Errata
No Resumo em Portugués
Linha 12 do Resumo em Portugués onde se 1€ Bacillus thuringienseis, considere Bacillus

thuringiensis;

Os descritores s#io: Controle quimico, Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus,
resisténcia, culicideos;

Na pagina 79.
- Linha 2, onde se 1& Culex quinquefasciatus.., desconsidere os dois pontos final, deixando

apenas um ponto final.
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Resumo

Vitor Neto, JB. Revisfio dos métodos de controle e dos mecanismos de resisténcia
do Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). S3o Paulo; 2006.[Dissertagiio de
Mestrado — Faculdade de Saiide Pablica da USP].

Objetivo. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de revisar os principais
métodos de controle e dos mecanismos de resisténcia do Culex quinquefasciatus, e
assim fornecer subsidio para o melhor emprego do controle da espécie em questio.
Métodos. Todo o trabalho foi desenvolvido através de um levantamento
bibliogréfico abrangendo o periodo de 1960 a 2005. Foram consultadas as bases
Medline, Lilacs, Life Science, Biological Abstrat, entre outras. Resultades A
utilizagdo dos inseticidas quimicos desde a década de 40 desempenha um papel
importante no controle de vetores. Entretanto, o uso indiscriminado e muitas vezes
de forma equivocada, além de favorecer o desenvolvimento de resisténcia n#o
somente em populagdes de Culex, acaba gerando efeitos como intoxicagdo no ser
humano e o desequilibrio ecolégico. A partir desse contexto, a utilizag#io de produtos
que tenham menor impacto como o Bacillus thuringienseis e Bacillus sphaericus se
faz cada vez mais necessdrio, porém, nio devendo ser exclusivamente o tnico
método de controle, e sim, uma interag3io entre o controle quimico e o controle
biolégico (Controle Integrado), uma vez que por meio de rotaglo de produtos e
métodos, estes constituirfio maior sucesso e menor desenvolvimento de resisténcia.



SUMMARY

Vitor Neto JB. Review of the comtrol metheds and resistance of Culex
quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). S3o Paulo; 2006. [Master’s degree dissertation
— College of Public Health, University of Sdo Paulo].

Objective. The objective of the present study was to review the main control
methods and the resistance mechanisms of Culex quinquefasciatus, and therefore
provide subsidies to the better use of the focused species control. Methods. This
whole study was based on a bibliographic survey from 1960 to 2005. The following
databases were consulted: Medline, Lilacs, Life Science, Biological Abstracts,
among others. Results. The use of chemical insecticides since de decade of 40 plays
an important role in vectors control. However, the indiscriminate and usually wrong
use of insecticides favours the development of resistance in Culex populations but
also has hazardous effects in human population (intoxication) and causes ecological
unbalance. On this context, the use of products with less impact on the ecosystem
such as Bacillus thuringienseis and Bacillus sphaericus are even more necessary,
although, they should not be used as the only method of control, instead they should
be used along with the chemical control (Integrated Control). Once the products and

methods rotation occur, they will be more successful and reduce the resistance

development.

Descriptors: Chemical control, Bacillus thuringiensis, Bacillus sphaericus,

resistance, Culicidae.
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1. INTRODUCAO

A Terra atravessa atualmente um periodo critico, uma época em que a
humanidade deve escolher o seu futuro. A medida que o mundo torna-se cada vez
mais interdependente e fréagil, o futuro enfrenta, ao mesmo tempo, grandes perigos €
grandes promessas. Os padr8es dominantes de produg@io e consumo tém causado
inimeras implicagdes na qualidade de vida e bem-estar da humanidade, tais como a
devastag3o ambiental, a reduc@io dos recursos e uma massiva exting@o de espécie (A

CARTA DA TERRA 2004).

O crescimento sem precedentes da populagdo humana tem sobrecarregado os
sistemas ecolégicos e sociais. Segundo FORATTINI (1998), o crescimento
populacional traz, como Obvia conseqiiéncia, mudangas ecolégicas as quais, em
ultima insténcia, se traduzem pela formagdo e desenvolvimento do meio onde vive o
homem. E isto pela razdio fundamental de que a espécie humana, ao invés de se
adaptar 4 natureza, necessita construir o proéprio meio “ambiente antrépico”, o que

implica ndo apenas mudangas fisicas, mas também comportamentais.

As relagdes decorrentes da a¢io humana sobre o meio se interligam de
maneira muito mais abrangente. A interferéncia antrépica ndo se reveste em sua
génese apenas na relagio homem/ecossistema de forma unidisciplinar e
unidirecional, uma vez que de acordo com FORATTINI (1998), as interagdes entre

os fatores que agem na relagdo homem/ambiente podem se revestir de aspectos



altamente complexos, com vérios deles agindo conjuntamente ou em seqiiéncia, na

qual, tém-se dentre vérias implicagdes, o surgimento do processo epidemioldgico.

Assim, a discussio em tomo da questio ambiental, especificamente
alteragdes antrépicas e suas relagdes com os problemas de satde, tem sido um dos
temas centrais entre os especialistas em entomologia aplicada a saide publica.
Estudo realizado por BORGES (1998) tém demonstrado que acentuada degradagio
da qualidade das aguas dos rios e reservatdrios para o abastecimento de 4gua,
localizados nas areas de expans3o das metrépoles sdo conseqiiéncias do processo de

industrializa¢do e crescimento populacional nas grandes cidades.

Por outro lado, especialista em entomologia urbana vem discutindo a inter-
relag@o entre a urbanizag@o e a conseqiiente interferéncia na composi¢do e estrutura
das comunidades de insetos vetores de doengas (COOSEMANS e MOUCHET

1990).

Em relagdo aos culicideos, tais modificagdes tém sido apontadas como
responsdveis pelo surgimento ou aumento do numero de casos de diversas doengas,
cujos agentes, sdo transmitidos por vetores, dentre elas a maléria, a filariose e
arboviroses (SURTEES 1971; FRANKIE ¢ EHLER 1978; COOSEMANS e col.

1990; SCHOFIELD 1990).



1.1. Bioecologia do Culex quinquefasciatus e a importiincia Epidemiolégica

As doengas cujos agentes s3o veiculados por insetos da ordem Diptera
representam um grande problema de satide piblica no mundo, uma vez que, muitas

das 4000 espécies descritas de culicideos sdo vetores.

Culex quinquefasciatus Say 1823 é um dos mais freqiilentes mosquitos
urbanos e antropofilico no Brasil, que além de causar um grande incémodo,
acrescenta-se o fato de ser o principal transmissor de filarias em alguns Estados do

pais (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994).

Especificamente ao Culex quinquefasciatus, este merece atengdo devido 4

cinco aspectos:

a) Incdmodo a populagdo nas proximidades de seus criadouros;

b) Espécie com elevado grau de domiciliagdo que de acordo a FORATTINI
e col. (1982), parece ndo haver divida de que os fatores antrépicos sejam
fundamentais para que agentes etiopatolégicos tenham sua distribuigio
ampliada. Isto mostra que, no sentido da domiciliagdo, as modalidades de
dispersdo tendem a tornar-se cada vez mais dependentes da atividade
humana. Desta forma, sob o prisma de um raciocinio ecoldgico ¢
compreensivel aceitar, que hd dependéncia da domiciliagdo aos estimulos

antrépicos representados pela estrutura organizacional da sociedade



d)

humana, particularmente evidencidvel sob os continuos processos de
alteragdo ambiental e nas precédrias condicdes de vida humana em
povoamentos rurais ou periferias de centros urbanos. Assim sendo, fatores
sociais advindo dessas condig¢des assumem aspectos epidemiologicos tdo

importantes como os de natureza biolégica (GOMES 1986).

Ser vetor de filarias, sendo as correspondentes parasitoses endémicas em
vérias regides tropicais da Asia, Africa e América, sendo sério problema
de satide publica em paises como China, India, Indonésia e partes leste,
central e oeste da Africa, na qual, aproximadamente 800 milhdes de
pessoas vivem em éreas de risco de contrair a parasitose, e estimam-se em
119 milhdes os portadores de filariose linfitica no mundo, sendo 106
milh3es o nimero de infectados por Wuchereria bancrofti e em torno de
12,9 milhdes os parasitados por B. malayi ou B. timori. No Brasil, estima-
se que 49 mil pessoas estejam infectadas pela W. bancrofti e trés milhdes
de individuos residem em éreas consideradas de risco, estando inserida
em 4reas urbanas dos estados de Alagoas (Maceié), Pard (Belém) e
Pernambuco (Regido Metropolitana do Recife-RMR). Esta ultima
apresenta a maior casuistica no pais (RACHOU 1956, ORIHEL 198S;

WHO 1992; 1994; OTTESEN 1995; MINISTERIO DA SAUDE, 2000);

Acrescido o fato da espécie em questdo ser incriminada como vetor dos

virus da encefalite de Saint Louis, do virus Oropouche e do virus da



Encefalite Venezuelana no Meio Oeste dos Estados Unidos, no Estado do
Pard e no Panam4, respectivamente (REISEN et al. 1992; CONSOLI e

LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994);

A espécie em questio associa-se conforme FORATTINI (1962);
CONSOLI ¢ LOURENCO-DE-OLIVEIRA (1994); por criadouros
artificiais, no solo ou em recipientes com 4gua estagnada, rica em matéria
organica em decomposi¢do, corpos d’4gua com elevado teor de poluentes
e detritos de aspecto sujo € mal cheirosos, e com grande capacidade de
colonizagdo de ecétopos, tanto naturais como artificiais, decorrentes da

ag@o humana (GOMES e FORATTINI 1990).



2. JUSTIFICATIVA

A exemplo do que acontece em maior ou menor grau em ambientes
preservados, o desenvolvimento urbano vem alterando irreversivelmente sua
paisagem e sua relagdo com o meio ambiente. A agdo humana sobre o meio nio
implica somente a médio e longo prazo em alteragdes das relagdes ecoldgicas de
maneira simples e unidirecional. Tem-se como impacto imediato uma maior pressdo

ecologica sobre determinas espécies e assim, alterando toda a biocenose.

Desta forma, exting@o de espécies de flora e fauna e/ou superposi¢3o de uma
espécie por outra sdo conseqiiéncias da transformagdo de um determinado ambiente,
seja ele natural ou urbano. Assim, tem-se o0 Culex quinquefasciatus como exemplo de
espécie adaptada ao ambiente em desequilibrio, representando assim uma alta
valéncia ecoldgica, colonizando tanto ambientes menos degradado como também

alta tolerdncia (adaptagfio) a ambientes poluidos.

Niao obstante a importancia desta espécie como causadora de incomodo as
populagdes nas proximidades de seus criadouros, acrescenta-se o fato da espécie em
questdo ser o principal vetor de filariose no Brasil, como também incriminada como

vetor do Virus do Oeste do Nilo.

Dada a importincia de substincias quimicas e dos entomopatégenos no

controle desse vetor, e assim a preocupagdo com sua resisténcia a esses produtos, o



presente trabalho justifica-se pela reunido de informagSes sobre os métodos e
mecanismos de resisténcia do Cx. quinquefasciatus no periodo de 45 anos, visando
dar subsidios para o conhecimento de novas estratégias de controle e/ou

aprimoramento das ja existentes.



3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

» Revisar os métodos de controle e os mecanismos de resisténcia do

Culex quinquefascaitus no periodo de 1960 a 2005.

