugdes testes e o
controle. Os ovos néo fertilizados séo descartados. Adaptado de Lammer et al., 2009, p. 198
(Silva, 2015).
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Para os ensaios realizados com o larvicida diflubenzuron, inibidor da sintese de
quitina em insetos, foi preparado uma solucdo mée, sendo dissolvido 0,3g do produto
em 100ml de meio salino E3. Em seguida, foram realizadas 5 dilui¢fes seriadas da
concentracdo mée para se obterem as concentrac@es de 0,075 pg/ml (0,1x concentragédo
de campo); 0,75 pg/ml (1x concentracdo igual a concentracdo de campo); 7,5 pg/ml
(10x mais concentrado que a concentragdo de campo); 75 pg/ml (100x mais
concentrado que a concentragdo de campo) e tomando por base a recomendacdo do
fabricante de utilizar 1ml da solucdo mée para cada litro de 4gua limpa ou do solvente
utilizado.

Foram utilizadas placas contendo 24 pocos onde os ovos fertilizados foram
distribuidos, sendo 20 por concentragdo e para o controle. Em seguida, colocado 2ml da
solucéo nos pocos contendo os ovos fertilizados e levados a estufa BOD a 28°C. A cada
24 horas foram realizadas as manutencdes dos pogos, realizando-se a troca do meio e

retirada dos embrides mortos.
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8. RESULTADOS

8.1 Bioensaios com os larvicidas diflubenzuron e pyriproxyfen sobre Ae. aegypti

Os testes realizados com os larvicidas Diflubenzuron e Sumilarv® 0,5 G
(Pyriproxyfen) utilizados atualmente pelo municipio de Macaé demonstram a eficiéncia
destes produtos no controle do mosquito Ae. aegypti conforme relatado pelo fabricante.

Nos bioensaios utilizando larvas de campo tratadas com o larvicida diflubenzuron
sob temperatura controlada de 28°C (Figura 29 A), a quase totalidade das larvas morreu
logo nos primeiros 5 dias em todas as concentragdes utilizadas; e o ultimo individuo
morreu 15 dias apds o inicio do tratamento, ndo realizando a metamorfose para o
estagio de pupa. Ja o ensaio realizado com Ae. aegypti da linhagem Rockefeller (Figura

29 B), as larvas morreram um pouco mais lentamente, tendo apenas metade nos

primeiros 5 dias e o restante com 10 dias.
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Figura 29. PopulacGes de campo e de laboratério de Ae. aegypti sdo susceptiveis aos efeitos
do diflubenzuron. Resultados de bioensaios com larvas de Ae. aegypti obtidas a partir de larvas
eclodidas de populacdes de campo e da linhagem Rockefeller, padrdo de laboratdrio. Foram
utilizadas as concentracdes de 0,075 pg/ml (0,1x a concentracdo recomendada para utilizacdo
em campo); 0,75 pg/ml (concentragdo recomendada para utilizagdo de campo) e 7,5 pg/mi
(concentracdo dez vezes maior que a recomendada para utilizagdo no campo). Nao houve
mortalidade larvar no controle (linha azul). O larvicida foi efetivo em todas as concentragdes
utilizadas tanto na populacdo de campo, quanto na de laboratdrio. A) Larvas de Ae. aegypti
coletados no campo. B) Larvas Ae. aegypti linhagem Rockefeller.
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As larvas tratadas com o larvicida diflubenzuron apresentaram aspectos em sua
morfologia diferente das larvas controle (Figura 30). As alteragdes identificadas foram:
escurecimento da regido da cabeca e do térax; aumento do nimero das cerdas que se
apresentaram mais delgadas e mais longas, como previamente descrito por Borges et al.,
2012).

CONTROLE

Figura 30. O larvicida diflubenzuron provoca alteragcdes morfoldgicas sobre larvas de Ae.
aegypti. A) Larva controle apresentando desenvolvimento normal de suas estruturas. Seta
apontando o térax e a cabeca de seta apontando a regido do abdémen. B) Larva tratada com
diflubenzuron apresentando caracteristicas diferentes da larva controle como pigmentacdo
escura na regido da cabega, torax e abddmen apontada pela seta.

