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RESUMO

Estudos de campo foram realizados para avaliar o desempenho do larvicida spinosad
(Natular® DT) nas formulagdes liquida (6,3nL/L e 18,9nL/L) e em pastilha (100mg/L,
50mg/L e 25mg/L), como alternativa para o uso em ovitrampas. Além disso, foram avaliados
a influéncia do spinosad sobre a escolha da armadilha como sitio de oviposicdo e o potencial
de inibicdo de eclosdo de larvas em ovos expostos ao spinosad pastilha. O biolarvicida
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) na concentracdo de 4mg/L (VectoBacWG®) foi usado
como parametro para comparacao da agdo larvicida e a persisténcia do spinosad. A presenca
de larvas e pupas foi analisada semanalmente em 210 ovitrampas instaladas no campus da
UFPE. A positividade e a densidade de ovos postos nas ovitrampas foram consideradas para
avaliar a influéncia do spinosad sobre a escolha da armadilha como sitio de oviposi¢do. O
percentual de ovos intactos e murchos foi considerado na avaliacdo da taxa de inibicdo de
eclosdo. O periodo de controle total de larvas sofreu influencia da concentracdo e exposicao
das ovitrampas ao sol, tendo sido mais prolongado (17 semanas) na formulagéo pastilha em
armadilhas sombreadas. O registro de larvas vivas nas ovitrampas contendo a formulagéo
liquida do spinosad ocorreu desde a primeira semana de tratamento. A atividade de controle
do Bti em condigdes similares foi de duas semanas. N&o foi observado efeito repelente do
spinosad em nenhuma das condicOes testadas nesse trabalho, com percentual de colonizacdo
>90% das ovitrampas. A eclosdo das larvas em ovitrampas foi elevada (>70%) mesmo nas
altas concentragdes testadas da formulagao pastilha. Esses dados proveem evidéncias de que a
formulacdo pastilha apresenta uma elevada atividade larvicida e melhor persisténcia sob
condicdes adversas de exposicdo solar, quando comparada com a formulacao liquida e com o
Bti. Além disso, o produto ndo influencia na escolha da ovitrampa pelas fémeas de Aedes sp

nem na eclosdo das larvas.

Palavras-chave: Saccharopolyspora spinosa; controle biol6gico; mosquito.



ABSTRACT

Field studies were conducted to evaluate the performance of the larvicide spinosad
(Natular ® DT) in liquid (6.3 nL/ L and 18.9 nL / L) and tablet (100 mg/ L, 50mg/ L, 25mg
/ L) formulations as an alternative for use in ovitraps. Furthermore, the influence of spinosad
on the choice of trap as an oviposition site and the potential of inhibition of hatchability in
eggs exposed to spinosad were assessed. The biolarvicide Bacillus thuringiensis israelensis
(Bti) at a concentration of 4mg/L (VectoBacWG ®) was used as parameter for comparing the
larvicidal activity and persistence of spinosad. The presence of larvae and pupae was assessed
weekly in 210 ovitraps installed on the campus of UFPE. The positivity and density of eggs
laid in ovitraps were considered to evaluate the influence of spinosad on the choice of the trap
as oviposition site. The percentage of intact and withered eggs was considered to evaluate the
inhibition of hatchability. The period of total control of larvae suffered influences of
concentration and exposure of ovitraps to the sun, being longer (17 weeks) in the tablet
formulation in shaded traps. The registration of live larvae in ovitraps containing the liquid
formulation of spinosad occurred since the first week of treatment. The period of total control
in Bti treatment under similar conditions was two weeks. No repellent effect of spinosad was
observed in any of the conditions tested in this work, with percent colonization of ovitraps >
90%. The egg hatching in ovitraps was high (> 70%) even at high concentrations tested to the
tablet formulation. These data provide evidence that the tablet formulation has a high
persistence and better larvicidal activity under unfavorable conditions of sunlight exposure
when compared to the liquid formulation and Bti. Furthermore, the product does not influence

the choice of the ovitrap by Aedes sp female or the larvae hatching.

Key words: Saccharopolyspora spinosa; biologic control; mosquito.



LISTA DE ILUSTRACOES

Referencial tedrico

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento de Aedes aegypti ........cocevvvininnnne, 11

Figura 2 — Ovos de Aedes aegypti. A — ovos claros no momento da postura; B — ovos apds
adquirirem cor negra. C — microscopia eletrénica mostrando ornamentacéo tipica do ovo de A.

aegypti. No detalhe, micrépila localizada no polo anterior do OVO..........cccccvvevveveieevecciesiene 12

Figura 3 — Formas imaturas do mosquito Aedes aegypti. A — larva. B e C — vista frontal das

escovas orais do 1° e 4° instares larvais, respectivamente. D — PUP&.......c.cccvrerererenerenienennns 13

Figura 4 — Armadilha de oviposicdo (ovitrampa) elaborada a partir de garrafa PET pintada de

preto e devidamente identifiCada............ccoiveiiiiiiii i 16

Figura 5 — Mecanismo de acdo das toxinas de Bacillus thuringiensis.......... 19

Figura 6 - Desenho esqueméatico do modo de acdo das spinosinas,
evidenciando a ligacdo das toxinas aos receptores de acetilcolina, provocando
a abertura de canais de SOUI0 . ..ottt 21

Artigo

Figura 1. Média (£EP) de ovos de Aedes sp. coletados em ovitrampas tratadas com 0,87, 0,43
e 0,21g/L de spinosad (NALUIAI® D). ...cccooiriiiriieiiieiesie et 52

Figura 2. Média (xEP) de ovos de Aedes sp. por ovitrampa coletados durante
0 experimento, em ovitrampas contendo 0,43g/L da pastilha de spinosad e
SOMEINTE AQUA. «uintttit ettt e et 53

Figura 3. Atividade residual de diferentes concentracbes da pastilha de spinosad em
armadilhas de oviposicdo contra Aedes sp. instaladas em jardins (A) e corredores (B) .......... 54

Figura 4. Média (£EP) de ovos de Aedes sp. em armadilhas de oviposigdo contendo 6,3nL/L e
18,9nL/L de SpPiN0Sad HOQUITO .......cveiiiiieiieiesci e 55



LISTA DE TABELAS

Artigo

Tabela 1. Periodos (semanas) de controle de 100% e >80% de larvas de Aedes
sp. em ovitrampas contendo 0,87¢g/L, 0,43g/L e 0,21g/L do larvicida spinosad
na formulacdo pastilha instaladas em &reas sombreadas e ensolaradas ......... 56

Tabela 2. Larvas de Aedes sp. registradas em ovitrampas tratadas com os larvicidas spinosad e

Bacillus thuringiensis iSraelensis (BLI) .........c.cooiiiiiiiiiiiie e 57

Tabela 3. Mortalidade de larvas de Aedes sp. pelo efeito residual do spinosad

impregnado em ovos coletados em ovitrampas tratadas com diferentes

concentracdes da formulacao pastilha ... 58

Tabela 4. Percentual médio de larvas de Aedes aegypti originadas de ovos
com diferentes idades submetidos a diferentes tempos de exposicdo e
concentracdes do larvicida Spin0Sad........cc.ovieiriiiiii i 59



SUMARIO

APRESENTAGCAD oo 10
1 REFERENCIAL TEORICO ..oiiiiiii e 11
1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO DE Aedes aegypti.................. 11
1.2 ARMADILHA DE OVIPOSIC}AO (OVITRAMPA): IMPORTANCIA NO
MONITORAMENTO E CONTROLE DE A€deS a0YPLi....ccveveeriiiieiiieiesiesieesieesie e sieaneens 15
1.3 Bacillus thuringiensis israelenses (Bti) E SPINOSAD: BIOLARVICIDAS PARA O
CONTROLE DE A€dES @BGYPLI: ...vvevveivieieeie st ste et ee st ste et ste e sraesta e sraesteeneesraesneenaenns 17
1.3.1 Bacillus thuringiensis iSraelensis (BLi).........ccvvveiiiieiieiiie e 18
1.3.2 SPINOSAU ...ttt bbbttt kbbbt e b a et nrenre s 20
1.3.2.1 Agéo do spinosad sobre a eclosdo de larvas de Aedes aegypti ......ccccovevervrienveennene 22
REFERENCIAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeas 24
2 HIPOTESES E OBJETIVOS oot 32
1 U 0T o 34
RESUMIO ...ttt h et e st e bt e R e e e bt e ehe e e b e e enn e e beennn e e nnn e 35
N 0L - Uod OSSR 37
1T oo [0 Tox: Lo B USROS U O PP PR PROROO 38
10 o o] [o] o T USSP USPPRRRORS 39
RESUITAUODS. ...ttt ettt bbbttt e e et et b e e be e bt e st ese e st e abenbeebennenreas 42
D117 oSSR 44
(@0 000 113 Lo SR 46
Resultados ndo descritos no artigo CIeNtifiCo .........ccccviieeiiiic e 46
RETEIBNCIAS ...ttt sttt e bt e st et e et et sbenbeebenneeneas 48
3 CONCLUSOES .ottt 60

AN E X O A 61



APRESENTACAO

O uso intensivo de larvicidas quimicos como medida predominante nos programas de
controle do mosquito Aedes aegypti (L.), vetor de arbovirus causadores da dengue e febre
amarela, tem levado a ocorréncia de resisténcia em populagdes desse inseto. Um método
alternativo de controle que tem se destacado € o uso de larvicidas de origem bioldgica,
particularmente por apresentarem baixa toxicidade para o ambiente e animais.

Nesse contexto, o presente trabalho avaliou o desempenho do biolarvicida spinosad
contra A. aegypti em um ponto estratégico de criagdo desse mosquito em Recife, visando
indicar a possibilidade de uso de mais um produto de natureza bioldgica nos programas de
controle. O interesse pelo spinosad ocorreu devido ao sucesso obtido em testes de laboratério
e alguns trabalhos de campo realizados no México contra essa espécie de mosquito, usando a
formulacdo liquida do produto.

Em nosso trabalho, seu uso foi analisado em armadilhas de oviposi¢do (ovitrampa)
empregando-se as formulac6es liquida e em pastilha), sob diferentes concentracdes, tendo em
vista obter dados que permitam indicar condi¢cGes mais favoraveis para uso nos programas de
controle. Além disso, a acdo do spinosad foi comparada com Bacillus thuringiensis var.
israelenses (Bti), um biolarvicida eficiente que faz parte do programa de controle de Aedes
aegypti em alguns municipios do estado de Pernambuco — Brasil. Pela primeira vez, avaliou-
se em laboratério, uma possivel atividade do spinosad na formulacdo pastilha sobre a ecloséo
das larvas.