3.2. Objetivos Especificos

» Descrever os métodos de controle quimico e biolégico mais eficazes

no controle do Cx. quinquefasciatus;

» Descrever os métodos alternativos mais promissores no controle do

Cx. quinquefasciatus;

» Associar a bioecologia do Cx. quinquefasciatus aos métodos de

controle da referida espécie;

» Recomendar estratégias menos impactantes e mais eficazes no

controle do Culex quinquefasciatus.



4. MATERIAL E METODO

A elaboragdo do presente trabalho baseou-se em um levantamento
bibliografico, abrangendo o periodo de 1960 a 2005. A pesquisa foi feita em relagdo
aos métodos de controle do Culex com produtos quimicos e entomopatégenos, como
também, seus respectivos mecanismos de ag¢do e resisténcia. Buscou-se na literatura

também métodos alternativos de controle do Culex quinquefasciatus.

Foram consultadas as seguintes bases de pesquisa:
Medline

Lilacs

Life Science

Biological Abstrats

Scielo

Os descritores foram:

Culicideos x fatores abi6ticos x bi6ticos

Culex quinquefasciatus x controle x quimico

Culex quinquefasciatus x controle quimico x resisténcia

Culex quinquefasciatus x Bacillus sphaericus x Bacillus thuringiensis
Culex quingquefasciatus x controle biolégico x resisténcia

Culex quinquefasciatus x bacillus recombinante

Culex quinquefasciatus x inseticidas alternativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A importincia do Culex quinquefascitus no processo epidemiolégico, hora
como vetor, hora como causador de incémodo, permite n3o somente compreender o
processo epidemiolégico de maneira restrita “strictu sensu“, mas auxilia na
compreensdo das caracteristicas bioecolOgicas, e assim permitindo: a) entender a
inter-relagdo vetor/habitat e b) promover medidas mais eficazes que auxilie na

redugdo dessa espécie.

As formas imaturas de mosquitos, por viverem e se desenvolverem em
ecossistemas aquaticos estdo submetidas 4 agdo de diversos fatores bibticos e
abidticos (FORATTINI 1962; SEGNINI e col. 1979; CASANOVA 1994). Tais
fatores interferem na flutuag@o e/ou regulagéio destas populagdes e conseqiientemente
seu conhecimento reveste-se de grande importincia epidemiolégica (CASANOVA
1994).

Conforme HAGSTRUM (1971), as caracteristicas quimicas da 4gua dos
criadouros limitam a ocorréncia de larvas de algumas espécies de mosquitos,

influenciando a ovoposigfo e o desenvolvimento das larvas.

Desta forma, pardmetros fisico-quimicos como pH, salinidade e matéria
orgénica, dentre outros, selecionam espécies mais bem adaptadas. Ao contréario do

Aedes aegypti, que apresenta preferéncia por dgua limpa, baixa turbidez, alta taxa de
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oxigénio dissolvido, o género Culex, em especial, o Culex quinquefasciatus ndo

somente pode se desenvolver em aguas limpas, como tem preferéncia por agua com

alta turbidez, alto grau de matéria orgénica, baixissimo teor de oxigénio dissolvido

(4gua poluida), como mostra a tabela 1 referente ao trabalho realizado por SEGHAL

(1970).

Tabela 1. Caracteristicas quimicas da 4gua de criadouros de mosquito.

Oxigénio

Alcalinidade

Turbidez Clo Sulfato Fosfato
v dissolvido P (ppm) s " Nitrato
(Unidade de (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Turbidez de Jackson)
Culex 70 - 280 1-4 76-80  190-300 20-100 23-50 10-13 1.1-30
Variacio 150 26 78 267 57 41 116 1660
Média
Ae. aegypti 28-70 5-5 75-76 170-180  47-50 55-85 8-12 09-10
i a5 50 75 175 49 70 100 095
Média
4 ‘b;i;;c 50-75 3-6 76-76  55-150  20-50 55-100 10-13 0.4-2.0
tus
Vadticks 62.5 45 7.6 103 35 76 115 120
Média

Fonte: Seghal, 1970.

Corroborando com SEGHAL (1970), HAGSTRUM (1971), analizou os

pardmetros quimicos da agua de 52 criadouros, obtendo como resultado, alto teor de

amoénia e nitrato, significando segundo o mesmo autor que associagdo do Cx.

quinquefasciatus com agua de altas concentragdes de nitrogénio seria um indicador

de preferéncia ou tolerancia a aguas poluidas.

BlBLIOTEcoADI cl"':'.lBLICA
ACULDADE DE SA
FI.MIVERSIII)AIJE DE SAO PAULO
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Por outro lado, alteragdes das caracteristicas quimicas da 4gua ndo estdio
somente associadas ao processo adaptativo do Cx. quinquefasciatus. De acordo a
STRASKRABA & TUNDISI (2000), o aumento da disponibilidade de nutrientes no
corpo d’4gua, principalmente nitrogénio e fésforo funciona como principal estimulo
ao processo de eutrofizagdo, que segundo THOMANN ¢ MUELLER (1987), se
caracteriza pelo crescimento excessivo de plantas aquéticas, tanto planctOnicas
quanto aderidas, em niveis tais que sejam considerados como causadores de
interferéncias, tendo como exemplo a Eichhornia crassipes (aguapé) servindo
conseqiientemente como abrigo aos mosquitos como foi observado por URBINATTI
(2001), que apresentou a ocorréncia de (Eichhornia sp) e densa camada de gramineas
sobre a superficie da 4gua como fatores que provavelmente influenciaram nas
elevadas densidades de Cx. quinquefasciatus encontrado no Parque Ecolégico do

Tieté.

5. 1. Métodos de controle do Culex quinquefasciatus

5.1.1. Controle Quimico

O controle quimico, com inseticidas de origem orgénica ou inorgénica, é uma
das metodologias mais utilizadas como parte de agdo de manejo sustentivel e

integrado para os vetores em Saide Pablica (ROSE 2001).
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O primeiro inseticida de efeito prolongado, ou propriedade residual, foi o
DDT, um organoclorado que foi sintetizado por Othmar Zeidler em 1874. Porém, seu
uso generalizado se deu por Paul Muller na década de 40 (durante a Segunda Guerra
Mundial), sendo utilizado em grande escala nas frentes de batalha, contra piolhos
humanos, pulgas dos ratos e mosquitos e que, quando aplicado em paredes e tetos
das casas, permanecia ativo contra os insetos por véarios meses (WHO 1987;

ROZENDAAL 1997).

Entretanto, desde 1985 esta proibido o uso de DDT no Brasil, uma vez que
segundo algumas pesquisas, este inseticida apresenta algumas caracteristicas como o
efeito prolongado, move-se facilmente pelo ar, rios € solo e acumula-se no

organismo dos seres vivos, no caso do homem na gldndula tiredide, figado e rim.

Existem varios produtos quimicos que s#o utilizados no controle de pragas.
Mais de 300 principios ativos distribuidos em mais de 2.000 formulagdes sdo
empregados nas mais variadas culturas, finalidades e modalidades de uso (LARA e

BATISTA 1992).

Muitas vezes, o conceito de inseticida € erroneamente confundido como
sendo toda substincia quimica que mata os insetos. Porém, a toxicidade de uma
substdncia quimica a insetos n3o a qualifica necessariamente como inseticida.
Diversas propriedades conforme WHO (1994) devem estar associadas 3 atividade

para que as substéncias sejam consideradas inseticidas, tais como:
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1. Serem eficazes contra os insetos, mesmo quando empregadas em baixas
concentragdes;

2. Serem econdmicas;

3. Nio serem téxicas ao homem e animais domésticos;

4. N#o se acumularem no tecido adiposo do homem e dos animais
domésticos;

5. N#o serem fitotdxico, quando destinado a agricultura e;

6. Serem de fécil obteng#o e facil manipulaggo.

Fica evidente que as caracteristicas citadas referem-se aquele inseticida tido
como ideal o que raramente serd o caso. Dentre a classificag@o de inseticidas estdo
incluidas também substéncias que repelem e que atraem insetos (MARICONI 1963;

ADDOR 1994; COBERTT et al. 1984).

Além das propriedades j@ mencionadas acima, os inseticidas podem ser

classificados também de acordo as seguintes formas (WHO, 1994).

I —Modo de acéfio:

a) Contato: sdo aqueles absorvidos pelo inseto através de qualquer parte de seu

organismo;

b) Ingestdio: sdo substincias que penetram no organismo do inseto apenas pelo

aparelho digestivo, provocando a morte;
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¢) Fumigagdo: sdo aqueles que apresentam elevada pressdo de vapor, emitindo,
portanto, vapores nas condi¢des normais de pressdo e temperatura, a que
exterminam os insetos pela absorgdio através dos Orgdos do aparelho

respiratorio;

d) Profundidade: aplicado em uma superficie, o produto exerce sua agdo toéxica

contra os organismos alojados no interior de fendas e orificios (desalojante).

II — Quanto & duraciio do efeito residual do produto:

a) Efeito residual: o ingrediente ativo aplicado num determinado local,
permanece em dosagens letais para um organismo alvo por um tempo

prolongado (algumas semanas ou meses);

b) Efeito instantdneo: também conhecido como “knockdown”, € o inseticida que

logo ap6s a aplicagdo, o efeito € imediato sobre o inseto alvo.

III - Quanto & natureza quimica:

Inorganicos - Arsénico, Acido Bérico;

Vegetais — Rotenono, Nicotina, Piretro;
Organoclorados — DDT, BHC, Dieldrin;

Fosforados - Malathion, Diazinon, Pirimif6s — methyl;

Carbamatos — Propoxur, Carbaryl, Bendiocarb;



Piretréides — Cipermetrina, Deltametrina, Flumetrina;
Reguladores de crescimento (IGR):

Anélogos do horménio juvenil — Methoprene;

Inibidores de sintese de Quitina — Triflumuron, Diflubenzur;
Origem Biolégica — Avermectinas;
Fenil Pires6is — Fipronil;

Neonicotinéides — Imidacloprido.

IV — Quanto 2 idade do agente:

Adulticida — de combate aos insetos adultos;

Larvicida — de combate 4s larvas dos insetos;

Ovicida — atuam nos ovos dos insetos;

V - Quanto a persisténcia:

Curta — até 90 dias

Média — de 91 até 180 dias

Longa — maior que 180 dias

VI - Quanto ao deslocamento:

Pequeno - até 20 cm

Médio —de 21 a 60 cm
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Grande — maior que 60 cm

5.1.1.1. Organoclorados

Os organoclorados sfo inseticidas que contém carbono, hidrogénio e cloro.
S#o classificados em quatro grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexano,

ciclodienos e policloroterpenos (WARE 2000).

Os inseticidas organoclorados agem no canal de sédio, mantendo-o aberto e
destruindo o equilfbrio de ions sédio e potdssio dos axénios, impedindo assim a

transmiss3o normal de impulsos nervosos em insetos € mamiferos (WARE 2000).

O DDT apresenta um coeficiente de temperatura negativo, ou seja, a
atividade deste produto aumenta & medida que a temperatura diminui como também
este interage com os canais de s6dio distribuidos ao longo do axdnio, prolongando ou
impedindo o fechamento normal desses canais ap6s a transmissdo do impulso
nervoso, permitindo um fluxo excessivo de ions Na™ para o interior da célula
nervosa. Como resultado, os insetos apresentam rapidamente sintomas de
intoxicagfo, resultando em transmissfio de impulsos repetitivos e descontrolados,
hiperexcitabilidade, perda de postura locomotora (“knockdown”) e, eventualmente,

paralisia e morte (BLOOMQUIST 1996).
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Embora tenham sido largamente utilizados nos programas de controle de
maldria, os organoclorados tiveram seu uso descontinuado, chegando a serem
proibidos em vérios paises, devido a sua persisténcia no ambiente e ao acimulo em
tecidos de animais e humanos (PALCHICK 1996; CHEN e ROGAN 2003; FERRER

2003; WALISZEWSKI et al. 2003).