O ensaio realizado com Sumilarv® 0,5 G (Pyriproxyfen), andlogo do horménio
juvenil, foi realizado apenas com Ae. aegypti da linhagem Rockefeller, pois ndo foram
coletados ovos de campo suficiente para realizar este ensaio. Os testes, em temperatura
controlada de 28°C, promoveram quase que a totalidade das pupas mortas em 15 dias
apo6s o tratamento (Figura 31). As concentracfes utilizadas apresentaram resultados

similares.
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Figura 31. Pupas de Ae. aegypti linhagem Rockefeller, padrdo de laboratdrio, séo
susceptiveis aos efeitos do larvicida Sumilarv® 0,5 G (pyriproxyfen). Este larvicida que é
um analogo ao HJ dos insetos, demonstrou ser eficaz para o controle de pupas, retardando o
desenvolvimento e causando consequentemente a sua morte. A concentracdo de 1ug/ml (100x o
uso em campo) levou as pupas a letalidade mais rapidamente, quando comparado as demais
concentracdes.

As larvas tratadas com pyriproxyfen realizaram metamorfose e atingiram o estagio
de pupa, que apresentaram alteracbes morfoldgicas. A pupa controle, do mesmo estagio
de desenvolvimento da pupa tratada, apresentou caracteristicas normais como coloragédo
clara e aspecto de virgula, como descrito por Consoli and Oliveira, 1994. J& as pupas
tratadas, ndo apresentaram o aspecto de virgula e desenvolveram pigmentacgdo escura na
regido do cefalotérax. Algumas pupas chegaram a romper o cefalotérax para emergir

para mosquitos (fase adulta), porém néo tiveram sucesso na metamorfose (Figura 32).

Figura 32. Efeito do larvicida Sumilarv® 0,5 G (pyriproxyfen) sobre pupas de Ae. aegypti
linhagem Rockefeller, em vista lateral com aumento de 19.8x. A) Pupa controle,
apresentando desenvolvimento e pigmentacdo normal tendo aspecto de virgula. B) Pupa tratada
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com o larvicida ndo desenvolveu aspecto de virgula, apresentando problemas na metamorfose
para emergéncia do adulto.

Analisando a mortalidade média das formas imaturas de Ae. aegypti, coletadas
no campo e da linhagem Rockefeller, e as concentracbes testadas dos larvicidas,
diflubenzuron e pyriproxyfen, foi visto que ndo houve diferenca significativa (p> 0,05)

na mortalidade dos espécimes tratados.

8.2 Bioensaios utilizando diflubenzuron sobre o peixe-zebra (D. rerio)

Foi observado que o larvicida diflubenzuron nas concentragdes de 0,075 pg/ml
(0,1x), 0,75 pg/ml (1x) e 7,5 pg/ml (10x) levou menos da metade dos embrides do
peixe-zebra a letalidade (Figura 33 A), porém aqueles que sobreviveram apresentaram
danos no seu desenvolvimento. J& na concentracdo de 75 pg/ml (100x) todos os

embriGes morreram com 48 horas de desenvolvimento pés-fertilizacdo (Figura 33 B).

R HER

Mortalidade

Mortalidade com 96 horas

0 24 48 72 96
Horas pés-tratamento

Concentragdes

Figura 33. Altas concentragdes de diflubenzuron levam a mortalidade de embrides de D.
rerio. A) Gréfico de colunas mostrando a mortalidade em embrides por concentragédo ao final do
teste. Na concentragdo de 75 pg/ml (100x mais o indicado para uso no campo) ha letalidade dos
20 embrides utilizados no teste. B) Gréfico de linhas mostrando a mortalidade dos embrides em
horas de desenvolvimento poés-tratamento. A concentracdo de 75 pg/ml (100x) matou a
totalidade dos embriGes nas primeiras 48h de desenvolvimento pos-tratamento.
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O controle negativo (Figura 34 A) apresentou embrides normais com 96 horas de
desenvolvimento pos-fertilizacdo, tendo a bexiga natatéria inflada e consumo normal do
vitelo, de acordo com o proposto por Kimmel et al., 1995. J& os embrides tratados com
o larvicida diflubenzuron, na concentracdo de 0,75 pg/ml (1x), dos 20 utilizados, 2
morreram e 10 apresentaram problemas para inflar a bexiga natatoria (Figura 34 B). E
os embrides de peixe-zebra tratados com o larvicida na concentragéo de 7,5 pg/mi
(10x), dos 16 sobreviventes, 9 apresentaram problemas no desenvolvimento como:
edema no pericardio, ma-formacao do cranio e da face, consumo irregular do vitelo e