A dissertacdo estd apresentada na forma de sec¢des que seguem as normas da ABNT
para realizacdo de trabalho cientifico, exceto a Ultima seccdo, que apresenta os resultados
obtidos nos testes com a formulacdo pastilha do larvicida spinosad e se encontra na forma de
um artigo cientifico, seguindo-se as regras do periddico ao qual serd submetido (Parasites &
Vectors). Em seguida, encontram-se os resultados dos experimentos com a formulacao liquida
do spinosad. As normas de submissdo de artigos cientificos a revista Parasites & Vectors

estdo em anexo.
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1 REFERENCIAL TEORICO
1.1 ASPECTOS BIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO DE Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti Linneaus (1762) pertence a ordem Diptera,
familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Culicini (CONSOLI; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). E um mosquito oriundo do velho mundo, provavelmente da regido
etiopica (nordeste da Africa), tendo sido descrito originalmente no Egito (PESSOA;
MARTINS, 1982) e introduzido nas Américas, possivelmente durante o periodo colonial, com
o trafico de escravos (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FONSECA, 1999). A
espécie predomina em areas tropicais e subtropicais do mundo, entre os paralelos de latitudes
45°N e 35°S, sendo geralmente encontrada em baixas altitudes de até 1.000 metros
(LOZOVEI, 2011).

A. aegypti € um inseto holometabolo, apresentando, assim, em seu ciclo de vida, as
fases de ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto (Figura 1) (FORATTINI, 1965).

Figura 1 — Estagios de desenvolvimento de Aedes aegypti.

Terrestre

4. Adulto

Terrestre Aquitica

3. Pupa
Fonte: Centers for disease control and prevention.

Os ovos medem aproximadamente 1mm de comprimento e sdo geralmente
depositados em recipientes escuros e umidos, aderidos nas paredes dos criadouros, proximos a
lamina d’agua (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FAY; PERRY, 1965). No
momento da postura os ovos sdo brancos, mas apds algumas horas adquirem cor negra
(Figura 2 A e B) (FORATTINI, 1965).
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Figura 2 — Ovos de Aedes aegypti. A — ovos no momento da postura; B — ovos apés
adquirirem cor negra. C — microscopia eletrénica mostrando ornamentacéo tipica do ovo de A.
aegypti. No detalhe, micrépila localizada no polo anterior do ovo.

Uma casca composta de trés camadas envolve o ovo: o exocério, um envoltdrio
externo, fino e transparente; o endocorio, localizado logo abaixo, constituido por quitina,
resistente a tensdo e insoldvel em &agua, e internamente, a membrana vitelina que envolve o
nacleo, citoplasma e vitelo (PEREIRA et al., 2006). O exocorio apresenta ornamentacdes de
aparéncia reticular, compostas por células pentagonais, denominadas de corpos coriénicos. Na
extremidade anterior do ovo ha um orificio, a micropila, pelo qual o espermatozoide penetra
para fecundar o oOvulo (Figura 2C) (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994,
PEREIRA et al., 2006). Hidrocarbonos e enzimas presentes na superficie dos ovos, como a
elongaseacil-coA, influenciam na capacidade dos ovos de A. aegypti de permanecerem viaveis
por longos periodos em auséncia de agua (URBANSKI et al., 2010). Durante esse periodo de
quiescéncia, 0s ovos podem ser transportados a grandes distancias, em recipientes secos,
sendo esse o principal meio de dispersdo do inseto. A quiescéncia é interrompida apos o
contato dos ovos com a &gua (EDGERLY; MARVIER, 1992; LIVDAHL et al., 1984).

As larvas, que sdo aquaticas filtradoras ndo seletivas, passam a maior parte do tempo
alimentando-se principalmente de matéria organica acumulada nas paredes e fundo dos
criadouros. Apresentam o corpo dividido em cabega, torax e longo abdome (Figura 3A). Ao
longo do desenvolvimento ocorre uma grande mudanca no tamanho da larva, com o0s
individuos recém eclodidos medindo cerca de 1mm, e atingindo cerca de 8 mm no final da
fase larval (L4) (CLARK- GIL; DARSIE,1983). As principais mudangas do 1° para o 4°
estadio larval podem ser vistas nas escovas orais, que apresentam um aumento no numero de

filamentos: nas larvas de 1° e 2° instares as escovas possuem poucos filamentos, enquanto nas
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larvas de 3° e 4° instares os filamentos sdo mais numerosos, aparecendo como um
emaranhado de longas estruturas (Figura 3 — B e C) (SCHAPER; HERNANDEZ-
CHAVARRIA, 2006).

A duracéo desta fase depende da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade
das larvas no criadouro, porém, em condi¢fes 6timas, o periodo do primeiro ao quarto estadio

larval pode ndo exceder cinco dias (BRASIL, 2001).

Figura 3 — Formas imaturas do mosquito Aedes aegypti. A — larva. B e C — vista frontal das

escovas orais do 1° e 4° instares larvais, respectivamente. D — pupa.

Fonte: Figura 3A — Russel, 2000; Figura 3B e 3C — Schaper; Hernandez-
Chavarria, 2006; Figura 3D — Dept. Medical Entomology, ICPMR.

E no estagio de pupa (Figura 3D), que dura entre dois e trés dias, em que ocorre a
metamorfose da larva para o adulto. A pupa ndo se alimenta, mas é bastante movel (BRASIL,
2001; FORATTINI, 1965).

Os adultos de A. aegypti, apresentam térax enegrecido, frequentemente ornamentado
com manchas, faixas ou desenhos de escamas claras, geralmente branco-prateadas. A

principal caracteristica da espécie é uma nitida faixa curva, branco-prateada de cada lado do
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torax (mesonoto) e duas mais finas, retas, longitudinais e centrais, as quais formam a figura de
uma lira (CONSOLI; DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1965).

Tem habitos preferencialmente diurnos e predilecdo de se alimentar do sangue
humano (GADELHA; TODA, 1985). Tanto machos como fémeas necessitam de carboidratos
como fonte de energia, alimentando-se principalmente de néctar de plantas. No entanto, as
fémeas desta espécie necessitam das proteinas presentes no sangue do hospedeiro para que
ocorra a maturagdo dos ovos (CLEMENTS, 1999). Estes sdo depositados geralmente em
recipientes artificiais preenchidos com agua localizados dentro ou ao redor das casas
(GADELHA; TODA, 1985).

Estimulos visuais e olfatorios, que envolvem semioquimicos como feromonios e
apneumoOnios, atuam como atrativos na selecdo dos sitios de oviposicdo (EIRAS, 2001).
Bactérias ou fungos saprobidnticos e seus metabdlitos volateis presentes em aguas poluidas
ou infusdes a base de gramineas, tém papel importante como estimulos atraentes para fémeas
de mosquitos, no momento da oviposicdo (GEETHA et al., 2003; NAVARRO et al., 2003;
SIVAGNANAME et al., 2001; TAKKEN; KNOLS, 1999).

Sinais quimicos também séo utilizados pelas fémeas em busca de hospedeiros para sua
alimentacdo sanguinea. Ao se alimentar em humanos, a fémea pode transmitir patdgenos,
como o virus da dengue. A dengue é transmitida para humanos através da picada de uma
fémea do mosquito infectada, que, em sua maioria, adquire o virus ao se alimentar do sangue
de outra pessoa nesta situagdo. O virus infecta o intestino do mosquito e se espalha para as
glandulas salivares em um periodo de 8 a 12 dias, apds o que a fémea esta apta para infectar
outras pessoas (FORATTINI, 1962; HALSTEAD, 2008).

O arbovirus causador da dengue pertence a familia Flaviviridae, e possui
reconhecidamente, quatro sorotipos virais: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (ARAUJO;
CARELS, 2007). Recentemente, foi apresentada na Terceira Conferéncia Internacional de
Dengue e Dengue Hemorragica a descoberta de um quinto sorotipo do virus. Este foi
encontrado em amostras de sangue e soro coletadas durante uma epidemia de dengue ocorrida
em 2007 na Malasia. Segundo Normile (2013), pesquisadores suspeitam que este sorotipo
circula entre macacos, na Indonésia. Ap6s o sequenciamento genético do virus, descobriu-se
que este era filogeneticamente distinto dos quatro sorotipos ja conhecidos. Experimentos
mostraram que anticorpos de macacos produzidos contra 0 novo sorotipo eram diferentes
daqueles produzidos contra os demais (NORMILE, 2013). Essa descoberta pode dificultar os
esforcos realizados para o controle da doenca, especialmente aqueles relacionados com o
desenvolvimento de uma vacina que proteja contra todos 0s sorotipos simultaneamente.
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1.2 ARMADILHA DE OVIPOSICAO (OVITRAMPA): IMPORTANCIA NO
MONITORAMENTO E CONTROLE DE Aedes aegypti

No Brasil, foi implantado em 1996 o Programa de Erradicacdo de Aedes aegypti (PEAa),
que, mesmo ndo atingindo seus objetivos, resultou em um fortalecimento das acdes de
combate ao mosquito. No entanto, diante da tendéncia de aumento da incidéncia de casos de
dengue e a introducdo de um novo sorotipo (DEN 3), o Ministério da Salde, com a parceria
da Organizacdo Pan-Americana de Salde, realizou um Seminario Internacional, em junho de
2001, para avaliar as diversas experiéncias e elaborar um Plano de Intensificacdo das Acoes
de Controle da Dengue (PIACD). Em 2002, a fim de intensificar o conjunto de acBes que
vinham sendo realizadas e implantar novas agdes, foi implantado o Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD) (BRASIL, 2002).

A vigilancia entomoldgica utiliza dos indices de infestacdo por Aedes aegypti para
monitorar a presenca, distribui¢do e abundancia do vetor, podendo, assim, subsidiar acbes de
controle do mosquito (GOMES, 1998; LOK, 1985). Seguindo as orienta¢fes da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) e da Organizacdo Pan-Americana da Salde (Opas), a Secretaria de
Vigilancia em Saude/MS tem utilizado varios métodos para os levantamentos entomolégicos,
gue auxiliam na vigilancia de A. aegypti no pais, incluindo a deteccdo de ovos, larvas e
adultos através de armadilhas (BRASIL, 2013).

Dentre as armadilhas, as ovitrampas, destinadas a coleta de ovos, tém se mostrado
ferramenta sensivel e econémica para deteccdo da presenca de A. aegypti em uma area,
particularmente quando a densidade populacional desse mosquito é baixa e os resultados da
coleta de larvas e adultos sdo insatisfatérios. Braga et al. (2000), por exemplo, demonstraram
que este método de vigilancia é mais sensivel do que a pesquisa larvaria, e permite detectar
diferengas de infestacdo entre varios locais. A ovitrampa também apresenta desempenho
superior a pesquisa larvaria em relacdo ao tamanho da amostra capturada (MARQUES et al.,
1993).