5.1.1.2 Organofosforados

Os inseticidas organofosforados foram desenvolvidos na década de 40, sendo
os primeiros a substitufrem os inseticidas organoclorados, na qual, j& apresentavam
resisténcia. Sua utilizag@io estd presente ndo somente na Salide Piblica, mas também
no meio agricola, apresentando produtos de alta toxicidade, até aqueles com baixa
toxicidade como € o exemplo do Temephos, sendo este permitido o uso em agua

potavel (CYANAMID 1991).

Os inseticidas fosforados sdio derivados do 4cido fosforico e classificam-se
em trés sub-grupos: os alifiticos (malathion, vidrin, vapona, etc), os derivados de
fenil (etil e metil parathion, fenithrothion, etc) e os heterociclicos (chlorpirifos,
chlorpirifos-metil, etc). Sdo amplamente usados em Satide Piblica por apresentarem
muitas vantagens com relagfo aos organoclorados, pois sdo biodegradéveis e n3o se
acumulam nos tecidos; apresenta, porém, como principal desvantagem, a
instabilidade quimica, 0 que o torna obrigatéria a renovagio periédica de sua

aplicagdo. Além disto, s#o menos téxicos para os vertebrados que os organoclorados,
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caracteristicas essas que substituiram com algumas vantagens, os inseticidas clorados

(PALCHICK 1996; WARE 1994; 2000).

Os organofosforados agem inibindo a Acetilcolinestase (AchE), importante
enzima do sistema nervoso central que regula os niveis de acetilcolina. A acetilcolina
¢ um neurotransmissor sintetizado pela célula transmissora ou pré-sinaptica. Ela ¢
armazenada em vesiculas sindpticas até que um potencial de agdo leve a uma
despolarizagdo da membrana plasmatica das células pré-sinapticas. Isto resulta na
entrada de Ca™" seguida pela fusio de vesiculas sindpticas com a membrana
plasmatica. A acetilcolina é liberada na fenda sinéptica e se difunde até o receptor, a
célula pés-sindptica. Aqui, a acetilcolina se liga ao seu receptor, que pode atuar como
um canal catiénico. O receptor sofre uma mudanga conformacional logo ap6s se ligar
a acetilcolina. Esta mudanga na estrutura tridimensional resulta em uma entrada de
Na’, que despolariza a membrana plasmética na célula pés-sindptica. Tem inicio um
potencial de ag3o. E necessario que a acetilcolina seja removida da fenda sindptica
antes que a sinapse seja capaz de responder a outro sinal. Isto requer a agdo da

acetilcolinesterase, que catalisa a reag#o abaixo:

acetilcolina + H,0 ———> colina + acetato
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A colina é absorvida pelas células pré-sinapticas e usada na sintese de mais
acetilcolina. O acetato é transportado para outros tecidos e metabolizado, uma vez

ndo havendo a a¢3o do organofosforado.

Essa enzima ¢é fosforilada pelo inseticida, isto €, a enzima acetilcolinesterase
¢ ligada 4 molécula inseticida, sendo no caso dos organofosforados uma ligagéo bem
mais forte e ficando irreversivelmente inativada. A inibicdo de AchE resulta no
actimulo de acetilcolina nas jungdes nervosas (ou sinapse), impedindo a interrupgéo
de propagagd@io de impulso elétrico (hiperexcitibalidade). Conseqiientemente, o SNC
continuard sendo estimulado, desencadeando o processo de paralisia, que pode
culminar com a morte do inseto (ECOBICHON 1991; KUHR ¢ DOROUGH 1976;

RICHARDSON 1981; TAYLOR 1990).

5.1.1.3 Carbamatos

Os carbamatos sdo inseticidas derivados do 4cido carbdmico e sua
comercializag@o se iniciou por volta dos anos 1960. Entre os mais utilizados esta o
carbaril. Assim como os organofosforados, os carbamatos tém ag#o letal ripida sobre
os insetos, apesar de um curto poder residual. S3o sistémicos para as plantas, uma

vez que sdo relativamente soliveis em dgua.

Assim como os organofosforados, os carbamatos inibem a
Acetilcolinesterase, embora a reagdio envolvida, neste caso, seja a carbamilagdo.

Esses inseticidas ligam-se 4 enzima acetilcolinesterase (a passagem do impulso
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nervoso entre neurdnios ocorre através de neurotransmissores, como a acetilcolina
que ¢ liberado pela regifio terminal de um ax6nio com o objetivo de atingir os
dendritos ou corpo celular do neurdnio) inibindo a sua atividade normal que ¢ a de
degradar as moléculas do neurotransmissor excitatério, acetilcolina, apés a

transmissdo de um impulso nervoso (WARE 2000).

Apesar de agirem de forma muito similar nos sistemas biol6gicos, apresentam
trés principais diferengas em relagfo aos organofosforados: a) alguns carbamatos sdo
potentes inibidores de Aliesterase (uma esterase alifitica, cuja fungdo exata ¢
desconhecida) e apresenta seletividade pronunciada contra as AchE de certas
espécies, b) € que a inibigdo da AchE pelos carbamatos € reversivel, voltando a sua
fungdo normal, mediante o afastamento da fonte de inibigdo e c) a ligagdo do sitio de
agdo € muito mais rdpida em relagdo a intoxicagdo por organofosforado (WARE
2000).

5.1.1.4. Piretréides

Os piretréides sintéticos, atualmente bastante estdveis, sdo produzidos em
laboratério, sendo baseados em uma substincia natural, o “Piretro”, extraido de
Chrysantemun cineraraefolium e do C. coccineum, popularmente conhecidas como
crisdntemo. Sdo biodegradaveis, ndo cumulativos e raramente provocam intoxicagdes
agudas em aves e mamiferos, embora possam, nesses animais, provocar
hipersensibilizagdo e irritago da mucosa. Por outro lado, s3o extremamente téxicos

para os animais aquiticos. Possuem ainda as vantagens de serem muito ativos (atuam
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em pequenas doses) e desalojantes, apresentando como tUnica desvantagem o custo

elevado (PALCHICK 1996).

Da primeira geragdo de piretrdides, chegando atualmente a quarta geragdo,
houveram algumas mudangas em relagdo as caracteristicas de agdo do produto,
dentre elas: alta efetividade em baixas doses e maior resisténcia & degradagdo por
radiag#o ultravioleta (luz solar), através da introdug@o de um radical ciano (CN) na
molécula desse grupo de inseticida, permitindo com isto maior efeito residual
(figural) (WARE 2000; OLIVEIRA-FILHO (1988). Por outro lado, a auséncia desse
radical ciano (CN), como por exemplo no piretréide Birflex, evita a irritagdo na pele
como também na mucosa respiratéria do operador. Em relago 4 redugfio de seu
efeito residual pela auséncia desse radical, a ag3o por longo periodo no ambiente é
devido ha presenga do grupo bifenil na molécula deste inseticida como mostra a

figura 2 (NOVARTISFARMA 2006).

Figura 1. Férmula estrutural da Deltametrina apresentando o radical
ciano(CN).

Extraido de: INSTITUTO SPERIMENTAL PER LA PATOLOGIA
VEGETALE, 2006.
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Figura 2. Presenga do grupo bifenil na molécula de Bifentrin.
Extraido de: FITO-INFO, 1998.

Em fung@io das caracteristicas especificas das estruturas quimicas dos
piretréides, estes s3o divididos em dois tipos: Tipo I (permetrina), na qual
apresentam resposta fisioldgica negativa 4 temperatura, ou seja, a atividade deste
produto aumenta & medida que a temperatura diminui (semelhante ao DDT). O tipo I
induz picos multiplos de descargas nos nervos sensoriais periféricos, dos nervos
motores como também dentro do sistema nervoso central (SNC); e o Tipo II
(esfenvalerate) apresentando um coeficiente de temperatura positivo. Em contraste, o
tipo II despolarizam o potencial da membrana do axénio, reduzindo o potencial de

agdo e eventualmente levando-o a perda de excitabilidade elétrica.

Os piretrides afetam o sistema nervoso periférico e central do inseto,
atuando nos canais de s6dio distribuidos ao longo do axdnio, coagulando a circulagéo
dos ions sédio nos canaliculos das células nervosas impedindo ou prolongando o

fechamento normal desses canais apés o impulso nervoso, causando um fluxo
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excessivo de fons Na™" para o interior da célula nervosa, produzindo descargas
repetitivas e assim, acarretando um completo descontrole nervoso do inseto levando-
o a paralisia e conseqiientemente a morte (BLOOMQUIST 1996; WARE 2000;

NOVARTISFARMA 2006).

5.2. Resisténcia aos inseticidas quimicos

A resisténcia dos insetos aos inseticidas ja é conhecida ha tempos, pois o caso
mais antigo foi observado em 1908, nos Estados Unidos com a resisténcia do piolho-
de-sdo-josé (Quadraspidiotus periciosus) ao enxofre (DENHOLM e ROLLAND
1992). Em 1947 na Flérida, as espécies Aedes taeniorhynchus e Ae. sollicitans
comegaram a apresentar alta tolerdncia ao organoclorado DDT. Posteriormente, em
1950, ainda nos Estados Unidos mosquitos do género Culex mostraram resisténcia

aos organoclorados (WHO 1957, BROWN 1986).

Desde entdo, sdo conhecidas 109 espécies de mosquitos que s3o resistentes
aos organoclorados (DDT e/ou dieldrin); 58 resistentes aos inseticidas
organofosforados (OP), 17 resistentes aos carbamatos (propoxur ou bendiocarb) e 10
espécies apresentam alta resisténcia ou resisténcia cruzada a determinados piretr6ides

(BROWN 1986).
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O uso abusivo e continuado dos vérios grupos de inseticidas ao longo de
vérias décadas tem como resultado imediato a sele¢dio de populagdes resistentes. A
aplicagdo mais freqilente de praguicidas e o aumento na dosagem do produto s3o os
principais mecanismos que levam 4 resisténcia aos insetos, afetando
concomitantemente os programas de controle de vetores e provocando a re-
emergéncia de doengas transmitidas por insetos (GEORGHIOU 1983; 1990;

BROGDON e McALLISTER 1998).

Apesar dos importantes avangos alcangados no desenvolvimento de métodos
alternativos de controle, os inseticidas quimicos continuam sendo uma importante
ferramenta dos programas de controle integrado (ROSE 2001). Neste contexto, o
monitoramento e o manejo da resisténcia através da rotagfio de inseticidas por modo
de agfo constitui como ferramentas de grande importincia nos programas de controle

de vetores (FERRARI 1996; OMOTO 2000).

