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RESUMO

Pesquisas tém demonstrado que alguns inseticidas quimicos sintéticos induzem
resisténcia em varias espécies de mosquitos vetores, em especial Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). Essa espécie € competente para transmitir varios arbovirus
patogénicos ao homem, como dengue, febre amarela, zika e chikungunya. Assim, a
busca de novos compostos que possam auxiliar no controle dessa espécie de
mosquito é de vital importancia. Neste trabalho, o potencial de seis sais imidazdlicos
candidatos a larvicidas € avaliado sobre Ae. aegypti nativos e a cepa de referéncia
(Rockefeller). Inicialmente, faz-se um estudo georreferenciado em Passo Fundo-RS,
onde se obtiveram ovos que foram utilizados para comparacdo com a cepa de
referéncia. Sao apresentados resultados de testes laboratoriais de suscetibilidade
em larvas expostas por até 48 horas, sob 10 diferentes concentracdes (0.039 -
20/L). Além disso, verificou-se a persisténcia residual dos sais, bem como a
influéncia de diferentes temperaturas (15, 25, 30 e 40°C) e de luz ultravioleta, na
eficacia dos sais sobre as larvas. Como parte complementar, avalia-se a toxicidade
dos sais sobre larvas, por meio de cortes histoldgicos e compara-se a influéncia dos
sais e do inseticida organofosforado Temefds na germinacdo de sementes de alface
Lactuca sativa (Asteraceae), bem como no desenvolvimento da plantula. O
georeferenciamento identificou focos do vetor em seis bairros do municipio de Passo
Fundo/RS. que conforme dados da vigilancia epidemiolégica representam os bairros
com maior numero de focos entre os anos de 2016 e 2017. Os sais apresentaram
diferentes graus de atividade. Destes CisMImMes e CisMImCI foram os mais ativos,

em concentracfes muito baixas (10-20ug/L), causando mortalidade em 100% das

! Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (101 p.). Abril/2019.
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larvas em até 48 horas. Em meio aquoso apresentaram acgdo residual por até
quatorze dias. Em condi¢des ambientais laboratoriais permaneceram ativos por até
12 meses. Nas temperaturas entre 35-40 °C, os sais foram mais ativos para as
larvas do que em temperaturas mais baixas (15 e 25 °C). Nao houve diferenca
significativa entre a mortalidade das larvas coletadas no campo, em relagéo aquelas
de laborat6rio, em todos os testes realizados. Quando expostas a uma dose subletal
LC20 em diferentes estadios, as larvas em 1° e 2° instares ndo se desenvolveram,
apos trés dias, 100% foram inviabilizadas. As larvas de 3° instar se desenvolveram
até atingirem o estagio de pupa, mas ndo sobreviveram até a fase adulta. Nenhuma
larva chegou ao quarto estadio. Esses resultados indicam que, além de larvicida, os
sais parecem servir como inibidor de crescimento. Nas condicbes em que foram
realizados os bioensaios, a luz ultravioleta ndo interferiu na qualidade do sal, por
pelo menos 24 horas de exposi¢cao. Talvez quando tetados em ambiente natural, a
resposta seja a mesma, indicando que os sais podem ser totalmente utilizados a
campo. Embora macroscopicamente as larvas parecem ter sofrido lesdes
patogénicas quando tratadas com o0s sais, nos estudos com cortes histolégicos néo
foi possivel identificar lesGes em tecidos ou érgaos. Apenas observou-se pequena
desestruturacdo celular na parede do intestino de poucas larvas. E necessario que
mais estudos sejam conduzidos, com um namero maior de larvas, a fim de identificar
as lesbes, macroscépicas. Com relacdo aos testes de desenvolvimento de L. sativa,
0s sais induziram a quebra mais rapida da dorméncia das sementes, estimulando
sua germinagdo e consequente crescimento das plantulas. Nos testes com o
organofosforado Temefés a germinacdo das sementes foi retardada inibindo o
crescimento das plantulas. Nesse sentido, e nas condicdes em que os testes foram
realizados, os sais imidazoélicos ndo afetaram os organismos ndo-alvo em condicfes
ambientais. Os sais testados sao toxicos as larvas em doses baixas e por longo
periodo de tempo. Além disso, ndo sdo tdxicos para 0s organismos nao-alvos que
foram testados. Deste modo, com base nos resultados obtidos, se podera contribuir
futuramente na estratégia de controle de mosquitos e consequente impacto nas

epidemias de arboviroses.

Palavras-chave: Histologia, Lactuca sativa, mosquitos, novos inseticidas,
temperatura.
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ABSTRACT

Researches have shown that some synthetic chemical insecticides induce resistance
in several species of mosquito vectors, particularly Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae). This species is responsible for transmitting various pathogenic arbovirus
to humans as: dengue fever, yellow fever, chikungunya and zika. Thus, the search
for new compounds that may help in the control of this species of mosquito, is of vital
importance.In this thesis, the potential of six imidazole salts candidates as larvicides
was evaluated in wild Ae. aegypti and laboratory strain (Rockefeller). Initially, a
georeferenced study was conducted in Passo Fundo-RS, where collected eggs were
used for comparison to the laboratory reference strain. Laboratory tests were
conducted in order to verify susceptibility in larvae exposed for up to 48 hours, in 10
different concentrations of imidazole salts (0.039 - 20u/L). In addition, the residual
persistence of salts, the influence of different temperatures (15, 25, 30 and 40 ° C),
as well as ultraviolet light were evaluated on the effectiveness on the mosquito
larvae. As a complementary part the toxicity of salts in larvae was assessed through
histological sections. Also, the influence of the same salts and the organophosphate
temephos was evaluated on seed germination of lettuce Lactuca sativa (Asteraceae),
as well as the development of seedling. The georeferencing identified vector foci in
six districts of the municipality that, according to epidemiological surveillance data,
represent the neighborhoods with the highest number of outbreaks between 2016
and 2017. In relation to salts tested against Ae. aegypti, they showed varying
degrees of toxicity. The CisMImMes and CisMImCI were the most toxic in very low
concentrations (20 pg/L), causing 100% mortality of the larvae within 48 hours. In

aqueous solution the salts showed residual action for up to fourteen days. In

2 Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (101 pp.) April, 2019.
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laboratory conditions remained toxic to 12 months when in storage conditions. At
temperatures ranging from 35-40 degrees °C, the salts were more toxic to the larvae,
than at lower temperatures (15 and 25 °C). There was no significant difference
between the mortality of larvae collected in the field in relation to the laboratory,
during all tests conducted until here. When different instars of larvae were exposed to
a sublethal dose LCzo, the larvae in stages 1 and 2 did not develop, and after three
days, they were all dead. The third instar larvae develop until they reach the pupa
stage, but did not survive to adulthood. No larvae reached the fourth stage. These
results indicate that, in addition to larvicidal, the salts seem to serve as a growth
inhibitor.Under the conditions in which the bioassays were made, the ultraviolet light
didn't seem to interfere with the quality of the salt, for at least 24 hours of exposure.
Maybe when tested in natural environment, the results could be the same, indicating
that the salts can be fully used in the field. Although macroscopically larvae appear to
have suffered pathogenic effects when treated with salts, in studies with histological
cuts it was not possible to identify morphological lesions in tissues or organs of
exposed larvae. Only small cellular disorganization was observed on the wall of the
intestine of a few larvae. There is a need for more studies to be conducted, with a
larger number of larvae in order to identify the injuries, that macroscopically appear
to be produced. With respect to the development of L. sativa, the salts induced
positively with the fastest breaking dormancy of seeds by stimulating their
germination, and consequent growth of seedlings. In tests with the organophosphate
temephos, this chemical delayed seed germination and inhibited the growth of
seedlings. Accordingly, to the subject conditions in which the bioassays were done,
imidazole salts do not appear to affect non-target organisms in environmental
conditions.The studies conducted here helped to understand the possible
mechanisms of toxicity of imidazole salts throughout the process
larvicidal/insecticide, as well as to estimate possible environmental impacts during
their use. The salts tested are toxic to the larvae in very low doses and for long
period of time. In addition, do not appear to be toxic to non-target organisms that
have been tested. Thus, on the basis of the results, we can contribute in the future on

mosquito control strategy and the consequent impact on epidemics of Arboviruses.

Key words: histology,Lactuca sativa, mosquitoes,newinsecticides,temperature.
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1. INTRODUCAO

O espaco ambiental em que o homem atual encontra-se inserido deveria
proporcionar-lhe qualidade de vida, salubridade e equilibrio (Lapinski, Funk &
Moccia, 2015). Contudo, as suas acdes antropicas sobre o ambiente estdo alterando
o ciclo natural de algumas espécies de plantas e de animais. Esse comportamento
tem levado a sérias consequéncias, as quais tém afetado diretamente a saulde
humana. Como exemplo de a¢do antropica nociva esta o acumulo de lixo ou de
entulhos nos arredores das residéncias, que, uma vez que contenham agua, podem
servir como criadouros de mosquitos vetores (Lapinski, Funk & Moccia, 2015) Entre
estes esta 0 Ae. aegypti que transmite os arbovirus causadores de doengcas como
dengue, febre amarela, chikungunya e zika, ocasionando grande impacto a saude
humana.A familia Culicidae possui varias espécies de mosquitos de importancia
médica e veterinaria, que apresentam grande capacidade adaptativa a diferentes
ambientes, desde florestas até areas estritamente urbanizadas, que sofrem
constante degradacao (Beerntsen et al., 2000; Forattini, 2002).

No Brasil, o principal transmissor dos arbovirus citados acima € o Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). Essa espécie é extremamente antropofilica e
de habitos diurnos, com ocorréncia quase que exclusivamente em areas urbanas,
podendo ser encontrada no intra e no peridomicilio (WHO, 2012).

Para um melhor manejo e para o controle adequado desse vetor, é
necessario que se identifiguem os locais de ocorréncia de focos, buscando por suas
larvas, que normalmente s&o encontradas em locais como o lixo que se acumula no
peridomicilio e até em vasos de plantas intradomicilio. Uma vez encontrados focos
de mosquitos em cidades, é importante que seus pontos sejam identificados, de
preferéncia na forma de georreferenciamento. Assim, pode-se contribuir com 6érgéos
de saude publica no sentido de adotar medidas de controle necessarias para o
combate ao mosquito, principalmente com o uso de larvicidas.

O controle de larvas desses mosquitos normalmente é feito a partir da
eliminacdo de criadouros de larvas com o isso de produtos quimicos ou biologicos
diretamente nestes locais (Ministério da Saude, 2019). Entretanto, o uso desses
inseticidas, em longo prazo, pode induzir a resisténcia nesta espécie de mosquito,
como ja se observa em varias regiées do Brasil (Garcia et al., 2018), além de
contaminar o ambiente (Lushchak et al., 2018). Portanto, a identificacdo de novos



candidatos a inseticidas podera dar subsidios a novas alternativas de controle
quimico, eliminando individuos resistentes aos inseticidas em uso.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012), para que
umlarvicida/inseticida seja eficiente, deve ser letal para mais do que 50% das larvas
em 24 horas e 90% em 48 horas. Além disso, deve ter um periodo longo de
persisténcia residual no ambiente e influenciar negativamente o desenvolvimento de
larvas, a eclosdo de pupas e a emergéncia de mosquitos adultos, quando existem
doses sub-letais nos criadouros. Além disso, a concentracdo utilizada deve ser
infima, para que interfira 0 minimo possivel no ambiente de organismos néo alvos,
incluindo plantas de importancia agricola.

Devido a ampla distribuicdo de Ae. aegypti mundialmente e ao
conhecimento de que varias populacbes sado resistentes aos inseticidas mais
utilizados, é necessario que estudos voltados a descoberta de outros produtos sejam
conduzidos. Nesse sentido, os sais imidazolicos, surgem como alternativa para o
controle de Ae. aegypti. Estes sais tém sido amplamente estudados com os mais
variados objetivos industriais e farmacéuticos por apresentarem caracteristicas
quimicas importantes, como estabilidade e ndo volatilidade (Scherkker et al., 2007,
Donato et al., 2010).

Neste trabalho o leitor encontrara uma Introducéo geral ao tema e quatro
capitulos conforme segue:

I) Uma revisédo geral relacionada a biologia de Ae. aegypti e estratégias

de controle deste vetor;

[I) Um capitulo abordando georreferenciamento em Passo Fundo/RS;

[I) Um capitulo relacionado a experimentos com sais imidazolicos para o

controle de Ae. aegypti;

IV) Um capitulo em que se estudam os tecidos de larvas tratadas com

sais imidazolicos;

V) Um capitulo relacionado a avaliagdo dos sais em um organismo n&o

alvo.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a potencialidade de sais imidazolicos para o controle de Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae).

2.2 Especificos

2.2.1. Verificar a distribuicdo de Aedes aegypti em a’rea urbana na cidade

de Passo Fundo.

2.2.2. Estabelecer uma colénia desses mosquitos em laboratorio, visando

a realizacdo comparativa de bioensaios com a cepa de referéncia Rockefeller;
2.2.3. Selecionar Sais Imidazélicos e avaliar sua toxicidade sobre larvas;

2.2.4. Determinar a concentracéo letal dos sais (LCso, LCo0 € LCo9) para

cada populacao exposta (referéncia e nativonativo);

2.2.5. Verificar a persisténcia residual dos sais imidazolicos e sua
estabilidade quimica;

2.2.6. Verificar o efeito dos sais sobre larvas em diferentes temperaturas;
2.2.7. Verificar, em doses subletais LC20, 0 desenvolvimento larval;

2.2.8. Avaliar a interferéncia da a luz ultravioleta no efeito dos sais sobre

as larvas;

2.2.9. Determinar, através de cortes histologicos, possiveis alteracdes

morfolégicas causadas pelos sais sobre as larvas;

2.2.10 Verificar o efeito dos sais imidazdlicos no desenvolvimento da

alface Lactuca sativa, como um organismo nao alvo.



3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 Distribuicé&o e biologia de Aedes aegypti

Algumas espécies de Aedes sdo mundialmente consideradas como as
principais vetoras de agentes de doencas como dengue, febre amarela,
chikungunya, e, mais recentemente, zika. No Brasil, as espécies transmissoras
desses arbovirus sdo Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894). De fato, ha poucos anos Kraemer et al.
(2015) mapearam as ocorréncias globais de Ae. aegypti e Ae. albopictus de 1960 a
2014, e destacam a importdncia do Brasil como o responsavel pela maior
distribuicdo dessas espécies de mosquitos no mundo. As espécies sdo encontradas
de norte a sul do pais, com altos indices de infestacao (Figura 01).

Dentre as arboviroses, a dengue destaca-se como a principal causa de
mortes em regides tropicais e subtropicais (Tolle, 2009; Rodrigues et al., 2016;
Paixdo, Teixeira & Rodrigues, 2018). O principal vetor do virus da dengue no Brasil &
Ae. aegypti, um mosquito de habitos diurnos que prefere principalmente agua limpa
e parada para depositar seus ovos. Essa espécie € de origem africana,
primeiramente descrita no Egito, o que lhe conferiu seu nome especifico Aedes
aegypti (Christophers, 1960). Acredita-se que sua introducdo em outras regides
ocorreu através de embarcacdes (Nelson, 1986).

O primeiro registro dessa espécie de mosquito no Brasil ocorreu em 1898,
por Lutz, e em 1899, por Ribas (Franco, 1969). Por volta de 1930, a espécie de
mosquito ja ocupava uma area consideravel do pais. Em 1940, o Brasil iniciou uma
campanha de controle de mosquitos, com o objetivo de combater a febre amarela.
Em razéo disso, a partir de 1955, ndo se registraram mais casos de dengue e febre
amarela no territério nacional. De acordo com Gubler (1998), a partir deste momento
nao houve mais, controle sobre a espécie, pois havia sido considerada erradicada
em 1970. Contudo, 0 mosquito reapareceu e hoje estd presente em todos os
estados brasileiros.

Além da dengue (Dos Santos et al., 2017), o aumento da distribuicédo e
densidade populacional de Ae. aegypti em praticamente todo o territdrio nacional
esta resultando em uma alta incidéncia de outras arboviroses no Brasil, como

chikungunya e zika (Azevedo et al., 2015; Vega-Rua et al., 2015; Kotsakiozi et al.,



2017; Gregianini et al., 2017). Entretanto, a maior preocupac¢do relaciona-se a
microcefalia, que é associada ao virus zika (Akiner et al., 2016; Tilak et al., 2016; Zé-
Zé et al., 2016; Heukelbach et al., 2016). No Brasil, em 2017, foram confirmados
3.356 casos de zika virus (CEVS, 2017). Em 2018 houve um aumento sigificativo,
foram 8.791 casos confirmados, havendo um aumento bem significativo (CEVS,
2018). No Rio Grande do Sul, em 2019, foram registrados seis casos suspeitos de
zika virus ainda nao confirmados. Mas, de forma geral, observou-se uma queda
importante na circulacdo do virus na regido em comparacdo com o ano de 2018,
guando havia 134 casos suspeitos (CEVS, 2019).

A Secretaria Estadual de Saude do Rio Grande do Sul (SES/RS) vem
registrando varios casos suspeitos de dengue desde 2010 (Figura 2). Desde esta
época, a Secretaria observa, também, o aumento significativo de focos de Ae.
aegypti em todo o Estado (Figura 3), o que vem contribuindo para o aumento de
casos da doenca, incluindo casos autéctones. Paralelamente, a SES/RS vem
observando que, devido a ampla distribuicdo dessa espécie de mosquito, o Estado

tem apresentado varios casos de chikungunya e zika (Figura 4).



Figura 1: Distribuicho em um banco de dados de ocorréncia por Aedes aegypti (A) e Aedes
albopictus (B) plotadas na superficie subjacente de previsdo. Os pontos pretos representam relatos

de populagdes dos mosquitos, por 6rgaos de saude publica.

Fonte: Moritz et al. (2015).
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Em regiGes tropicais, o0 Ae. aegypti possui um curto ciclo biolégico com
duracdo de 15 a 30 dias, que compreende as fases de ovo, quatro estadios larvais
(L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Beserra et al., 2006) (Figura 05). Seu ciclo aquatico
é influenciado pelo tipo e pela qualidade dos reservatorios de agua. Em relacdo a
esse aspecto, esse inseto prefere reproduzir-se em reservatorios de aguas limpas,
embora possa adaptar-se as novas situagdes impostas pelo homem (Chitolina et al.,
2016). Essa espécie ocorre, em areas urbanas, intra e peridomicilio (Consoli &
Oliveira, 1994).
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Figura 5: Ciclo bioldgico de Aedes aegypti. O ciclo compreende uma fase aquética (larvas, pupas) e

uma fase terrestre (ovos, adultos).

Fonte: CDC (2019).

O periodo do ciclo em que 0 mosquito mais se alimenta e se desenvolve é
a fase larval. As larvas alimentam-se principalmente de material organico presente
nas paredes dos criadouros (Brasil, 2001). Essa fase dura em torno de cinco dias e
é influenciada por temperatura, luz e disponibilidade de alimentos. As larvas sao
sensiveis a movimentos bruscos e possuem fotofobia (Forattini, 2002).