Descrita na literatura inicialmente por Fay e Perry (1965) para vigilancia de
populacdes de A. aegypti nos Estados Unidos, a ovitrampa foi logo depois modificada por Fay
e Eliason (1966). No entanto, a ideia da utilizacdo desse tipo de armadilha parece datar de
periodos mais antigos. LIMA (1989), citando CRUZ (1909), afirma que a motivagdo para usar
armadilhas foi detectar a presenca de A. aegypti em uma determinada area por ocasido das
campanhas realizadas por Oswaldo Cruz, em torno de 1903, quando os resultados das
pesquisas larvarias em uma area se mostravam negativos. Nesses locais eram, entdo,
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distribuidos vasilhames com agua para postura de ovos de A. aegypti, indicando sua presenca
na area e seus possiveis focos.

A armadilha de oviposicao é constituida, basicamente, de um recipiente de cor preta e
fosca, com tamanho varidvel, contendo em seu interior &gua e um substrato de postura, para
facilitar a oviposicéo (Figura 4).

Por sua simplicidade, a ovitrampa pode ser adaptada facilmente a partir desse modelo
padrdo. Podem ser utilizados diferentes tipos de recipientes, como vasos plasticos (SANTOS
et al., 2003) ou garrafas PET pintadas de preto (NUNES; TRINDADE; SOUTO, 2011). Da
mesma forma, diferentes materiais podem ser utilizados como substrato de postura, como, por
exemplo, palhetas de madeira (SANTOS et al., 2003) ou papel filtro (BAAK-BAAK et al.,
2013). Varias alteragdes relacionadas com a substituicdo da &gua por outras substancias que
sirvam de atrativo para as fémeas do mosquito sdo descritas na literatura, como, por exemplo,
infusdo de plantas (GOPALAKRISHNAN et al., 2012; NUNES; TRINDADE; SOUTO,
2011; REITER et al., 1991; SANTOS et al., 2010). A eficiéncia da ovitrampa pode, ainda, ser
aperfeicoada com o uso de compostos com atividade larvicida, aumentando seu periodo de
permanéncia em campo, impedindo que se torne um criadouro, como por exemplo, a
utilizacdo de biolarvicida a base de bactérias entomopatogénicas, como o Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) (JAHAN; SARWAR, 2013; MELO-SANTOS et al.,
2001; SANTOS et al., 2003).

Figura 4 — Armadilha de oviposi¢éo (ovitrampa) elaborada a partir de garrafa PET pintada de

preto e devidamente identificada.

A oA

Fonte: autoria propria.
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Esse tipo de armadilha tem sido empregado em diversos programas de monitoramento
de A. aegypti como um método para avaliar a presenca do vetor da dengue, sendo
notadamente Util para avaliar o impacto de medidas de controle (REITER et al., 1991). Essa
armadilha foi usada pela primeira vez como método complementar de controle da populacao
de A. aegypti por Chan et al (1973) na Singapura. Trabalhos posteriores tém confirmado a
ovitrampa como mais uma ferramenta potencial e eficiente no controle do mosquito (JAHAN;
SARWAR, 2013; PERICH et al., 2003; REGIS et al., 2013). Em Pernambuco, por exemplo,
Regis et al., (2013) obtiveram uma reducdo de 90% e 77% na densidade de ovos nas cidades
de Santa Cruz do Capibaribe e Ipojuca, respectivamente, apés dois anos de intervencGes que
consistiram na utilizacdo de ovitrampas, além de coleta de mosquitos adultos e introducdo de
peixes em cisternas de residéncias.

Além disso, quando existe uma demanda de um grande nimero de mosquitos de
populacdes de campo para experimentos em laboratorio, as ovitrampas S0 uma maneira
simples e rapida de obté-los a partir de ovos que podem ser coletados em grande quantidade.

A instalacdo de ovitrampas em campo permite a obtencéo de dois indices: IPO (indice
de positividade de ovitrampas), que indica o percentual de armadilhas positivas, e IDO (indice
de densidade de ovos/ovitrampa), que mostra 0 nimero médio de ovos por ovitrampa. Esses
indices auxiliam na deteccdo precoce de novas infestacdes e no monitoramento de populacGes

vetoriais em areas com baixa densidade do mosquito (GOMES, 1998).

1.3 Bacillus thuringiensis israelensis E SPINOSAD: BIOLARVICIDAS BACTERIANOS
PARA O CONTROLE DE Aedes aegypti

Atualmente, existem varios larvicidas de origem biol6gica sendo avaliados para uso no
controle do mosquito A. aegypti. Dentre eles se destacam os produzidos a partir de bactérias
(NARESHKUMAR et al., 2012; REVATHI et al., 2013); partes de plantas (AGRA-NETO et
al., 2014; KOVENDAN et al., 2012), algas marinhas (RAVIKUMAR; ALI ; BEULA, 2011)
e fungos (DARBRO et al., 2011).

Dentre os bacterianos, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) tem sido o inseticida
bioldgico mais utilizado no controle de A. aegypti, devido a sua especificidade e eficiéncia
Uma proposta mais recente e promissora, para uso alternativo é o biolarvicida spinosad,

baseado na bactéria Sacharopolyspora spinosa.
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1.3.1 Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria aerobia, gram-positiva, da familia
Bacillaceae, que produz, no momento da esporulacdo, inclusdes cristalinas compostas de
proteinas (d-endotoxinas) que sdo toxicas para varias ordens de insetos (FEITELSON et al.,
1992). No entanto, a acdo larvicida do Bt para dipteros so foi conhecida a partir da descoberta
de Bacillus thuringiensis sor. israelenses (Bti) (DE BARJAC, 1978). Essa cepa foi isolada em
1977 a partir do intestino de larvas de Culex (DE BARJAC, 1978). Posteriormente, descobriu-
se gue a atividade larvicida do Bti estendia-se para diferentes espécies das familias Culicidae
e Simuliidae (DELECLUSE; JUAREZ-PEREZ ; BERRY, 2000).

Dois grupos de toxinas multigénicas, Cry e Cyt, sdo formados apds a esporulacdo (DE
MAAGD et al., 2001). Bti possui trés diferentes toxinas Cry e uma Cyt, que agem de forma
sinérgica (BELTRAO; SILVA-FILHA, 2007; CRICKMORE et al., 1995; GILL et al., 1992;
HUGHES et al., 2005), caracteristicas que reduzem a probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia (BECKER, 2000; REGIS et al., 2001). Proteinas Cry possuem toxicidade
especifica para diferentes ordens de insetos, como Lepdoptera, Coleoptera, Hymenoptera e
Diptera. Ao contrario, proteinas Cyt sdo toxicas principalmente para Diptera (FEDERICI;
BAUER, 1998; GUERCHICOFF; DELECLUSE; RUBINSTEIN, 2001). Essas toxinas n&o
apresentam toxicidade para humanos, outros vertebrados e plantas, além de serem
completamente biodegradaveis (BRAVO; SOBERON; GILL, 2010).

Um esquema do mecanismo de acdo do Bti em larvas de mosquito esta apresentado na
Figura 5. Ap0s a ingestdo, os cristais sao dissolvidos em meio alcalino do intestino médio das
larvas, e as protoxinas sdo liberadas, porém ainda ndo exibem atividade bioldgica e a ativacao
proteolitica necessaria. As proteases do intestino desdobram as protoxinas e produzem
proteinas ativadas de menor tamanho. As toxinas ativas ligam-se a receptores especificos
localizados nas microvilosidades da membrana de células epiteliais do intestino médio do
inseto. Apds isso, as toxinas criam poros que interferem no sistema de transporte de ions pela
membrana do tecido. Este processo causa lise do epitélio do intestino médio, baixando o pH
do limen, favorecendo a germinacdo dos esporos, que leva a septicemia e morte do inseto.
(GILL; COWLES; PIETRANTONIO, 1992; MONNERAT; BRAVO, 2000).
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Figura 5 — Mecanismo de acdo das toxinas de Bacillus thuringiensis.
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Fonte: Lara, 2013.

Bti foi introduzido no Brasil pela primeira vez em 1983 para o controle de simulideos
(popularmente conhecidos como borrachudos) no Rio Grande do Sul (MARDINI et al.,
2000), porem sua utilizacdo foi estendida ao controle de A. aegypti em municipios onde eram
detectadas populagbes do mosquito resistentes ao organofosforado temephos (BRAGA;
VALLE, 2007). Programas realizados em varios paises tém demonstrado a sua eficacia para
controle de culicideos em condicdes de campo (BECKER, 1997; GUIDI et al., 2011; REGIS
et al., 2013). Em Pernambuco, Bti foi utilizado com sucesso em ovitrampas em programa de
controle integrado de A. aegypti, citado anteriormente (REGIS et al., 2013). Sabe-se que este
larvicida nédo atua como repelente para as fémeas de A. aegypti, podendo, assim, ser utilizado
em armadilhas de oviposicdo sem prejudicar a eficiéncia das mesmas (SANTOS et al., 2003;
STOOPS, 2005).

Alguns trabalhos tém alertado para um possivel surgimento de resisténcia as toxinas
isoladas do Bti em mosquitos como consequéncia de seu uso intensivo. Boyer, Tilquin e
Ravanel (2007) descrevem populagdes de campo do culicideo Ochlerotatus cataphylla com
reduzida sensibilidade ao Bti. Paris et al (2010) detectaram populagfes de campo de A.
rusticus que apresentavam mudancgas na estrutura genética as quais, segundo os autores,
poderiam representar o primeiro passo para o desenvolvimento de resisténcia ao Bti. Paris et
al (2011) demonstraram que uma populacdo de laboratério de A. aegypti suscetivel ao Bti
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pode adquirir resisténcia as toxinas isoladas do larvicida apds algumas geracGes de pressdo
seletiva, no entanto, a resisténcia as trés toxinas simultaneamente permaneceu baixa nas

populagdes utilizadas nos experimentos.