bexiga natatdria ndo inflada (Figura 34 C).
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Figura 34. Embrides de D. rerio expostos ao larvicida diflubenzuron apresentaram danos
em sua morfologia. As imagens de A-C representam o desenvolvimento em 96 horas pos
fertilizacdo (hpf). A) Controle negativo: normal de acordo com o proposto por Kimmel et al.,
1995), apresentando bexiga natatéria inflada (seta). B) Concentragdo de 0,75 pg/ml (1x uso em
campo): desenvolvimento irregular, apresentando bexiga natatéria nao inflada. C) Concentracao
de 7,5 pg/ml (10x): desenvolvimento de edema no pericérdio (cabeca de seta), ma-formagdo do
crénio e da face (asterisco), consumo irregular do vitelo e bexiga natatéria ndo inflada (seta). A
escala representada por um traco negro corresponde a 0,5 milimetros e se aplica a todos os
embrides.
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9. DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado visando obter informagdes acerca da frequéncia de
culicideos nos bairros Lagomar e Praia do Pecado na cidade de Macaé; avaliar a eficicia
dos larvicidas diflubenzuron e pyriproxyfen em larvas e pupas de Ae. aegypti coletados
em dois bairros da cidade de Macaé e da linhagem Rockefeller; e ainda verificar o efeito

do larvicida diflubenzuron sobre o peixe zebra, um organismo né&o-alvo.

9.1 Frequéncia de culicideos nos bairros

As coletas realizadas no presente estudo, nos bairros Praia do Pecado e Lagomar,
na cidade de Macaé demonstraram um total amostral de 2.149 ovos, sendo observada
uma ocorréncia maior no periodo de chuva, assim como visto por Hondrio and
Lourenco-de-Oliveira, 2001. Estes dados também sdo corroborados pelo estudo
realizado por Forattini et al., 2001, onde foi verificada uma associagdo entre as
condigdes climaticas e os indices de emergéncia, evidenciando menor numero de
mosquitos nos periodos de menor pluviosidade.

Os dados abidticos analisados para a cidade de Macaé revelaram que a menor
média de temperatura foi de 21.1°C, no periodo de seca, e a maior de 26°C no periodo
de chuva, temperaturas estas consideradas Otimas para o desenvolvimento dos
mosquitos (Farnesi et al., 2009). Quanto a umidade, a menor média foi de 75%, periodo
de seca, e a maior de 80% no periodo de chuva. Rezende, 2013, observou gue 0s meses
de maior temperatura e umidade sdo acompanhados por aumento da ocorréncia de
infestacdo por mosquitos. A umidade pode afetar o metabolismo do mosquito
influenciando na sua longevidade (Donalisio and Glasser, 2002; Fernandes et al., 2006).

Neste contexto Praia do Pecado apresentou maior ocorréncia de ovos nos periodos
de chuvas, mar¢o/2016 e outubro/2016, nos quais se tiveram as mais altas medicoes de
temperatura e umidade. Este bairro ainda teve a menor quantidade de ovos nos periodos
de secas, conforme os resultados obtidos no estudo realizado por Leandro, 2012. Deve
ser ressaltado ainda a ndo ocorréncia de ovos no més de julho/2016, um dos periodos de

secas, onde a temperatura média foi de 21.1 °C e o volume de chuva igual a zero.
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O mosquito tem sua densidade populacional associada diretamente a presenca de
chuvas, periodo em que a populacdo alcanga niveis elevados e realiza o estabelecimento
da espécie (Glasser and de Castro Gomes, 2002). No entanto, estes dipteros sdo capazes
de manter uma populacao consideravel durante as estacbes menos chuvosas, a custa dos
criadouros semipermanentes e independentes da pluviosidade (Consoli and Oliveira,
1994).