As larvas séo divididas em trés regides: cabeca, térax e abdémen (Figura

06), sendo este Ultimo composto por oito segmentos. O Ultimo segmento do
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abddémen possui quatro branquias utilizadas para regulagdo osmotica e um sifao
respiratério (Consoli & Oliveira, 1994).

Sifdo Respiratorio

Cabeca———»

Torax Abdomen

Figura 6: Morfologia externa da larva do mosquito Aedes aegypti.

Fonte: Adaptado de CDC (2019).

As fémeas possuem habito hematofagico diurno e podem alimentar-se
com sangue de varios hospedeiros, caso venham a ser interrompidas ou
perturbadas. Quando infectadas, esse comportamento € o que de fato possibilita a
transmissdo de agentes de doencas a muitas pessoas (Forattini, 2002). Apés
completar seu repasto sanguineo e maturar seus ovos, estes sdo depositados
preferencialmente na parede de recipientes artificiais contendo agua com pouca
matéria organica. Grande parte dos recipientes que servem como criadouros sao
pequenos, descartaveis e se apresentam como habitat temporéario, devido a
possibilidade de serem esvaziados, eliminados ou destruidos (Forattini, 2002).

De acordo com Consoli e Oliveira (2002) as fémeas adultas, depois de
fecundadas, escondem-se em algum local escuro e imido, no ambiente urbano, até
serem estimuladas a alimentacdo sanguinea. Apoés o repasto e a digestado, estando
0s Ovulos maduros, as fémeas depositam-nos. Ao descerem pelo oviduto, da-se a
fecundacdo, de modo que os ovos serdo depositados no ambiente, na sua grande
maioria, como ovos férteis (Lozovei, 2001). Os ovos de Ae. aegypti medem,
aproximadamente, 1 mm de comprimento, de contorno alongado e fusiforme. No
momento da postura, apresentam-se com uma coloragédo branca, mas rapidamente

adquirem a cor negra brilhante (Funasa, 2001). Os ovos apresentam elevada
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viabilidade com percentual de eclosdo das larvas variando de 61,9% a 78,6%
(Beserra et al., 2006).

Os adultos de Ae. aegypti podem ser facilmente identificados pela
coloracdo escura, com torax apresentando escamas branco-prateadas e lembrando
uma lira (Figura 07). No abddmen e nas pernas, observam-se ainda manchas
branco-prateadas e, no clipeo, dois tufos de escamas também branco-prateadas
Forattinni (2002).

Figura 7. Aedes aegypti adulto.

Fonte: BVSMS (2018).

3.2 Estratégias de controle do vetor

O controle do vetor, conforme definido pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS), pode ser considerado uma operacionalizacdo do controle integrado,
gue se baseia na escolha de metodologias levando em consideracao a realidade
local, o levantamento das informa¢cfes necessarias e a forma de aplicacdo. O
controle feito a partir de produtos quimicos é uma das tecnologias mais empregadas
para o controle de vetores em saude publica (Lounibos, 2002). Contudo, para que se
estabeleca o tipo de inseticida utilizado, € necesséario um estudo aprofundado sobre
a distribuicdo dos vetores. O desenvolvimento de inseticidas que permanecem ativos
por grande periodo de tempo tem sido um dos avan¢os nesta area. O primeiro
inseticida com propriedade residual foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). Este
produto age nos canais de soédio, impedindo a transmissdo normal de impulsos

nervosos em insetos e em mamiferos. Seu efeito é inversamente proporcional a
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temperatura: quanto mais baixa a temperatura, mais toxico € o DDT para 0s insetos
(Lounibos, 2002).

Compostos a base de Dietiltoulamida (DEET) sdo encontrados no
mercado com acado repelente e inseticida. Atualmente, mais de 225 produtos sao
feitos a base de DEET (Weeks & Nikiforov, 2011). No entanto, seu uso em excesso
pode ser prejudicial & salde humana, causando desde problemas respiratorios a
cutaneos (Bidwel et al., 2010). Além disso, residuos de DEET tém sido encontrados
nestes ultimos anos em aguas das mais variadas fontes, incluindo aguas tratadas, o
gue demonstra a persisténcia do composto no ambiente (Tay et al., 2010). Existem
preocupacdes ambientais em relacdo ao DEET, as quais se concentram mais nas
provaveis acumulacfes do produto em agua, o que poderia causar danos a diversos
organismos aquaticos (Weeks & Nikiforov, 2011).

O inseticida organofosforado Temefés é o principal larvicida utilizado
contra larvas do mosquito transmissor da dengue e da febre amarela no Brazil,
desde a metade da década de 80. Contudo, relatos de resisténcia a esse inseticida
sdo anteriores a 1995 (Chediak, 2016). A disseminacao da resisténcia ao Temefos
em populacdes brasileiras de Ae. aegypti vem comprometendo muito o esforco para
um controle efetivo. Assim, verifica-se a urgente necessidade de se estudarem
inseticidas alternativos para a eliminacao preventiva de focos potenciais do mosquito
(Chediak, 2016). Devido a ampla resisténcia e aos efeitos negativos no
ambiente,esses produtos, ao longo dos anos, passaram a ser substituidos. O Plano
Nacional de Combate a Dengue (PNCD) iniciou, em todo o territério nacional, a
substituicdo de compostos com Temefés pelos Hormdnios Reguladores de
Crescimento, como Diflubenzuron e Novarulon. Esses horménios atuam sobre as
larvas quando ingeridos, impedindo o processo de ecdise ou muda, inibindo, assim,
0 processo de pupacao (Garcia Neto, 2011).

O uso dos inseticidas, em longo prazo, pode desenvolver resisténcia em
mosquitos e alguns estudos associam essa taxa de resisténcia a processos
metabdlicos causados pela acdo de enzimas especificas (Braga et al., 1999). A
resisténcia € definida pela OMS como a habilidade de uma populacdo de insetos a
tolerar uma dose de inseticida que, em condi¢cdes normais, causaria sua morte.
Sendo assim, estima-se que uma determinada populagédo de insetos tenha a
capacidade de desenvolver geneticamente algum fator que lhe permita tolerar

aguele composto quimico. No caso do inseticida, ele ndo causa a alteracao
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genética, mas seu uso constante pode selecionar individuos resistentes. Os
inseticidas quimicos conhecidos como o Temefds atuam diretamente no sistema
nervoso central em diferentes sitios. A alteracdo desses sitios causaria de fato a
resisténcia, o que dificultaria a acado do produto (Lounibos, 2002).

A diminuigdo na sensibilidade aos larvicidas e aos inseticidas utilizados
atualmente deve-se a diferentes mecanismos, como: a) mudanc¢as comportamentais,
a partir das quais o inseto reconhece a presenca do inseticida e evita contato com
ele (Mbogo et al., 1996; Mathenge et al., 2001), b) reducdo na penetracao cuticular,
associada a modificagbes na sua composi¢cao (Stone & Bronw, 1969), c) resisténcia
metabdlica, por aumento da capacidade de metabolizacdo desses produtos, através
de enzimas de detoxificacdo (Hemingway, 2000) d) modificacdo nos sitios alvos dos
inseticidas (Ffrench-Constant, Daborn&Goff, 2004).

A busca por inseticidas ou larvicidas mais seguros e mais seletivos no seu
modo de agcdo, e com menos riscos para 0S organismos ndo alvos e para 0 meio
ambiente tem se intensificado (Altstein, Aharonson & Menn, 1993). Assim, séo
importantes que se estudem novas alternativas para o combate do vetor e nao
apenas medidas preventivas sobre a populacéo. A identificacdo de novos inseticidas
pode ser uma maneira de superar 0s mecanismos de resisténcia existentes em Ae.
aegypti e de contribuir para o controle de doencas arbovirais como dengue, zika,

chikungunya e febre amarela, as quais tém assolado nosso pais nos ultimos anos.
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CAPITULO | - GEORREFERENCIAMENTO DE FOCOS DE AedesaegyptiNO
MUNICIPIO DE PASSO FUNDO/RS

RESUMO

As arboviroses tornaram-se um grande problema de saulde publica nas ultimas
décadas. Aedes aegypti tem sido o vetor de maior propagacdo dessas doencas.
Identificar os principais locais de focos do vetor em um municipio com o auxilio de
ferramentas como o geoprocessamento, o georreferenciamento tem ganhado cada
vez mais destaque. Dentre essas ferramentas, a utilizacdo do georreferenciamento,
permite realizar o levantamento de dados e a geragdo de mapas que identifiquem e
relacionem os focos a fatores abidticos tem se tornado de fundamental importancia
para a prevencado e para o controle do mosquito. O objetivo deste estudo é realizar
um georreferenciamento de focos de Ae. aegyti no municipio de Passo Fundo/RS.
Foram selecionados 20 pontos, utilizando uma Rede Triangular Irregular. Depois,
foram distribuidas armadilhas ovitrampa nos pontos amostrados, durante todas as
estacdes dos anos de 2016 e 2017. A partir dos ovos coletados, estabeleceu-se uma
colénia de Ae. aegyti nativonativos e 0s ovos provenientes dessa col6nia foram
armazenados para ensaios futuros. O levantamento dos focos forneceu informagdes
sobre a distribuicdo do vetor, relacionando com fatores abi6ticos como temperatura,
precipitacdo, densidade populacional e relevo. Com o0 auxilio do
georreferenciamento, foram gerados mapas para cada fator de influéncia na
existéncia dos focos. A maior quantidade de focos ocorreu no outono, com
temperatura média de 18°C e 350mm de chuvas, e no verdo, com temperatura
média de 22°C e 300mm de chuvas, seguidos da primavera e do inverno, quando as
temperaturas sdo mais baixas, 16°C e 17°C respectivamente. Os locais que se
destacaram no estudo foram o Bairro Vila Luiza e o Centro. Neles, observou-se um
namero mais elevado de habitantes e a presenca de pouca vegetacdo. O
diagnostico dos bairros no estudo revelou uma leve diminuicdo dos focos do ano de
2016 para 2017. Os dados relatados pela vigilancia epidemiolégica do municipio
conferem com os dados levantados pelo estudo. Existe uma relacdo entre os
diferentes fatores abidticos envolvidos no estudo e a presenca de focos do vetor. O
georreferenciamento mostra-seuma ferramenta de grande importancia para

relacionar todos esses possiveis fatores de influéncia.
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GEORREFERENCING OF Aedes aegypti FOCUS IN THE MUNICIPALITY OF
PASSO FUNDO / RS

ABSTRACT

Arboviruses have become a major public health problem in the last decades. Aedes
aegypti has been the vector of the greatest spread of these diseases. Identifying the
main vector spot locations within a municipality with the aid of geoprocessing tools
has gained increasing prominence. Among these tools, the use of georeferencing by
performing data collection and generation of maps that identify and relate these foci
to abiotic factors has become of fundamental importance for the prevention and
control of the mosquito. The objective of this study was to perform a georeferencing
of Ae. aegyti in the municipality of Passo Fundo / RS. Twenty points were selected
using an Irregular Triangular Network. Afterwards, ovitrampa traps were distributed at
the sampling points during all the seasons of the years 2016 and 2017. From the
collected eggs a colony of Ae. aegyti and the eggs from this colony were stored for
future trials. The survey of the outbreaks provided information on the distribution of
the vector, relating to abiotic factors such as temperature, precipitation, population
density and relief. With the aid of georeferencing, maps were generated for each
influence factor in the existence of focus. The highest number of outbreaks was in
autumn with average temperature of 18°C and 350 mm of rainfall and summer with
average temperature of 22°C and 300 mm of rainfall, followed by spring and winter
where temperatures are lower 16° C and 17° C respectively. The neighborhoods that
stood out in the study were Vila Luiza and Centro. In these districts a greater number
of inhabitants and the presence of little vegetation were observed. The diagnosis of
the neighborhoods in the study showed a small decrease in the outbreaks of the year
2016 to 2017. The data reported by the epidemiological surveillance of the
municipality match with the data collected by the study. There is a relationship
between the different abiotic factors involved in the study and the presence of vector
focus. Georeferencing has proved to be a very important tool to relate all these

possible factors of influence.

Keywords: diagnosis, geoprocessing, mosquitoes.
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1. INTRODUCAO

Por meio de modelos de estudo georreferenciados, podem-se obter
diferentes dados e informacdes sobre saude/doenca. As variaveis, como riscos de
patologias quantificadas com o tempo, contribuem para a compreensao
epidemioldgica de véarias doencgas hoje existentes (Barbosa, 2014).

O avanco tecnolégico ocorrido nas ultimas décadas provocou mudancgas
nas pesquisas cientificas e estd cada vez mais relacionado com o uso de
geotecnologias, dentre elas o geoprocessamento, que englobao Sistema de
Informagéo Geogréfica (SIG). A necessidade de levantamento de dados cada vez
mais detalhados faz com que o pesquisador tenha que trabalhar com diferentes
tecnologias. Na area da saude, por exemplo, o SIG pode relacionar dados contidos
em bancos de dados com diferentes ambientes como florestas, rios, cidades,
bairros, etc. As analises obtidas com o uso do SIG podem ser utilizadas para
planejar uma pesquisa utilizando pontos especificos. Em uma pesquisa
entomoldgica, é possivel determinar locais de criadouros, focos de vetores (Gurgel,
2003).

O SIG pode ser utilizado com base em equipamentos e em programas
computacionais que possibilitam a criacdo de mapas e de graficos, resultando em
uma base cartografica que facilita a analise dos resultados (geoinformacdes)
coletados (Cavalcante, 2010).

Além disso, pode-se dizer que 0 geoprocessamento esta associado a um
conjunto de ferramentas de representacdo do espaco geogréafico. Destacam-se,
dentre essas ferramentas, o Global Position System (GPS), ou Sistema de
Posicionamento Global, os sistemas Computer Aided Design - Desenho Assistido
por Computados (CAD),0s Bancos de Dados Geograficos (BDG), além da
Cartografia Digital e do Sensoriamento Remoto (Cruz, 1994).

A utilizacdo das técnicas de geoprocessamento para a analise espacial
em avaliacbes epidemiolégicas de doencas aumentou nos ultimos anos,
caracterizando-as como ferramentas importantes na vigilancia e no controle.
Apresentam como maior vantagem o fato de tratarem o municipio como um mosaico
de varias realidades, que merecem, portanto, abordagens diferenciadas (Cruz,
1994).
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Com o rapido avanco dos casos de arboviroses no Brasil, surge, na saude
publica, a necessidade de ferramentas que avaliem, de forma rapida e confiavel,
possiveis focos e locais que possam contribuir para a criagdo de Ae. aegypti. O
geoprocessamento mostra-se um instrumento para o planejamento e a avaliacéo de
programas de controle de arboviroses (Medronho, 1995).

Assim, no presente estudo, faz-se uso do georreferenciamento para
identificacdo de focos de Ae.aegypti na cidade de Passo Fundo/RS, avaliando a
distribuicdo da espécie e possiveis fatores abioticos que estejam influenciando a

surgimento dos focos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Distribuicdo de armadilhas e coleta de ovos de Aedes aegypti nativonativos

no municipio de Passo Fundo/RS

Para o célculo amostral, considerou-se o total de 61.754 domicilios na
cidade de Passo Fundo (IBGE, 2016), adotado um nivel de confianca de 90% e um
erro amostral de 15.5%. Para o estudo, foram identificados 20 pontos. Esses locais
de amostragem foram distribuidos utilizando-se o Método de Rede Triangular
Irregular (TIN) para a definicho da localizagdo dos pontos amostrados,
considerando-se a disténcia de cada ponto de 2.500 metros. Segundo Almeida Filho
et al. (2016), Piovezan et al. (2017), Jonusaite, Donini e Kelly (2017), essa € a
distancia que as fémeas de Ae. aegypti costumam percorrer, voando geralmente a
menos de 1 metro de altura.

Posteriormente, foram cruzadas cinco linhas, formando assim, a grade
para definicdo da Rede Triangular Irregular (TIN) (Figura 08). A localizagcéao precisa
dos pontos amostrados (Figura 09) sé foi possivel com o uso de GPS de Precisao,
controlando o erro maximo de até 40cm em cada ponto amostrado. Por meio dessas
coordenadas geograficas extraidas a campo, e através do software Surfer 12,
utilizando-se das fungbes “Grid”, “Math” e selecionando o “input grid file A’ que
consiste no arquivo que contém o mapa com os valores krigados e atribuir ao “input
grid file B” “o arquivo que contém o mapa de tendéncia. Para a fungao C = f(A, B)
estabelecer C = A + B”, e a sobreposi¢cao dos resultados planialtimétricos, pelo

software Surfer 12, utilizando o comando “Overlay Maps”. Nas Figuras 8e 9 podem
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ser visualizadas as localizacbes dos 20 pontos de coleta de dados (uso de
armadilhas), distribuidos, conforme o Método de Rede Triangular Irregular (TIN) na
cidade de Passo Fundo/RS.
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Figura 8: Formacdo e representacdo da Rede Triangular Irregular (TIN) no municipio de Passo
Fundo/RS.

Fonte: Autora (2018).

ity & g .‘
358000 359000 360000 361000 362000 363000 364000 365000 366000 367000
Escala (m): [ aa—  S—)
0 2000 4000 6000 8000

Figura 9: Localizagdo dos 20 pontos selecionados para a identificacdo de focos de Aedes aegypti no

municipio de Passo Fundo/RS.

Fonte: Autora (2018).
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Para a coleta de ovos dos mosquitos, foram distribuidas armadilhas do
tipo ovitrampa durante o ano de 2016 e 2017. O método de ovitrampa é considerado
simples, barato e ndo agride o meio ambiente. E muito seguro para estimar a
distribuicdo espacial do mosquito adulto em determina area. Basicamente, consiste
em um recipiente de cor escura, parcialmente preenchido com agua. Nele, adere-se
um material aspero (pedaco de Eucatex e papel filtro) que permite a fixacdo dos
ovos depositados pelas fémeas do mosquito (Figura 10). As armadilhas foram
instaladas a 80cm do chdo,em residéncias localizadas nos pontos, e deixadas nos
locais durante cinco dias.Semanalmente, foram escolhidos cinco pontos para a

colocacédo das armadilhas, até completar 20 pontos dentro do periodo mensal.

Figura 10: Armadilha ovitrampa utilizada para coleta de ovos de Aedes aegypti.

Fonte: Autora (2018).

No comeco do estudo, os recipientes de captura dos ovos (armadilhas)
foram bem recebidos pelos proprietarios, com a devida autorizacdo. Mas, no
decorrer do estudo, a presenca das armadilhas comecou a causar certos
incébmodos, e sua presenca fixa comecou a ser desautorizada pelos proprietarios. A
solucdo para isso foi passar para a residéncia mais proxima. Segundo Neckel et al.
(2017), numa Rede de Triangulagéo Irregular ndo é necessério trabalhar com pontos
fixos, que podem ser deslocados em até 500 metros, com permanéncia interna da
rede, a medida que o objeto é analisado, ndo atrapalhando nos resultados de coleta

da amostra.
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2.2 Estabelecimento e manutencdo dos mosquitos nativonativos em

laboratério

Os ovos coletados foram colocados em uma bacia com &agua e
armazenada em uma incubadora (ELETROIlab 132FC), a 28°C, 80+ 10% UR e
fotoperiodo claro/escuro de 12h. As larvas foram alimentadas com racao para filhote
de gatos (Purina® CatChow®). A partir desses ovos, foi estabelecida uma colbnia de
Ae. aegypti nativo em abril de 2017, mantida no laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os ovos provenientes da
coldnia estabelecida foram utilizados em trabalhos futuros.