1.3.2 Spinosad

Na década de oitenta, um extrato de microrganismos cultivados a partir de amostras de
solo coletadas em uma ilha do Caribe apresentou efeito letal em larvas de mosquitos, porém
sO tornou-se de real interesse quando esse efeito foi confirmado, no ano seguinte, em larvas de
Spodoptera eridania, uma espécie da ordem Lepidoptera considerada praga na agricultura
(THOMPSON, 2000). Estudos posteriores indicaram que a atividade larvicida havia sido
provocada por substancias produzidas durante a fermentagdo aerdbia de um actinomiceto de
solo, Sacharopolyspora spinosa (MERTS; YAO, 1990), que foram denominadas de
spinosinas. No total, sdo produzidas nove spinosinas neste processo (A-H e J), porém as que
possuem maior atividade inseticida sdo as spinosinas A e D, sendo estas também as
produzidas em maior quantidade (SALGADO; SPARKS, 2010). Com base nesse
conhecimento, foi produzido o spinosad, um biolarvicida obtido a partir do extrato resultante
da fermentacdo da bactéria e que contém essas duas spinosinas (A — 85%; D — 15%).

Spinosad penetra no corpo dos insetos principalmente por ingestdo, podendo ocorrer
em menor propor¢do passagem através da cuticula (THOMPSON; DUTTON; SPARKS,
2000). Este inseticida atua primariamente nos receptores nicotinicos de acetilcolina e,
secundariamente, nos receptores do acido y-aminobutirico (GABA) (Figura 6). As toxinas
ligam-se ao receptor nicotinérgico de acetilcolina, provocando uma mudanca na conformacao
do receptor e, consequentemente, causando a abertura de canais de ion sédio e a condugdo do
estimulo nervoso. No entanto, as spinosinas ndo sao degradadas pela enzima
acetilcolinesterase, 0 que aconteceria normalmente com a acetilcolina. O resultado € a
ativacdo prolongada dos receptores de acetilcolina, ocasionando hiperexcitabilidade do
sistema nervoso central devido a transmissdo continua e descontrolada de impulsos nervosos,
0 que causa tremores, paralisia e morte do inseto (ORR et al., 2009; SALGADO, 1998;
THOMPSON; DUTTON; SPARKS, 2000;).
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Figura 6 — Desenho esquematico do modo de acao das spinosinas, evidenciando a ligacéo das
toxinas aos receptores de acetilcolina, provocando a abertura de canais de sodio.

Canais de sédio

\r/..‘.'\

Fonte: Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto (adaptado).

Apesar de outros inseticidas atuarem nos receptores GABA e de acetilcolina
(imidaclopride e avermectina, por exemplo), spinosad interage nesses receptores com sitios de
ligagdo diferentes dos ja descritos para outros inseticidas e ainda desconhecidos (ORR et al.,
2009). Por conta deste modo de acdo diferenciado, o “Insecticide Resistance Action
Committee” (IRAC) classificou as spinosinas como um novo grupo de inseticidas, conhecido
como “ativadores alostéricos dos receptores de acetilcolina” (IRAC, 2008). Spinosad ndo
apresenta resisténcia cruzada com outros inseticidas (DARRIET; DUCHON; HOUGARD,
2005), além de apresentar baixa toxicidade para humanos e outros organismos ndo alvo,
incluindo insetos que sdo benéficos ao ambiente (WILLIAMS et al., 2003; MARINA et al.,
2010).

Este larvicida € utilizado na agricultura contra diversas espécies de insetos-praga,
principalmente das ordens Diptera, Lepidoptera, Thysanoptera e Coleoptera (ALLAL-
BENFEKIH et al., 2013; EL-AW et al., 2008; SUBRAMANYAM et al., 2007). Porém,
apenas recentemente, sua eficacia para uso contra culicideos vem sendo avaliada, mostrando
alta toxicidade do spinosad para larvas de Aedes, Culex e Anopheles (DARRIET et al., 2005;
MARINA et al., 2012; PEREZ et al., 2007; ROMI et al., 2006).

Em estudo recente, Marina et al. (2011) utilizaram a formulagdo liquida (1mg/L e
5mg/L) do spinosad em armadilhas de oviposicdo para avaliar sua eficicia contra larvas de A.

aegypti e A. albopictus, tendo se mostrado altamente toxico para estes animais. Em testes

21



realizados em Martinica, no Caribe, spinosad apresentou atividade toxica contra larvas de A.
aegypti na concentracdo de 0,1mg/L (formulacdo granulada), bem como quando utilizado em
uma mistura junto com piriproxifeno (0,02mg /L de piriproxifeno + 0,1mg/L de spinosad)
(DARRIET et al., 2010). Além disso, demonstrou-se que esse larvicida ndo apresenta efeito
repelente para fémeas gravidas de A. aegypti e A. albopictus (MARINA et al., 2010; PEREZ
et al., 2007). Os resultados promissores obtidos com o uso do spinosad como biolarvicida no
combate a A. aegypti estimulam novos estudos que comprovem seu potencial no controle
destes insetos em diferentes populagdes, bem como em diferentes condi¢des climéticas, como
a do Nordeste brasileiro, que € altamente adversa para a utilizacdo de larvicidas no controle de

culicideos.

1.3.2.1 Acéo do spinosad sobre a ecloséo de larvas de Aedes aegypti

Diversos produtos naturais tém sido avaliados quanto a atividade inibitoria para
eclosdo das larvas de A. aegypti, como, por exemplo, substdncias extraidas de plantas
(GOVINDARAJAN, 2011; GOVINDARAJAN; KARUPPANNAN, 2011; SANTOS et al.,
2012) e fungos (ALBERNAZ; TAI; LUZ, 2009; LUZ et al., 2008). Testes de laboratorio
utilizando preparagdes contendo uma lectina soltvel em agua extraida de sementes da planta
Moringa oleifera tém sugerido a existéncia de efeito ovicida (SANTOS et al., 2012).

A perspectiva de um produto capaz de inibir a eclosdo de larvas é importante sob diversos
aspectos, particularmente aqueles inerentes a biologia do mosquito e que dificultam as
medidas de controle. Dentre esses aspectos, evidencia-se a capacidade dos ovos de A. aegypti
de resistir a dessecacdo, podendo sobreviver em condi¢bes adversas e eclodirem longo
periodo ap6s a postura (REZENDE et al., 2008; SILVA; SILVA, 1999), repovoando areas
tratadas e consideradas sob controle. Outro aspecto importante no conhecimento de
substancias com potencial para inibir ou retardar a eclosdo de larvas, refere-se a possibilidade
de seu uso em armadilhas de oviposi¢do. O maior problema dessa armadilha é a possibilidade
de desenvolvimento de imaturos a partir dos ovos postos, necessitando a presenga de um
produto que dificulte o desenvolvimento de ovos/larvas. Desse modo, um produto com
atividade sobre a eclosdo das larvas potencializaria o tempo de permanéncia da armadilha em
campo, além de torna-la uma excelente ferramenta de controle do mosquito.

Alguns estudos tém sugerido uma possivel acdo inibitoria da eclosdo de larvas de
mosquitos no spinosad, no entanto, os resultados sdo pouco conclusivos. Argueta, Valle e
Marina (2011) observaram um baixo efeito ovicida em ovos expostos a 10mg/L de spinosad
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por periodos de 12, 24, 48 e 96 horas (em média 91,8% de taxa de eclosdo, enquanto no
controle esse percentual foi de 97,5%). Pérez et al (2007) registraram uma taxa de eclosdo de
37,7% em ovos de A. aegypti expostos a 5S5mg/L de spinosad, que ndo diferiu
significativamente do observado no controle (48,7%). Em trabalho realizado no México,
Marina et al., (2010) registraram uma taxa de eclosdo variando de aproximadamente 20-30%
de ovos de Aedes spp. obtidos de armadilhas de oviposi¢do contendo spinosad (1 e 5mg/L)
instaladas em campo.

Embora existam poucos estudos sobre o efeito do spinosad na eclosdo de larvas, 0s
resultados obtidos até o momento indicam que essa atividade parece depender da
concentracdo do ingrediente ativo. No entanto, devido a importancia do assunto, séo
necessarios estudos mais aprofundados sobre a capacidade do spinosad de inibir a eclosdo de

larvas.
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2 HIPOTESES E OBJETIVOS

Objetivo geral:
Avaliar o efeito de diferentes formulagbes e concentragOes do larvicida spinosad sobre
a atratividade, persisténcia e viabilidade dos ovos de A. aegypti em ovitrampas, comparando-o

com o larvicida Bti.

Objetivos especificos:

1- Avaliar a selecdo de ovitrampas contendo diferentes concentracGes e formulaces de
spinosad como sitio de oviposicao por fémeas de A. aegypti em situacdo de campo.

Hipdtese: Considerando a possibilidade de que fémeas de mosquitos podem escolher hébitats
larvais que ndo apresentem perigo para a espécie, espera-se maior taxa de positividade e

postura em ovitrampas com concentracdes mais baixas do larvicida.

2 - Avaliar a eficacia e a persisténcia do larvicida spinosad nas formulagdes liquida e sélida
na populacdo de A. aegypti em Recife.

Hipotese: Considerando-se que a pastilha apresenta maior concentracdo e liberacéo lenta do
ingrediente ativo, além de possuir maior estabilidade, espera-se que o efeito larvicida e
residual sejam mais intenso e prolongado na formulagdo pastilha do que na formulagdo

liquida.

3 - Avaliar o potencial do spinosad como possivel alternativa ao Bti, comparando-se a
preferéncia de ovitrampas como sitio de oviposi¢ado e a capacidade larvicida.

Hipdtese: Dados da literatura tém indicado que, em populacfes de outras regifes do mundo,
os dois larvicidas atuam de modo similar sobre A. aegypti. Desse modo, espera-se que 0
mesmo aconteca & populacdo de Recife, de modo que o spinosad possa ser indicado como

mais uma alternativa nos métodos de controle do inseto.