A resisténcia a inseticidas é definida pela Organizagio Mundial de Satde
como sendo uma caracteristica herddvel, portanto genética, que confere um aumento
na tolerfincia a um pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os individuos
resistentes sobrevivem a concentrag@io do(s) componente(s) que seriam normalmente
letais para a maioria dos individuos de uma populag@o da mesma espécie (suscetivel)

(WHO 1957; 1992).
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Apesar da disponibilidade cada vez maior de inseticidas no controle de
vetores, os mecanismos de resisténcia desses grupos sobre os vetores s3o bem
reduzidos. O mecanismo de resisténcia pode se dar por: fendmenos etolégicos,
aquele na qual o vetor reduz sua exposi¢do ao inseticida; diminui¢do das taxas de
absorgdio do inseticida ou pelo aumento de excre¢do desse composto, ¢ finalmente
por aquele processo que é mediado por sistemas enzimético, no qual o inseticida é
ativamente metabolizado e/ou seqiiestrado, ou ainda, o alvo do inseticida se torna
insensivel a ele. A resisténcia por fendmenos etolégicos € de dificil comprovagdo,
devido principalmente a existéncia de espécies cripticas de vetores, sendo portanto,
muito arriscado afirmar que houve uma selegéio comportamental numa dada espécie e

n#o a ocupaglo de seu nicho por outra, criptica a ela (WHO 1992).

5.2.1. Reducfio na taxa de penetracfio do inseticida

Quando comparado com os outros mecanismos, este € considerado de
importdncia secundiria, por inferir somente um baixo nivel de resisténcia
(OPPENOORTH 1985), e sfo somente de importincia quando combinadas com
outros mecanismos de resisténcia. O aumento na taxa de excregfo sdo bastante raros,

sendo denominados mecanismos complementares (WHO 1992).

A base bioquimica da redugfo da taxa de penetragio de um inseticida n3o esta
clara, embora tenha sido proposto que a composi¢io protéica do tegumento tenha

papel relevante (FERRARI 1996).
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Segundo HOLLINGWORTH (1976); HOY (1990); GUEDES et al. (1992) o
caréter lipofilico de alguns inseticidas associado a espessura e composigdo lipidica da
cuticula dos insetos é responsavel pela maior penetragio do produto na cuticula e sua

translocag#o até o alvo de ago.

Ainda, em alguns casos, conforme PLAPP (1986), pode haver uma base
genética presente neste mecanismo, como exemplo no caso do estudo do gene pen da
mosca doméstica, recessivo e localizado no cromossomo III. Normalmente esse gene

confere pouca ou nenhuma resisténcia na auséncia de outro mecanismo.

5.2.2. Resisténcia metabélica

Ha muitos casos descritos de resisténcia que se desenvolvem ao aumento da
capacidade de metabolizagdo de inseticidas, conduzindo 4 formag3o de produtos
menos toxicos. A resisténcia metabllica ocorre quando niveis elevados ou a
atividade alterada de enzimas envolvidas na degradag¢3io (esterases, oxidases ou
glutation-S-transferase) impedem o inseticida de atingir sua agd3o. Talvez o
mecanismo mais comum de resisténcia em insetos seja devido 4 modificagdes nos
niveis de enzimas esterases as quais degradam (por hidrélise da ligag3o éster) uma
ampla variedade de inseticidas (BROWN 1986; FERRARI 1996; BROGDON e

MCcALLISTER 1998).
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Quando uma enzima ¢ superproduzida, mas o inseticida ¢ metabolizado com
baixa velocidade por essa mesma enzima, a causa da resisténcia pode ser devido ao
grande seqilestramento do inseticida e ndo a um aumento na metabolizag#io. Nestes
casos os altos niveis da enzima atuam para apreender o inseticida, evitando assim

que ele reaja com o seu sitio alvo especifico (BRACCO 1998).

Em geral, as enzimas envolvidas em metabolismo de xenobiéticos podem ser
divididas em enzimas de Fase 1 e enzimas de fase 2. As enzimas de Fase 1
reconhecem e atuam diretamente sobre o composto exdgeno, introduzindo um grupo
polar reativo na molécula, o que da origem a substrato para as enzimas da Fase 2. A
detoxificagdo que contribui para a resisténcia é realizada pelas enzimas da Fasel, que
podem ser subdivididas em Monooxigenases, Esterases e Glutationa-S-transferases

(BRAGA 2004).

Monooxigenases: O metabolismo oxidativo aumentado foi implicado como o
principal mecanismo de resisténcia para todas as classes inseticidas, com excegdo
dos ciclodienos, e ¢ um dos mecanismos mais comuns de resisténcia. As enzimas
associadas com o metabolismo oxidativo aumentado s3o dependentes do citocromo

P450 (BERGE et al. 1998; SCOTT 1999).

As enzimas monooxigenases do citocromo P450 (CYP) sdo as principais

enzimas envolvidas na fase inicial (fase I) do metabolismo xenobidtico. TIMBRELL
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(2000), muitas vezes referindo-a como uma biotransformagdo, para distingui-lo do

metabolismo intermediério (energia).

Citocromo P450 ¢ uma hemoproteina que atua como Oxidase final no sistema
de Monooxigenase, € est4 especialmente concentrada no intestino, corpo gorduroso e
nos tabulos de Malpighi dos insetos. O sistema das Monooxidases P450 ¢
caracterizado pelas numerosas reagBes oxidativas e pela falta de especificidade em
relag3o ao substrato, caracteristicas que tornam as Monooxidases bastante aptas para
o ataque enzimético inicial a combinagdes lipofilicas exégenas (FEYEREISEN

1999).

Evidéncia inicial do desenvolvimento de metabolismo oxidativo com a
resisténcia pode ser obtida com a adig3io, em bioensaios com iseticidas de inibidores
de Oxidases, como o butéxido de piperonil (que atua, nestes casos, como sinergista).
Nestes casos, avalia-se a capacidade do sinergista de reduzir a magnitude da
resisténcia. Embora esta técnica ndo seja conclusiva, é valiosa como uma primeira
indicagfio de que o aumento da atividade de Monooxigenases est4 contribuindo para

a resisténcia (BERGE et al. 1998; SCOTT 1999).

Esterases: Essas enzimas estfio envolvidas em fungBes vitais do mosquito
como reprodugdio, transporte de impulsos nervosos, desenvolvimento e a prépria

resisténcia a inseticidas quimicos.
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Virios inseticidas que contém o grupamento éster na sua estrutura quimica
(organofosforados, carbamatos e piretréides ) s3o suscetiveis a reagdo de hidrélise.
As enzimas que catalizam estas reagdes s3o coletivamente chamadas de hidrolases,
ou Esterases. S#o também chamadas de Carboxilesterases, quando hidrolisam
compostos que apresentam ésteres carboxilicos na sua estrutura, como a maioria dos
organofosforados, que s#o ésteres de 4cido fosféricos (BROGDON e McALLISTER

1998; HEMINGWAY ¢ KARUNARATNE 1998).

O envolvimento das Esterases com a resisténcia pode ser verificado com a
adi¢@o de inibidores em ensaios com os inseticidas como por exemplo usando-se o
S,S,S-tributil ~ fosforotioato(DEF) (BROGDON e MCcALLISTER 1998;

HEMINGWAY ¢ KARUNARATNE 1998).

Conforme HEMINGWAY ¢ KARUNARATNE (1998) para a resisténcia ao
malathion, a atividade é aparentemente devida a uma forma mutante de Esterase, que
exibe propriedades cinéticas diferentes entre as cepas resistentes e suscetiveis. Em
mosquitos Culex ssp, a superproduc¢do de uma tnica isoenzima de Esterase envolvida
com a resisténcia est4 relacionada ao processo de ampliagdo génica (PASTEUR et al.

1981).

AMIN e PEIRIS (1980) mostraram o aparecimento de resisténcia a uma gama

de organofosforados e ainda ao carbamato propoxur. Os mecanismos dessa
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resisténcia foram investigados por HEMINGWAY et al (1990), mostrando que a

elevagdo na atividade de esterase foi o principal mecanismo de resisténcia.

Corroborando com HEMINGWAY et al (1990), SEVERINI et al. (1993)
correlacionaram a resisténcia ao Clorpirifés e temefés em 4 linhagens de Cx.
quinquefasciatus a uma elevagdio na atividade de estarase, assim como uma

diminuig#o na sensibilidade da acetilcolinesterase.

Glutationa-S-Transferase (GST): As Glutationa-S-Transferase s3o um
grupo de enzimas que apresentam especificidades comuns em relagfo ao substrato
aceptor eletrofilico. Uma caracteristica da GST é a elevada especificidade pela
Glutationa reduzida (GSH); apds combinada, apresenta maior especificidade para
um segundo substrato. A GSH, formada pelos aminodcidos glicina, cisteina e
glutamato, € o co-fator para a GST. A capacidade redutora da GSH € determinada
pelo agrupamento hidrofilico SH presente na cisteina. Considerada a principal
enzima detoxificante da fase II, desempenha papel fisiolégico na detoxificagdo de
potenciais agentes alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente ativos,
gerados intracelularmente ou encontrados na forma de xenobilticos. A reagdo de
conjugacdo do grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos
xenobidticos, catalizada pela GST, torna os produtos da reagdo menos téxicos e mais
soliveis em 4&gua, facilitando a excregdo (FERRARI 1996; BROGDON e

McALLISTER 1998).
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5.2.3. Alteraciio do sitio-alvo

Acetilcolinesterase (AchE): Esta enzima ¢ a responsével pela degradagio de
acetilcolina, neurotransmissor que, quando presente na fenda sindptica, promove a
propagacdo do impulso nervoso, uma vez que provoca a abertura dos canais de sédio
na célula pés-sindptica. Em situagdio normal, apés a parada do estimulo, a
acetilcolina é removida por recaptagdo ou por degradagdio enzimdtica, sendo a
Acetilcolinesterase a enzima responsével.

Inseticidas organofosforados e carbamatos agem inibindo a AchE, e em
conseqiléncia, a acetilcolina permanece na fenda siniptica e o impulso ndo cessa,
causando hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, devido a transmissdo
continua e descontrolada de impulsos nervosos, e assim levando o inseto 2 morte
(FERRARI 1996; FFRENCH-CONSTANT et al 1998; HEMINGWAY e RANSON
2000; ECHOBICHON 1991; KUHR e DOROUGH 1976; RICHARDSON 1981;

TAYLOR 1990).

Canais de Sédio: A ligac@io destes inseticidas mantém aberto os canais de
sddio, conseqiientemente, a propagacdio continua do impulso nervoso, seja
prolongando ou impedindo o fechamento normal desses canais ap6s a transmissdo do
impulso nervoso, permitindo um fluxo excessivo de fons Na™ para o interior da

célula nervosa. A resisténcia é resultante de sensibilidade reduzida do canal de sédio
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a esses compostos (BLOOMQUIST 1993; 1996; HEMINGWAY e RANSON 2000,

WARE 2000).

Os sintomas de intoxicagdo de insetos por piretréides desenvolve-se
rapidamente, resultando em transmissdo repetitivos de impulso nervoso,
hiperexcitabilidade, perda de postura locomotora “knockdown” e conseqiientemente,

paralisia € morte do inseto (BLOOMQUIST 1996).

Receptores do dcido gama-aminobutirico (GABA): O modo de agdo destes
inseticidas ainda n3o foi totalmente elucidado, entretanto, sabe-se que os mesmos
antagonizam a a¢3o do meurotransmissor inibitério, GABA. Estes pertencem a uma
superfamilia de receptores presentes nas jungdes sindpticas do sistema nervoso
central (SNC) e das sinapses neuromusculares de insetos (HEMINGWAY e

RANSON 2000).