Na colonia, os adultos foram mantidos em gaiolas de criacao
30X30X30cm, a temperatura de 25°C e alimentados com uma solucdo de glicose
(10% v/v). Para o desenvolvimento de ovos, as fémeas de Ae. aegypti foram
alimentadas com sangue de roedores, fornecido pelo Biotério da UFRGS,por pelo
menos dois dias ha semana. Copos de plastico pretos contendo papel de filtro foram

colocados dentro das gaiolas, para a oviposicdo das fémeas.

3.RESULTADOS

3.1 Levantamento dos focos de Ae. aegypti

Dos 20 pontos estudados, foram encontrados focos de Ae. aegyptiem seis
pontos durante os dois anos do estudo e em todas as esta¢cdes do ano. Segundo
dados da Vigilancia Epidemiolégica do Municipio de Passo Fundo, esses pontos
representam os bairros do municipio onde desde 2015 sdo encontrados o0 maior
nameros de focos. Nos dois anos do estudo, o que se destaca € uma pequena
diminuicdo de focos em 2017 em comparagcdo com 2016 (Quadro 01) para o ano de
2017 (Quadro 02). Esta quantificado nos Quadros 1 e 2 o numero de focos, a média
de temperatura e a média pluviométrica por estacdes do ano nos bairros onde foram
encontrados 0os mosquito. As informacdes foram disponibilizadas pelo Centro de
Previsdo do Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC/IMPE), responsavel pelo
monitoramento do clima no Brasil. Durante o ano de 2016, nas estacdes de outono,
com médias de temperatura de 17°C e 350mm de chuvas e verdo com a

temperatura média de 24°C e 300mm de chuvas, foi quando se identificou maior
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namero de focos, tanto no ensaio como pela vigilancia epidemiolégica.Na primavera
e no inverno, observou-se um numero menor de focos. Em 2017, o maior nimero de
focos encontrados, tanto na presente pesquisa assim como pela vigilancia
epidemioldgica, também foi no outono e no verdo, seguidos pela primavera e pelo

inverno.
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Quadrol: Quantificacdo do nimero de focos de Aedes aegypti encontrados nos pontos do estudo em comparacdo ao numero de focos encontrados pela

Vigilancia epidemioldgica, identificando a temperatura média e a média pluviométrica nas diferentes estacdes do ano de 2016

isntg_gggfg Temperatura média | Pluviometria média Pont(oB(;ierriitudo Quantida(é%%i;?%?gg(ijsawgiléncia Quantidade de focos do ensaio
Outono 17 350mm Centro 37 20
Outono 17 350mm Petropolis 32 30
Outono 17 350mm Santa Marta 20 18
Outono 17 350mm Integragéo 30 32
Outono 17 350mm Vila Luiza 40 33
Outono 17 350mm Santa Maria 30 23
Inverno 15 250mm Centro 5 4
Inverno 15 250mm Petropolis 4 3
Inverno 15 250mm Santa Marta 2 1
Inverno 15 250mm Integragéo 1 1
Inverno 15 250mm Vila Luiza 2 3
Inverno 15 250mm Santa Maria 1 0

Primavera 19 400mm Centro 12 10

Primavera 19 400mm Petrépolis 15 17

Primavera 19 400mm Santa Marta 10

Primavera 19 400mm Integragéo 8

Primavera 19 400mm Vila Luiza 15 11

Primavera 19 400mm Santa Maria 4 2
Veréo 24 300mm Centro 50 40
Verdo 24 300mm Petrépolis 40 35
Veréo 24 300mm Santa Marta 20 22
Verao 24 300mm Integragéo 43 39
Veréo 24 300mm Vila Luiza 100 78
Veréo 24 300mm Santa Maria 57 48
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Quadro2: Quantificacdo do nimero de focos de Aedes aegypti encontrados nos pontos do estudo em comparagcdo ao niumero de focos encontrados pela

Vigilancia epidemioldgica, identificando a temperatura média e a média pluviométrica nas diferentes esta¢des do ano de 2017

Estacdo do Temperatura média PIuviqmetria Ponto dge estudo Quantidade ge cho§ Qa Vigilancia Quantidade de focos do ensaio
ano- 2017 média (Bairro) Epidemiolégica
Outono 18 350mm Centro 30 15
Outono 18 350mm Petrépolis 25 20
Outono 18 350mm Santa Marta 15 15
Outono 18 350mm Integragéo 22 10
Outono 18 350mm Vila Luiza 23 20
Outono 18 350mm Santa Maria 15 9
Inverno 16 300mm Centro 3 2
Inverno 16 300mm Petrépolis 2 2
Inverno 16 300mm Santa Marta 3 1
Inverno 16 300mm Integragéo 5 1
Inverno 16 300mm Vila Luiza 1 2
Inverno 16 300mm Santa Maria 1 0
Primavera 17 250mm Centro 10 10
Primavera 17 250mm Petrépolis 12 14
Primavera 17 250mm Santa Marta 10 11
Primavera 17 250mm Integragéo 6 8
Primavera 17 250mm Vila Luiza 10 10
Primavera 17 250mm Santa Maria 5 4
Verao 22 300mm Centro 35 33
Verédo 22 300mm Petrépolis 25 25
Verao 22 300mm Santa Marta 30 30
Verao 22 300mm Integragéo 33 29
Verdo 22 300mm Vila Luiza 78 76
Verao 22 300mm Santa Maria 55 53
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Por meio dos dados coletados, o geoprocessamento gerou, mapas
comparativos que representam, entre 0os anos de 2016 e 2017, os focos de Ae.
aegypti encontrados nos pontos amostrados. Primeiramente, foi possivel identificar a
diminuicdo dos focos do ano de 2016 para o ano de 2017 nos locais em que foram
distribuidas as armadilhas e identificados focos do mosquito (Figuralla). Segundo
os dados fornecidos pela vigilancia epidemioldgica do Municipio (Figura 11b), houve
uma diminuicao significativa dos focos do vetor do ano de 2016 para o ano de 2017
em todos os bairros. Os focos estdo bem distribuidos dentro de cada bairro,
atingindo uma regido mais central do municipio e as areas adjacentes. O bairro Vila
Luiza destacou-se dos demais do estudo pela grande quantidade de focos. No bairro
Petrépolis, essa diminuicao fica bem evidente (Figura 12). Sendo assim, os dados
coletados no estudo estdo em conformidade com os dados coletados pela vigilancia
epidemiologica.

A Figura 13 representa a quantidade total de focos encontrados em cada
bairro pelo uso das armadilhas a campo. Sugere-se que esses focos formam um
corredor ao longo do Municipio. O bairro Vila Luiza, embora tenha apresentado uma
leve diminuicdo nos focos do mosquito de 2016 para 2017, ainda se destaca dos
demais, chegando a um total de 125 focos em 2016 e 108 em 2017. O bairro
Integracdo teve uma diminuicdo média de 77 focos em 2016 para 48 em 2017,
enquanto o Bairro Santa Maria apresentou um pequeno aumento nos focos de um

ano para outro.
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Figura 11: Mapa de localizacdo dos focos de Aedes aegpyti em cada um dos bairros selecionados no estudo nos ano de 2016 (A) e 2017 (B). Os pontos

representam os focos do vetor.
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Figura 12: Mapa de localizacdo dos focos de Aedes aegpyti em cada um dos bairros selecionados no estudo nos ano de 2016 (A) e 2017 (B). Os pontos

representam os focos do vetor.
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Figura 13: Mapa em 3D representando a quantidade total de focos de Aedes aegypti encontrados

nos anos de 2016 (A) e 2017 (B) nos seis bairros do estudo, no municipio de Passo Fundo/RS.

Quando comparada a densidade populacional no raio dos pontos
demarcados no ano de 2016 (Figura 14) e 2017 (Figura 15), os locais com numero
mais elevado de focos nos dados coletados a campo e no levantamento realizado
pela vigilancia epidemiolégica séo os bairros que apresentam a maior populacao.

Nesses seis pontos (bairros), a falta de vegetacédo fica bem evidente,
principalmente na regido mais central. Mesmo em &reas mais adjacentes, a

presenca de vegetacao € bastante reduzida (Figura 16).
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Mapa de representacéo da densidade populacional nos bairros do ensaio a campo onde foram encontrados focos de Aedes aegypti em 2016 (A)
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Figura 15: Mapa de representacdo da densidade demografica nos bairros do ensaio a campo onde foram encontrados focos de Aedes aegypti em 2016 (A)

e 2017(B).
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Figura 16: Distribuicao no relevo dos focos de Aedes aegypti encontrados pela Vigilancia epidemioldgica e no ensaio de campo nos anos de 2016 e 2017.
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4.DISCUSSAO

As estacdes do ano do municipio de Passo Fundo em que se obteve a
maior média de chuvas foram a primavera em 2016 e o outono em 2017. Segundo
Watts et al. (1987), a incidéncia de dengue pode ter uma forte associacdo com as
estacdes chuvosas, assim como as altas temperaturas. A chuva pode ser o fator que
mais tem influéncia no surgimento de focos de Ae. aegpyti, mas ambos precisam
estar associados para que o surgimento de novos focos seja possivel. Em paises
tropicais como a Tailandia e a Indonésia, o0 pico da ocorréncia de casos de dengue
hemorragico coincide com os meses de maior pluviosidade. No entanto, outros
fatores podem estar associados, como as diferentes temperaturas (Czuy et al.,
2001).

O Aedes aegypti tem sua densidade populacional diretamente
influenciada pela presenca de chuvas, podendo manter uma populacao consideravel
durante as estagbes menos chuvosas, devido aos criadouros semipermanentes
(latdes, pratos de vasos, pneus etc), mas € durante a estacdo chuvosa que sua
populacao alcanca niveis elevados (Czuy et al., 2001).

Nas estacdes do ano durante o estudo, a média da temperatura
associada as médias de precipitacdo correlacionam-se, uma vez que o periodo em
que foi encontrado o maior numero de focos do vetor foi durante o verdo, quando as
temperaturas variaram de 22°C a 24°C, com média de precipitacdo de 300mm.Em
Sdo Paulo, observou-se que a temperatura foi o principal fator do processo de
infestacdo de Ae. aegypti em vérias regibes (Tun-Lin, 1995). Em estudos
epidemioldgicos realizados no México, a média de temperatura (22°C) durante a
estacdo chuvosa foi quando se encontrou o maior numero de focos do vetor. Para
Ae. aegypti, 0 aumento da temperatura aumenta as chances de completar seu
periodo de incubacdo, contribuindo para a presenca de ovos no ambiente (Focks&
Chadee, 1997).

De acordo com Beserra et al. (2007), temperaturas abaixo de 18°C
causam efeitos que impedem o desenvolvimento do vetor e o aparecimento de
novos focos. Em nosso estudo, alguns poucos focos foram encontrados no inverno,

gquando a média de temperaturas ndo ultrapassou dos 17°C. Glasser (1997)
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constatou que quanto menor a temperatura, mais lento € o processo de expansao da
espécie.

Outros fatores também estdo associados ao surgimento de novos focos.
Aspectos como alta densidade populacional, alta densidade habitacional e a
urbanizacdo ndo planejada propiciam as condi¢cdes para a reproducao do vetor. As
regibes onde existem problemas de saneamento basico e a producdo de residuos
sem uma destinacdo correta, também contribuem para o aumento proliferacao de
focos (Donalisio & Glasser, 2002).

Comparando os dados da vigilancia epidemiolégica com os dados do
estudo em ambos o0s anos (2016-2017), os numeros mais elevados de focos
ocorreram nos bairros com os maiores indices de habitantes. Na zona urbana de
Passo Fundo, a populacdo encontra-se mais densamente concentrada nessa regiao
central, que também é a zona mais populosa da cidade, e compreende mais
especificamente o setor do Centro e os setores adjacentes, com o Bairro Vila Luiza,
onde foram encontrados os maiores numeros de focos. Segundo o Plano Municipal
de Saneamento Basico de Passo Fundo (PMSB), até 2014 nao haviam sido
identificados focos de Ae. aegypti no municipio. A densidade populacional desses
bairros, somada as condi¢cdes socioecondmicas e culturais das populacdes, além de
fatores ambientais, interferem no cuidado com o saneamento doméstico. De 2014
até 2018, o numero de focos do mosquito sé aumentou, contribuindo, assim, para a
presenca do vetor na regido (PMSB, 2014).

Para que o vetor consiga completar seu ciclo, colocar seus ovos, €
necessario que um conjunto de fatores abidticos se relacionem: temperatura,
precipitacdo, densidade demogréfica, relevo e composicéo vegetal. Passo Fundo é
um municipio que apresenta uma altitude média de 690 metros. O relevo do
Municipio possui formas onduladas e bastante homogéneas,com colinas suaves,
bem arredondadas, conhecidas por coxilhas (PMSB, 2014). As regides que possuem
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do mosquito sdo aquelas situadas abaixo
dos 1000m de altitude (Teixeira, Barreto & Guerra, 1999).

Nos levantamentos a campo, o bairro Vila Luiza e o Centro destacaram-
se dos demais pelo numero mais elevados de focos. Ambos os locais possuem uma
pequena parcela de vegetacdo. A predominancia maior é de construcao civil, com

concentracdo de comércio nessas areas, ocasionando boa perda da vegetagdo. Os
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maiores indices de infestacdo sdo registrados em bairros com alta densidade
populacional e baixa cobertura vegetal, onde o mosquito encontra alvos para
alimentacdo mais facilmente.

Em Passo Fundo, a Lei Municipal n® 5.173, de 29 de dezembro de 2015,
estabelece normas para a prevencao da multiplicagdo das larvas do mosquito,
prevendo multas leves, moderadas e graves aos proprietarios e aos moradores de
imoveis que ndo cumprirem com as obrigacbes de prevencdo. Em 2017, foram 18
notificacdes de irregularidade de moradores que possuiam criadouros potenciais em
seus terrenos. Em 2018, foram aplicadas quatro multas.

De acordo com o Levantamento Rapido do indice de Infestacdo do Aedes
aegypti (LIRAa) de 2018, o indice estava em 5,4, o que indicava risco alto para
epidemias para o municipio. Em 2019, até o momento, o indice de Infestacdo Predial
manteve-se em 0,2%, ou seja, a cada 100 casas visitadas, 0,2 casas tem a
presenca do mosquito, classificando o municipio em risco baixo para epidemias
(PMPF, 2019).

Nos estudos de campo, as armadilhas de oviposicdo tém sido utilizadas
em varios municipios, contribuindo muito para a identificacdo de ovos e de larvas do
mosquito, particularmente em situacdes com indices de infestacdo predial. Porém
nao fornecem informacdes sobre a distribuicdo e sobre os tipos de criadouros
predominantes (Brito& Forattini, 2004).

Segundo Pesini, Neckel e Rosa (2012), o geoprocessamento conceitua-
se como uma ferramenta que utiliza de técnicas matematicas para representacao de
objetos, e, portanto, torna-se indispensavel, pois possibilita a representacdo desses
tipos de estudo. Os resultados obtidos em pesquisa de campo s&do mais
representativos com mapas que apresentam as varia¢des dos resultados na area de
estudo. Este estudo pode, por meio do geoprocessamento, relacionar os bairros
onde foram encontrados focos de mosquito com os mais diversos fatores como

chuvas, temperaturas, etc que podem estar associados para a proliferagao do vetor.
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5. CONCLUSOES

I. Nos seis bairros selecionados no estudo, todos apresentaram focos de
Ae. aegypti. Uma diminuigdo no nimero de focos foi observada do ano de

2016 para o ano de 2017 em todos os bairros;

. O Bairro Vila Luiza e o Centro da cidade foram o0s que mais se
destacaram na quantidade de focos durante os dois anos do estudo;

lll. Fatores abidticos: temperatura, precipitacdo, densidade populacional e

relevo influenciaram no surgimento dos focos no municipio;

IV. O georreferenciamento mostrou-se uma ferramenta de grande

importancia para o levantamento dos dados.
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CAPITULO Il - EFEITO DE SAIS IMIDAZOLICOS SOBRE Aedes aegypti

RESUMO

Aedes aegypti € o principal transmissor de varias arboviroses em todo o mundo,
sendo as principais dengue, febre amarela, zika e chikungunya. Um aumento
consideravel de casos tem ocorrido principalmente pela dificuldade de controle
dessa espécie de mosquito e de varias populacdes terem-se tornado resistentes aos
inseticidas quimicos mais utilizados. Assim, o estudo de novos compostos é
fundamental para ampliar o controle desse vetor. Neste trabalho, o potencial de seis
sais imidazélicos candidatos a larvicidas foi avaliado em Ae. aegypti nativonativos e
Rockefeller. Foram feitos testes laboratoriais de suscetibilidade em larvas expostas
por até 48 horas, em 10 diferentes concentragfes. Além disso, verificou-se a
persisténcia residual dos sais em condicdes liquidas e secas, bem como a influéncia
de diferentes temperaturas (15, 25, 30 e 40°C) e de luz ultravioleta na sua eficacia.
Os sais apresentaram diferentes graus de toxicidade. Desses, CisMImMes e
CisMImCI foram o0s mais toxicos, em concentracdes muito baixas (10-20ug/L),
causando mortalidade em 100% das larvas em até 48 horas. Em meio aquoso,
apresentaram acdo residual por até quatorze dias. Em condicbes ambientais,
permaneceram toxicos por até 12 meses em condicbes de armazenamento. Nas
temperaturas de 30 e 40°C, os sais foram mais toxicos para as larvas, em
comparacao a condi¢cdes sob temperaturas mais baixas (15 e 25°C). Nao houve
diferenca significativa entre a mortalidade das larvas coletadas no campo com
relacdo aquelas de laboratério, em todos os testes realizados. Quando expostas a
uma dose subletal LC20 em diferentes estadios, as larvas em 1° e 2° instares ndo se
desenvolveram, pois, apos trés dias, estavam todas mortas. As larvas de 3° instar
desenvolveram-se até atingirem o estagio de pupa, mas nao sobreviveram até a
fase adulta. Nenhuma larva chegou ao quarto estadio. Esses resultados indicam
que, além de larvicida, os sais servem como inibidores de crescimento. Nas
condicbes em que foram feitos os bioensaios, a luz ultravioleta ndo interferiu na
qualidade do sal, por pelo menos 24 horas de exposicédo. E possivel que quando
testados em ambiente natural, a resposta seja a mesma, indicando que o0s sais

podem ser totalmente utilizados a campo. Os sais imidazolicos, nas condicdes em
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que foram testados, sdo muito eficientes para o controle de larvas de Ae. aegypti, e
apresentam, portanto, grande potencial para o desenvolvimento de inseticidas.