O Lagomar apresentou maior ocorréncia de ovos no periodo de seca, referente aos
meses de Julho/2015 e Julho/2016. Esta ocorréncia pode estar associada ao fato do
bairro ndo ter agua encanada, levando a populacdo a armazenar dgua em depdsitos
(Tauil, 2001), o que acaba propiciando a manutengdo de populagdes de mosquitos em
periodos de baixas precipitacdes (Forattini and de Brito, 2003).

Neste estudo foi observado que Praia do Pecado, bairro que contém agua encanada,
apresentou um total de 612 ovos, enquanto o Lagomar 1.537 ovos quase que trés vezes
mais. De acordo com Claro et al., 2004, a falta de 4gua encanada e o custo de manter 0s
depdsitos de armazenamento de &gua tampados facilita a proliferacdo de mosquitos
vetores de doencas.

Segundo Donalisio and Glasser, 2002, o comportamento humano exerce pressao
seletiva sobre a populacdo do vetor. Destaca ainda a necessidade de investigacdo quanto
ao comportamento das populagbes de mosquitos no domicilio para esclarecer se a
distribuicdo dos focos larvarios é consequéncia apenas da pequena oferta de recipientes
com agua no intradomicilio (dentro da residéncia) ou também da preferéncia do vetor
para realizar a oviposi¢do no peridomicilio (fora da residéncia).

De acordo com a analise realizada sobre os indices de infestacdo predial (I1P) do
LIRAa no qual focos foram coletados intra e peridomicilio, para 0 municipio de Macaé,
0 més de janeiro de 2014 apresentou um indice de 4,0% considerado de risco
epidémico. Nos ultimos 6 anos, tendo o total de 25 LIRAa realizados, Macaé sO néo
esteve em estado de alerta (1 a 3,9%) em 5 LIRAa, ou seja, em 80% das campanhas
realizadas de 2011 a 2016 o municipio ficou em estado de alerta para epidemias de

doencas transmitidas pelo Ae. aegypti.
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Glasser and de Castro Gomes, 2002, observaram que a proliferacdo de mosquitos
do género Aedes, geralmente esta associada as regides com maior densidade
demografica e grandes niveis de urbanizacdo, sendo as areas mais populosas vulneraveis
a infestacdo de mosquitos que transmitem doencas.

Ainda neste contexto, sobre o LIRAa dos bairros estudados foi visto que o
Lagomar, bairro contendo aproximadamente 18 mil habitantes, apresentou por trés
vezes nos ultimos seis anos, risco epidémico. Observam-se altos indices entomoldgicos
em periodos de chuvas como de 3,9% em maio de 2013 e 6,7% em janeiro de 2014. No
entanto, foi visto que em periodos de secas esses indices também sdo altos como de
4,2% em junho de 2014. E os indices entomologicos para Praia do Pecado, bairro
contendo aproximadamente 1.200 habitantes, em sua grande maioria sdo satisfatorios
(igual ou menor a 1%), estando poucas vezes em estado de alerta (indice de 1 a 3,9%).

Um monitoramento do Ae. aegypti realizado no campus da UFMT indicou que a
estratégia de combate a0 mosquito deve ser continuo ao longo do ano, no maior nimero
de locais possiveis, pois os fatores abidticos analisados ndo revelaram bons indicadores
da presenca de ovos do vetor da dengue (Miyazaki et al., 2009).

Os indices entomoldgicos utilizados tradicionalmente para monitoramento da
dispersdo das populacGes vetoras determinam apenas o nimero de ovos sem diferenciar
as espécies e a quantidade de adultos que eclodem das armadilhas (Fantinatti et al.,
2007).

Para identificacdo das espécies, dispersdo e densidade de mosquitos foram usadas
ovitrampas (das quais ovos eclodidos tiveram as larvas identificadas) e realizada analise
espacial utilizando o estimador de densidade Kernel, que possibilitou a identificacdo de
“Hot Spots™, sendo estas areas que merecem mais atengdo nos bairros estudados. A
ocorréncia de um hot spot é entendida como uma concentracdo de eventos que indica de
alguma forma a aglomeracéo em uma distribuicdo espacial (Barcellos et al., 2007).