Este grupo de inseticidas impedem que apés a transmissdo normal de um
impulso nervoso, se desencadeie o processo normal de inibi¢do que restabelece o
estado de repouso do sistema nervoso central. Apds a ligagio de GABA ao seu
receptor pés-sindptico, h4 um aumento na permeabilidade da membrana aos ions
cloro, o que desencadeia 0 mecanismo inibitério do sistema nervoso. Assim, os
ciclodienos e fenilpirez6is agem nos receptores GABA, impedindo a entrada de fons
cloro para o meio intracelular, com isto antagonizando o efeito “calmante” de

GABA, levando o inseto a emiss3o de impulsos espontineos que levam a contrago

BIBLIOTECA I CIR
FACULDADE DE SAUDE PUBLICA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
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muscular, convulsdes, paralisia e morte. A resisténcia, ocasionada por insensibilidade
do receptor de GABA aos inseticidas, ja foi associada com mutagfio de tnico par de
bases do receptor, ocasionando substitui¢do de um aminodcido (alanina por serina)

(HEMINGWAY e RANSON 2000).

5.3. Inibidores de crescimento

Os IGRs (insect growth regulator) surgiram na década de 70 como um novo
grupo de inseticidas de agf#io mais especifica e menor toxicidade para mamiferos do
que os outros inseticidas, pois atuam seletivamente ao interromper o
desenvolvimento e o crescimento ao invés de intoxicagdio direta (MULLA e

DARWAZEH 1979; SILVA e MENDES 2002).

A exposi¢io a determinado IGR, normalmente ndo causa efeitos letais
imediatos, mas induz anomalias que impedem a sobrevivéncia ou a reprodugdo em
momentos particulares da vida do inseto (BENETT e REID 1995; AGUILERA et al.

2001).

Finalmente, os inibidores dos insetos estfio divididos em dois grupos:
hormonais ¢ os nio hormonais. Os primeiros s3o andlogos aos hormdnios dos
insetos, provocando retardo no desenvolvimento das larvas e sua morte. Pertencem a
este grupo: metoprene, hidroprene, piriproxifen e o fenoxicarb. Os ndo hormonais
agem sobre a formagdo do exoesqueleto dos insetos. Pertencem a este grupo as

benzofeniluréias (fluazuron, diflubenzuron, triflumuron, exaflumuron e o lufenuron),
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que inibem a sintese da quitina e o grupo das diaminotriazinas (ciromazinas), que
endurecem a cuticula do inseto. A grande vantagem deste grupo de composto ¢é ser
praticamente atoxico para os mamiferos e atuar basicamente sobre o inseto-alvo,

preservando seus inimigos naturais *.

5.3.1. Andlogo do Horménio Juvenil

Com base nos trabalhos de Wigglesworth sobre o controle hormonal do
desenvolvimento, WILLIAMS (1956) extraiu horménio juvenil (HJ) de larvas de
Hyalophora cecropia e postulou seu potencial como agente de controle de insetos,
sugerindo que substéncias que 0 mimetizam poderiam ser utilizadas como inseticidas

seguros (MIAN e MULLA 1982; GRAF 1993).

Assim, o isolamento de Hormdnio Juvenil por BOWERS et al. (1966) abriu

um novo capitulo no estudo da quimica deste horménio.

O modo de agio desses compostos € prolongar os estagios larvais e de ninfas,
sendo seu desenvolvimento ndo normal. Os juvendides como s3o chamados os
anélogos do hormdnio juvenil tém efeitos secundérios caracteristicos, pois alteram a
produgd@o hormonal do inseto e podem produzir insetos deformados, comprometendo

o desenvolvimento embrionario.

Os inseticidas metoprene, fenoxicarb e piriproxifen assemelham-se

estruturalmente ao horménio juvenil do inseto e imitam a a¢do deste horménio,

* Controle Integrado de Pragas. Texto extraido da revista eletronica
http://www.ccih.med.br/pragas.html em 30 de novembro de 2005.
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interferindo numa série de processos fisiolégicos vitais, dentre eles a ecdise (muda de
pele) e a reprodugio. A eficiéncia destes inseticidas ¢ maior nas fases de
desenvolvimento em que a taxa do horménio juvenil estd baixa na hemolinfa do
inseto, ou seja, no Gltimo instar larval ou no inicio da fase pupal. O principal sintoma
decorrente da intoxicagdo por juvendides é a metamorfose anormal (insetos
defeituosos e incapazes de sobreviver, com caracteristicas mistas de larva e pupa ou
larva e adulto). Na fase adulta de mariposas, por exemplo, os juvendides afetam a

fisiologia reprodutiva, reduzindo a fertilidade (GALLO et al. 2002).

5.3.2. Inibidores de Sintese de Quitina

Destacam-se os inibidores de quitina, os derivados da benzoilfenil-uréia
(diflubenzuron, triflumuron, e etc.) tem a maior importincia econémica. Por isso,
desde o desenvolvimento da primeira substincia desse tipo no final da década de
setenta, elas sdo as substincias ativas mais analisadas e melhor conhecidas

(HAMMANN e SIRRENBERG 1980).

O diflubenzuron ¢ um IGR que age pela inibi¢do da sintese de quitina durante
o estagio imaturo do inseto e tem sido comercializado em muitos paises com o0 nome
dimilin (GRAF 1993; MARTIN et al. 1995; MARTINEZ 1999; MEKURIA et al.
1991; SCHAEFER 1975; SILVA e MENDES 2002). Para os insetos de interesse na
area da saide existem vérios estudos, mostrando os efeitos inseticidas do

diflubenzuron, com a possibilidade de uso no controle (CHAMBERLAIN 1975;
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CHAU-MEI et al. 1990; DORTA et al. 1989; FOURNET et al. 1993; 1995; 1997;

MARCORIS et al. 1995; SCHAEFER 1975).

Nos insetos, a quitina (um polissacarideo de N-acetilglucosamina e representa
50% da composigdo da cuticula dos insetos) é um composto essencial da cuticula que
forma o exoesqueleto do animal e também a membrana peritréfica, um revestimento
do contetido do intestino, formado pelas células especiais intestinais que tem uma
grande importéncia nos processos de digestdio e no mecanismo de protegdo das
células intestinais. Durante o processo de ecdise (muda), as proteinas e a quitina sdo
sintetizadas pelas células epidérmicas. Para ocorrer a sintese de quitina € necessério a
presenca de precursores (como a trealose e o glicogénio) e a interveng#o de varias

enzimas, entre ela a sintetase e a ligase que ativam a Gltima fase de polimerizago.

Os derivados da benzilfenil-uréia mostram efeito inseticida contra todos
estadios larvais. A mortalidade baseia-se na incapacidade dos animais de fazerem a
troca da cuticula de maneira natural, uma vez que, de acordo a GUEDES e VILELA
(1991), na auséncia de quitina, a cuticula do inseto se torna fina e fragil e é incapaz
de suportar o seu corpo e segundo o mesmo autor o processo de ecdise ¢ afetado pela
inabilidade de formar nova cuticula normal. Porém, algumas das benzoilfeniluréais
também afetam a fase de pupa e/ou apresentam ag#o transovariana sobre as fémeas

expostas, reduzindo a fecundidade dos seus ovos (GUEDES e VILELA 1991).
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5.3.3. Agonistas de Ecdisona ou Ecdisteréides

Os inseticidas agonistas de ecdisona (tebufenozide, metoxifenozide) sdo uma
classe de inseticida relativamente nova. Estas diacil-hidrazinas s3o agonistas do
horménio esteroidal 20-hidroxiecdisona (um ecdiesterdide), que € necessério para o
processo de muda do inseto. O efeito desta classe de inseticidas ¢ a interrupgdo do
processo de muda dos insetos alvos, resultando em sua destruigdo. Como sdio
reguladores do crescimento, s3o mais seletivos que os organofosforados, carbamatos

e rotendides®.

O esteride 20-hidroxiecdisona é um horménio de desenvolvimento
encontrado nos artrépodes. O processo de muda é regulado pela variagdo das
concentragdes da 20-hidroxiecdisona na larva (DHADIALLA et al. 1998). O
aumento dos niveis deste horménio leva ao inicio da muda. Quando a larva entra no
estdgio de muda, ela pira de se alimentar e o fluido de muda, que contém vérias
enzimas proteoliticas necessdrias para a mesma, entra no espago ecdisial. Neste
ponto, as células epidérmicas entram em uma fase de aumento na sintese de proteinas
(expressio do gene) e uma nova cuticula é produzida. Um decréscimo na
concentragdo de 20-hidroxiecdisona desencadeia uma fase subseqilente, que inclui a
ativagdo das enzimas no fluido de muda, digestdo da pré-cuticula e reabsor¢do do
fluido de muda. Na seqiiéncia, h4 mais um decréscimo na concentragdo de 20-
hidroxiecdisona e outros hormdnios, necesséarios para completar o processo de muda,
sdo liberados, reiniciando-se, entio, a alimentagdo®.

* Um médulo de Quimica Verde. Texto extraido da revista eletrdnica

http://academic.scranton.edu/faculty/CANNM 1/biochemistry/biochemistrymoduleport.html em
30 de navemhra de 2005
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O crescimento ¢ o desenvolvimento adequado dos insetos dependem da
concentragdo de 20-hidroxiecdisona em vérios estagios de diferenciagdio. Sugere-se
que este horménio esteroidal esteja relacionado com a regulagio da expressdo

genética do genoma do inseto*.

Normalmente, os horménios interagem com receptores especificos antes de
iniciar um efeito fisiolégico. O ecdiesteréide obriga uma protefna receptora de
ecdiester6ide a regular as classes de genes “antes” e “depois” (existem numerosos
exemplos deste tipo de regulag@io temporal nos sistemas bioquimicos. Alguns dos
mais simples sfio encontrados em uma variedade de sistemas virais). Os genes
“antes” sdo ativados pelo complexo hormdnio/receptor. As proteinas produzidas
pelos genes “antes” reprimem a transcri¢3o destes genes, a0 mesmo tempo em que
ativam a transcri¢do dos genes “depois”. Alguns dos produtos dos genes “antes” sdo
fatores de transcri¢gdo. Os fatores de transcrig@o s3o proteinas que podem ligar-se a

curtas seqiiéncias de nucleotideos, resultando no inicio ou regulagdo da transcrigéo®.

Estes inseticidas sdo capazes de se ligar as proteinas receptoras de
ecdiesterdide. Enquanto que a expressdo genética dependente da presenca da 20-
hidroxiecdisona ocorre na presenga de diacil-hidrazinas, a expressdo genética
dependente da auséncia da 20-hidroxiecdisona é impedida (DHADIALLA et al.
1998). O efeito téxico das diacil-hidrazinas é devido ndo somente ao fato de que elas
mimetizam a 20-hidroxiecdisona, mas também porque seus niveis nio diminuem. Na

* Um médulo de Quimica Verde. Texto extraido da revista eletrfnica

http://academic.scranton.edu/faculty/CANNM 1/biochemistry/biochemistrymoduleport.html em
30 de navembro de 2008



presenca da tebufenozida, o processo de muda comega, mas na etapa do processo em
que os niveis de 20-hidroxiecdisona normalmente diminuiriam, a tebufenozida
permanece. O processo de muda € alterado e a alimentag#o ndo é realizada, levando 4

morte.

Embora os IGRs possam ser um importante elemento no manejo da resisténcia
a inseticidas, uma vez que atuam de maneira diferente dos inseticidas tradicionais
acrescido pelo fato de ser biodegraddvel e ndo cumulativo no organismo, por ndo ser
assimilado pelo intestino de vertebrados (MULLA 1995), ja existem registro de
resisténcia a esses compostos. A resisténcia aos IGRs estd relacionada as
monooxigenases (KOTZE et al. 1997, BROGDON e McLLISTER 1998) e foi
detectada principalmente na mosca doméstica (CERF e GEORGHIOU 1974;

ZHANG et al. 1998).