Palavras-chave: efeito residual, inibidor de crescimento,inseticida,temperatura.

EFFECT OF IMIDAZOLE SALTS ABOUT Aedes aegypti

ABSTRACT

Aedes aegypti is the main transmitter of several Arboviruses in the world, being the
main dengue fever, yellow fever, chikungunya and zika. The increase in outbreaks
worldwide has happened mainly because of the difficulty of control of this species
and mosquito populations have become resistant to most chemical insecticides used.
Thus, the study of new compounds is essential to extend this control vector. In this
thesis, the six potential imidazole salts candidates to larvicides were evaluated
against Ae. aegypti wild and Rockefeller strain. Laboratory tests were conducted and
susceptibility in larvae was made by exposing them for up to 48 hours, in 10 different
concentrations. In addition, the residual effect of salts in liquid and dry conditions, as
well as the influence of different temperatures (15, 25, 30 and 40 ° C) and ultraviolet
light on the effectiveness of those salts. The salts tested against Ae. aegypti, showed
varying degrees of toxicity. The CisMImMes and CisMImCI were the most toxic in
very low concentrations (10-20 p g/L), causing 100% mortality of the larvae within 48
hours. In aqueous solution the salts showed residual action for up to fourteen days.
In laboratory conditions remained toxic to 12 months when in storage conditions. At
temperatures ranging from 35-40degrees °C, the salts were more toxic to the larvae,
than at lower temperatures (15 and 25 °C). There was no significant difference
between the mortality of larvae collected in the field in relation to the laboratory,
during all tests conducted until here. When different instars of larvae were exposed to
a sublethal dose LCzo, the larvae in stages 1 and 2 did not develop, and after three
days, they were all dead. The third instar larvae develop until they reach the pupa
stage, but did not survive to adulthood. No larvae reached the fourth stage. These
results indicate that, in addition to larvicidal, the salts seem to serve as a growth

inhibitor. Under the conditions in which the bioassays were made, the ultraviolet light
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didn't seem to interfere with the quality of the salt, for at least 24 hours of exposure.
Maybe when tested in natural environment, the results could be the same, indicating
that the salts can be fully used in the field.Imidazole salts, in accordance with the
conditions which have been tested, are very effective for the control of larvae of Ae.
aegypti, and feature, therefore, great potential for the development of insecticides in

the future.

Keywords: growth inhibitor,insecticides, residual effect, temperature.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € um importante vetor de arboviroses no
mundo, como dengue, chikungunya, zika e febre amarela urbana(Powell&
Tabachnick, 2013). A busca pela erradicacédo dessas doencas baseia-se nas formas
de controle do vetor. A Organizacdo Mundial de Saude indica que sejam usados
diversos métodos (bioldégicos e mecanicos) em conjunto para o controle eficaz do
mosquito, porém os mais utilizados séo os inseticidas quimicos. Quando se trata de
controle de vetores, a utilizacdo de apenas uma estratégia ndo garante a total
remocdo do agente. E importante que se encontre uma combinagdo de diferentes
alternativas que se enquadrem com a realidade local (WHO, 2012).

O controle de Ae. aegypti pode ser realizado de trés formas: mecanica,
gue visa a vigilancia e o manejo ambiental, por meio da eliminacdo do vetor, seus
focos e criadouros artificiais; biolégica, com o uso de predadores, parasitas e
organismos patogénicos para o controle populacional; e quimica, nas formas de
repelentes e inseticidas para o controle das formas larvais e adultas. No entanto, a
forma de controle que mais vem sendo utilizada ao longo dos anos € a quimica. Dos
varios inseticidas existentes, a OMS recomenda a utilizacdo de quatro classes
principais: organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides. Esses
compostos atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos, levando-os a morte
(Braga & Valle, 2007).

No Brasil, hd muitos anos vém-se estudando as consequéncias do uso
exagerado desses compostos, pois um dos grandes fatores que levam a dificuldade
de controle dessa espécie de mosquito € o surgimento de populagfes resistentes a
inseticidas quimicos. Dos inseticidas, o mais utilizado € o Temefds. Relatos sobre
resisténcia de Ae. aegypti a esse organofosforado tém sido descritos em Goias
(Macoris et al.,1995), Manaus (Pinheiro & Tadei, 2002), Sdo Paulo (Macoris et al.,
2003), Rio de Janeiro e Espirito Santo (Lima et al., 2003), Brasilia(Carvalho et al.,
2004), Curitiba (Duque et al., 2004), Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas (Braga et al.,
2004), Ceara (Lima et al., 2006), Paraiba (Beserra et al., 2007), além de outras
regides no pais (Montella et al., 2007). Em uma pesquisa realizada entre os anos de
2010 e 2011, mosquitos nos estados de Rondbnia, Parana e Santa

Catarinaapresentaram resisténcia ao organofosforado Temefds (Chediak et al.,
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2016). Recentemente, a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) realizou um
levantamento entre alguns estados brasileiros para identificar locais onde ja se
registram um avanco dessa resisténcia. O efeito residual € outro aspecto que deve
ser avaliado para qualquer inseticida ou larvicida. Essa avaliacdo consiste em medir
diariamente a mortalidade larval durante determinado periodo de tempo e que seja
mais longo do que os testes de toxicidade (Pontes et al., 2005). A variagao de efeito
residual pode ocorrer devido a formulacdo, bem como a forma como o composto é
aplicado. O efeito residual é considerado um 6timo indicador dos ciclos de
tratamento no controle dos insetos (Garcia Neto, 2011).

Devido a ampla distribuicio de Ae. aegypti mundialmente e ao
conhecimento de que varias populacbes sado resistentes aos inseticidas mais
utilizados, é necessario que estudos voltados a outros produtos sejam conduzidos.
Nesse sentido, sais imidazélicos podem ser usados no controle de focos de
mosquitos, uma vez que varios desses sais tém sido amplamente estudados com o0s
mais variados objetivos industriais e farmacéuticos, por apresentarem caracteristicas
qguimicas importantes, como estabilidade e ndo volatilidade (Schrekker et al., 2007;
Donato et al., 2010).

O Imidazol é um composto organico aromatico heterociclico que possui
estrutura de anel similar, mas que pode apresentar varios substituintes. A estrutura
do imidazol é formada por anel de cinco membros, e € sollvel em agua e outros
solventes. E classificado como aromatico devido a presenca de um sexteto de
ligacBes. Pode ser sintetizado por meio de diversos métodos que sao classificados
de acordo com a forma e o nimero de ligacbes que séo feitas para formar o anel
imidazdlico (Schrekker et al., 2007; Donato et al., 2010).

Sais de imidazol sdo formados por protonacdo ou substituicdo no
nitrogénio do imidazol. Os sais imidazolicos (SI) sdo derivados ibnicos do imidazol
(Borowieck et al., 2013). Possuem um ponto de fusdo de <100°C séo classificados
como liquidos ibnicos. As propriedades fisico-quimicas dos Sl incluem alta
estabilidade térmica,ampla faixa de temperatura do liquido, ampla janela
eletroquimica,alta condutividade e mobilidade i6nica, facil reciclagem e ajustavel
solubilidade, com uma grande variedade de compostos organicos e inorganicos.

Essas caracteristicas permitem o desenvolvimento de uma ampla variedade de
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aplicagbes inovadoras. Sua toxicidade depende basicamente de sua estrutura
(Schrekker et al., 2007; Donato et al., 2010).

Atualmente, varias atividades bioldgicas e aplicacfes de sais imidazélicos
tém sido identificadas, como antimicrobiana (Riduan& Zhang, 2013;
Pendleton&Gilmore, 2015; Smiglak et al., 2014), antifingica (Smiglak et al., 2014;
Liu et al., 2013; McCann et al., 2013), antitumor (Riduan& Zhang, 2013), antioxidante
(Riduan& Zhang, 2013), antifiborosa (Riduan& Zhang, 2013), bioengenharia
(liberacdo droga/gene ou biosensores) (Riduan&zZhang, 2013; Pendleton&Gilmore,
2015; Smiglak et al., 2014), anti-inflamatoria, dentre outras (Fang et al., 2010).

Neste trabalho, o potencial de sais imidazolicos como possiveis larvicidas
foi avaliado em Ae. aegypti de referéncia Rockefeller e nativoNativo. Foram feitos
testes laboratoriais de suscetibilidade e de influéncia no desenvolvimento dos
mosquitos. Além disso, verificou-se a persisténcia residual e a influéncia da
temperatura e de luz ultravioleta na eficacia dos sais e possiveis danos

histopatolégicos em larvas a eles expostas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Triagem de sais imidazélicos com atividade larvicida

A atividade larvicida de seis sais imidazolicos (Sl)(Figura 17) foi avaliada
apoés 24 e 48h, determinando a mortalidade larval. Concentragfes iniciais de Sl de
0,512, 1,024, e 5,20 ug/L foram utilizados para testar a toxicidade em larvas. Como
nenhuma concentracdo de referéncia estava disponivel, as doses testadas
inicialmente nos bioensaios foram baseadas nos valores de MICso (concentracao
minima inibitéria) relatados para estes sais contra dermatofitos resistentes a
multiplos farmacos (Dalla Lana, 2015). Esses bioensaios foram realizados com
quatro repeticdes de 25 larvas saudaveis (3 grupos testados de larvas Rockefeller +
grupo de controle). Apos a determinacédo da toxicidade dos Sl, os que causaram
mortalidade larval superior a 80% ap0s 48 horas de exposi¢cado foram selecionados
para estudos futuros. Como nao foi possivel atingir mortalidades superiores a 90%
com as concentragdes inicialmente testadas, foram aplicadas doses mais elevadas

para atingir 99% da mortalidade.
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Figura 17: Sais utilizados no estudo: MIm = methylimidazolium cation; Cl = chloride anion; MeS =

methanesulfonate anion; NTf2 = bis(trifluoromethane)sulfonimide.

O cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazélio (C1sMImCI) e o cloreto de 1-
n-octadecil-3-metilimidazolio (CisMImCI) foram adquiridos de CJC CHINA JIE
CHEMICAL; Cloreto de 1-n-butil-3-metilimidazélio (C4sMImCI) e cloreto de 1-n-decilo-
3-metilimidazolio (C1oMIMCI) foram adquiridos na Sigma-Aldrich; e metanossulfonato
de 1-n-hexadecil-3-metilimidazdlio (CisMImMeS) e bis (trifluorometilsulfonil) imida de
1-n-hexadecil-3-metilimidazoélio (C1sMImMNTf2) foram sintetizados de acordo com um
procedimento previamente relatado e os dados espectrais estavam de acordo com
os publicados (Schrekker et al., 2007; Cassol et al., 2010). Antes da utilizagcéo, os Sl
foram secos sob vacuo durante 5h a 60°C para remover a agua residual. A
solubilidade em agua dosSI CisMImCI (86,2 mg / mL), CisMImCI (43,2 mg/mL),
CisMImMeS (137,8 mg/mL) e CieMIMNTf2 (<1,92 mg/mL) foi determinada pela

adicdo de agua a uma massa conhecida de Sl a 20-22°C, até a dissolugédo completa.

2.2 AtividadeToxicidade dos sais imidazélicos selecionados sobrelarvas de Ae.

aegypti linhagemRockefeller e NativoNativos

Para os bioensaios, foram avaliadas 10 diferentes concentracdes de cada
Sl. Os sais foram colocados separadamente em tubos do tipo Eppendorf de 2 mL e
diluidos em 1 mL de agua destilada, formando assim a solucdo principal de cada

correspondente: CisMImMeS (60,0 pg/mL) e C1sMImCI (187.0 ug/mL). Das principais
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solugbes, duas aliquotas foram retiradas: 266.67 pul e 8556 pl,
respectivamente.Essas aliquotas foram adicionadas a 800 mL de &gua filtrada para
formar a primeira diluicdo, correspondente a 1 (20,0 ug/L). Diluicbes em série
resultaram em 2 (10,0 pg/L), 3 (5,00 ug/L), 4 (2,50 pg/L), 5 (1,25 pg/L), 6 (0,625
pg/L), 7 (0.312 pg/L), 8 (0.156 pg/L), 9 (0.078 ug/L) e 10 (0.039 pg/L).

Estes bioensaios foram realizados em triplicata, com quatro repeti¢cdes (3
grupos testados de larvas + 1grupo-controle), e para cada concentracao utilizaram-
se 300 larvas saudaveis entre as 32 ou 42 instares da linhagem Rockefeller e de
mosquitos nativonativos (obtidas de coletas de georreferenciamento em Passo
Fundo-RS). Todos os experimentos foram conduzidos em camara germinadora
climatizada BOD (Tecnal TE-401) a 28°C, com fotoperiodo claro/escuro de 12h. A
mortalidade larval foi analisada apés 24 e 48 horas. As larvas foram consideradas
como mortas, quando ndo responderam a estimulos mecénicos. Todos o0s
bioensaios foram baseados no protocolo da Organizacdo Mundial da Saude (WHO,
1981). Larvas testadas e usadas como controles foram fotografadas em um estéreo

microscopio Meije EMZ13TR para analise de possiveis danos macroscopicos

2.3 Persisténcia residual e estabilidade quimica dos sais

Para avaliar a persisténcia residual da atividade larvicida de ambos os
sais, utilizaram-se 500 mL de uma solugdo aquosa de 20,0 ug/L de SI
correspondente a dose letal LCoo. Foram utilizadas larvas da linhagem Rockefeller,
sendo cem (100) por réplica. Os experimentos foram realizados em triplicata,
juntamente com um grupo de controle.

A mortalidade larval foi avaliada diariamente e todas as larvas, vivas ou
mortas, foram descartadas apds a observacdo. Em seguida, as solu¢des foram
filtradas em rede fina, para remover residuos de larvas. Apés, 100 larvas saudaveis
novas foram adicionadas em cada réplica. Esse processo foi repetido diariamente
até que nao houvesse mais mortalidade larval. O mesmo procedimento foi realizado
com umgrupo-controle, expondo-se as larvas apenas a agua filtrada.

Para verificar a estabilidade quimica e a evaporagédo dos SI, 100 mL de
uma solugdo 20,0 pg/L de cada um dos sais CisMImCl e CisMimMeS foram

transferidos parauma quantidade grande de copos plasticos. Esses copos foram
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deixados em temperatura ambiente (20-25°C) e a luz ambiente, permitindo que a
adgua evaporasse ao longo do armazenamento. Assim, 0S copos contendo o sal
foram sendo usados mensalmente, até o periodo de um ano. Trés copos contendo a
guantidade mencionada de cada sal foram preenchidos com 100 mL de agua filtrada
e 25 larvas foram adicionadas. Outro copo com agua filtrada e 25 larvas foi usado
como controle. As larvas foram deixadas com a solu¢ao a temperatura ambiente (20-

25°C) e a mortalidade larval foi avaliada apos 24 e 48h.

2.4 Efeito dos sais imidazolicos sobre larvas em diferentes temperaturas

Para avaliar o efeito toxico dos sais imidazélicos Ci1sMImCIl e CisMImMeS
em diferentes temperaturas, foram selecionadas larvas da linhagemRockefeller e
larvas nativonativos. Quatro temperaturas diferentes foram selecionadas para o
ensaio (15°C, 20°C, 35°C, 40°C). Foram realizadas quatro repeti¢cdes, cada uma com
trés réplicas e um grupo-controle negativo contendo somente agua filtrada e um
grupo-controle positivo exposto ao Temefds. Vinte e cinco larvas (25) foram
adicionadas a cada copo plastico contendo 100 ml de agua filtrada e 20ug/L da
concentracdo de cada sal. Os ensaios foram realizados em sequéncia, iniciando aos
15°C e finalizando aos 40°C. As repeticbes foram mantidas em BOD com
fotoperiodo claro/escuro de 12h. A mortalidade larval foi analisada apos 24 e 48
horas.

2.5 Avaliacédo do desenvolvimento larval em doses subletal LC2o

Para a avaliacdo do seu desenvolvimento, as larvas foram divididas em
grupos por instares larvais (1° instar, 2° instar, 3° instar), em que foram realizadas
triplicatas + grupo-controle (contendo agua filtrada). Foram utilizadas 200 larvas da
linhagem Rockefeller para cada grupo, sendo 25 para cada copo contendo a solugao
e 25 para o copo controle. As larvas foram expostas a uma solucdo de 4ug/L
referente a dose subletal (LC20). O seu desenvolvimento foi acompanhado
diariamente por um periodo de até cinco dias. Nesse periodo, foi fornecido alimento

para 0 grupo exposto e para o grupo-controle. Foi realizada uma contagem diaria
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observando quantidade de larvas vivas, quantidade de larvas mortas e quantidade
de pupas e adultos.

2.6 Interferéncia de luz ultravioleta sobre os sais imidazoélicos e o efeito sobre

larvas de Ae.aegypti

Com o objetivo de verificar se a luz ultravioleta causaria alguma alteracéo
na acaodos sais imidazdlicos e, consequentemente, efeito nas larvas de Ae. aegypti,
foram feitos trés grupos em triplicatas com25 larvas da linhagem Rockefeller onde
foram adicionadas 20ug/L da concentracdo de cada sal aos copos plasticos que
continham 100 ml de &gua filtrada.Como grupo-controle, 25 larvas foram
adicionadas a copos contendo somente agua filtrada. Os trés grupos de triplicatas e
controle foram armazenados em Capela de Fluxo Laminar + UV (MA 1550) por trés
diferentes periodos: 6 horas, 12 horas e 24 horas. Em seguida, foram analisados os
indices de mortalidade larval para ambos os sais C1sMImCI e CisMImMeS.

O efeito dos sais em condi¢cdes de luz ultravioleta na mortalidade de
larvas foi determinado por analise de variancia (Anova), usando o programa
BioEstat, versdo 5.0, e o programa GraphPad. Diferencas entre os valores médios

foram determinadas pelo teste de Tukey a nivel de significancia de P< 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Sais imidazdlicos com potencial larvicida para Aedes aegypti

Inicialmente, o potencial larvicida de seis sais foi testado contra Ae.
aegypti linhagem Rockefeller e os resultados estdo resumidos na Tabela 1.
Considerando as trés concentragdes testadas, dois sais, CisMImCIl e CisMImMeS,
mostraram os melhores niveis de atividade, com porcentagens de mortalidade das
larvas superiores a 70% ap0s 48h usando uma concentracdo de 5,12 pg/L. A
letalidade de CisMImCI e de CisMImMeS foi 50% de 1,024 ug/L e 40% em 0.512

Mg/L, respectivamente.



52

Tabela 1: Efeito de seis sais imidazélicos na mortalidade larval de Aedes aegypti ap6s 24 e 48 horas.