4 — Avaliar o efeito da formulagdo com maior atividade larvicida sobre a viabilidade dos
0VO0s.
Hipotese: Espera-se que a formulagdo com maior atividade larvicida possua potencial mais

elevado para inviabilizar o desenvolvimento embrionario.
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Os dados referentes ao efeito larvicida e de inibicdo da eclosdo da formulacdo pastilha do
spinosad estdo apresentados no manuscrito a seguir com previsdo de submissdo a revista
Parasites & Vectors, ap6s as revisdes sugeridas pela banca. A apresentacdo segue o0s padrdes
de formatacdo e organizacdo solicitados pela mesma. A seguir sdo descritos a metodologia e

os resultados obtidos nos experimentos com a formulacgéo liquida do spinosad.
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RESUMO

Introducéo

Na auséncia de farmacos ou vacina especificos, o controle do mosquito Aedes aegypti é o
principal meio de prevenir a transmissdo da dengue e impedir a ocorréncia de epidemias. O
uso de inseticidas quimicos tem levado ao aparecimento de populacdes resistentes, sendo
recomendado o uso de inseticidas bioldgicos a base de bactérias entomopatogénicas para o
controle desta espécie, visto que, além de efetivos, apresentam elevada seletividade e baixa
toxicidade para organismos nao-alvo. Nesse trabalho, avaliou-se em campo o desempenho do
larvicida spinosad em pastilha, como alternativa para o monitoramento deste mosquito
usando-se ovitrampas. Além disso, foram avaliados a influéncia do spinosad sobre a escolha
da armadilha como sitio de oviposi¢do e o potencial de inibicdo de eclosdo de larvas.
Metodologia

A acdo larvicida e a persisténcia da pastilha de spinosad (Natular® DT) em trés diferentes
concentragdes (0,87 g/L, 0,43g/L e 0,21g/L) foram avaliadas tendo como parametro o
biolarvicida Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) na concentracdo de 4mg/L
(VectoBac®WG). Em campo, 150 ovitrampas foram instaladas e vistoriadas semanalmente
para registro da presenca de larvas e pupas. A positividade e a densidade de ovos postos nas
ovitrampas foram consideradas para avaliar a influéncia do spinosad sobre a escolha da
armadilha como sitio de oviposicdo. O percentual de ovos intactos e murchos foi considerado
na avaliagdo da taxa de inibig&o de ecloséo.

Resultados

O spinosad pastilha apresentou um periodo de controle total de larvas que variou de 8 a 17
semanas em funcéo da condicdo de exposicdo das ovitrampas ao sol. A atividade de controle
do Bti em condi¢Oes similares foi de duas semanas. Um elevado percentual de colonizagéo
(>90%) das armadilhas e de densidade de ovos foi registrado, indicando a inexisténcia de
efeito repelente para as concentragdes do spinosad avaliadas neste estudo. N&o foi observado
efeito do larvicida sobre a eclosdo das larvas em ovitrampas, mesmo nas altas concentragdes

testadas.
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Conclusdes

Esses dados proveem evidéncias de que o spinosad nédo interfere na escolha da ovitrampa
pelas fémeas de Aedes sp. e apresenta uma elevada atividade larvicida e prolongada
persisténcia, mesmo sob condi¢des adversas de exposi¢do solar. Além disso, o produto ndo

influencia na ecloséo das larvas quando utilizado em ovitrampas.

Palavras-chave: Saccharopolyspora spinosa; controle biol6gico; mosquito.
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ABSTRACT

Background

In the absence of specific drugs or vaccine, control of the mosquito Aedes aegypti is the
primary way of restraining dengue transmission and preventing epidemics. However, the
intensive use of chemical insecticides has resulted in the emergence of resistant mosquito
populations, leading to the recommendation of wusing bioinsecticides based on
entomopathogenic bacteria for this species control. Besides being effective, bioinsecticides
have high selectivity and low toxicity to non-target organisms. In this study, we evaluated the
field performance of the tablet formulation of the biolarvicidaspinosad as an alternative for
monitoring these mosquitoes using ovitraps. In addition, the effect of spinosad on the ovitrap
selection as the oviposition site and the inhibition of hatchability in eggs were also
investigated.

Methods

The larvicidal activity and persistence of spinosad tablet (Natular® DT) were assessed at three
different concentrations (0,87 g/L, 0,43g/L e 0,21g/L) using the biolarvicida Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) (VectoBac®WG) at 4mg/L concentration as a comparative
parameter. In the field, 150 ovitraps were installed and surveyed weekly for pupae and larvae
records. The influence of spinosad on trap selection as oviposition site was measured by
presence and density of the eggs. The percentage of intact and withered eggs were considered
in the hatchability evaluation.

Results

Spinosad tablet provided 8 to 17 weeks of complete control of A. aegypti larvae, depending
on the level of ovitraps exposure to sunlight. In similar conditions, Bti provided two weeks of
complete control. A high percentage of ovitraps colonization (> 90%) and egg density was
recorded, indicating no repellent effect of the spinosad tablet. No effect of spinosad on
hatchability was observed in ovitraps, even at high concentrations.

Conclusions

These data provides evidence that spinosad does not interfere in the ovitrap selection as an
oviposition site by the Aedes sp. females and shows a high larvicidal activity and prolonged
persistence even under adverse conditions of sunlight exposure. The product does not

influence the larvae hatchability when applied in ovitraps.

Key words: Saccharopolyspora spinosa; biological control; mosquito.
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Introducéo

Aedes aegypti é o principal vetor do virus da dengue, estando também envolvido no
ciclo de transmiss&o urbana da febre amarela na Africa e na América do Sul [1,2]. A dengue é
um grave problema de salde publica que ocorre principalmente nas regifes tropicais e
subtropicais, onde vivem cerca de 2,5 bilhGes de pessoas [3,4]. Estima-se que ocorram
aproximadamente 50 a 100 milhdes de casos de dengue e mais de 20.000 mortes por dengue
hemorragica no mundo [5].

Na auséncia de farmacos ou vacina especificos, o controle do mosquito é o principal
meio de prevenir a transmissdo da doenca e impedir a ocorréncia de epidemias [4].

No Brasil, a utilizacdo de inseticidas quimicos, além do manejo ambiental, permanece
como a principal acdo para controle de A. aegypti no @mbito do Programa Nacional de
Controle da Dengue (PNCD), iniciado em 1996 [6,7]. O organofosforado temephos foi
amplamente utilizado como larvicida no periodo de 1996 a 2011, levando ao aparecimento de
populacbes de A. aegypti com diferentes niveis de resisténcia a esse composto [6,8,9].
Biolarvicidas baseados em bactérias entomopatogénicas como Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis (Bti) tém sido utilizados com sucesso para o controle de espécies de Aedes em
diversos paises e para 0 manejo de resisténcia ao temephos em populacdes brasileiras de A.
aegypti [7,10-13]. Alguns estudos referem a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia
as toxinas isoladas do Bti em condic¢des de laboratério [14-16]. Entretanto, até 0 momento,
nenhum registro de resisténcia ao conjunto de toxinas nativas desta bactéria foi referido em
campo, mesmo em areas onde seu uso se estende por mais de 10 anos [7,17]. Além disso,
nenhuma formulacdo comercial do produto apresenta toxinas isoladas do Bti.

Entre as alternativas para o controle de espécies de mosquitos, inclusive A. aegypti,
esta o larvicida bioldgico spinosad, um metabdlito secundario da fermentacdo aerdbica da
bactéria de solo Saccharopolyspora spinosa, composto por duas neurotoxinas tetraciclicas
(Spinosinas A e D) [18-21]. Os alvos deste composto sdo os receptores GABA e de
acetilcolina, cujo mecanismo de agdo leva a excitacdo do sistema nervoso, seguido de
paralisia e morte das larvas [22-25]. Esse biolarvicida, que atua por ingestdo ou contato, tem
sido amplamente utilizado na agricultura para o controle de diversas espécies de pragas das
ordens Diptera, Lepidoptera, Thysanoptera e Coleoptera [26-28]. A baixa toxicidade para
humanos e outros organismos ndo alvo [21,29], além da auséncia de resisténcia cruzada com
outros inseticidas [19], tem favorecido o uso do spinosad naquele contexto e mais

recentemente para o controle de mosquitos [21,30-32].
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Embora o biolarvicida spinosad seja encontrado em formulac6es liquida (emulséo
concentrada) e sélidas (po, granulo e pastilha) [33], a maioria dos estudos que avaliou seu
efeito larvicida para A. aegypti utilizou a formulacdo liquida [21,32,34]. Entre 0s aspectos que
desfavorecem este tipo de formulacgdo de biolarvicidas, como o Bti e o spinosad, estéo a baixa
estabilidade no ambiente e a rapida degradacdo de seus componentes toxicos pela exposicao a
radiacdo solar [35-37]. Formulacdes solidas de um modo geral sdo mais estaveis, e algumas
delas apresentam, ainda, a caracteristica de liberar lentamente o principio ativo, aspecto que
tende a prolongar o efeito larvicida residual no ambiente, favorecendo o maior contato do
organismo-alvo com as particulas toxicas do produto [38].

O tempo de exposicdo ao produto em elevadas concentracfes tem sido considerado
determinante para o efeito larvicida prolongado e especulado, por alguns autores, como uma
variavel que também pode influenciar o efeito sobre a eclosdo das larvas de A. aegypti pelo
spinosad [20,21,37,39]. A possibilidade de empregar um produto com dupla atividade,
larvicida e ovicida, se reveste de grande importancia para o controle de algumas espécies de
Aedes que apresentam a quiescéncia como caracteristicas de sobrevivéncia e dispersdo
passiva, consideradas elementos que dificultam a efetividade das medidas de controle.

Assim, para avaliar o desempenho do spinosad em armadilhas de oviposicdo para A.
aegypti, o presente trabalho se propds a responder as seguintes questfes: (1) O uso de
elevadas concentracfes do spinosad afeta a escolha do sitio de oviposicdo por fémeas de A.
aegypti? (2) Qual a melhor relagédo entre a concentracdo do spinosad e a persisténcia de sua
atividade larvicida? (3) O spinosad atua regulando a ecloséo de larvas de A. aegypti?

Metodologia

Local e periodo de estudo

Os testes de campo ocorreram entre 0s meses de janeiro e outubro de 2013, na cidade
de Recife, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil. Os experimentos foram realizados no
Campus da Universidade Federal de Pernambuco - 8°3° 77 S e 34° 56 59” W, com 411.971
m2. Esta area é considerada um ponto estratégico no ambito do PNCD, devido ao elevado
indice de infestacdo por Aedes sp. e 0 grande numero de pessoas (cerca de 35.000) que
circulam diariamente pelo Campus, aspectos que podem favorecer a transmissdo do virus
Dengue. O indice de infestacdo medido através do numero de armadilhas positivas para ovos
de A. aegypti nesta area foi estimado em 97,5% em dezembro/2012, no inicio dos
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experimentos, utilizando-se armadilhas contendo somente agua ou o larvicida spinosad na

formulacéo liquida.

Modelo de armadilha e larvicidas bioldgicos

Armadilhas de oviposicdo do tipo ovitrampas (Ovt) foram construidas a partir de
garrafas pet (2L), cortadas e pintadas de preto, adaptadas a partir do modelo descrito em
Santos et al. [40]. Em seu interior uma palheta de Eucatex (5x12cm), fixada verticalmente,
serviu como substrato de postura para Aedes sp. Estas armadilhas continham 1,5 L de &gua
potavel tratado com o spinosad em pastilha, Natular® DT, contendo 7,48% de spinosinas, nas
seguintes concentragdes: 0,87 g/L (1 pastilha), 0,43g/L (1/2 pastilha) ou 0,21g/L (1/4
pastilha), gentilmente cedido pela Clarke Mosquito Control Products. Aproximadamente 4,0
mg/L de VectoBac®WG, granulado contendo 37,4% de Bti, foi utilizado neste estudo como

controle positivo nas ovitrampas.