5.4. Controle Biolégico

5.4.1. Bacillus thuringiensis Berliner

O uso de bactérias no controle biologico das larvas de mosquitos tem-se
destacado entre as diversas estratégias que compdem os programas de manejo
integrado. As principais razdes para isto s#io as vantagens em relagdo aos inseticidas
quimicos, uma vez que esses produtos possuem intimeras formulagdes e s3o usados

contra diversas espécies de mosquitos, com um prego um pouco Superior aos
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produtos tradicionalmente utilizados, mas competitivos quando considerados os

custos sociais € ambientais do uso de inseticidas ndo seletivos em ecossistemas

aquaticos (VILARINHOS et al. 1998).

Destaca-se entre esses patogenos o Bacillus thuringiensis (Bt), bactéria em
forma de bastonete, formadora de esporos e capaz de produzir inclusdes cristalinas
(cristal) durante a esporulagdo, que sdo responsaveis pela atividade toxica do referido

entomopatogénico (Figura 3 e 4) (GLARE e O'CALLAGHAM 2000).

Crystal Spore

d’:.
-~ ) X

Figura 3. Bacillus thuringiensis em forma de bastonete com o esporo € o
cristal.
Extraido de: MICROBIAL ENGINEERING LABORATORY, 2003.
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Figura 4. Células de Bacillus thurigiensis. De coloragdo mais clara os esporos
(A); e de coloragdo mais escura os cristais bipiramidal (B).
Extraido de: INSTITUTE OF CELL AND MOLECULAR BIOLOGY, 2003.

O Bacillus thuringiensis (Bf), foi descrito pela primeira vez por Berliner em
1911 quando este pesquisador isolou o bacilo de Anagasta kuehniella, nomeando
posteriormente como B. thuringiensis em homenagem a provincia de Thuringia
(Alemanha), onde foi encontrado o primeiro inseto infectado com o bacilo. Embora
seja a primeira descrigdo utilizando o nome de Bacillus thuringiensis, este ndo foi o
primeiro isolamento deste entomopatégeno. Em 1901, o biélogo S. Ishiwata isolou a
bactéria que era agente etiolégico da “sotto-disease”. Em 1908, Iwabuchi a
denominou como B. sotto Ishiwata, sendo posteriormente considerado nome invalido
e assim mantido o nome mais recente (Bacillus thuringiensis) (GLARE e

O’CALLAGHAM 2000).

Embora geralmente o termo Bacillus thuringiensis seja empregado para uma
unica espécie, na verdade ele pertence a um complexo de varias espécies (B.
anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. thuringiencis ¢ B. weihenstephanensis),

denominado B. cereus. Bacillus thuringiensis e Bacillus cereus mostram
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caracteristicas fenotipicas e bioquimicas comuns, mas por defini¢do, Bt pode ser
diferenciado pela presenca de cristais (LUTHY e WOLFERSBERGER 2000),
visiveis em microscopia de contraste, embora este seja um critério de pouco valor

taxonémico (LYSENKO 1983).

Os métodos moleculares como hibridizagdo do DNA cromossémico, analise
de 4cidos graxos e fosfolipidios, comparagfio da seqliéncia 16S rRNA, entre outros,
mostram que essas duas espécies sdo, na verdade somente uma. Esta semelhanga ¢
devida a transferéncia de plasmideos que codificam as 3-endotoxinas de Bf para B.
cereus e, por outro lado, o Bt pode perder a capacidade de produzir essas toxinas,
tornando-se B. cereus. Portanto, a distingdo entre essas espécies ndo € clara e
continua sendo um assunto de interesse de muitos taxonomistas (GLARE e

O’CALLAGHAM 2000; HANSEN e SALAMITOU 2000; SCHNEPF et al. 1998).

Sob certas restrigdes, como auséncia de nutrientes ou acimulo de metabélitos
indesejaveis, esta bactéria entra em processo de esporulagdo durante a fase
estacionaria. No inicio da esporulagdo Bt sintetiza uma grande quantidade de
proteinas com atividade inseticida. Durantes esse processo de esporulagdo, as
proteinas acumuladas formam um corpo de inclusdo cristalina (cristal) razio pelas

quais sdo denominadas Cry (YAMAMOTO e DEAN 2000).

Cada cristal pode ser formado por uma ou mais proteinas codificadas pelos
genes Cry e conhecidas como &-endotoxinas ou proteinas cristal (SALLES e

BALDANI 1998). De acordo com a atividade bioldgica dos produtos dos genes cry e



com sua seqiiéncia de aminoécidos, HOFTE ¢ WHITELEY (1989) classificaram 42
diferentes tipos de 8-endotoxinas em 14 grupos. Desta forma, as toxinas codificadas
pelos genes cryl, cryll, crylll e crylV sdo especificas para as ordens Lepidoptera;
Diptera e Lepidoptera; Coleoptera e Diptera; respectivamente como € observado

abaixo.

Classes de genes cry segundo Hofte & Whiteley (1989)

Cryl

Segundo HOFTE ¢ WHITELEY (1989) os genes dessa classe codificam
proteinas com peso molecular variando de 130 a 140kDa, que se acumulam na célula
mée na forma de cristais bipiramidais durante a fase de esporulagdo. Apds o processo
de solubilizagdio destes cristais em pH alcalino, ocorre a liberagdo da pré-toxina, na
qual é ativada pelas proteases do intestino médio das larvas, liberando assim, o

fragmento téxico de tamanho variando de 60 a 70kDa.

Conforme HOFTE ¢ WHITELEY (1989) a Classe Cryl contém 6 subclasses
de genes (crylA a F). A sua porgdo C-terminal entre os genes cryl é bastante
conservada e ndo estd evolvida com a toxicidade. Entretanto, devido ao elevado
numero de residuos de cisteina, acredita-se que esta regido contribua para a
estabilidade do cristal através da formagdo de pontes de enxofre (AGAISSE e
LERECLUS 1995).
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A porgdo N-terminal das proteinas Cryl é mais varidvel e corresponde ao
fragmento téxico, sendo esta regido composta por 5 blocos bem conservados entre as
proteinas Cryl, Crylll, CryIV (A,B e C) e CryV. Esta proteina tem espectro de agéo

contra Lepidoptera.

Cryll

A proteinas CrylIA possui espectro de agdo contra Lepidoptera e Diptera,
enquanto as demais proteinas desta classe apresentam toxicidade somente em insetos
da ordem Lepidéptera. A d-endotoxina codificada pelos genes cryll tem peso

molecular de 71kDa e forma cristais cubdides. (HOFTE e WHITELEY 1989).

As proteinas CryllA, B e C diferem da classe Cryl por ndo possuirem a

porgdo C-terminal e s6 apresentam o primeiro bloco conservado na porgdo N-
terminal (LERECLUS et al.1993).

Crylll

Seus cristais apresentam uma forma romboidal e s3o compostos por uma
unica proteina de 71kDa, exceto a proteina CryIlIC, cuja massa molecular € de 130
kDa. Nem todas estirpes de Bacillus thuringiensis apresentam a Classe IIL, porém, os
que contém esta classe apresentam atividade contra insetos da ordem Coleoptera

(McPHERSON et al. 1988).



As proteinas Crylll so homolégas a por¢do amino-terminal das proteinas
Cryl, contendo 5 blocos conservados, porém a porgio carboxi-terminal presente nas
pré-toxinas da classe I se mostra ausente na maior parte das proteinas dessa classe,
exceto da proteina CryllIC (LAMBERT et al. 1992). Através da analise
cristalografica da proteina Crylll, observou-se a presenga de 3 dominios distintos
toxina na sua forma ativa (LI et al. 1991). Segundo SCHNEPF (1995) o dominio I
estaria envolvido na formagdo do poro, o0 Dominio II na especificidade e na ligagdo
da proteina aos receptores e o dominio III na estabilidade, na formagdo do poro e na

especificidade da toxina.

CrylV

Esta classe foi isolada a partir de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis,
apresentando cristais em forma esférica e retangular com atividade contra larvas de
Diptera. A classe crylV compreende quatro genes (cryIVA, B, C e D), que codificam
para proteinas de peso molecular de 135, 128, 74 e 72 kDa, respectivamente
(LERECLUS et al. 1993). Além dessas proteinas, o Bacillus thuringiensis israelensis
produz uma outra proteina de 27 kDa com atividade citolitica, que por n3o apresenta
homologia com as &-endotoxinas, foi classificada como Cyt. Esta proteina estd
também presente no cristal e € necessaria para que o cristal apresente toxicidade

(LERECLUS et al. 1993).
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A classe cryV foi incluida recentemente na classificagio de HOFTE e
WHITELEY (1989), ap6s a clonagem de um novo gene com atividade contra insetos

das ordens Lepidoptera e Coleoptera, designado como CryV (TAILOR et al. 1992).

Utilizando a técnica de reag3o em cadeia da polimerase (PCR), com primers
especificos para esta classe de gene, GLEAVE et al. (1993) detectaram a presenga
desta classe em 7 dos 21 serotipos de B. thuringiensis testados. Estes autores
seqilenciaram o gene cryV de B. thuringiensis subsp. kurstaki DSIR732 (cryV732), €
apés comparagdo deste com o descrito por TAILOR et al. (1992), verificaram
diferengas somente em dois nucleotideos. A proteina CryVy;; possui massa
molecular estimada de 81.215 Da e possui 5 blocos conservados na porg¢do amino-
terminal, assim como um sitio de clivagem potencial entre os aminoacidos 637 e 638.
A clivagem da pré-toxina cryV73; neste ponto por proteases do intestino do inseto
gera o fragmento téxico de aproximadamente 65kDa. Resultados de bioensaios
utilizando a proteina de 81 kDa revelaram sua toxicidade somente contra Epiphyas
potvittana (Lepidoptera), ndo sendo detectado nenhum efeito contra larvas de

Tenebrio molitor (Coleoptera) ou Culex pervigilans (Diptera) (GLEAVE et al. 1993).

O isolamento de novas estirpes de B. thuringiensis e idetinficagdo de genes
cry que codificam para d-endotoxina com diferentes espectros de agfio, que ndo se

enquadravam no sistema de classificagdo proposto por HOFTE ¢ WHITELEY



(1989), levou a criagdo de uma nova nomenclatura baseada somente na identidade
dos aminoécidos das proteinas Cry, proposta por CRICKMORE et al. (1998). Nesta
nova classsificagdo, 96 sequéncias génicas da -endotoxinas foram agrupadas em 17
grupos (PEFEROEN 1997), e os niimeros romanos foram substituidos por nimeros
arabicos (quadro 1), como € o caso dos genes cryld(a), crylB e cryllIA que foram
classificados como crylAa, crylBa e cry3A, respectivamente. Porém, alguns genes
tiveram seus numeros alterados, como ocorreu como os genes crylH e cryllIC, que

foram classificados como cry9Ca e cry74a.
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Quadro 1. Relagdo entre a nova nomenclatura dos genes cry (CRICKMORE et al.
1998) ¢ a antiga classificagdo proposta por HOFTE e WITHELEY (1989).