Concentracao de Sal Imidazélico (ug/L)

S| 5.120 1.024 0.512
Mortalidade larval (%) de Aedes aegypti apos
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
CsMImCI 40 00 00 00 00 00
C10MImCI 40 60 00 00 00 10
C1sMImCI 30 50 20 50 10 20
C1sMImCI 70 90 20 50 10 30
CisMImMeS 80 90 70 70 30 40
C16MImMNTf; 0 00 00 00 00 00

3.2 Atividade dos sais imidazdlicos selecionados sobre larvas de Ae. aegypti

A atividade toxicidade dos sais imidazolicos CisMImCI e CisMImMeS foi
testada em 10 concentracfes na faixa de 20,0-0.039 ug/L, em que um total de 3.300
larvas da linhagem Rockefeller(Tabela 2) e 3.300 larvas nativonativos (Tabela
3)foram utilizadas para cada Sl. Em geral, a mortalidade larval foi reduzindo
conforme a concentracdo dos sais foi decrescendo. Para as trés maiores
concentracdes de Sl, a toxicidade do C1sMImCI foi menor do que CisMImMeS apos
24h. Apo6s 48h de exposicdo das larvas aos Sl, niveis de toxicidade semelhantes
foram obtidos com essas concentragdes, mostrando porcentagens de mortalidade
de = 80% tanto para a linhagem Rockefeller como para a nativanativo.Contudo néo
houve diferenca significativa na mortalidade apds 24 e 48 horas. Abaixo, esta

representada a mortalidade das larvas causadas por diferentes concentraces de
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ambos os sais apos 24 (Figura 18) e 48h (Figura 19) na linhagem Rockefeller, e 24
(Figura 20) e 48h (Figura 21) nas larvas nativonativas.

Tabela 2:Concentragdes letais dos sais imidazoélicos (LCso, LCo, LCoo) na mortalidade larval de

Ae.aegypti linhagem Rockefeller apds 24 e 48 horas de exposicdo, seu intervalo de confianca e Qui-

Quadrado de Pearson.

CisMImMeS CisMImMeS C1sMImCI C1sMImCI
(24 h) pg/L (48 h) pg/L (24 h) pg/L (48 h) pg/L
LCso 7.347 6.040 9.104 9.263
6.045-8.649 4.813-7.267 8.588-9.620 9.112-9.415
LCo0 13.330 12.862 17.070 17.350
11.173-15.487 10.715-15.008 16.131-18.008 17.073-17.627
LCoo 14.676 14.396 18.862 19.170
12.288-17.065 11.979-16.813 17.816-19.907 18.861-19.478
Pearson’s Chi- 2672.1 2144.6 1772.6 2199.6
square
DF 9 9 9 9
P < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

Tabela 3: Concentracdes letais dos sais imidazoélicos (LCso, LCo0, LCos) na mortalidade larval de

Ae.aegypti nativonativo apds 24 e 48 horas de exposi¢éo, seu intervalo de confianga e Qui-quadrado

de Pearson..
CisMImMeS CisMImMeS C1sMImCI C1sMImCI
(24 h) pg/L (48 h) pg/L (24 h) pg/L (48 h) pg/L
LCso 8,477 7.604 8.500 9.123
6.909-1010 5.403-8.201 7.971-9000 9.115-9.315
LCo0 15.856 12.505 18.037 17.550
12.345-15.677 10.632-15.001 17.100-19.110 17.100-17.554
LCoo 16.999 14.234 18.824 19.200
14.456-15.167 11.876-16.500 17.716-19.905 18.864-19.353
Pearson’s Chi- 2989,1 2865 1672.8 2202.3
square
DF 8 8 8 8
P < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
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Figura 18: Mortalidade larval de Aedes aegypti linhagem Rockefeller apds 24h de exposicdo aos sais
imidazolicos CisMImCI (=) e CisMImMeS (¢). O nimero de larvas mortas representa a média + /--
desvio-padrdo. Cada numero representa a concentracdo de sal aplicada nos bioensaios: 1 (20,0
pg/L), 2 (10,0 pg/L), 3 (5,00 pg/L), 4 (2,50 pg/L), 5 (1,25 pg/L), 6 (0,625 pg/L), 7 (0.312 ug/L), 8 (0.156
pg/L), 9 (0.078 pg/L) e 10 (0.039 pg/L). Nenhuma mortalidade foi observada nogrupo-controle.
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Figura 19: Mortalidade larval de Aedes aegypti linhagem Rockefeller apés 48 h de exposicdo aos
sais imidazoélicos C1sMIMCI (=) e CisMImMeS (¢). O nimero de larvas mortas representa a média + /-
- desvio-padrdo. Cada ndmero representa a concentragdo de sal aplicada nos bioensaios: 1 (20,0
pg/L), 2 (10,0 pg/L), 3 (5,00 pg/L), 4 (2,50 pg/L), 5 (1,25 pg/L), 6 (0,625 pg/L), 7 (0.312 ug/L), 8 (0.156
pg/L), 9 (0.078 pg/L) e 10 (0.039 pg/L). Nenhuma mortalidade foi observada nogrupo-controle.
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Figura 20: Mortalidade larval de Aedes aegypti nativonativo apds 24 h de exposi¢do aos sais
imidazolicos C1sMIMCI (=) e CisMImMeS (¢). O ndmero de larvas mortas representa a média + /-
desvio-padrdo. Cada numero representa a concentracdo de sal aplicada nos bioensaios: 1 (20,0
pg/L), 2 (10,0 pg/L), 3 (5,00 pg/L), 4 (2,50 pg/L), 5 (1,25 pg/L), 6 (0,625 pg/L), 7 (0.312 ug/L), 8 (0.156
pg/L), 9 (0.078 pg/L) e 10 (0.039 ug/L). Nenhuma mortalidade foi observada no grupo-controle.
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Figura 21. Mortalidade larval de Aedes aegypti nativonativo apés 48 h de exposicdo aos sais
imidazélicos CisMImCI (=) e CisMImMeS (¢).0 nimero de larvas mortas representa a média + /-
desvio-padrdo. Cada nimero representa a concentracdo de sal aplicada nos bioensaios: 1 (20,0
pg/L), 2 (10,0 pg/L), 3 (5,00 pg/L), 4 (2,50 pg/L), 5 (1,25 pg/L), 6 (0,625 pg/L), 7 (0.312 pg/L), 8 (0.156
pg/L), 9 (0.078 ug/L) e 10 (0.039 ug/L). Nenhuma mortalidade foi observada nogrupo-controle.
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Pelo menos 50% das larvas mortas da linhagemRockefeller e nativo, nas
concentragdes mais elevadas (LCo9) de C1sMImCI e CisMImMeS, parecem ter algum
tipo de dano em seu interior, quando comparadas com as larvas do controle (Figura
22). Possiveis danos foram estudados em cortes histolégicos e sdo descritos no
capitulo IlI.

Dos sais testados, CisMImCl e CisMImMeS foram eficazes para o
controle de larvas de Ae. aegypti Rockefeller e nativo. A aplicagdo de solugcdes
aquosas com estes sais em concentracbes de 10,0 e 20,0 pg/L resultou em
mortalidade de 90% apds 48 horas. Esses resultados sdo muito promissores, uma

vez que uma relativa baixa dosagem foi necesséria para matar as larvas.

Figura 22: Larvas de Aedes aegypti cepa Rockefeller: Lado esquerdo (A): larva controle. No meio
(B): larva tratada com o sal imidazolico C1sMImCI apds 24h de exposicdo. Lado direito (C): larva

tratada com o sal imidazdlico C1sMImCIl apds 48h de exposicdo. Aumento = 12X.

Fonte: Autora (2017).

3.3 Efeito toxico residual de solu¢cdes aquosas dos sais imidazélicos

De acordo com Pontes et al. (2005), o efeito residual é definido como a
capacidade de manter a atividade letal de doses larvicidas para um organismo alvo
porum determinado periodo de tempo. A Figura 23 mostra os resultados obtidos com
ossais CisMImCI e CisMImMeS ao longo de 18 dias. O sal CisMImMeS foi muito

eficaz até o quarto dia, fazendo com que houvesse 98% de mortalidade de larvas
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apos 24 horas. No quinto dia, houve um declinio abrupto da mortalidade, que
alcancou apenas a 30%. A atividade da solugdo CisMImMeS foi completamente
perdida no sexto dia.

A solugéo contendo o sal CisMImCI causou quase 100% de mortalidade
nas larvas de Ae. aegypti e este efeito foi mantido até o 14°dia. Apos esse periodo,
houve um declinio da percentagem de mortalidade, e, no 18° dia, ndo foi observado

nenhum efeito toxico sobre as larvas.
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Figura 23: Efeito toxico residual de uma solugdo aquosa de C18MImCI (=) e C16MImMeS (¢) sobre
larvas de Aedes aegypti linhagem Rockefeller. Cada ponto representa a mortalidade larval média +

desvio padrdo. Nenhuma mortalidade foi observada no grupo-controle.

3.4 Efeito residual letal apés exposicdo do sal imidazélico a condicbes

ambientais

Com relacéo ao efeito residual apés 12 meses em condi¢cdes ambientais,
foi possivel observar que a toxicidade inicial de ambos os sais imidazdélicos nao foi
afetada pelo método de aplicagédo: os sais que foram mantidos secos durante esse
tempo, quando diluidos em qualquer periodo, mantiveram-se toxicos para as larvas
de Ae. aegypti. Durante o periodo de testes, o sal CisMImCI (Figura 24) apresentou
taxas de mortalidade larval de até 90% nos dez primeiros meses, mostrando uma

gueda mais significativa nos meses de julho e agosto, quando entdo o experimento
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foi interrompido. O mesmo ocorreu com o sal CisMImMeS (Figura 25) que comegou

a apresentar uma diminuicdo na mortalidade no més junho.
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Figura 24: Efeito letal residual do sal imidazélio C1sMImCI apds 24 e 48 horas, que foi mantido em
condicbes ambientais durante 12 meses(Setembro 2017-Agosto 2018) sobre as larvas de Aedes
aegypti linhagem Rockefeller. Nenhuma mortalidade foi observada no grupo-controle.* p<0,05 em

relacdo a Setembro de 2017 (quando inicio o experimento) em 24 horas. # p<0,05 em relacéo a

Setembro de 2017 em 48 horas.
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Figura 25: Efeito letal residual do sal imidazélio CisMImMeS apés 24 e 48 horas, que foi mantido em
condicdes ambientais durante 12 meses (Setembro 2017-agosto 2018) sobre as larvas de Aedes

aegypti linhagem Rockefeller. Nenhuma mortalidade foi observada no grupo-controle.* p<0,05 em
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relacdo a Setembro de 2017 (quando inicio o experimento) em 24 horas. # p<0,05 em relagédo a
Setembro de 2017 em 48 horas.

3.5 Efeito dos sais imidazélicos e do Temefés sobre larvas em diferentes
temperaturas

O organofosforado Temefés matou 100% das larvas nas primeiras 24
horas, em todas as temperaturas testadas. Os sais imidazoélicos responderam
diferentemente, aumentando sua toxicidade conforme aumentava a temperatura e o
tempo de exposicao, tanto na linhagem Rockefeller (Figura26, Figura 27), quanto
nas larvas oriundas de ambiente nativo (Figura 28, Figura 29). Em nenhum dos
periodos foi observada mortalidade nos grupos-controle.

Houve diferenca significativa entre o tratamento dos sais larvais em

relacdo ao Temefds e aogrupo-controle p< 0,05, quando testados em diferentes
temperaturas.
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Figura 26: Efeito dos sais sobre larvas de Aedes aegypti linhagem Rockefeller apds 24 horas de
exposicdo em quatro diferentes temperaturas em comparagdo ao grupo-controle e ao composto

Temefds.* p<0,05, representa diferenca significativa em relacéo ao controle.
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Figura 27: Efeito dos sais imidazélicos sobre larvas de Aedes aegypti linhagem Rockefeller apés 48
horas de exposicdo em quatro diferentes temperaturas, em comparagdo ao grupo-controle e ao

composto Temefos. * p<0,05, representa diferenca significativa em relagéo ao controle.
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Figura 28: Efeito dos sais imidazélicos sobre larvas nativas de Aedes aegypti apés 24 horas de
exposicdo em quatro diferentes temperaturas, em comparacdo ao grupo-controle e ao composto

Temefos. * p<0,05, representa diferenca significativa em relagédo ao controle.
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Figura 29: Efeito dos sais imidazdlicos sobre larvas nativas de Aedes aegypti apés 48 horas de
exposicdo em quatro diferentes temperaturas, em comparagdo ao grupo-controle e ao composto
Temefés. * p<0,05, representa diferenca significativa em relagdo ao controle.

3.6 Desenvolvimento de larvas de Rockefeller expostas a uma dose subletal
LC20

As larvas de 1° instar expostas ao sal imidazoélico na dose de 4ug/L,apos
24 horas apresentaram 80% de mortalidade e, apés trés dias de exposicao, havia
100% de mortalidade. As larvas de 2° instar pareceram ser um pouco mais
resistentes a acdo do sal pois, apos 24 horas, havia em média de 40% de larvas
vivas. Apos trés dias, foram observados 100% de mortalidade. As larvas de 3° instar
apresentaram uma resisténcia maior a solucdo. A partir do terceiro dia, ja foi possivel
realizar uma contagem de pupas vivas, além de uma pequena mortalidade larval que
foi observada (em média 10%). No quinto dia, um numero maior de pupas foi
encontrado, aumentando também a mortalidade larval. As pupas presentes durante
o desenvolvimento, por algum motivo, ndo completaram seu ciclo, ndo havendo a
presenca de adultos no final dos experimentos. O grupo-controle dos instares larvais
apresentou uma pequena mortalidade no quinto dia, assim como as larvas de 3°
instar expostas. Isso pode ser explicado pelo surgimento de um biofilme na agua dos
copos, devido a ndo troca de agua durante o ensaio. Nos controles, foi observado, a

partir do terceiro dia, um nimero mais elevado de pupas (Figura 30).



62

[ Pupas

Larvas mortas A B c
Bl Larvas vivas 1 instar 2 instar 3 instar
100{ 1 — 1004 l
— B0 = B0 =
£ g g
a 604 o 60 0
z g g
T 404 T 401 9
20 20
0o 32 2 0- o E]
 § 2 z B S 5§ 3 5 3 % = g
§ 8 &9 50 s S 5 ° g s 5 ©
Dia 1 Dia3 Dia 5 Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 1 Dia3 Dias

Figura 30: Desenvolvimento de larvas de Aedes aegypti em 1° instar (A), 2° instar (B) e 3° instar (C)
apos a exposicdo a uma dose subletal LC20 do sal imidazélico CisMImCI. * Diferenca significativa em

relacdo ao controle pelo teste t (P<0,001).

3.7 Efeito da luz ultravioleta na eficaciaqualidade dos sais imidazolicos

Nas condicdes em que o0s bioensaios foram desenvolvidos, a luz
ultravioleta parece nado produzir qualquer efeito sobre ossais imidazélicos que
venham a interferir em sua toxicidade nas larvas. Como esperado, a mortalidade das
larvas iniciou por volta das seis horas de exposicdo, aumentando sua taxa em até

80% para ambos os sais que foram testados poraté 24 horas (Figura 31).
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Figura 31: Efeito dos sais imidazélicos em larvas de Aedes aegypti, linhagem Rockefeller em trés
diferentes tempos (horas)de exposicdo a luz ultravioleta.* p<0,05, representa diferenca significativa

em relacao ao controle.

4. DISCUSSAO

4.1 Sais imidazélicos com potencial larvicida para Aedes aegypti

As variagfes estruturais sistematicas entre os sais imidazolicos estudados
permitem estabelecer duas relacdes entre estrutura-atividade, baseadas na
letalidade em uma concentracdo de sais definida: (1) o comprimento da cadeia
lateral N-alquilimidazolio desempenhou um papel importante, mostrando um
aumento da mortalidade larval com um comprimento de cadeia crescente (CisMImCl
> C16MImCI > C1o0MImCI > C4sMImCI); e (2) também o anion afetou a mortalidade
larval fortemente (CisMImMeS > C16MIMCI > C1sMIMNT{2).

Sobre o possivel mecanismo de acdo dos Sl, as relacdes estrutura-
atividade estabelecidas forneceram informacgdes importantes. A crescente
mortalidade larval com o crescente comprimento N-alquil-imidazoliotrocando, a
cadeia lateral (C1sMImCI > C16MImCI > C10MImCI > C4MImCI) poderia ser devido a
hidrofobicidade crescente, acompanhada, ao mesmo tempo, de uma
crescenteanfifilidade (Ranke, 2006). Nao obstante, o efeito do &nion Sl parece ser
predominante sobre o efeito do imidazolio N-alquil-comprimentoda cadeia lateral
(CisMImMeS > CisMImCl > CisMIMNTf2). Isso pode estar relacionado com a
basicidade do anion e, consequentemente, a hidrofilia do sal, onde CieMImMeS € o
mais hidrofilico e C1isMIMNTf2 o mais hidrofobico. Do mesmo modo, isso também
pode estar relacionado a maior forca de coordenagdo do anion metanossulfonato,
resultando em interag6es mais fortes com as larvas. Embora um aumento imidazélio
N-alquil no comprimento da cadeia aumente a hidrofobicidade do Sl, o efeito
doanion NTf2 € muito mais pronunciado.

Como resultado, a hidrofobicidade pode tornar-se muito alta. A0 mesmo
tempo, a forca de coordenagdo deste anion € muito mais fraca do que MeS e Cl,
desfavorecendo a interagdo com as larvas. Assim, isso indica a importancia de que

um anion esta fortemente interagindo com um cation mais hidrofobico da cadeia de
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N-alquil. Essas observacdes estdo de acordo com a solubilidade do sal na agua,
diminuindo na ordem CisMImMeS (137,8 mg/mL) > CisMImCI (86,2 mg/mL) >
C1sMImCI (43,2 mg/mL) > CisMIMNTf2 (< 1,92 mg/mL). Isso realca a hidrofilidade
fortemente reduzida do sal CisMIMNTf2, e influéncia menos pronunciada de N-

alquilno comprimento da cadeia.

4.2. Atividade dos sais imidazdlicos selecionados sobre larvas de Ae. aegypti

A toxicidade dos sais imidazolicos CisMImCI e CisMImMeS foi testada em
10 concentragdes na faixa de 20,0-0.039 ug/L, em larvas de Ae. aegypti Rockefeller
e nativas. As duas primeiras concentracbes (20 e 10 pg/L) resultaram em
mortalidade larval de 90%, apOs 48 horas.A Organizacdo Mundial de Saude
recomenda uma dose que mata 100% de 6,0 pug/L para o organofosforado Temefés
(WHO, 1981). Entdo, quando se comparam os resultados obtidos com C1sMImCI e
CisMImMeS com o Temefds, que é o produto quimico mais utilizado como larvicida
em todo o mundo, os sais, sem duvida, apresentam grande potencial para o controle
de larvas. Outra comparacdo pode ser feita com o regulador de crescimento
pyriproxyfen que, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, tem uma dose
recomendada de 10,0 pg/L (WHO, 2004).

O mecanismo de acdo do sal no controle das larvas é ainda
desconhecido. De acordo com Bradley & Philips (1977), larvas de mosquitos de
agua doce enfrentam o problema da absor¢do de agua por osmose, por meio da
cuticula e por ingestdo. Além disso, o gradiente ibnico entre a agua externa e sua
hemolinfa favorece a perda de ions. Assim, a salinidade da agua contendo o sal
imidazoélico poderia estar influenciando a morte das larvas em razdo d euma
significativa perda de agua. Entretanto, mais estudos precisam ser feitos para se
afirmar tal influéncia.