No bairro Praia do Pecado no primeiro periodo de seca, foi visto no ponto 3 (local
onde havia um prédio em construcdo) alta densidade de ovos de mosquitos. Nos
periodos de chuvas foram verificadas altas densidades de ovos ao longo do bairro. Para
o Lagomar os mapas mostraram hot spots nos periodos de secas, sendo estimada uma
alta densidade de ovos. J& no periodo de chuvas, apesar de ndo se ter visto uma alta
densidade, a ocorréncia esteve presente ao longo do bairro. Estas observagdes sugerem
qgue em periodo de seca, a densidade do vetor fica concentrada em pontos especificos

como aqueles que possuem agua disponivel. E para o periodo de chuva, tendo maior
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disponibilidade de criadouros para o vetor, a densidade ocorre de forma dispersa pelos
bairros.

Conforme visto por Rezende, 2013, os indices positivos e altas densidades
encontradas em épocas do ano com menor pluviosidade sao mantidos por criadouros
que ndo dependem diretamente das chuvas e que surgem neste cenario como fonte de
agua limpa e estagnada, sendo ideal para as fémeas dos mosquitos realizarem a
oviposicdo. Ainda neste contexto foi visto que as larvas eclodidas dos ovos coletados
das areas cujas densidades foram investigadas pertencem a familia Culicidae, género
Aedes, sendo das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus. A espécie Ae. aegypti esteve
presente em todos os periodos em que foram realizadas as coletas nos bairros, conforme
corrobora o estudo realizado por Serpa et al., 2006. O sucesso da ocorréncia desta
espécie estd associado a presenca humana, a sazonalidade e ao clima (lbarra et al.,
2013). Ja Ae. albopictus foi visto apenas nos periodos de chuvas para os dois bairros.

O Ae. aegypti mantém um estreito relacionamento com o homem e sabe-se que
quanto mais intensa for a proliferacdo do mosquito e maior a densidade populacional
humana, maiores sdo as chances de contato. Sabendo-se que tal mosquito tem
competéncia e capacidade vetora para transmitir varias arboviroses deve-se ficar sempre
em alerta quanto aos riscos de epidemias (Natal, 2002).

Para o Lagomar, na coleta de seca realizada em julho/2016, foi identificada apenas
uma larva de Ae. aegypti eclodida dos 243 ovos coletados, colocados para eclodir seis
meses apoOs a coleta. Caso este interessante, devido varios autores afirmarem que 0s
ovos desta espécie podem ficar em diapausa por um ano em ambientes secos (Consoli
and Oliveira, 1994; Forattini, 1965).

Deve ser ressaltado, que nos periodos chuvosos, ambos 0s bairros apresentaram as
espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus ocorrendo uma sobreposicdo entre essas espécies
em alguns pontos. As duas espécies podem coexistir na mesma regido e utilizarem
criadouros com caracteristicas semelhantes. Colonizam rapidamente locais onde as
condicdes sdo favoraveis para sua proliferacdo podendo ocorrer uma rapida dispersao,

dependendo da disponibilidade de locais para oviposigéo (Fantinatti et al., 2007).
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Para os autores Akiner et al., 2016, é extremamente preocupante a capacidade de
dispersdo destes vetores, inclusive em paises da Europa, pois eles sdo capazes de
transmitirem arbovirus causadores de doengas prejudiciais ao homem como a febre
amarela, dengue, zika e chikungunya.

Ae. aegypti e Ae. albopictus embora apresentem nichos ecoldgicos diferentes
podem situar-se nos mesmos habitats. Segundo Hondrio and Lourenco-de-Oliveira,
2001, interacdes entre espécies requerem cautela, pois essas espécies se desenvolvem
nos mesmos criadouros artificiais € sdo comuns em areas de grande concentracdo
humana, como visto neste estudo.

Marquetti et al., 2000, destacam a presenca de Ae. albopictus, em zonas suburbanas
de Cuba, e a acdo competitiva desta espécie com as espécies nativas do lugar. Neste
contexto foi visto que na Praia do Pecado, nas armadilhas contendo as duas espécies de
mosquitos, havia uma alta prevaléncia de Ae. albopictus em relacdo a Ae. aegypti e esta
observacgdo pode sugerir uma existéncia de competicao entre essas espécies neste bairro
(Martins et al., 2010).