Nova Classificagdo Classificagdo antiga Inseto alvo
CrylAal CrylA(a) Lepidoptera
CrylAbl CrylA(b) Lepidoptera
CrylAcl CrylA(c) Lepidoptera
CrylAdl CrylA(d) Lepidoptera
CrylBal CrylB Lepidoptera/Coleoptera
CrylCal CrylC Lepidoptera
CrylEal CrylE Lepidoptera
Cryllal CryV Lepid6ptera/Coleoptera
Cry2Aal CryllA Lepid6ptera/Diptera
Cry2Acl CrylIC Lepidoptera
Cry3Aal CryllIA Coleoptera
Cry3Cal CryllID Coleoptera
Cry4Bal CryIlVB Coleoptera
Cry7Aal CryllIC Coleoptera
Cry8Aal CryllIE Coleopetra
Cry9Aal CrylG Lepidoptera

Cryl0Aal CryIVC Diptera
CryllAal CryIVD Diptera
Cryl2Aal CryVB Nematoda
Cryl3Aal CryVC Nematoda
Cryl4Aal CryVD Coleoptera

Fonte: PEFEROEN, 1997.
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Estas toxinas s#o codificadas pelos genes cry e sua toxicidade esta ligada a
regido N-terminal das cadeias polipeptidicas, enquanto que a porgdo C-terminal

confere a forma da estrutura do cristal (LI et al. 1991).

Os genes cry podem estar localizados tanto no cromossomo quanto em
grandes plasmideos ou em ambos (GONZALES et al. 1982). Sua expressio é
regulada por dois mecanismos. O primeiro é dependente de fatores sigma,
especificos da fase de esporulagdo, onde estd baseada a classificagdo da maioria dos
genes cry, e outro independente do processo de esporulag@io, como gene vip3, cujo
fatores sdo tipicos da fase de crescimento vegetativo (VALADARIS-INGLIS et al.
1998). Algumas cepas de Bacillus thuringiensis apresentam um unico gene
codificador, enquanto outras apresentam genes diferentes, porém relacionados

(LERECLUS et al. 1993; SANCHIS et al. 1998).

Apés a ingestdo dos esporos mais os cristais pelo inseto, os cristais sdo
solubilizados em pH alcalino, originando as pré-toxinas que em presenca de enzimas
digestivas (proteinases) sdo convertidas em 4 ou mais polipeptidios toxicos (8-
endotoxinas). Essas toxinas hidrolizadas cruzam a membrana peritréfica, liga-se a
receptores especificos localizados na membrana apical das células colunares do
intestino médio, interferindo no gradiente i6nico e balango osmético da membrana
apical formando poros que aumentam a permeabilidade da membrana. O aumento na
absorgdo de 4gua causa a lise celular e eventual ruptura e desintegragdo das células
do intestino médio. O inseto também pode morrer por inani¢3o, uma vez que pouco

tempo apds a infecgdo cessa a alimentagdo (COPPING e MENN 2000).
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O intestino dos insetos suscetiveis geralmente possuem um pH elevado, o que
evita a germinagdo dos esporos ingeridos do patdgenos. Entretanto, as 3-endotoxinas
causam a paralisia do intestino, retendo os esporos e destruindo a parede do intestino.
O contetdo do intestino mistura-se ao da hemolinfa, reduzindo o pH e fornecendo
nutrientes para iniciar a germinagdo dos esporos. O inseto morto serve entio como

fonte de alimento para o crescimento vegetativo da bactéria (KNOWLES 1994).

Diferentes toxinas ligam-se a diferentes receptores em diversas espécies de
insetos e com intensidade variada, o que explica a especificidade destas toxinas.
Devido a importincia do esporo na patogenicidade desta bactéria, a maioria dos
produtos comercializados possui os esporos e as toxinas, visando aumentar sua

atividade téxica (COPPING e MENN 2000).

KNOWLES (1994) descreve as etapas da patologia de Bt sobre os insetos:
aumento da absorgdo de glicose e inicio dos sintomas histopatolégicos (1-5 minutos);
paralisia do intestino médio, cessa a alimentagdo, membrana apical permeavel a
corantes, aumento do volume e formagdo de vesiculas nas células, aumento do pH da
hemolinfa e redugdo do pH do limen (5-10 minutos); aumento do fluxo e
concentragio de K* da hemolinfa, diminuig3io do transporte de glicose e leucina para
a hemolinfa, colapso metabélico celular (10-30 minutos); lise celular e ruptura da
membrana basal, paralisia geral ocorre em 1 a 7 horas; morte por falta de alimento ou

septicemia (1-3 dias).
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Algumas cepas de Br produzem outras endotoxinas denominadas de
endotoxinas citoliticas (cyt), entretanto, ndo apresenta nenhuma homologia com as 8-
endotoxinas. As toxinas citoliticas estdo presentes também nos cristais, sendo
necesséria para que este apresente toxicidade. Os genes que codificam essas toxinas
estdo contidos em plasmideos grandes que também contem genes que codificam as

toxinas cry (GLARE e O'CALLAGHAM 2000; LERECLUS et al. 1993).

Alem das toxinas do cristal, essa bactéria pode produzir outras toxinas, como
as B-exotoxina, também denominada, thuringiensina. Essa toxina é termoestavel,
sendo produzida por vérias cepas deste entomopatdgeno e possui atividade inseticida
contra uma ampla gama de insetos, porém devido a sua toxicidade para vertebrados,
a maioria dos bioenseticidas a base de Bt utiliza subespécies ou isolados que ndo

produzem as B-exotoxinas (GLARE e O'CALLAGHAM 2000).

5.4.2. Bacillus sphaericus Neide

Bacillus sphaericus Neide é considerado um dos mais promissores agentes
entomopatogénicos no controle de culicideos (KARCH e CHARLES 1987; LACEY

et al. 1988).

As primeiras estirpes entomopatogénicas descritas de Bacillus sphaericus
foram isoladas na Califérnia a partir de larvas de Culiseta incidens (Diptera:

Culicidae), e foram chamadas de estirpe K ¢ Q (KELLEN et al. 1965).
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Dentre as 300 linhagens isoladas, 17 apresentam toxicidade contra larvas de
mosquitos (de BARJAC e SUTHERLAND 1990). Dessas, as linhagens 2297 do Sri
Lanka (WICKREMESINGHE e MENDIS 1980), 1593M da Indonésia (de BARJAC
1990b; SINGER 1990), 2362 da Nigéria WIESER 1984), e C3-41 da China (LIU et
al. 1980) tém sido objeto de vérios estudos e apresentado atividade contra mosquitos

do género Culex, Anopheles, Psorofora, Mansonia.

A maior caracteristica deste entomopatogénico esta relacionada ao espectro
de agdio sobre a fauna ndo alvo, tormando-o seguro contra espécies de mamiferos,

peixes, dentre outros (MULLA et al. 1984; SIEGEL e SHADDUCH 1990).

Outra caracteristica como a persisténcia de larvicidas biolégicos no meio ¢
outro aspecto importante no controle de vetores e tem sido discutido em varias
situagdes (LACEY et al. 1984; CLARCK IIl e ROWLEY 1984; MULLA et al. 1984;

BALARMAN et al. 1987).

Conforme MULLA et al. (2003), o Bacillus sphaericus quando comparado ao
Bacillus thuringiensis produz alta mortalidade das larvas e apresenta longo efeito
residual em 4gua poluida, caracteristica de criadouros de Culex quinquefasciatus. Em
algumas estirpes de B. sphaericus como a 2362, as particulas téxicas s#o encaixadas
nos esporos ¢ tornando-se mais protegido contra fatores fisicos (KARCH e

CHARLES 1987).
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Apesar do grande espectro de agdo contra insetos alvo, o Bacillus sphaericus
conforme SILVA et al. (2002), apresenta pouca ou nenhuma eficcia sobre larvas de

mosquito do género Aedes, principalmente o0 Aedes aegypti.

Conforme a DAVIDSON (1989a), a ligagdo da toxina bindria as células do
intestino sdo certamente o passo determinante para atingir o hospedeiro.
Relativamente insensivel, larvas de Aedes aegypti mantém o pH alcalino do intestino
necessério para a solubilizagdo das toxinas, como possui enzimas capazes de ativar

essas toxinas, mas por alguma raz3o, ndo ligam as toxinas as células do intestino.

Dentro do contexto de agdio dos entomopatogénicos, a atividade do B.
sphaericus deve-se aos cristais protéicos produzidos durante o processo de
esporulag#o. Esses cristais s#o0 compostos por uma toxina bindria (Bin A e Bin B),
formada por duas proteinas de 51kDa e 42kDa, respectivamente (BAUMAN et al.

1987).

A presenga simultinea desses dois compostos ¢ necessario para uma maior
toxicidade do entomopatogénico, sugerindo uma a¢io de sinergismo entre os dois
polipeptideos (BROADWEL et al 1990), uma vez que de acordo a NICOLAS et al.
(1993), a proteina de 42kDa sozinha apresenta uma fraca agdo toxica. Além da toxina
binéria, foi ainda descrita uma terceira toxina de 100kDa, chamada de MTX, cuja

fungdo mosquiticida ndo € muito significante (THANABALU et al. 1991).
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Quando os esporos e os cristais sdo ingeridos pelas larvas (Figura 5), os
cristais protéicos sdo solubilizados em pH alcalino do intestino (YOUSTEN e
DAVIDSON 1982), sendo em seguida, ativados pelas proteinases intestinais
(NICOLAS et al. 1990). Este processo ativa a toxina bindria (separadamente), que é
reconhecida por receptores presentes nas microvilosidades do epitélio intestinal,
causando autdlise das células e morte da larva (DAVIDSON 1988; NICOLAS et al.

1990).

Spore Crystal

Figura 5. Visualizagdo dos esporos e dos cristais no Bacillus
sphaericus.
Extraido de: MICROBIAL ENGINEERING LABORATORY, 2003.

Por muitos anos, umas das vantagens do controle biolégico comparado aos
inseticidas quimicos foi creditado que os entomopatogénicos provocariam pouca ou
nenhuma resisténcia aos insetos alvo. Entretanto, estudos recentes mostram que o Cx.

quinquefasciatus tem desenvolvido resisténcia ao B. sphaericus mediante continuas
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aplicagles e através de selegdo seletiva (SINEGRE et al 1994; RAO et al. 1995;

SILVA-FILHA et al. 1995).

O modo de um componente ativo € o mecanismo de resisténcia esti
obviamente relacionado. As principais agdes na interag3o entre a bactéria através de
seu principal fator toxico com a larva pode ser razio de mudangas, afetando a
suscetibilidade dos insetos alvo. As interagdes entre os cristais protéicos do Bacillus
thuringiensis, por exemplo e as células do intestino das larvas freqiientemente
determinam a especificidade da proteina cristal ao inseto alvo (BRAVO et al. 1992;

HOFMANN et al. 1988; VAN RIE et al. 1989).

O desenvolvimento de resisténcia ao B. sphaericus foi registrado pela
primeira vez em 1994, simultaneamente na Franga, india e Brasil, quando
populagdes de mosquitos foram intensivamente expostos ao Bacilo (SINEGRE et al.
1994; RAO et al. 1995). GEORGHIOU et al (1990b); RODCHAROEN ¢ MULLA
(1994) ressaltaram a resisténcia de populagdes de laboratério de Culex

quinquefasciatus ao Bacillus sphaericus.