Conforme relatado por Bradley & Philips (1977), larvas de mosquitos de
agua doce nao tém a fisiologia osmotica regulada para ambientes salinos. Se a
absorcdo de sal ocorresse pelas papilas anais, talvez as larvas se tornassem
maiores e absorvessem mais sal, 0 que levaria a uma severa perda de agua pelas
larvas. Huang & Brattsten (2007) avaliaram o efeito da salinidade aumentada em
Aedes sollicitans, uma espécie ja adaptada para viver em condi¢gbes salinas. Os
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autores observaram que, embora as larvas ndo morressem com uma crescente
salinidade, seu tamanho foi reduzido devido a dificuldade em manter o equilibrio
osmatico.

Resultados semelhantes foram descritos por Salvador (2002), que
evidenciou em larvas de Ae. aegypti, expostas ao Temefds, uma reducdo de cerca
de 50% no comprimento e o0 escurecimento causado pela sobreposicdo das
cuticulas dos segmentos abdominais. Borges et al. (2004), utilizando o inibidor de
crescimento diflubezuron em larvas de Ae.aegypti , encontraram tamanho menor e
aspecto alterado em razdo do acimulo de mudas incompletas.

Neste estudo, ap6s 48h de tratamento com ambos o0s sais,
aproximadamente 50% das larvas tratadas em LCg9 Se curvaram e o intestino
parecia danificado internamente quando comparado com as larvas do controle. Isso
provavelmente indica que a salinidade local, devido ao sal, afetou negativamente a
sobrevivéncia das larvas. Isso provavelmente esta relacionado com a capacidade de
alguns sais de interagir acentuadamente com outras moléculas por meio de forcas
intermoleculares, especialmente um sal fortemente coordenado com anions como

cloreto e metanossulfonado (Akhter, 2017).

Isso também explicaria a baixa toxicidade observada com o sal
C16MImMNTf2, que contém um anion ndo-coordenado, desfavorecendo a interacdo
sal-larvas. Poder-se-ia também especular que o sal age sobre as papilas anais, ja
que essa estrutura parece ajudar as larvas no controle osmético em condicbes
naturais através do sequestro de ions pela utilizacdo ativa de Na+, K+ e CI- do

ambiente para o interior do corpo das larvas (Akhter, 2017).

4.3 Efeito toxico residual dos sais imidazélicos em solu¢cdes aguosas e secas

No que diz respeito ao efeito residual, a solugdo aquosa do sal Ci1sMImClI
apresentou uma acdo mais prolongada de aproximadamente duas semanas,
matando quase 100% das larvas. Em altas concentragbes (100,0 pg/L), larvicidas
guimicos como Temefds podem ser eficazes por até 70 dias. Pontes et al. (2005) e
Monnert et al. (2012) avaliaram a mortalidade causada por Temefés com testes de

toxicidade larval, apresentando mortalidade de 100% por um periodo prolongado de
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60 dias. Assim, considera-se uma dependéncia da concentracao do efeito residual
(20,0 pg/L para CisMImCI contra 100 pg/L para Temefds), um efeito semelhante
poderia ser esperado em uma concentracdo de CisMImCI cinco vezes maior de
100,0 pg/L.

Ao expor os sais imidazdlicos por pelo menos 12 meses em condi¢des do
ambiente, tendo em vista sua pressao de vapor insignificante, a estabilidade deste
composto quimico foi avaliada. Nessa condi¢cédo, foi demonstrando que o fator de
evaporacao ndo afetou a potencialidade do sal imidazolico para inviabilizar as larvas.
Os resultados confirmam que, mesmo que o produto quimico tenha sido aplicado em
uma condigdo que permitiu a evaporagdo superficial, manteve a toxicidade do sal

para controle larval e continuou com a mesma eficacia.

4.4 Efeito dos sais imidazélicos e do Temefés sobre larvas em diferentes

temperaturas

Os resultados demonstraram que, conforme aumenta a temperatura,
aumenta também a atividade toxicidade dos sais imidazdlicos para as larvas de Ae.
aegypti linhagem Rockefeller e nativo. Esse fator é importante quando se pretende
usar os sais em regides de temperaturas mais altas, uma vez que, de acordo com
Calado e Navarro-Silva (2002), esse mosquito tem preferéncia por temperaturas que
variam de 25 a 35°C para seu ciclo biolégico. Os autores discutem ainda que
temperaturas de 15°C e 20°C atuam como fator limitante ao crescimento
populacional do inseto. Entretanto, mosquitos adultos de Ae. aegypti foram
encontrados em Porto Alegre, em condicdes de baixa temperatura em alguns
invernos (Calado & Navarro-Silva, 2002).

Os resultados demonstraram ainda que, para o organofosforado Temefos,
as diferentes temperaturas nao influenciaram na atividade para as larvas, nas
condicbes de laboratorio. Contudo, Whiten e Peterson (2016) estudaram a influéncia
da temperatura sobre a toxicidade do inseticida piretroide permetrina em
Ae.aegyptiem comparacdo com organofosforados e organocarbamatos. Os
organofosforados mostraram uma correlacdo positiva entre o0 aumento da
temperatura e 0 aumento da toxicidade, enquanto que o0s inseticidas

organocarbamatos e piretroides mostram uma correlagcdo negativa. O inseticida
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permetrina tem uma correlagdo negativa na faixa de temperatura de 16-30°C, uma
correlagcao positiva na faixa de 30-32°C e volta a mostrar uma correlagéo negativa na
faixa de 32-34°C. Os autores sugerem que essa diferenca na efetividade do
inseticida, relacionada a variagdo na temperatura ambiente, pode prejudicar o
controle do mosquito e aumentar os riscos a saude publica.

Em testes com diferentes temperaturas, devemos levar em consideracao
que o efeito da temperatura ambiente na toxicidade dos inseticidas ndo € linear,
sendo que varios fatores podem explicar essa influéncia. No caso dos inseticidas
que sao inibidores da enzima acetilcolinesterase, como o0s organofosforados
(Temefés), a toxicidade é aumentada pela elevacédo na temperatura, sendo que esta
elevacdo tende a aumentar a absorcéo dos inseticidas (Viswanathanand & Krishna
Murti, 1989). Outro fator a ser considerado € o efeito da temperatura no estado
funcional do organismo alvo, com modificagbes no metabolismo, maior perda de
agua e aumento no consumo de oxigénio, que pode aumentar a suscetibilidade do
organismo alvo ao inseticida (Viswanathanand & Krishna Murti, 1989). Os inseticidas
ou larvicidas que apresentam um coeficiente de temperatura positivo devem ser
utilizados preferencialmente nas estagcdes quentes, enquanto que aqueles com
coeficiente de temperatura negativo devem ser utilizados nas estacfes mais frias,
para que nao ocorra perda de eficiéncia do produto (Whiten& Peterson, 2016). Os
sais imidazdlicos mostraram-se mais eficientes em altas temperaturas, periodosem
gue Ae. aegypti se procria com maior facilidade, nas estagdes mais quentes do ano.

Dessa forma, os resultados observados neste trabalho estdo de acordo
com a descricdo de varios estudos, em que os efeitos da temperatura sobre a
toxicidade de inseticidas sdo complexos e dependem de cada produto em questao,
do organismo alvo e das faixas de temperatura testadas (Viswanathanand & Krishna
Murti, 1989).

Também deve ser ressaltado que, conforme Whiten e Peterson (2016),a
variacdo na efetividade dos inseticidas deve ser considerada nas estratégias de uso
dos produtos nas diferentes estagcdes do ano, de modo a ndo comprometer 0s
resultados de campanhas de erradicacdo de determinados vetores, aumentado os
riscos a saude publica.

Com relacdo a exposicao dos sais a luz ultravioleta, esta ndo influencia

sua estrutura quimica a ponto de interferir no controle larvario. Entretanto, futuros
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estudos em condi¢des de campo e com luz solar direta, deverdo demonstrar se pode
haver interferéncia ou ndo na quimica deste produto.

Em respeito a exposicédo de produtos quimicos a luz ultravioleta,estudos
constataram que baixas concentracdes de Metoprene (10 a 400ppm) quando
expostas a luz ultravioleta levaram a deformidades em girinos. Na maioria das vezes
quando esse composto € exposto a este tipo de luz, tende a originar um subproduto,
neste caso o acido retindico (Mezquida, 2000). No caso dos sais imidazolicos, ndo
se sabe se sua exposicdo a luz ultravioleta gera algum subproduto que poderia
contribuir para a mortalidade larval. Contudo, ndo se observou qualquer deformidade
nelas durante o periodo observado.

4.5 Desenvolvimento de larvas de Ae. aegypti cepa Rockefeller expostas a uma

dose subletal LCxo.

Nesse estudo, foram utilizadas larvas de primeiro instar inicial, o0 que pode
ter ocasionado a mortalidade das larvas expostas durante os trés primeiros dias de
analise. Larvas de primeiro instar sdo mais sensiveis e, mesmo utilizando uma
concentracdo baixa LC20 (4pg/L), foi possivel identificar um grande numero de
mortalidade nas larvas. Existem poucas referéncias em estudos utilizando dose
subletal LCzopara determinar o grau de suscetibilidade em Aedes. Em ensaios
utiizando a LCzs para o organofosforado Temefés em larvas de 3° instar,
Prophiro(2013) observou uma diminuicdo de mortalidade, sendo necessario o
aumento de doses subletais do composto. Com os sais imidazdlicos, embora a dose
subletal utilizada tenha sido menor, a taxa de mortalidade manteve-se a mesma
apos 48 horas, sendo superior a 80% para larvas de 1° e 2° instares. Nos ensaios de
toxicidade anteriores, foi possivel observar que, quanto menor a concentracdo media
letal, menor a mortalidade das larvas expostas aos sais. Contudo, essa observagao
serviu para larvas de 3° e 4° instar, as quais geralmente sdo utilizadas em ensaios
de toxicidade. Isso, poderia explicar o porquéde as larvas de 3° instar expostas a
LC20 atingirem o estagio de pupa. Embora larvas de 3° e 4° instares sejam utilizadas
na maioria dos ensaios de toxicidade, essas sédo de extrema importancia pelo fato de

estarem mais desenvolvidas com todas as suas fungdes vitais completas.
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4.6 Efeito da luz ultravioleta na eficacia qualidade dos sais imidazdlicos

Nas condi¢cdes em que foram conduzidos os testes de toxicidade dos sais
imidazélicos em Ae. aegypti, a luz ultravioleta nao produziram qualquer efeito sobre
referidos sais, que venham a interferir em sua toxicidade sobre as larvas. Em 24
horas, que foi o tempo maximo utilizado para os testes em laboratério, a taxa de
mortalidade ja era de até 80%. Os locais onde as formas imaturas podem se
desenvolver sdo muito variados. Dessa forma, de acordo com Benedict et al. (2007),
uma grande diversidade de situacdes no ambiente natural, como lugares mais
arborizados ou com uma maior ou menor incidéncia de luz, com variacdo de
temperatura e de pH podem influenciar nos efeitos dos inseticidas. Em estudos
realizados com Ae. aegypti, foi possivel observar uma baixa na suscetibilidade ao
Temefos. Esse padrdo contrastante de tolerancia foi provavelmente vinculado a um
aumento de todas as atividades enziméticas de desintoxicacdo (Beketov et al.,
2011). Uma sinergia entre os inseticidas e a luz UV é relatada, em que a luz UV
aumentaria a sensibilidade dos organismos aos inseticidas (Heugens et al., 2001).
Em nossos estudos, os sais imidazélicos mantiveram o percentual de mortalidade
observado nas larvas ndo expostas a luz UV. Sendo assim, ndo se pode afirmar que
houve sinergia entre o sal imidazélico e a luz UV, uma vez que a mortalidade larval
nas primeiras 24 horas nao foi superior aquela observada nos ensaios de toxicidade.
Em pesquisas realizadas por Tetreau et al.(2013), larvas expostas a luz UV
aumentaram o tempo de sobrevivéncia quando expostas a compostos quimicos,
contrastando com os estudos anteriores ja relatados. A luz UV é um fator abidtico
gue, assim como a temperatura, pode afetar a fisiologia e a tolerancia dos mosquitos
em relagdo aos inseticidas. No caso do uso de sais imidazélicos, esses fatores

precisam ser mais bem estudados.

5. CONCLUSOES

I. Os sais imidazolicos CisMImMeS e CisMImCI apresentaram potencial
larvicida para o controle de larvas de Ae. aegypti apds 24 e 48 horas de

exposicao;
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[I. O sal CisMImCI apresentou uma acdo residual em meio aquoso mais

prolongadado que o sal CisMImMeS, em larvas da linhagem Rockefeller;

lll.  Ambos os sais apresentaram um efeito residual em condicdes secas,

mantendo sua acéo de toxicidade sobre as larvas por até12 meses;

IV. Os sais imidazoélicos testados em doses subletais atuam como inibidores

de crescimento de Ae. aegypti;

V. Em diferentes temperaturas, os dois sais imidazdlicos CieMImMeS e
CisMImClaumentaram o modo de acdo,a medida que a temperatura

aumentou;

VI. Quando expostos a luz ultravioleta, os sais imidazélicos mantiveram sua

toxicidade sobre as larvas,quando testadas em até 24 horas.
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CAPITULO Il - ESTUDO HISTOLOGICO DE LARVAS DE Aedes aegypti
TRATADAS COM SAIS IMIDAZOLICOS

RESUMO

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) € uma espécie de mosquito de grande
importancia ambiental e epidemiologica, uma vez que apresenta grande distribuicdo
geografica e é responsavel pela transmissdo de varias espécies de arbovirus em
diferentes regides do globo. Normalmente, o controle desse inseto é feito por meio
de produtos quimicos que agem sobre suas larvas. A acdo desses inseticidas pode
ser observada de vérias formas, dependendo de seu local de atuagdo no organismo
do inseto. Quando a acdo desses inseticidas ocorre a nivel intestinal, muitas vezes é
possivel observarem-se processos patogénicos nas larvas, através de cortes
histol6gicos. Em estudos anteriores, verificamos que larvas de Ae. aegypti nativas e
de laboratorio tratadas com sais imidazélicos em até 48 horas apresentavam 100%
de mortalidade em concentracdes muito baixas. Como resultado da toxicidade,
observamos que larvas moribundas curvavam-se e pareciam ter desarranjos
teciduais em todo o intestino. Dessa forma, o objetivo deste estudo € verificar
possiveis efeitos patogénicos em larvas tratadas com um sal imidazélico, através de
cortes histologicos. Para este estudo, larvas de Ae. aegypti (15 sadias + 15 controle /
em triplicata) foram expostas ao sal imidazolico CisMImCl em uma concentragéo de
20 pg/L (LCo9). Apls exposicdo ao Slem quatro diferentes periodos de tempo as
larvas sobreviventes foram submetidas a fixagcdo em resina histologica, cortadas em
micrétomo e posteriormente coloridas em Hematoxilina-Eosina e PAS, e estudadas
em microscopio 6tico. Larvas expostas por 6, 12, e 24 horas apresentaram suas
estruturas bem definidas, que sdo descritas no texto. Aquelas expostas por 36 horas
apresentaram uma desorganizacao celular principalmente na regido posterior do
intestino médio. Também foi possivel observar espacos intercelulares no tecido
epitelial do intestino médio, que provavelmente foram causados pela ag¢édo do sal
imidazélico. Contudo, como o numero de larvas analisadas foi baixo, é necessario
gue mais estudos sejam feitos, com um numero maior de larvas e com diferentes
sais, para confirmar se os achados nas larvas de Ae. aegypti realmente sao

produzidos pelo tratamento com o sal.



Palavras-chave: intestino médio, larvas de mosquito, larvicida, patogénese.

76



77

HISTOLOGIC STUDY ON Aedes aegypti LARVAE TREATED WITH IMIDAZOLE
SALT

ABSTRACT

Aedes aegypti is a mosquito species of great environmental and epidemiological
importance, since it presents great geographical distribution and is responsible for
the transmission of Arboviruses in different regions of the globe. Normally, the control
of this insect is done by chemicals that act on larvae. The action of these insecticides
can be observed in various ways, depending on the place of their toxicity in the body
of the insect. When the action of these insecticides at intestinal level occurs, it is
often possible to observe pathogenic processes in larvae through histological cuts. In
previous studies, we find that when larvae of Ae. aegypti wild and laboratory reared
were treated with imidazole salts, they died in 48 hours, even in very low
concentrations. As a result of toxicity, some larvae got curved and seemed to be very
damaged in the whole intestine.Thus, the objective of this study was to check
possible pathogenic effects in larvae treated with an imidazole salt through
histological cuts. Thus, larvae of Ae. aegypti (15 + 15 control/in triplicate) were
exposed to an imidazole salt CisMImCI in a concentration of 20.0 pg/L (LCo9). After
exposure to salt, surviving larvae were subjected to histological resin, cut into
microtome and then colored in hematoxylin-eosin and PAS, and studied under optical
microscope. Larvae exposed for 6, 12, and 24 hours showed well-defined structures
which are described in the text. After 36 hours of exposition, some larvae presented
a cellular disorganization mainly in the posterior region of the intestine. Also, it was
also possible to observe intercellular spaces in the epithelial tissue of the midgut
which probably were caused by the action of the imidazole salt. However, as the
number of larvae examined were very small, there is a need for further studies to be
done, with a larger number of larvae, to confirm if the findings in the intestine of Ae.

aegypti larvae really was produced by treatment with the salt.

Key words: larvicidal, midgut, mosquito larvae, pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

Aedes aegypti € um inseto holometabolo que possui um ciclo de vida com
quatro etapas: ovo, quatro instares larvais, pupa e adulto. Sendo fundamentalmente
aguatico, este mosquito atinge o ambiente terrestre apenas como um adulto.
Crescimento adequado e desenvolvimento pds-embrionario dos ovos requerem
muda periédica (Merzendorfer& Zimoch, 2003).

Em condicdes favoraveis de temperatura e umidade, o periodo de
incubacdo dos ovos dura de quatro a sete dias. Apds esse periodo, eclode uma
larva aquéatica de primeiro instar que se desenvolvera em mais trés outros estadios.
A diferenciacdo dos estadios larvais pode ser feita pela morfologia externa (Figura
32). As larvas possuem aspecto vermiforme e seu corpo € dividido em cabeca, torax
e abdébmen (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1998). No primeiro instar,estdo as
larvas muito pequenas e claras, de dificil visualizagdo.. Possuem uma caracteristica
diferencial que € a presenca de um “dente” quitinoso na regido anterior da cabeca,
cuja funcdo é auxiliar na eclosdo do ovo. O segundo, o terceiro e o quarto estadios
sdo muito semelhantes, diferenciando-se apenas pelo seu tamanho e quantidade de
cerdas ao longo do corpo, que vdo aumentando conforme o desenvolvimento da
larva. Esses estadios séo facilmente vistos a olho nu. Em condi¢des favoraveis de
temperatura, a fase larval se completa em sete dias (Christophers, 1960; Consoli &

Lourenco-de-Oliveira, 1998).
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Figura 32: Diferenciacdo de instares larvais de Aedes aegypti. (A) Primeiro instar recém eclodida. (B)
Primeiro instar inicial. (C) Primeiro instar final. (D) Segundo instar inicial. (E) Segundo instar final. (F)

Terceiro instar inicial. (G) Terceiro instar final. (H) Quarto instar.