Acredita-se que o resultado dessa competicdo seja favoravel ao Ae. albopictus, pois
a densidade deste costuma aumentar enquanto a do Ae. aegypti diminui, gradativamente,
apos certo tempo de coexisténcia (Consoli and Oliveira, 1994).

Ja alguns estudos mostraram resultados contrérios, onde a coexisténcia de larvas de
Ae. aegypti e Ae. albopictus em criadouros artificiais de area urbana revelou
predominancia da primeira espécie em relacdo a segunda (Leandro, 2012; Passos et al.,
2003).

Embora Ae. albopictus esteja sujeito as pressdes de controle em areas infestadas por
Ae. aegytpti, ndo é espécie-alvo nos programas de controle da dengue. A identificacéo
do Ae. albopictus, no presente estudo, alerta sobre a importancia do controle deste vetor,
que podera vir a ser um problema futuro quanto a emergéncia de arboviroses,
principalmente pelos bairros analisados serem éreas de constantes alteracGes ambientais
(Santos, 2003).

Estes bairros sdo constantes alvos de degradacdo ambiental, desde a década de 1970
com o ingresso da economia do petr6leo em Macaé, por possuirem proximos as suas
areas corpos hidricos, locais onde a populacdo humana costuma estabelecer suas
moradias (Esteves, 2011b). A degradacéo destes ambientes aquaticos pela acdo humana,

como aterro e poluicdo, associado as condigdes precérias de saneamento auxiliam para
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que ocorram grandes chances de alagamentos em épocas de chuvas, favorecendo a
densidade de mosquitos e incidéncia de doencas.

Neste sentido, levando em conta os alagamentos ocorridos no bairro Praia do
Pecado devido as cheias da Lagoa Imboassica por fortes chuvas, foi investigada a
ocorréncia de culicideos do género Aedes dentro da lagoa. Os resultados demonstraram
ocorréncia apenas do culicideo pertencente ao género Culex, ndo sendo encontrados
dipteros do género Aedes. O Culex se prolifera, preferencialmente, em &gua estagnada e
poluida, rica em matéria organica em decomposicéo e detritos, demonstrando assim que
a Lagoa Imboassica fornece as condi¢fes adequadas para os criadouros deste vetor que
é extremamente beneficiado pelas alteracbes antrépicas no ambiente (Albuquerque,
1993; Consoli and Oliveira, 1994).

Lund et al., 2014, mostraram que a presenca de mosquitos do género Culex, em
corpos hidricos com carga de esgoto elevada foram significativamente maiores do que
em riachos sem esgoto. Afirmam ainda que a qualidade da 4gua em corpos hidricos
poluidos proporciona um habitat adequado para mosquitos imaturos deste género.
Providéncias tomadas para melhorar a qualidade da &gua resultam em menor
produtividade destes mosquitos gerando menos gastos com o controle quimico destes

vetores de doengas.

9.2 Eficacia dos larvicidas IGRs, diflubenzuron e pyriproxyfen, sobre Ae. aegypti

Os testes realizados com os larvicidas IGRs diflubenzuron (inibidor da sintese de
quitina) e pyriproxyfen (analogo do horménio juvenil), utilizados pelo municipio de
Macaé, demonstraram eficiéncia destes produtos para o controle do mosquito Ae.
aegypti de campo e da linhagem Rockefeller.

Neste estudo foi visto que as larvas de Ae. aegypti, tanto de campo quanto
Rockefeller, sdo suscetiveis ao larvicida diflubenzuron e apresentaram aspectos em sua
morfologia diferente das larvas controle. As alteracbes identificadas foram:
escurecimento da regido da cabeca e do tdrax; aumento do nimero das cerdas que se
apresentaram mais delgadas e mais longas como visto em estudos encontrados na
literatura (Borges et al., 2012; Borges et al., 2004).
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A larva submetida ao tratamento com diflubenzuron ndo consegue eliminar a
rigidez suficiente para isso. As larvas ainda sobrevivem por algum tempo, mas acabam
morrendo (Mulla, 1995).

Os individuos de Ae. aegypti da linhagem Rockefeller tratados com o inibidor da
sintese de quitina ndo tiveram o6bito imediato, uma vez que a acao deste produto leva
aproximadamente uma semana para matar a larva (Borges et al., 2012). A grande
maioria das larvas de campo morreram nos primeiros 5 dias, sendo que a Gltima morreu
apos 15 dias do inicio do tratamento, ndo realizando a metamorfose para o estagio de
pupa. Este Gltimo dado pode levantar a hipotese de existéncia de individuos resistentes
ao larvicida diflubenzuron, na populacdo de Ae. aegypti de campo de Macaé.