Desenho Experimental

150 armadilhas foram instaladas em locais completamente protegidos do sol e da
chuva (corredores e escadas) ou em jardins, em locais parcialmente expostos as intempéries
ambientais. A partir desse ponto essas areas serdo referidas como ensolaradas e sombreadas.
Grupos de 30 armadilhas para cada condicdo experimental, cada uma representando uma

Unica réplica, foram utilizados nos testes com os diferentes produtos e concentragdes.

Efeito de diferentes concentracdes do spinosad pastilha sobre a selecdo do sitio de
oVviposicao

A positividade e a densidade de ovos nas ovitrampas foram os parametros usados para
avaliar a influéncia das diferentes concentragdes do spinosad sobre a escolha da armadilha
como sitio de oviposi¢do. Para analise foram considerados os ovos recolhidos nos primeiros
15 dias apo6s a aplicacdo dos produtos. Os resultados foram comparados com os obtidos nas
armadilhas controle, contendo apenas agua, cujas larvas foram retiradas das ovitrampas

semanalmente.
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Persisténcia de controle

A atividade larvicida residual relativa dos produtos foi acompanhada até quando o
mesmo promoveu mais de 80% de inibicdo da emergéncia (%IE) dos individuos expostos
[31]. As ovitrampas foram monitoradas em intervalos semanais, considerando o processo de
colonizacdo natural da area. A partir da deteccdo das primeiras L3 a vistoria das armadilhas
passou a ser feita a cada dois dias para a contagem e o recolhimento dos sobreviventes nas
fases de L4 e pupa, envio para laboratdrio, acompanhamento até a emergéncia dos mosquitos
e estimativa do percentual acumulado de mortalidade. O volume perdido por evaporacéo foi
reposto semanalmente.

Durante o periodo do experimento, a temperatura média e o indice pluviométrico
registrados na &area de estudo variaram de 28,4° C + 2,6° C e 2458 + 53,4 mm,

respectivamente.

Efeito do spinosad sobre a eclosdo dos ovos

Os ovos presentes nas palhetas foram analisados em estereomicroscopio quanto a sua
apresentacdo e classificados como: integros (fechados com aspecto normal); abertos (com
opérculo aberto) ou murchos (enrugados e/ou desidratados). A inibi¢do da eclosdo das larvas
foi calculada a partir do percentual de ovos integros e murchos e classificada como: baixa,
moderada ou alta quando a quantidade de ovos nestas condigdes foi, respectivamente, 30%,
50% e 80% acima do registrado no grupo controle.

Para avaliar se 0s ovos aparentemente integros permaneciam com potencial de eclosdo
ap6s o periodo de permanéncia em campo, 1500 unidades para cada grupo exposto ao
spinosad e o controle foram analisadas em laboratdrio. Esses ovos foram cuidadosamente
removidos das palhetas e colocados em contato com a agua, por sete dias consecutivos. As
larvas que eclodiram foram observadas por 48 horas para a determinagdo da taxa de
sobrevivéncia apds eclosao.

Além disso, foram conduzidos também em laboratorio experimentos para verificar se
os efeitos do spinosad ocorreriam no inicio do desenvolvimento do embrido ou apds a sua
formagéo. Grupos de 50 ovos com um dia e 7 a 15 dias originados da geracdo F1 da
populacdo de campo foram expostos as diferentes concentracfes do larvicida por 24h, 48h e
72h. Apos cada periodo, os ovos foram mergulhados em agua declorificada por um periodo de
sete dias e a taxa de ecloséo registrada.
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Analises Estatisticas

Comparagdes do numero de ovos/tratamento visando determinar a influéncia das
diferentes concentragdes do spinosad sobre a escolha da armadilha como sitio de oviposi¢do
foram realizadas através de analise de variancia (ANOVA) apos transformacédo dos dados em
Vx. A persisténcia do larvicida foi estimada a partir do calculo da inibicdo de emergéncia de

adultos, baseado em Darriet et al. [31], seguindo-se a férmula:

% IE=_C-Tx100
C

Onde C representa a percentagem de sobrevivéncia média de L4 velhas e pupas no
grupo controle, em um determinado momento, e T a percentagem média nos recipientes

tratados no mesmo periodo.

Resultados

Selecdo de ovitrampas contendo diferentes concentracdes do spinosad pastilha como

sitio de postura

Mais de 90% das ovitrampas contendo spinosad 0,87g/L, 0,43¢/L ou 0,21g/L estavam
positivas para presenca de ovos, ap6s 15 dias em campo. No mesmo periodo, a densidade de
ovos ndo foi significativamente diferente entre as condi¢des avaliadas, indicando que néo
houve efeito repelente associado ao spinosad em nenhuma das concentracdes avaliadas nesse
trabalho (p>0,05) (Figura 1). De um modo geral, as ovitrampas contendo spinosad registraram
19% mais ovos quando comparadas ao controle, entretanto esta diferenca ndo foi
significativa.

A figura 2 apresenta a média de ovos nas ovitrampas contendo somente agua e
0,43¢g/L da pastilha de spinosad, mostrando que houve uma pressdao de colonizacdo das
armadilhas durante todo o periodo do experimento.

Efeito larvicida residual do spinosad
Spinosad na formulacdo pastilha, nas trés concentracdes avaliadas, apresentou efeito

larvicida residual >80% por 17 a 31 semanas, dependendo do local de instalagdo das
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ovitrampas (areas ensolaradas ou sombreadas) (Figura 3). As concentraces de 0,21g/L,
0,43g/L e 0,87g/L em armadilhas em ambientes sombreados proveram 9, 15 e 17 semanas de
controle total, respectivamente. Em areas ensolaradas, a persisténcia do produto foi menor,
sendo a maior diferenca de tempo de cobertura observada para 0,43¢g/L (Tabela 1).

Das armadilhas que ficaram positivas para larvas vivas até a 21% semana (n=32), cerca
de 90% delas estavam em areas ensolaradas, enquanto para o total de armadilhas positivas
para larvas vivas (n=66), apenas 28,8% delas estavam em &reas sombreadas, independente da
concentracdo testada. O numero médio de larvas/pupas registradas, por ovitrampa, nas
armadilhas tratadas com spinosad foi de 43,0+4,2 para 0,87g/L; 76,1+4,7 para 0,43¢/L; e na
concentracdo de 0,21g/L a sobrevivéncia foi de 63,7+4,4 por ovitrampa (Tabela 2) ao final do
experimento.

O Bti permaneceu eliminando 100% das larvas durante as duas primeiras semanas. A
partir desse periodo, registrou-se um percentual de IE de 95%, 89% e 83% por mais trés
semanas consecutivas. Durante as cinco semanas de persisténcia do VectoBacWG® a pressao
de colonizagdo das 30 armadilhas foi, em média, de 140,30+84,29 ovos/ovitrampa, tendo sido
registradas 119,8+9,6 larvas + pupas/ovitrampa (Tabela 1).

Efeito do spinosad em pastilha sobre a ecloséo de larvas

Em campo, o percentual de eclosédo das larvas registrado no grupo controle foi de
39,4% e no grupo tratado em media 15%, independente da concentragdo. Em laboratorio os
ovos integros e sem sinais de alteracdo morfoldgica resultaram na ecloséo de 54,6%, 64,6% e
64,0% de larvas, para 0,21g/L, 0,43g/L e 0,87g/L, respectivamente. No grupo controle, este
percentual foi de 70,6%. Dessa forma, ndo houve influéncia do spinosad na taxa de ecloséo
das larvas. No entanto, as larvas que eclodiram destes ovos apresentaram taxa de mortalidade
de cerca de 30%, apds 48 h de observacao (Tabela 3).

Em laboratério, para os ovos colocados em contato direto com o spinosad, 0
percentual de eclosdo nos grupos tratados foi aproximadamente 25% menor do que no grupo
controle, confirmando a auséncia de efeito ovicida (Tabela 4). Neste experimento, nem a
idade do ovo (1 dia ou 7-14 dias) nem o tempo de exposicdo (24h, 48,72 horas) ao produto

nas diferentes concentracgdes influenciaram a taxa de inibigéo de ecloséo.
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Discussao

O presente trabalho relata a longa persisténcia da agéo larvicida do produto Natular®
DT contra Aedes aegypti em armadilhas de oviposi¢do, para monitoramento populacional em
areas urbanas. A utilizacdo de concentracbes do spinosad muito superiores aquelas
recomendadas para tratamento de reservatdrios de agua potavel (0,1mg/L) [31] ndo
influenciou negativamente a atratividade das armadilhas como sitio de oviposi¢do para esse
mosquito. Além disso, todas as concentragdes se mostraram altamente eficazes na prevencéao
do desenvolvimento de larvas.

A atividade larvicida residual do produto garantiu a permanéncia da ovitrampa em
campo com auséncia completa de larvas vivas por oito a 17 semanas, ap6s um Unico
tratamento, dependendo da concentracdo do produto e do local de instalagdo da armadilha.

Quando instaladas em ambientes sombreados, a concentracdo de 0,43g/L da
formulacdo pastilha do spinosad resultou no controle de 100% das larvas por 15 semanas,
tempo similar & da maior concentracdo avaliada (0,87g/L), 17 semanas. Assim, em locais
sombreados, a utilizagdo dessa concentracdo da pastilha seria a mais adequada. Nas situagdes
em que ndo seja possivel a instalacdo das ovitrampas em areas sombreadas, a concentracdo
mais indicada seria a de 0,87g/L, uma vez que em locais ensolarados essa concentracdo
apresentou uma persisténcia mais prolongada (14 semanas) comparada as demais (oito
semanas). O efeito da exposicdo a luminosidade foi evidente também no que se relaciona a
persisténcia do produto, que apresentou eficacia minima (IE>80%) de até 18 semanas quando
as armadilhas foram instaladas em jardins, e até 31 semanas quando deixadas em ambientes
sombreados.