Fonte: Lemos(2016).

A alimentacdo das larvas ocorre por filtragdo, num processo em que as
substancias suspensas na agua sdo direcionadas a boca pelo movimento das
escovas. Esse processo filtrante ndo € seletivo, portanto a ingestdo de particulas
alimentares é orientada apenas pelo seu tamanho (Forattini, 2002). Como patrticulas
menores sdo filtradas sem seletividade pelas larvas, a ingestdo de produtos
quimicose biolégicos pode ser utilizada como forma de controle desses insetos
(Kanis et al., 2012).

A larva de Ae. aegypti é dividada em trés regides distintas: Cabeca, torax
e abdomem (Figura 33). A regido abdominal possui oito segmentos e pode ser
dividida em regidoo anterior (estomodeu), média (mesenteron) e posterior
(proctodeu). A regido anterior do mesénteroninicia-se nos cecos gastricos e vai até o
segmento abdominal I. Entre os segmentos Il e lll, esta a regido média, ficando a
posterior equivalente aos segmentos IV e V. Demais segmentos equivalem ao

intestino posterior (Lemos, 2016).
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Figura 33: Divisdo do corpo de uma larva de Aedes aegypti. A: 40X. Coloracao: HE.

Fonte: Lemos (2016).

A avaliacdo de possiveis processos patogénicos em 6rgados e/ou tecidos
de larvas tratadas com produtos quimicos ou biolégicos pode ser realizada por meio
de cortes histoldgicos e coloracdes de histoquimica. Esses métodos sdo baseados
em reacdes quimicas entre a substancia de interesse que estad disponivel nos
tecidos e os reagentes (corantes), de forma que o produto da reacéo seja facilmente
visualizado em microscopia, em razdo de sua coloracao final (Stevens, 1975). Existe
uma grande variedade de corantes que podem ser utilizados e sua escolha
dependera do que estd se objetivando analisar. Podemos citar dentre eles a
Hematoxilina (para visualizar mitocondrias e componentes do citoplasma), Sulfato
Azul do Nilo (para a deteccdo e diferenciacdo de lipidios), Acido Periodico-Schiff
(PAS) (usado na identificacdo de polissacarideos como glicogénio e glicoproteinas)
(Junqueira & Carneiro, 2013).

Compostos quimicos utilizados no controle de larvas podem causar
desorganizacgédo histologica, vacuolizacdo, aumento do espaco subperitrofico, dobras
cuticulares, encolhimento e dobraduras no tubo digestivo até destruicdo total das
células (Arruda et al., 2003; Barreto et al., 2006; Narciso et al., 2014).

Em estudos anteriores (Goellner et al., 2018), larvas de Ae. aegypti foram

tratadas com sais imidazélicos. Apds 24 e 48 horas de exposicdo aos sais,
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observou-se que muitas larvas moribundas encurvavam o corpo e/ou pareciam ter
lesGes intestinais, em comparacdo com o grupo-controle (Figura 34). Isso, poderia
indicar que processos patogénicos produzidos pelos sais estariam acontecendo
naqueles exemplares. Assim, com base nas descricbes prévias, o objetivo deste
trabalho foi estudar larvas de Ae. aegypti tratadas com um sal imidazdlico, atraves

de cortes histolégicos.

Figura 34: Larvas de Aedes aegypti: Lado esquerdo (A): larva controle. No meio (B): larva tratada
com o sal imidazoélico CisMImCI apés 24 h de exposicao. Lado direito (C): larva tratada com o sal

imidazélico C1sMImCI apés 48 horas de exposi¢do. Aumento = 12X.

2. MATERIAL E METODOS

Para este trabalho, foram selecionadas larvas de terceiro e quarto
instares da linhagem Rockefeller, apés tratadas com o sal imidazélico CisMImCI em
uma concentracdo de 20,0 pg/L (LCge9) e que macroscopicamente apresentavam
uma coloragdo mais escura Assim, foram realizadas triplicatas contendo 15 larvas
expostas ao sal, e um grupo-controle de 15 larvas, contendo somente agua filtrada.
Todo o processo descrito abaixo foi baseado em Lemos (2016).

Apos 6, 12, 24, 36 horas de exposicdo ao sal imidazélico, as larvas
sobreviventes e as larvas do grupo-controle foram retiradas dobéquer e colocadas

em microtubos contendo 1,5 ml de solucéo fixadora Bouin onde permaneceram por
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24 horas. Em seguida a fixa¢do, cada uma das amostras foi lavada com alcool 70%,

com duragdo minima de 20 minutos, até que ndo houvesse residuo de fixador no

material (Figura 35).

N
A

Figura 35: Larvas de Aedes aegypti previamente tratadas com sal imidazélico CisMImCI.(A)

Microtubos contendo larvas fixadas em Bouin (B); Microtubos contendo larvas lavadas e fixadas em

etanol 70%.

A desidratagdo foi realizada com uma série de imersfes graduais em

alcool etilico: alcool 70% por 10 minutos; alcool 95% por 15 minutos; alcool absoluto

por 20 minutos e novamente alcool absoluto por 30 minutos.

O processo de impregnacdo das larvas foi realizado em temperatura

ambiente por meio de uma série de imersdes em solugdo resinada (Leica Historesin

— Embedding Kit) conforme o Quadro 3:

Quadro 3: Etapas do processo de impregnac¢do das larvas de Aedes aegypti em solucéo resinada

Alcool absoluto: solugéo resinada

Tempo de Imerséo

2:1 30 min.
11 30 min.
1:2 30 min.
Solucéo resinada pura Pernoite

Solucéo resinada pura

2h no minimo

Fonte: Lemos (2016).
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O material impregnado foi fixado em blocos de resina sélida (Figura 36),
em que cada bloco continha uma larva. Os moldes foram mantidos em estufa a 40°C

por, no minimo, por 12h para total polimerizacéo da resina.

Larva de Aedes aegypti —— | 1 s

Figura 36: Larvas de Aedes aegypti tratadas com sal imidazélico C1sMImCI e posteriormente fixadas

em moldes de blocos contendo resina.

Foram realizados cortes longitudinais nas larvas, com 4 um de espessura,
utilizando-se um micr6tomo computadorizado semi-automatico Precision YD335,
com navalha descartavel Histoblade em aco inox. Cada fragmento foi colocado
sobre uma pequena gota de agua destilada, em laminas previamente limpas com
alcool 70%. Para cada bloco de resina, foram montadas de 4 a 6 laminas
devidamente identificadas, em que cada lamina recebeu seis cortes sequenciais. As
laminas foram colocadas sobre uma chapa aquecida entre 40-45°C para secagem
da gota, e, logo apds, mantidas em estufa a 40°C por no minimo 24 horas, para a
devida adesédo dos cortes a elas. Em seguida, foram encaminhadas a coloracao,
sendo Hematoxilina-Eosina (HE) para analises morfologicas e coloracdo de PAS
(Acido Periodico de Schiff) para as analises histoquimicas.

Apoés a adesao, as amostras foram coradas com a técnica adaptada de
Hematoxilina-Eosina. A exposi¢cdo a hematoxilina foi de 15 minutos, seguido de uma
lavagem rapida com agua destilada para remover o excesso de corante. Logo apos,
passou-se para a eosina durante 5 minutos, seguido de duas lavagens rapidas com
agua destilada em copos béquer. Estas laminas foram colocadas em placa aquecida
a 40°C até sua completa secagem e, em seguida, foram colocadas em estufa 40°C

por 24 horas. Para a coloracao histoquimica foi utilizado o corante PAS, em que as
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estruturas coram em puarpura e magenta. As laminas foram deixadas no &cido
periddico 0,4% por 30 minutos, e em seguida foram lavadas rapidamente em agua
destilada. Apos, as laminas eram mantidas no reagente de Schiff, no escuro, por 1
hora. Em seguida, trés lavagens foram realizadas em agua sulforosa (3 minutos
cada banho), seguidas de lavagens em &gua corrente durante 30 minutos. O corante
de hematoxilina foi adicionado ap6s 10 minutos. ApOs esse processo, as laminas
permaneceram em estufa a 40°C para secar, e posterior montagem.A coloracao
PAS é utilizada principalmente para colorir estruturas contendo uma alta proporgao
de macromoléculas de carboidratos (glicogénio, glicoproteina, proteoglicanos) este
material pode ser encontrado nas mucosas sendo assim uma raspagem da regiao
interna da boca para verificar se o corante identifica estas macromoléculas pode
servir como teste de acéo do produto (Narciso et al., 2014).As laminas com material
coletado da mucosa passaram pelos mesmos procedimentos descritos
anteriormente na coloragdo de PAS. Todas as laminas foram montadas com uso de
Entellan®.

As analises das laminas foram feitas a partir de microscopia Optica
utiizando os equipamentos disponiveis no Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As fotografias foram tiradas
em microscopio Olympus BX41 com camera acoplada e a inclusdo de barra de

escala foi realizada utilizando o software ImageJ versao 1.50f.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo histolégica das larvas de Aedes aegypti

Em razdo das coloracbes de Hematoxilina e Eosina (HE) e PAS, foi
possivel identificar estruturas de larvas saudaveis (Figura 37) e compara-las com as
larvas expostas em quatro diferentes tempos em que as larvas foram expostas ao
sal imidazolico. Foram observadas estruturas como a bomba faringeana, onde séo
permitidas as succ¢des dos alimentos (Forratini, 2002). O proventriculo € circundado
por uma camada de células epiteliais, as quais sdo responsaveis pela secrecdo da
membrana peritrofica. Essa regido tem grande importancia, pois participa ativamente

dos processos de defesa mecéanicos e entrada de patégenos via oral (Christophers,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Glicoprote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Proteoglicano
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1960). Como os cortes foram feitos com maior profundidade, € possivel visualizar
dois cecos gastricos. Os cecos gastricos tém a funcdo se secretar enzimas
digestivas (Leite, 2011).

Na regido do intestino anterior e médio, € possivel observar uma alta
quantidade de conteudo alimentar, que pode ser composto de polissacarideos,
glicoproteinas, etc. Na figura, também é possivel ver o corpo gorduroso. Esse é o
principal 6rgdo do metabolismo intermediario dos insetos e a principal fonte de
componentes da hemolinfa. Pode estar presente em maior ou menor quantidade,

dependendo do instar larval e da alimentagao da larva (Martins, 2008).

Figura 37: Visdo geral de uma larva de Aedes aegypti saudavel. Coloragdo: PAS. A: 200X. BF

(Bomba Faringeana). PV (Proventriculo), CG (Corpo Gorduroso), CGT (Cecos Gastricos).

A regido posterior do intestino médio é caracterizada pela alta atividade
secretora. Das 15 larvas expostas aos sais imidazolicos, pelo menos cinco larvas
apresentaram desentruturagéo celular na regido posterior,que néo foi observada no
grupo-controle, o que poderia ser explicada pela intensa atividade secretora
(Figuras. 38A, 38B, 39). Provavelmente, essa desorganizacdo celular pode levar a
consequéncias teciduais que desestabilizam todo o intestino da larva, como
observado macroscopicamente no trabalho de Goellner et al. (2018). Contudo, essa
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desestruturacdo celular na regiao posterior do intestino das larvas tratadas com o sal
imidazélico parece ser uma resposta comum das larvas, quando expostas a
produtos quimicos. Arruda et al. (2003), estudando larvas de Ae. aegypti submetidas
ao extrato da planta Magonia pubescens (Sapindaceae) descreveram Vvarias
alteracdes deletérias também provocadas nas células epiteliais da regido posterior
do intestino. Gusmao et al. (2002) observaram que a mortalidade larval estava
relacionada com o rompimento da estrutura da matriz peritréfica e com a

desintegracdo das células do intestino.

Figura 38: Cortes longitudinais da regiao posterior do intestino médio de larvas de Aedes aegypti, (A)
larva sadia. Coloragcdo HE. A: 400X. (B) Corte longitudinal de uma larva de Aedes aegypti exposta ao
sal imidazdlico por um periodo de 24 horas. Coloragdo: HE. A: 400X. BE (Borda em escova), EEnd
(Espacgo endoperitréfico), EEct (Espaco ectoperitrofico), CE (Células epiteliais), MU (Masculo).
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Figura 39: Corte longitudinal da regido posterior do intestino médio de larvas de Aedes aegypti
expostas ao sal imidazolico, apés 24 horas. Coloragdo HE. A: 400X. CE (Células epiteliais

desorganizadas).

Apés 36 horas de exposicdo, foi possivel indentificar espacgos
intercelulares entre as células do tecido epitelialdo intestino médioemumade cinco
larvasobservadas (Figura 40), e que nao foram evidenciadas nogrupo-
controle.Esses espacos intercelulares também foram observados por Simom (2016),
na regido posterior do intestino médio de larvas expostas ao 6leo essencial de
Eucalyptus staigeriana (Myrtaceae), ap0s 48 horas. De acordo com Arruda et al.
(2003) e Valotto et al. (2011), o aumento do espaco intercelular pode ser um dos
principais efeitos de toxicidade m larvas tratadas com compostos quimicos. Apés as
36 horas,das 15 larvas expostas, somente cinco puderam ser fixadas. Para a
realizacdo dos cortes, séo utilizadas somente as larvas que estejam letargicas. Das
cinco larvas,uma apresentou espacos intercelulares no intestino. Sugere-se que eles
podem ser ocasionados pelos efeitos toxicos dos sais. Contudo € necessario um
estudo mais aprofundado, com um numero maior de larvas expostas ao sal por este

mesmo periodo de tempo para se ter uma comprovacao desses achados.



Figura 0: Corte longitudinal da regido mediana do intestino médio de uma larva de Aedes aegypti.
Coloracdo HE. A:1000X. (A) larva controle, CE (Células epiteliais) (B) Larva exposta apds 36 horas,

El (Espacos intercelulares).

4. CONCLUSOES

I.  Uma desestruturacéo celular na regido posterior do intestino das larvas

tratadas com o sal imidazoélico C1sMImCI;

Il. Espacos intercelulares entre as células do tecido epitelial do intestino
médio podem ser um dos sintomas de toxicidade causada pela acao do
sal imidazolico C1sMImCI;

[ll.  Mais estudos, com um numero maior de larvas, precisam ser conduzidos

para confirmar os achados patogénicos nas larvas de Ae. aegypti.

REFERENCIAS

Arruda W, Oliveira GMC, Silva IG. 2003. Toxicidade do extrato etandlico de Magonia
pubescens sobre larvas de Aedes aegypti. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. 36(1):17-25.

Barreto CF, Cavasin GM, Silva HHG, Silva IG. 2006. Estudo das alteracdes
morfohistoldgicas em larvas de Aedes aegypti (Diptera, Culicidae) submetidas ao
extrato bruto etandlico de SapindussaponariaLin (Sapindaceae). Revista de
Patologia Tropical. 35(1):37-57.

Christophers SR. 1960. Aedes aegypti. The yellowfever mosquito. Its life history,
bionomics and structure. London: Cambridge University Press. 738 pp.



89

Consoli RAGB, Lourenco-de-Oliveira R. 1998. Principais mosquitos de
importancia sanitaria no Brasil. Rio de Janeiro: FIOCRUZ.

Forattini OP. 2002. Aedes (Stegomyia). In: Forattini OP. Culicidologia Médica. Sdo
Paulo: EDUSP, vol. 2, Cap. 14: 453-491.

Goellner E, Schmitt AT, Couto JL, Muller ND, Pilz-Junior HL, Schrekker HS, Silva
CE, Silva OS. 2018. Larvicidal and residual activity of imidazolium salts against
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Pest Manag Sci, 74: 1013-1019.

Gusmao DS, Pascoa V, Mathias L, Vieira IJC, Braz-Filho R, Lemos FJA. 2002. Derris
(Lonchocarpus) urucu (Leguminosae) Extract Modifies the Peritrophic Matrix
Struture of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 97:
371-375.

Junqueira LC, Carneiro J. 2013. Histologia Basica. 12. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan.

Kanis LA, Prophiro JS, Vieira Eda S, Nascimento MP, Zepon KM, Kulkamp-Guerreiro
IC, Silva OS. 2012. Larvicidal activity of Copaifera sp. (Leguminosae) 6leo resin
microcapsules against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) larvae.Parasitol Res.
110(3):1173-8.doi: 10.1007/s00436-011-2610-2.

Leite GLD. 2011. Apostila de Entomologia Béasica. Universidade Federal de Minas
Gerais. Instituto de Ciéncias Agrarias. Minas Gerais.

Lemos BA. Caracterizacdo Morfo-Histoquimica dos tecidos do sistema digestorio de
larvas de Aedes aegypti. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola e do
Ambiente). UFRGS. Porto alegre. 2016.

Martins GF. 2008. O corpo gorduroso de Aedes (stegomyia) aegypti
(Diptera;Nematocera) (Linnaeus, 1762): estudo morfolégico do orgdo em
diferentes idades e condicGes alimentares, isolamento, cultivo primario e
transcriptoma dos endcitos. 2008. 118 f. Tese (Doutorado em Ciéncias da
Saulde) - Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz, Belo Horizonte.

Merzendorfer H, Zimoch L. 2003. Chitin metabolism in insects: structure, function and
regulation of chitin synthases and chitinases. J ExpBiol, 206:4393-4412.

Narciso JOA, Soares ROA, Mallet JRS, Guimaraes AE, Chaves MCO, Barbosa Filho
JM, Maleck M. 2014. Burchellin: study of bioactivity against Aedes aegypti.
Parasites & Vectors. 7(172):1-10.

Simom GY. 2016. Avaliacdo do potencial larvicida e mecanismos de toxicidade do
oleo essencial de Eucalyptus staigerianacontra 0 mosquito Aedes aegypti. Tese
(Programa de Pdés-Graduacdo em Engenharia Quimica). Universidade Federal
de Santa Catarina. 139p.

Stevens A. 1975. Introduction. In: Bancroft JD. Histochemical Techniques. 2. ed.
London and Boston: Butterworths.



90

Valotto CFB, da Silva HHG, Cavasin G, Geris R, Filho ER, da Silva 1G. 2011.
Alteracbes ultraestruturais em larvas de Aedes aegypti submetidas ao
diterpenolabdano, isolado de Copaiferareticulata (Leguminosae), e a uma fracao
rica em taninos de Magonia pubescens (Sapindaceae). Rev Soc Bras Med Trop.
44(2):194-200.