De acordo com alguns autores, ja é conhecido a resisténcia de alguns organismos
aos inseticidas IGRs. Mesmo atuando de maneira diferente dos tradicionais inseticidas
também foram detectados indicios de resisténcia em insetos como moscas domésticas e
moscas de ovelhas (Brogdon and McAllister, 1998; Kotze et al., 1997; Cerf and
Georghiou, 1974; Zhang et al., 1998).

Neste estudo foi visto também que larvas Rockefeller tratadas com pyriproxyfen
atingem o estagio de pupa, porém ndo emergem para a fase adulta, demonstrando a
suscetibilidade ao larvicida andlogo do HJ. Este larvicida demonstrou ser eficaz para o
controle do mosquito Ae. aegypti, retardando o desenvolvimento e causando
consequentemente a sua morte (Resende and Gama, 2006).

As pupas tratadas com o anadlogo do HJ apresentaram caracteristicas morfoldgicas
diferentes do controle como pigmentagdo escura na regidao do cefalotérax e auséncia do
aspecto de virgula (Consoli and Oliveira, 1994).

Nesse mesmo trabalho, ndo foi observada diferenca significativa entre as
concentracdes dos larvicidas testados e a mortalidade dos estagios iniciais de Ae.
aegypti.

Os IGRs, diflubenzuron e pyriproxyfen, por ndo provocarem a morte imediata dos
insetos como o0s inseticidas neurotdxicos convencionais requerem uma maior atencao e
treinamento dos agentes de saude e conscientizacdo da comunidade quanto a sua agédo
(Borges et al., 2012). A morte lenta das larvas e pupas podem induzir desconfiancas a
populacdo com relacdo a eficacia do produto dificultando o trabalho de combate ao

mosquito e ainda ministrar estes produtos em excesso (Martins and Silva, 2004).
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Segundo Valle et al., 2015, os compostos utilizados no controle de vetores de
doengas, como os larvicidas, eventualmente sdo usados nos espacos urbanos. No
entanto, também podem chegar ao meio aquético pelo escoamento superficial e
infiltracdo no solo, embora tendo diluicdo de seu conteldo. Essa contaminagdo pode
ocorrer, por exemplo, por enchentes causadas pelas chuvas colocando em risco 0s
organismos aquaticos que ali habitam e que ndo séo alvos destes produtos (Glover et al.,
2007).

9.3 Efeito do diflubenzuron sobre o peixe-zebra (D. rerio)

A mortalidade e os danos causados pelo diflubenzuron, inibidor da quitina sintase
nos insetos (Graf, 1993) aos embrides de peixe-zebra, visto neste estudo, mostra que
este larvicida pode atuar de forma negativa em organismo nao-alvo.

Estudos realizados utilizando diflubenzuron sobre organismos de grupos
taxondmicos diferentes como peixes, algas, crustaceos e dipteros demonstraram que
estes apresentam grande sensibilidade a este composto. Estes podem ainda desenvolver
sérios danos que comprometem gravemente seu desenvolvimento (Jonsson et al., 2015;
Miura and Takahashi, 1975).

Miura and Takahashi, 1974, relataram que crustaceos foram extremamente
sensiveis a inibidores da sintese de quitina mostrando LC50 de cerca de 0,1-1,0 ppm,
enguanto que para mosquito a LC50 é cerca de 0,7 ppm. Estes compostos nos
ecossistemas aquaticos causam a reducao de organismos importantes na manutencao da
cadeia alimentar, podendo assim, alterar os habitos alimentares de outras espécies.

As alteraces vistas no desenvolvimento do peixe-zebra como edema no pericardio,
méa-formacédo do cranio e da face, consumo irregular do vitelo e bexiga natatoria ndo
inflada provocados pelo larvicida diflubenzuron, podem estar relacionadas com a
presenca do gene da quitina sintase localizado no limen do intestino do D. rerio (Tang
etal., 2015).