A radiacdo solar tem sido referida como um fator adverso a persisténcia do spinosad
sob a formulacdo liquida [21,35,37]. No México, usando uma emulsdo concentrada de
10mg/L de spinosad em ovitrampas instaladas em cemitério, Pérez et al. [37] relataram perda
de 99,7% da toxicidade do spinosad quando exposto diretamente a luz solar por 20 dias,
enquanto recipientes que permaneceram em local sombreado apresentaram perda de 92% da
toxicidade apos 90 dias. Esses dados sdo refor¢ados pelas observacdes de Cleveland et al.
[35], que registraram rapida fotodegradagéo das spinosinas em ambiente aquatico, com meia-
vida de <1 até 2 dias. Segundo esses Ultimos autores, a fotdlise seria a principal via de
degradacéo das spinosinas em sistemas aquaticos. Os resultados encontrados em nosso estudo
corroboram essas observagdes, entretanto, este efeito foi minimizado possivelmente em
funcdo da maior estabilidade da formulacdo solida, em pastilha e sua caracteristica de
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liberacdo mais lenta das spinosinas. Esta situacdo é confirmada quando estes resultados sdo
comparados aos observados a sombra, uma vez que a formulacdo em pastilha apresenta um
menor percentual de ingrediente ativo comparada as formulagGes liquidas a base de
spinosinas [33]. Assim, o uso da pastilna em ovitrampas implicaria na reducdo do esforgo
ligado a aplicacéo e transporte do produto em campo, bem como na diminuicdo da frequéncia
de vistoria das armadilhas pelos agentes de saude, aspectos que poderdo gerar ganhos
operacionais.

Em nosso estudo, o Bti em granulos persistiu eliminando mais de 80% das larvas por
um periodo superior a 30 dias. Este intervalo é preconizado para um novo tratamento com Bii
nas ovitrampas utilizadas para o monitoramento de A. aegypti, em pontos estratégicos no
Recife/PE, Brasil [41]. O efeito larvicida residual do spinosad para 100% dos individuos
expostos foi de no minimo dois meses na menor concentracdo, mesmo sob condicbes
adversas, revelando seu elevado potencial para uso em ovitrampas. No México, durante a
estacdo seca, Marina et al. [21], avaliando o desempenho do spinosad e do Bti (VectoBac
12AS®; Valent Biosciences Corp.), ambos sob formulagdo liquida, também em armadilhas de
oviposicéo, verificaram persisténcias que variaram de cinco a 13 semanas para concentragdes
de 1 mg/L e 5mg/L do spinosad e de apenas uma semana para o Bti, testado na concentracao
de 13ul/L. Naquele estudo as dosagens de spinosad foram cerca de 80 a 400 vezes maiores do
que a do Bti, sendo a concentracdo de spinosinas 17 vezes maior do que as de toxinas do Bti.
Em nosso estudo, as dosagens do spinosad variaram de aproximadamente 50 a 200 vezes,
embora a formulacdo em granulos do Bti (VectoBac®WG) apresente cinco vezes mais
principio ativo do que a pastilha do spinosad. Estes dados sugerem que as formulagdes solidas
tendem a melhorar o desempenho destes agentes bacterianos de controle em campo.

Mesmo utilizando concentracOes elevadas de spinosinas nas armadilhas, os resultados
obtidos em nosso estudo ndo confirmaram a existéncia de atividade ovicida para o produto,
visto que a taxa de eclosdo nos grupos tratados foi similar ao do grupo controle. Estes
resultados corroboram com 0s encontrados por Pérez et al. [37] para o spinosad liquido,
também utilizado em elevadas concentracdes (5 e 20 mg/L). Argueta et al. [39] referem uma
baixa atividade ovicida para a formulacdo liquida (Tracer 480SC) cujo percentual médio de
inibicdo da eclosdo em ovos de A. aegypti variou de 6,8% com 1 mg/L a 8,2% com 10 mg/L
do produto.

Em nosso estudo, mesmo quando os ovos de A. aegypti, em diferentes fases do
desenvolvimento embrionario, permaneceram totalmente mergulhados em agua contendo o
produto, néo foi confirmado o efeito ovicida. Apesar disso, cerca de 30% de mortalidade foi
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observada para as larvas que eclodiram dos ovos expostos ao spinosad nas ovitrampas,
sugerindo a presenca de residuos do larvicida impregnados na superficie dos ovos, em
quantidade capaz de promover mortalidade adicional. Esta caracteristica ndo havia sido

referida para o spinosad até 0 momento.

Conclusao

Os resultados obtidos permitem concluir que o spinosad ndo apresenta atividade
repelente em armadilhas de oviposicdo para Aedes aegypti, mesmo em altas concentracdes,
tendo a vantagem de ampliar a agdo larvicida residual do produto, particularmente em
armadilhas instaladas em ambientes sombreados. Nessa condi¢cdo, o controle total de larvas
pode atingir até 17 semanas. Sugere-se que 0 spinosad pastilha, particularmente na
concentracdo de 0,43 g/L, pode ser adotado por programas de controle de vetores para uso em
ovitrampas, Vvisto que possui elevado potencial larvicida e vantagens operacionais relativas a
facilidade de aplicacdo e prolongada persisténcia. O Spinosad apesar de ndo apresentar efeito
ovicida, em concentracdes muito elevadas pode ser capaz de impregnar-se a superficie de
ovos, causando um efeito larvicida adicional. Outras vantagens atribuidas ao spinosad, como a
baixa toxicidade para organismos ndo-alvo [29] e o mecanismo de acdo diferente dos
larvicidas quimicos, fazem deste um produto ambientalmente mais seguro, com elevado
potencial para uso no controle populacional de espécies de culicideos e um candidato ao
manejo de populaces resistentes a inseticidas quimicos.

RESULTADOS NAO DESCRITOS NO ARTIGO CIENTIFICO

Metodologia

Os experimentos com a formulacdo liquida do spinosad seguiram metodologia similar

a descrita para a formulacéo pastilha. Foram avaliadas duas concentracdes desta formulacéo:
6,3nL/L e 18,9nL/L (Natular® EC; 20,62% de spinosinas).
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Resultados e Discussao

Taxa de oviposicao de Aedes sp. em ovitrampas contendo spinosad liquido

Assim como em ovitrampas contendo spinosad pastilha, ndo foi verificado efeito
repelente decorrente da presenca de spinosad liquido nas ovitrampas avaliadas nesse estudo.
A maioria das armadilhas (> 90%) contendo o biolarvicida apresentava ovos de Aedes sp,
com densidade similar para as duas concentragdes avaliadas 6,3nL/L e 18,9nL/L. As médias
registradas foram de a 149,0+17,9 e 180,4+18,4 ovos/armadilha para as concentracfes de
6,3nL/L e 18,9nL/L, respectivamente (Figura 4).

Outros estudos tém registrado auséncia de efeito repelente para a formulacdo liquida
do spinosad. Perez et al. (2007) verificaram taxas de oviposi¢cdo similares em recipientes
contendo agua ou spinosad liquido em concentracdes de 5 e 20 mg/L, muito superiores as
utilizadas em nosso estudo. Resultados similares foram encontrados no México usando-se
concentragcdes de 1 e 5mg/L em ovitrampas (Marina et al., 2011) ou pneus (Marina et al.,
2012). O conhecimento da influéncia da presenca de um larvicida em ovitrampas, sobre a
escolha da armadilha como sitio de oviposicdo pela fémea é fundamental antes de adotar seu

uso em programas de controle.

Efeito larvicida residual do spinosad liquido

O spinosad liquido apresentou efeito residual >80% por duas semanas, independente
da concentracdo. Foram observadas larvas vivas nas armadilhas desde a primeira semana do
experimento. Durante as duas semanas de persisténcia do spinosad, a média de larvas por
ovitrampa foi de27,0+£8,4 e 23,1£7,9 para as concentragdes de 6,3nL/L e 18,9nL/L,
respectivamente. N&o foi observado efeito do local de instalacdo (jardins ou corredores) no
periodo de persisténcia do spinosad nesta formulag&o.

Outros estudos utilizando a formulacdo liquida relatam periodos mais prolongados de
controle do que o observado em nosso trabalho. Em trés estudos utilizando spinosad nas
concentragOes de 1 e 5mg/L, foram registrados periodos de controle total variando de cinco a
13 semanas (PEREZ et al., 2007; MARINA et al., 2011, 2012). No entanto, as concentracoes

utilizadas foram maiores do que as usadas em nosso estudo.
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Figura 1. Média (£EP) de ovos de Aedes sp. coletados em ovitrampas tratadas com 0,87, 0,43
e 0,21g/L de spinosad (Natular® DT).
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Figura 2. Media (£EP) de ovos de Aedes sp. por ovitrampa coletados durante o experimento,

em ovitrampas contendo 0,43g/L da pastilha de spinosad e somente agua.
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Figura 3. Atividade residual de diferentes concentracbes da pastilha de spinosad em

armadilhas de oviposicao contra Aedes sp. instaladas em jardins (A) e corredores (B).
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Figura 4. Média (xEP) de ovos de Aedes sp. em armadilhas de oviposic¢éo contendo 6,3nL/L e
18,9nL/L de spinosad liquido.
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Tabela 1. Periodos (semanas) de controle de 100% e >80% de larvas de Aedes sp. em
ovitrampas contendo 0,87¢g/L, 0,43¢/L e 0,21g/L do larvicida spinosad na formulacao pastilha

instaladas em areas sombreadas e ensolaradas.

0,87g/L 0,43g/L 0,21g/L
Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra
0)
100% de 14 17 8 15 8 9
controle
Controle >80% 18 31 17 30 17 30
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Tabela 2. Larvas de Aedes sp. registradas em ovitrampas tratadas com os larvicidas spinosad e

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti).

Grupo experimental Controle Spin pastilha Bti
Persisténcia (semanas) 31 31 05
Concentracao NA 0,87g/L 0,430/L 0,21g/L 4mg/L
N° total de L4+Pupas 21505 859 1675 1592 3.595
N° meédio de
L4+pupas/ovt positiva 716,8+23,6 43,0+4,2 76,1+4,7 63,7+4,4 119,8+9,6
+DP

NA= Nao se aplica.
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Tabela 3. Mortalidade de larvas de Aedes sp. pelo efeito residual do spinosad impregnado em
ovos coletados em ovitrampas tratadas com diferentes concentracbes da formulacdo em

pastilha.

Controle Spinosad
NA 0,87g/L  0,43g/L  0,21g/L

%0 eclosao 70,6% 64,0% 64,6% 54,6%

% mortalidade apo6s
48h

0% 39,6% 24,7% 24,4%
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Tabela 4. Percentual médio de larvas de Aedes aegypti originadas de ovos com diferentes
idades submetidos a diferentes tempos de exposicéo e concentracdes do larvicida spinosad.
24h 48h 72h Média

Controle 74 62 77,4 71,2
Ovos 7-15
) 0,87g/L 48 34 52 44.6
dias
043g/L 44 38 406 408

0,21g/L 354 46 43,4 41,6

Controle 69,4 70 69,6 69,6
Ovosldia 087g/L 906 48,6 49,6 49,6
0,43g/L 98,6 454 52 52

0,21g/L 90,6 48,6 36,6 45,3
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3 CONCLUSOES

» Spinosad, nas formulagfes liquida e pastilha, ndo apresenta atividade repelente para

Aedes aegypti em armadilhas de oviposicao;

* As formulagBes liquida e pastilha apresentaram atividade larvicida em ovitrampas,

embora a pastilha tenha apresentado maior eficacia e persisténcia.