91

CAPITULO IV - EFEITO DE SAIS IMIDAZOLICOS EM ALFACE Lactuca sativa
(ASTERACEAE)

RESUMO

O estudo de possiveis efeitos toxicos em organismos ndo-alvo € fundamental na busca
de um composto que, além de apresentar um bom nivel de mortalidade para os
insetos, ndo produza impactos ao meio ambiente. Previamente, os sais imidazolicos
CisMImMeS e CisMImCI foram avaliados para o controle de larvas de Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) e mostraram —se efetivos contra larvas. Contudo é fundamental que
estes sais sejam avaliados em organismos ndo alvos. A alface Lactuca sativa
(Asteraceae) é uma das hortalicas mais utilizadas em ensaios de fitotoxicidade, devido
a sua sensibilidade. Dessa forma, o objetivo deste estudo é verificar se estes sais
apresentam toxicidade para sementes e plantulas de alface e agua como controle
neutro. Em placas de Petri, foram adicionadas 10 sementes da hortalica, onde foram
acrescentados 5ml das respectivas solucdes. Apds sete dias, foram analisados o
percentual de germinacdo e o tamanho da radicula e do hipocétilo das plantulas. Os
bioensaios foram realizados em triplicatas, com quatro repeticbes. Os resultados
demonstraram que o0s sais imidazolicos testados nao apresentaram diferencas
significativas em relacdo as concentracfes e ao grupo-controle neutro. Todas as
sementes expostas aos sais imidazdlicos, germinaram em 24 horas. As radiculas e
hipocotilos das plantulas obtiverem tamanhos similares singulares aos do grupo-

controle com agua.

Palavras-chave: fitoxicidade, Lactuca sativa, sais imidazdlicos.
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EFFECT OF IMIDAZOLE SALTS IN ALFACE Lactuca sativa (ASTERACEAE)

ABSTRACT

The study of possible toxic effects in non-target organisms is fundamental in the
search for a compound that besides presenting a good level of mortality for the
insects, does not produce impacts to the environment. Previously, the imidazole salts
CisMImMeS and C1sMImCI were evaluated for the control of Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) and produced an excellent effect on the larvae. However, it is essential
that these salts are evaluated in non-target organisms. The lettuce Lactuca sativa
(Asteraceae) is one of the vegetables most used in phytotoxicity tests due to its
sensitivity. Thus, the objective of this study was to verify if these salts present toxicity
to lettuce seeds and seedlings. For this, five concentrations of each compound were
selected, as well as water as neutral control. In Petri dishes were added 10 seeds of
the vegetable, where 5 ml of the respective solutions were added. After seven days
the percentage of germination, radicle and hypocotyl size of the seedlings were
analyzed. The assay was performed in triplicates with four replicates. The results
showed that the imidazole salts tested did not present significant differences in
relation to the concentrations and to the water group. All seeds exposed to the
imidazole salts germinated in 24 hours. The radicles and hypocotyls of the seedlings

were of the same size as those of the water group.

Key words: phytotoxicity, Lactuca sativa, imidazole salts.

1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os efeitos de
gualquer inseticida sobre o ambiente e os seres vivos, incluindo o homem, séo
decorrentes das suas caracteristicas de toxicidade, ecotoxicidade e do
comportamento/resposta ambiental. Todos estes, por sua vez, sdo consequéncia
das propriedades fisico-quimicas de cada molécula. As possibilidades de impactos
ambientais significativos sédo tanto maiores quanto maior for a persisténcia ambiental

do inseticida (0 que equivale a menores taxas de degradacédo fisica, quimica e
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biolégica). Assim, maiores sdo as suas taxas de transporte entre os diferentes
compartimentos ambientais (solo, agua, atmosfera e seres vivos) e tanto maiores 0s
seus valores de toxicidade (WHO, 2008). Os diversos principios ativos, antes de
indicados, devem ser submetidos a uma rigorosa avaliacdo toxicolégica e ambiental,
onde sdo considerados o0s aspectos relacionados a salude humana e possiveis
impactos no ambiente. Ap6s a indicacdo, a OMS adota periédica ou
excepcionalmente procedimentos para novas revisdes da literatura, uma vez que
novas informacdes sobre a molécula podem ter surgido no periodo. Este
procedimento agrega seguranca nestas indicagfes, uma vez que os ingredientes
ativos estdo sendo analisados e avaliados constantemente (Bouldin, 2005).

No Brasil, 0 uso indiscriminado de inseticidas quimicos para o controle de
mosquitos tem revelado resisténcia em varias populacbes de Ae. aegypti em
praticamente todo o mundo (Corbel et al., 2017; Moyes et al., 2018). No caso do
controle de larvas, os produtos recomendados sdo o Temefos, Bacilus thuringiensis
israelensis, diflubenzuron, novaluron e piriproxifeno (EFSA, 2014). Dos inseticidas, 0
larvicida mais utilizado e que tem demonstrado mais alta percentagem de
resisténcia, principalmente na América do Sul, € o organofosforado Temefos (Moyes
et al., 2018). Esse inseticida é rapidamente degradado no solo pelos microrganismos
por oxidacdo e hidrélise até didxido de carbono. Na agua e no sedimento, é também
rapidamente degradado por oxidacdo, com um valor de meia-vida de
aproximadamente 17 dias, sendo considerado ndo persistente no ambiente. Este
inseticida tem baixa toxicidade a mamiferos e € moderadamente toxico a passaros e
peixes e altamente toxico para invertebrados aquaticos. De acordo com Gu et al.
(2007), o produto ndo € toxico para algumas plantas tanto no ambiente terrestre
como aquatico.

Ensaios de toxicidade procuram compreender como 0S ecossistemas
degradam, acumulam, eliminam e sofrem a ac&do de qualquer substancia quimica
nele introduzida (USEPA, 2009). Esses ensaios toxicoldgicos sdo metodologias que
permitem avaliar o efeito nocivo ou ndo de substancias sobre um ambiente por meio
da exposicdo de organismos vivos (bioindicadores) ou de plantas. No caso das
plantas, muitos estudos tém demonstrado a eficiéncia de espécies como pepino e
agrido, alface e soja em testes de toxicidade (Azevedo &Chasin, 2003).Testes de

toxicidade utilizando vegetais constituem recurso pratico de baixo custo, de
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sensibilidade razoavel na indicacdo qualitativa da presenca de substancias toxicas
ou inibidores biolégicos (Pelegrini et al., 2006). E possivel avaliar o efeito toxico de
inseticidas em plantas em sua germinacédo, no alongamento da raiz e na biomassa
vegetal (Zaltauskaite & Cypaite, 2008).

A alface Lactuca sativa (Asteraceae) € uma das plantas mais utilizadas
em ensaios de toxicidade, devido a sua sensibilidade a agentes quimicos, sua rapida
germinacdo, seu crescimento linear em uma ampla variacdo de pH e baixa
sensibilidade osmotica (Souza Filho et al., 2010; Gomes et al., 2012; Ribeiro et al.,
2012).

A alface é uma planta de origem nativa, considerada a mais popular das
hortalicas folhosas cultivadas. E rica em sais minerais e vitaminas B1, B2, C, além
de célcio e ferro (Filgueira, 2003).E uma planta herbacea de caule diminuto ao qual
estdo presas suas folhas que podem ser lisas ou crespas. Seu sistema radicular é
muito ramificado podendo atingir até 0,25m a 0,60 m do solo. O solo ideal para o seu
cultivo deve ser rico em nutrientes e em matéria organica. No entanto, seu cultivo
apresenta limitac6es devido a sua sensibilidade as diferentes temperaturas, umidade
e pluviosidade (Gomes etal, 2005). Dias de altas temperaturas ou periodos com
muita chuva prejudicam muito a cultura da alface. A temperatura do ar € um dos
fatores que mais exerce influéncia sobre os processos fisioldégicos desta planta,
podendo interferir na sua germinacdo quando em temperaturas muito elevadas. Por
ser uma hortalica de inverno, é necessario um clima mais ameno para uma melhor
producéo (Filgueria, 2003). A dorméncia em sementes de alface é controlada por um
gendtipo associado a fatores ambientais (Finch Savage & Leubner Metzger, 2006).

Lactuta sativa tem sido amplamente utilizada como modelo para varios
bioensaios com 0s mais diversos objetivos agrondmicos. Dentre estes, muitos
autores destacam a utilizacdo de diferentes produtos quimicos que produzem efeitos
citotoxicos ou fitotoxicos, inibindo a germinacdo da planta, ou mesmo seu
crescimento (Lungu et al., 2011; Palmieri et al.,2016; Yan et al., 2015; Wang et al.,
2016; Aragao et al., 2017; Vieira et al., 2018; Wang et al., 2018).Nesse sentido, 0s
sais imidazolicos CisMImMeS e CisMImCI, que apresentam grande potencial para o
desenvolvimento de novos inseticidas (Goellner et al., 2018), foram avaliados em L.
sativa, com 0 objetivo de verificar se afetam a dorméncia, a germinacdo e o

crescimento da planta.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Avaliacédo de sais imidazolicos em sementes de Lactuca sativa

Para os ensaios de toxicidade dos sais imidazélicos CisMImMeS e
CisMImCI, foram selecionadas sementes de alface crespa provenientes de um
mesmo lote (Isla Pack ®1) adquiridas comercialmente. Os sais imidazolicos foram
fornecidos pelo Prof. Dr. Henri Schrecker, do Instituto de Quimica da UFRGS. Todos
osbioensaios foram conduzidos no Laboratorio de Parasitologia da UFRGS.

Para cada composto (CisMImMeS, CisMImCI), foram selecionadas cinco
diferentes concentragdes. Como grupo-controle neutro, as sementes foram expostas
em agua.

Em placas de Petri, foram adicionados discos de papel filtro, e, em sua
superficie, foram colocadas 10 sementes de alface. Posteriormente, borrifaram-
sebml da solucdo dos compostos a ser testados (Figura 42). As placas de Petri
foram mantidas em camara germinadora climatizada BOD (Tecnal TE — 401) a 28°C
com fotoperiodo claro/escuro de 12h.

Foram feitas trés repeticbes para cada composto, sendo cada repeticao

com quatro réplicas nas concentracdes indicadas na Tabela 4.

Tabela 4: Concentracfes de sais imidazélicos utilizados para determinar sua
toxicidade em sementes de Lactuca sativa.

CisMImMeS C1sMImCI

1 ppm= 1pg/L 1ppm =1pg/L
2,5ppm= 2,5ug/L 2,5ppm=2,5ug/L

5ppm=5pug/L 5ppm=5pug/L
10ppm=10pg/L 10ppm=10ug/L
50ppm=50pug/L 50ppm=50ug/L
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Figura 40: Placas de Petri contendo papel filtro e 10 sementes de Lactuca sativa, testadas em

diferentes concentracdes de sais imidazdlicos.

As placas contendo as sementes de alface, testadas com as solucdes
acima descritas, foram protegidas com papel filme para manter a umidade e depois
armazenadas em BOD por sete dias. Diariamente o numero de sementes
germinadas foi contabilizado. Apos sete dias, foi medido o tamanho da radicula e do
hipocotilo de cada uma das sementes germinadas em cada placa, para cada uma
das solucdes testadas e para ogrupo-controle neutro, contendo somente agua.

Os dados foram analisados no programa BioEstat 5.0. Efeitos de
significancia no tratamento das sementes foram determinados por andlise de
variancia (ANOVA) de uma e duas vias. Para o teste de normalidade, as médias dos

tratamentos foram comparadas por Tukey, com p< 0,05.
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Figura 41: Esquema representando a radicula e o hipocotilo deplantulas delLactuca sativa.

Fonte:Adaptado de Fantin (2009).

3. RESULTADOS

3.1 Comparacédo do tamanho da radicula e do hipocétilo de Lactuca sativa

Apbs sete dias de exposicao aos sais imidazélicos e a agua, (Figura 44) foi
determinado o tamanho da radicula e do hipocétilo de cada semente germinada em

cada placa de Petri.

Figura 42: Placas de Petri com as plantulas de Lactuca sativa, germinadas ap0s sete dias de

exposicdo aos sais imidazélicos.
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Na Tabela 5 e 6 , estdo representadas as médias do tamanho da radicula
e hipocétilo das semenetes germinadas por tratamento e seu respectivo grupo-
controle neutro. Nao houve diferenca estatistica entre os compostos CisMImMeS e

C1sMImCI (p > 0,05) independentemente da concentracao utilizada.

Tabela 5: Média geral da medida em centimetros de radicula e hipocétilo para o

composto C18MImCI nas trés repeticdes.

Concentracfes Radicula Hipocotilo
1 ppm 5,06 5,96 5,7 3,04 2,37 2,81
2,5 ppm 4,71 5,76 6,09 3,18 2,28 2,54
5 ppm 3,45 5,37 5,18 2,63 1,61 2,2
10 ppm 3,51 3,13 4,13 2,01 2,27 2,08
50 ppm 0,54 0,38 0,84 0,91 0,79 0,92
Controle 5.11 5,48 6,15 2,65 2,93 2,53

Tabela 6: Média geral da medida em centimetros de radicula e hipocétilo para o

composto C18MImCI nas trés repeticoes.

Concentracdes Radicula Hipocotilo
1 ppm 4,88 5,02 51 2,36 2,27 2,44
2,5 ppm 4,82 5,88 5,33 2,8 2,26 2,6
5 ppm 4,46 4,79 4,81 2,46 2,19 2,25
10 ppm 3,74 2,86 3,22 2,25 1,53 1,84
50 ppm 0,77 0,73 0,57 1,2 1,01 0,4
Controle 5,12 55 6,4 3,34 2,77 2,47

As sementes expostas aos sais imidazoélicos tiveram quase 100% de

germinacdo em 24 horas, assim como as do grupo-controle expostas a agua.
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3.2 Comparacgao do tamanho da radicula e do hipocotilo de Lactuca sativa
O tamanho da radicula e do hipocotilo foi medido em centimetros para

cada produto quimico utilizado, bem como seu grupo-controle. Na figura 45, pode-se

observar como foi feita a area de medicao da plantula.

Radicula Hipocétilo

Figura 43: Exemplo de medicédo da radicula e do hipocétilo das plantulas de Lactuca sativa.

3.2 Andlise do tamanho de radicula e hipocétilo de Lactuca sativa exposta aos sais
imidazdlicos Ci1sMImMeS e CisMImCI.

O tamanho da radicula e do hipocétilo foi medido em centimetros para cada
tratamento e seu grupo controle. Nas Figuras 46 e 47 estdo representadas a média do tamanho
de radicula e hipocotilo (cm) das sementes germinadas para os sais imidazélicos. Ndo houve
diferenga estatistica entre os compostos CisMImMeS e CisMImCI (p > 0,05) tanto nas

medic¢des de radicula e hipocotilo.
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Figura 46: Média do tamanho de radicula e hipocétilo de Lactuca sativa para o composto Ci1sMImCI

em comparacao ao grupo controle.
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Figura 47: Média do tamanho de radicula e hipocétilo de Lactuca sativa para o composto

CisMImMeS em comparacgdo ao grupo controle.
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4. DISCUSSAO

O uso de inseticidas no controle de vetores pode causar impactos
negativos ao meio ambiente, causando danos para organismos néo alvos. Em nosso
estudo, os sais imidazolicos foram testados em sementes de alface, analisando seus
efeitos sobre as sementes e posteriormente sobre as plantulas. Os resultados
obtidos indicam que os sais imidazolicos parecem influenciar na quebra da
dorméncia das sementes, pois elas germinaram quase 100% em 24 horas. No
grupo-controle tratado com agua, as sementes alcancaram 100% de germinacao
somente apoés dois dias. No grupo-controle neutro, em trés concentracdes testadas,
as sementes germinaram 100% apds dois dias. Contudo ndo houve germinacao
completa das sementes apds o sétimo dia do estudo. A alface € uma hortalica cuja
dorméncia restringe-se a presenca de oxigénio e de temperatura 6tima que pode
variar entre 20 e 30 graus. Ela ndo necessita de fatores fisicos ou mecéanicos para
sua quebra de dorméncia, o que geralmente ocorre em dois dias (Bewley & Black,
1994).

As sementes germinadas apO0s o sétimo dia foram medidas em
centimetros para verificar o desenvolvimento das plantulas (incluindo as radiculas e
os hipocatilos). As plantulas expostas aos sais imidazoélicos atingiram um tamanho
médio de (4cm) para a radicula e para o hipocétilo, tamanho similar ao do grupo-
controle. Os sais imidazolicos permitiram, além da germinacédo, o desenvolvimento
das plantulas mesmo em concentracbes 50 vezes (1000ug/L) maiores que a sua
LCoo. (20ug/L), concentragdo esta utilizada para causar a mortalidade de 100% de
larvas de Aedes aegypti em até 48 horas, como demonstrado em estudo anterior.
(Goellner et al.,, 2018). A inibicAo de germinagédo, assim como a inibicdo do
desenvolvimento, também pode estar relacionada a processos de selecdo. Tais
alteracbes no padrdo de germinacdo podem resultar de efeitos sobre a
permeabilidade das membranas, a transcricio do DNA e traducdo do RNA, a
respiracdo, por sequestro de oxigénio (fendis), a conformacdo de enzimas e de
receptores (Aquila, 2000). Contudo, estudos moleculares devem ser conduzidos com
plantulas de alface tratadas com os sais imidazélicos, para que se possa afirmar se

realmente o organofosforado poderia agir no DNA e RNA da planta.
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Alguns autores como Aragao et al. (2017) autores vém investigando o
papel de compostos quimicos derivados de plantas e que possuem potencial
inseticida e que sejam menos agressivos para 0 ambiente. Aragdo et al. (2017)
testaram diferentes extratos (aquoso, hidroalcoolico e hexano) de Lepidaploa
rufogrisea (Asteraceae) em L. sativa e observaram que todos o0s extratos
influenciaram negativamente na germinagdo e no crescimento da planta, além de
interferir em seus cromossomos. Vieira et al. (2018) avaliaram efeitos fitotoxicos de
extrato aquoso dos frutos e de folhas frescas e secas de Morus nigra (Moraceae) em
L. sativa e observaram que o extrato das folhas frescas e secas dificultaram um
pouco o tempo de germinacao e de crescimento. Além disso, causaram deformidade
nas folhas e nas raizes. Lungu et al. (2011) utilizaram extratos etandlicos de Melia
azedarach (Meliaceae) paratestar possiveis efeitos fitotoxicos em L. sativa. Os
autores observaram que o uso do extrato aquoso de folhas e de frutos inibiu
completamente a germinacdo das sementes da planta testada. Interessante € que
M. azedarach também tem sido estudada para o controle de larvas de mosquitos
(Nathan et al.,, 2006; Prophiro et al., 2008; Trudel & Bomblies, 2011;
Ramanibai&Velayutham, 2015; Anbu et al., 2016). Assim, nas condicbes em que
foram testados, os sais podem servir como alelopaticos positivos para L. sativa.
Dessa forma, seria muito importante que os sais imidazolicos fossem testados em
outros insetos de importancia agricola, bem como em outras espécies-modelo de

plantas para se comprovar sua inocuidade no ambiente.

5. CONCLUSOES

I. Os sais imidazolicos ndo apresentaram toxicidade para as sementes de
Lactuca sativa, permitindo sua germinacao em até 100% nas primeiras 24

horas;

II. As radiculas e os hipocaétilos das plantulas de L. sativa expostas aos sais
imidazolicos obtiveram tamanho muito préximo ao grupo-controle, para

ambos os sais;
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