Tang et al., 2015, descobriram em suas pesquisas, inUmeras sequéncias genémicas
desconhecidas de peixes e anfibios que exibiram homologia com invertebrados. Neste
estudo foi descoberto que peixes-zebra produzem quitina endogenamente. O genoma do
peixe-zebra revelou a existéncia de quatro genes importantes onde um deles é expresso

durante o desenvolvimento larval embrionario. A quitina foi identificada como expressa
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em células da parede epitelial e mesenquimal tendo grandes quantidades de quitina
distribuida por todo lumen intestinal.

Foi visto neste estudo que apesar das concentra¢des de 0,075 pg/ml (0,1x), 0,75
pg/ml (1x) e 7,5 pg/ml (10x) terem levado menos da metade dos embrides do peixe-
zebra a letalidade, aqueles que sobreviveram apresentaram danos graves que podem
comprometer todo seu desenvolvimento e colocar em risco a sua existéncia. De acordo
com Sanchez-Bayo, 2012, o diflubenzuron pode ser tdxico para peixes tendo LC50
inferior a Img/L, sendo este larvicida uma excec¢éo entre os IGRs.

Apesar de o diflubenzuron ser prejudicial a organismos ndo-alvos, como visto neste
estudo, este larvicida ndo consta na lista da legislacdo brasileira que estabelece limites
maximos permissiveis em corpos hidricos para a protecdo das comunidades aquaticas
(Jonsson et al., 2015).

Desta forma a contaminacdo ambiental por estes larvicidas e vendo que estes
agridem organismos ndo-alvos, projeta-se um grande desafio para as industrias que
produzem estes compostos, afim de desenvolverem produtos que ndo agridam o
ambiente (Tunaz and Uygun, 2004); e para os 6rgdos publicos de salde, que precisam
se atentar quanto ao uso e manejo consciente destes inseticidas para o controle dos

vetores de doengas.
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10. CONCLUSOES

Os bairros estudados, Lagomar e Praia do Pecado, apresentaram quantidades de
ovos bem diferentes, porém ndo € apropriado realizar uma comparacao direta uma
vez que foram utilizados diferentes raios de influéncia entre os bairros. O mapa de
Kernel demonstrou que o Lagomar apresentou grande densidade de ovos em ambos
0s periodos, seca e chuva. O bairro Praia do Pecado apresentou maior densidade de
0vos nos periodos de chuvas.

Foi identificado que as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus estdo presentes nos
bairros estudados e ainda que estas coexistem num mesmo local.

A grande maioria dos espécimes coletados dentro da Lagoa Imboassica sao
membros da familia Culicidae pertencentes ao género Culex. Ndo foram coletados
individuos do género Aedes.

Os bioensaios utilizando os larvicidas IGRs pyriproxyfen e diflubenzuron
mostraram que estes sdo eficazes para o controle dos individuos da linhagem
Rockefeller. O diflubenzuron demonstrou eficiéncia também para o controle de Ae.
aegypti das populacbes analisadas de Macaé. Ressaltamos a importancia das
autoridades locais quanto ao uso adequado dos larvicidas, pois segundo os
experimentos utilizando Ae. aegypti de campo, vimos que alguns individuos
demoraram mais tempo para morrer podendo ser um indicativo de resisténcia na
populacéo.

O larvicida diflubenzuron atua de forma negativa sobre organismos ndo-alvos como
0 peixe-zebra (D. rerio) podendo causar danos como a nédo inflacdo da bexiga
natatéria, achatamento do cranio, consumo irregular do vitelo, edema cardiaco e
ainda levar a oObito. Estes danos podem estar associados a presenca do gene da
quitina sintase no limen do intestino do D. rerio.

Este estudo foi apenas o inicio de uma série de a¢bes que devem ser implementadas
para gque se tenha um melhor entendimento de questdes que relacione a proliferacao
de vetores na cidade de Macaé. Ainda, seriam necessarias mais coletas ao longo do
ano, para correlacionar a influéncia dos fatores abidticos e sazonalidade com a
densidade de ovos. Sugerimos que se padronizem os nomes dos bairros em todos 0s
setores da prefeitura para que se possa realizar um mapeamento de densidade de

mosquito por bairros usando a ferramenta de georreferenciamento.
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