» Spinosad na formulacédo pastilha pode ser adotado por programas de controle de Aedes

aegypti para uso em ovitrampas, como alternativa a utilizacéo do Bti;

» A concentracao de 0,43g/L de spinosad é a mais indicada para uso em ovitrampas
instaladas em ambientes sombreados, enquanto 0,87g/L € mais eficaz em ambientes

ensolarados.
» Spinosad ndo apresenta efeito sobre a eclosdo de larvas de A. aegypti quando utilizado

em armadilhas de oviposicdo, porém, em concentracdes muito elevadas, pode ser

capaz de impregnar-se a superficie de ovos, causando um efeito larvicida adicional.
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Research; if the submitting author's institution is a BioMed Central member the cost of the
article-processing charge may be covered by the membership (see About page for detail).
Please note that the membership is only automatically recognised on submission if the
submitting author is based at the member institution.

To facilitate rapid publication and to minimize administrative costs, Parasites &
Vectors prefers online submission.

Files can be submitted as a batch, or one by one. The submission process can be interrupted at
any time; when users return to the site, they can carry on where they left off.

See below for examples of word processor and graphics file formats that can be accepted for
the main manuscript document by the online submission system. Additional files of any type,
such asmovies, animations, or original data files, can also be submitted as part of the
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During submission you will be asked to provide a cover letter. Use this to explain why your
manuscript should be published in the journal, to elaborate on any issues relating to our
editorial policies in the 'About Parasites & Vectors' page, and to declare any potential
competing interests. You will be also asked to provide the contact details (including email
addresses) of potential peer reviewers for your manuscript. These should be experts in their
field, who will be able to provide an objective assessment of the manuscript. Any suggested
peer reviewers should not have published with any of the authors of the manuscript within the
past five years, should not be current collaborators, and should not be members of the same
research institution. Suggested reviewers will be considered alongside potential reviewers
recommended by the Editor-in-Chief and/or Editorial Board members.

Assistance with the process of manuscript preparation and submission is available
from BioMed Central customer support team.

We also provide a collection of links to useful tools and resources for scientific authors on
our Useful Tools page.

File formats
The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript document:
. Microsoft word (DOC, DOCX)
. Rich text format (RTF)
. Portable document format (PDF)
. DeVice Independent format (DVI)

Preparing main manuscript text
General guidelines of the journal's style and language are given below.

Overview of manuscript sections for Research

Manuscripts for Research submitted to Parasites & Vectors should be divided into the
following sections (in this order):
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. Title page

. Abstract
. Keywords
. Background
. Methods
. Results and discussion
. Conclusions
. List of abbreviations used (if any)
. Competing interests
. Authors' contributions
. Authors' information
. Acknowledgements
. Endnotes
. References
. Illustrations and figures (if any)
. Tables and captions
. Preparing additional files

Title page

The title page should:
. provide the title of the article
. list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors
. indicate the corresponding author

Please note:
. the title should include the study design, for example "A versus B in the treatment
of C: arandomized controlled trial X is a risk factor for Y: a case control study"

. abbreviations within the title should be avoided

Abstract

The Abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be structured into
separate sections: Background, the context and purpose of the study; Methods, how the
study was performed and statistical tests used; Results, the main findings; Conclusions, brief
summary and potential implications. Please minimize the use of abbreviations and do not cite
references in the abstract. Systematic review registration, if your reports the results of a
controlled health care intervention, please list your registry, along with the unique identifying
number (e.g. Systematic review registration: PROSPERO CRD0123456789). Please note
that there should be no space between the letters and numbers of your registration number.
Keywords

Three to ten keywords representing the main content of the article.

Background

The Background section should be written in a way that is accessible to researchers without
specialist knowledge in that area and must clearly state - and, if helpful, illustrate - the
background to the research and its aims. Reports of clinical research should, where
appropriate, include a summary of a search of the literature to indicate why this study was
necessary and what it aimed to contribute to the field. The section should end with a brief
statement of what is being reported in the article.

Methods

The methods section should include the design of the study, the setting, the type of
participants or materials involved, a clear description of all interventions and comparisons,
and the type of analysis used, including a power calculation if appropriate. Generic drug
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names should generally be used. When proprietary brands are used in research, include the
brand names in parentheses in the Methods section.

For studies involving human participants a statement detailing ethical approval and consent
should be included in the methods section. For further details of the journal's editorial policies
and ethical guidelines see 'About this journal'.

For further details of the journal's data-release policy, see the policy section in 'About this
journal'.

Results and discussion

The Results and discussion may be combined into a single section or presented separately.
Results of statistical analysis should include, where appropriate, relative and absolute risks or
risk reductions, and confidence intervals. The Results and discussion sections may also be
broken into subsections with short, informative headings.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear explanation of
their importance and relevance. Summary illustrations may be included.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations can be provided, which should precede the competing interests and authors'
contributions.

Competing interests

A competing interest exists when your interpretation of data or presentation of information
may be influenced by your personal or financial relationship with other people or
organizations. Authors must disclose any financial competing interests; they should also
reveal any non-financial competing interests that may cause them embarrassment were they to
become public after the publication of the manuscript.

Authors are required to complete a declaration of competing interests. All competing interests
that are declared will be listed at the end of published articles. Where an author gives no
competing interests, the listing will read 'The author(s) declare that they have no competing
interests'.

When completing your declaration, please consider the following questions:

Financial competing interests

In the past five years have you received reimbursements, fees, funding, or salary
from an organization that may in any way gain or lose financially from the publication of
this manuscript, either now or in the future? Is such an organization financing this
manuscript (including the article-processing charge)? If so, please specify.

Do you hold any stocks or shares in an organization that may in any way gain or
lose financially from the publication of this manuscript, either now or in the future? If so,
please specify.

Do you hold or are you currently applying for any patents relating to the content of
the manuscript? Have you received reimbursements, fees, funding, or salary from an
organization that holds or has applied for patents relating to the content of the
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Do you have any other financial competing interests? If so, please specify.

Non-financial competing interests
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academic, intellectual, commercial or any other) to declare in relation to this manuscript? If
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open source values [http://blogs.biomedcentral.com/bmcblog/2012/07/16/the-crowdfunding-
genome-project-a-personal-genomics-community-with-open-source-values/]

Dataset with persistent identifier

Zheng, L-Y; Guo, X-S; He, B; Sun, L-J; Peng, Y; Dong, S-S; Liu, T-F; Jiang, S;
Ramachandran, S; Liu, C-M; Jing, H-C (2011): Genome data from sweet and grain
sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience.http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Clinical trial registration record with persistent identifier

Mendelow, AD (2006): Surgical Trial in Lobar Intracerebral Haemorrhage. Current
Controlled Trials. http://dx.doi.org/10.1186/ISRCTN22153967

Preparing illustrations and figures

Illustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file. Each figure
should include a single illustration and should fit on a single page in portrait format. If a
figure consists of separate parts, it is important that a single composite illustration file be
submitted which contains all parts of the figure. There is no charge for the use of color
figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the
quality of your figures.

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the document,
rather than being a part of the figure file. For each figure, the following information should be
provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short
title of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to 300 words.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from the
copyright holder to reproduce figures or tables that have previously been published
elsewhere.

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table 1, 2, 3
etc.). Tables should also have a title (above the table) that summarizes the whole table; it
should be no longer than 15 words. Detailed legends may then follow, but they should be
concise. Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the
document text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and displayed in
the final published form of the article. Such tables should be formatted using the Table object’
in a word processing program to ensure that columns of data are kept aligned when the file is
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sent electronically for review; this will not always be the case if columns are generated by
simply using tabs to separate text. Columns and rows of data should be made visibly distinct
by ensuring that the borders of each cell display as black lines. Commas should not be used to
indicate numerical values. Color and shading may not be used; parts of the table can be
highlighted using symbols or bold text, the meaning of which should be explained in a table
legend. Tables should not be embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a landscape page can be uploaded separately as
additional files. Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the article,
but a link will be provided to the files as supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xIs ) or
comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard file extensions.

Preparing additional files

Although Parasites & Vectors does not restrict the length and quantity of data included in an
article, we encourage authors to provide datasets, tables, movies, or other information as
additional files.
Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not include files
such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main
manuscript document with tracked changes. Such files should be sent by email
to chris.arme@gmail.com, quoting the Manuscript ID number.
Results that would otherwise be indicated as "data not shown™ can and should be included as
additional files. Since many weblinks and URLs rapidly become broken, Parasites &
Vectors requires that supporting data are included as additional files, or deposited in a
recognized repository. Please do not link to data on a personal/departmental website. The
maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on
submission.
Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published
article as supplied by the author. We recommend CSV rather than PDF for tabular data.
Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the browser.
These include most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-websites
prepared according to our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB), geographic data
files (KML).
If additional material is provided, please list the following information in a separate section of
the manuscript text:

. File name (e.g. Additional file 1)

. File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx

(including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

. Title of data

. Description of data
Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file shows this
in more detail [see Additional file 1]'.

Style and language

General
Currently, Parasites & Vectors can only accept manuscripts written in English. Spelling
should be US English or British English, but not a mixture.
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There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be
concise.

Parasites & Vectors will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers may
advise rejection of a manuscript if it is compromised by grammatical errors. Authors are
advised to write clearly and simply, and to have their article checked by colleagues before
submission. In-house copyediting will be minimal. Non-native speakers of English may
choose to make use of a copyediting service.

Abbreviations
Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first
used and a list of abbreviations can be provided following the main manuscript text.
Typography
Please use double line spacing.
Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.
Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.
Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

All lines and pages should be numbered. Authors are asked to ensure that line
numbering is included in the main text file of their manuscript at the time of submission

to facilitate peer-review. Once a manuscript has been accepted, line numbering should be
removed from the manuscript before publication. For authors submitting their
manuscript in Microsoft Word please do not insert page breaks in your manuscript to
ensure page numbering is consistent between your text file and the PDF generated from
your submission and used in the review process.

Use the Parasites & Vectors reference format.

Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

Please do not format the text in multiple columns.

Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce
a particular special character, please type out the name of the symbol in full. Please

ensure that all special characters used are embedded in the text, otherwise they will
be lost during conversion to PDF.

Units
Sl units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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