Corroborando com SINEGRE et al. (1994); RAO et al. (1995); estudo
desenvolvido por SILVA-FILHA et al. (1995), em Coque, érea urbana de Recife,
apresentou uma suscetibilidade 10 vezes menor ao Bacillus sphaericus comparado a
populagdo de laboratdrio, caracterizando com isto, uma raz3o de resisténcia (RR)

igual a 10.
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Estudo com colénias resistentes de Cx. quinquefasciatus ao Bacillus
sphaericus tem apontado dois mecanismos de resisténcia a0 entomopatogénico. O
primeiro estaria relacionado a um gene recessivo ligado ao sexo e o segundo
mecanismo ainda permanece desconhecido (NILSE-LEROUX et al. 1995). Em
decorréncia da resisténcia estar associada ao gene recessivo ligado ao sexo ha
implicagdes na suscetibilidade das populagdes de insetos alvo, e na reversabilidade
dessa resisténcia, uma vez que, fisiologicamente as interagdes da ligagdo da toxina ao

receptor especifico do intestino torna-se alterado.

Em trabalho realizado por REGIS e NILSEN-LEROUX (2000) verificou que
o cruzamento de individuos homozigoto recessivo (rr) com individuos homozigoto
suscetiveis (SS) de uma populagdo F1 ndo apresentou diferengas significativa na
suscetibilidade de individuos homozigoto suscetiveis. Deste modo, em condigdes de
campo, a migragdo de homozigoto sucestiveis de Culex em érea tratada com B.
sphaericus restauraria a suscetibilidade em 100% da progénie através do cruzamento
com homozigotos resistentes (cruzamento rr com SS), e 75% da progénie através do
cruzamento com individuos heterozigotos. Porém conforme o mesmo autor, isto n#o
significa que mosquitos de 4reas tratadas com Bs se tornariam rapidamente
suscetiveis, mas a migra¢fo de adultos suscetiveis de 4reas n#o tratadas diluiria a
freqliéncia de alelos resistentes naquela populagdo e influenciaria a estabilidade e o

nivel de resisténcia.

Neste contexto, observam-se indiscutivelmente dois aspectos importantes: a)
a relagcdo génica no processo de resisténcia de populagdes de Culex, apresentando
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como conseqiléncia fisiolégica uma mudanga na interag@o da toxina ao receptor das
células do intestino; b) estratégias que visem reduzir ou impedir o desenvolvimento

de resisténcia ao Bacillus sphaericus.

Apesar de estudos apontarem o desenvolvimento de resisténcia das estirpes
2362, 159M e C3-41 ao B. sphaericus em populagdo de campo do complexo Culex
pipens (RAO et al. 1995; SINEGRE et al. 1994; SILVA-FILHA et al. 1995; YUAN
et al. 2000; MULLA et al. 2003), de acordo a REGIS e NILSEN-LEROUX (2000)
ressalta que uma estratégia de manejo da resisténcia deve ser o primeiro passo antes
do uso do B. sphaericus em um programa de controle. Os mesmos autores enfatizam

que tais estratégias deveriam ser baseadas em:

1. Monitoramento da suscetibilidade das popula¢des de mosquitos antes
€ durante o tratamento com o entomopatogénico através da
comparagdo com colonias de laboratdrio, ou com populagdes de 4rea
n#o tratada;

2. Promover a descontinuilidade da pressdo seletiva usando outro ou

vérios agentes de controle.

Dentro dessa perspectiva, MULLA et al. (2003); YUAN et al. (2000)
salientam que o controle de mosquitos resistentes ao B. sphaericus pode ser realizado
através da rotagdo do Bacillus thuringiensis var. israelensis (B.t.i) ou uma mistura de

B.ti e Bs, propiciando o retardamento ou prevenindo o surgimento de resisténcia.
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Estudos da reducdo de resisténcia adquirida ao B. sphaericus mostrou um rapido
declinio na sele¢@o de resisténcia usando uma mistura de Bti e Bs (ZAHIRI et al.

2004).

Recentemente, novos produtos parecem apresentar novas perspectivas de
sucesso no combate ao Culex, principalmente em populagdes resistentes ao Bacillus
sphaericus. As toxinas do B.t.i s3o os maiores candidatos devido ao niimero de
toxinas presentes na bactéria como também pela auséncia de resisténcia cruzada ao
Bacillus sphaericus (PONCET et al. 1997). O Bacillus thuringiesis var. israelensis
produz quatro grandes endotoxinas, Cry4A, Cry4B, Cryl 1A e Cytl Aa, pertencendo
no minimo a duas classes de toxinas ndo similares que presumivelmente ligam-se a

mais de um tipo de receptor (DELECLUSE et al. 2000).

Linhagens do B. sphaericus como a 2297 tem sido testado como um
recombinante em que genes que codificam as toxinas Cry do B.ti tém sido
introduzidos no cromossomo do B. sphaericus através de recombinagdo homologa

(PONCET et al. 1997).

WIRTH et al. (2000b) demonstrou que larvas de Culex quinquefasciatus com
alto nivel de resisténcia ao B. sphaericus se tornaram suscetiveis contra o B.s ap6s

uma recombinagio do B. sphaericus com a toxina citolitica (Cyt1A) do B.t.i.

Corroborando com WIRTH et al. (2000b), ZAHIRI et al. (2004), verificaram

em laboratério que a utilizagdo de um entomopatogénico recombinante de Bacillus



sphaericus e Bacillus thuringiensis var. israelensis (produzindo toxinas de ambos
entomopatogénicos), denominado de UCR foi igualmente eficaz ao B.t.i contra
populagdo suscetivel e resistente de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti,
entretanto, a mesma populago resistente de Culex e Aedes se mostraram refratéria ao

Bacillus sphaericus isoladamente.

De acordo a WIRTH et al. (2000a, c¢) misturas de B.sphaericus e B.
thuringiensis israelensis, particularmente aquelas que incluem a toxinas CytlAa e
Cry foram mais efetivas contra espécies de mosquitos menos suscetiveis como o Ae.
aegypti ¢ contra populagdes resistentes de Culex quinquefasciatus. Esta atividade
adicional parece ser atribuida ao sinergismo da toxina Cyt1Aa com o B. sphaericus ¢

o sinergismo envolvendo a toxina Cry.

Além da redugdo de resisténcia ao Bacillus sphaericus, a utilizagdo de
entomopatogénicos recombinantes acrescenta mais um importante papel no controle
de vetores conforme estudo realizado por WIRTH et al. (2000b; 2005), que seria o
aumento do numero de espécies alvo suscetiveis ao B. sphaericus combinado ao

CytlA quando comparado ao B. sphaericus somente.

Portanto, resultados desses estudos indicam que essas estratégias podem
providenciar uma solug#o pratica a resisténcia ao Bacillus sphaericus em popula¢des

de mosquitos.
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5.5. Mecanismos de detecgdio de resisténcia

Um efetivo manejo dos inseticidas depende da detecgdo precoce da
resisténcia e da rdpida assimilagdo desta informagdo, que poderd acarretar em
mudancas nas agdes de controle. Portanto, 0 monitoramento da resisténcia a
inseticidas requer técnicas eficientes e sensiveis, para que a detecgdo seja feita nos

estdgios iniciais do seu desenvolvimento (BRACCO 1998).

Normalmente comparando a suscetibilidade a um produto em populagdes de
campo com a resposta de uma populag#o suscetivel de referéncia ao mesmo produto
pode fornecer um indicativo mais preciso de desenvolvimento de resisténcia de um

inseticida sobre uma determinada populagdo de campo (HEMINGWAY et al. 1993).

Uma variag#o nos testes de resisténcia € a utilizag@o de doses discriminatérias
ou doses diagnésticas (ROUSH e MILLER 1986). O termo dose discriminatéria é
comumente usado quando suficientes evidéncias genéticas e toxicolégicas
acumuladas mostram que a dose causa uma diferenga na resposta entre os gen6tipos.
Dose diagnéstica (DD) €é um termo menos rigoroso € € usado quando se quer
monitorar a resisténcia, porém é menos provavel que essa dose separe os gen6tipos
(HALLIDAY e BURNHAM 1990). Se a dose ou o tempo de exposi¢do que ird matar
todos os individuos suscetiveis e nenhum dos resistentes, puder ser estabelecida ou

puder pelo menos aproximar a dessa situagdo, a dose discriminatéria poderd ser
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usada para determinar a proporgdo da populagdo pertencente a cada gendtipo. Essa
técnica é também usada de forma que os gendtipos possam ser separados por uma ou

mais doses discriminatérias (ROUSH e MILLER 1986).

Programas de monitoramento da resisténcia geralmente envolvem
comparagdes de DLso, DLy € coeficientes angulares da equagio de regressdo obtida
através da anélise de Probit entre populagdes de campo e linhagem suscetivel de
referéncia. Essa técnica pode ser til para verificar uma resisténcia que tenha
atingido altos niveis, mas se torna ineficiente para a detecgio do desenvolvimento
inicial da resisténcia, quando a sua fregiiéncia ¢ ainda baixa (ROUSH e MILLER

1986).

A utilizagdo da anilise de Probit serve como ferramenta para analisar os
resultados de uma série de concentragdes e assim estimar a concentragdo que mata
50% da populagéo (CLso) € o coeficiente angular da curva concentragdo-mortalidade.
Os valores elevados da CLso geralmente indicam reduzida suscetibilidade, ou seja,
elevada resisténcia. O coeficiente angular da curva concentragdo-mortalidade é
inversa ao desvio padrdo da distribui¢do fenotipica da tolerincia a um inseticida.
Dessa forma, maiores coeficientes angulares indicam menor variag3o fenotipica na

resposta da populag#o ao inseticida (CHILCUTT e TABASHNIK 1995).

Segundo FFRENCH-CONSTANT e ROUSH (1990), bioensaios baseados em

concentragdes discriminatdrias ou diagndsticas sdo mais eficientes do que os valores
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de dose letal (DLs) para detectar baixas freqiiéncias da resisténcia podendo detectar
o problema ainda no inicio da evolugdo da resisténcia. Porém, bioensaios de
concentragdo diagndstica baseada na CLyy da linhagem suscetivel n3o proporciona

informagdes a respeito da magnitude da resisténcia.

A razio de resisténcia (RR), é uma medida para avaliar a intensidade da
resisténcia (tamanho da resisténcia em uma determinada populagdo) através do
quociente da CLso da populagdio em estudo pela CLsy da linhagem suscetivel

conforme a formula que se segue abaixo.

Apesar da razdo de resisténcia seja um importante indicador da resisténcia
em uma determinada populagdo, vale ressaltar que uma questio de grande
significado prético é definir a partir da qual (valor) resisténcia poderd afetar o
desempenho de um determinado produto em campo. Uma RR de 1,0 indica que a
populagdo testada responde da mesma forma que a populag@o suscetivel ao produto
quimico (COCHRAN 1995).

CLs, da populaciio em estudo

CLs, da populacdio suscetivel



Além desses métodos, utilizam-se também técnicas bioquimicas para
determinar se individuos de uma populagdo apresentam ou n3o um aumento de
atividade enzimética e/ou uma diminui¢gdo na sensibilidade a um determinado
inseticida. Essa técnica permite detectar a resisténcia ainda nos estigios iniciais de
desenvolvimento (portanto em uma fregiiéncia populacional muito baixa para serem
detectadas pelas provas de suscetibilidade) (PASTEUR e GEORGHIOU 1981;
HEMINGWAY e GERGHIOU 1984; HEMINGWAY et al. 1985; 1992; HERALTH
et al. 1987; AMIN ¢ HEMINGWAY 1989; PEIRIS ¢ HEMINGWAY 1993;

RODRIGUES et al. 1993).

Ambos os métodos de verificar o problema de resisténcia sdo
complementares. Enquanto os testes de dosagem-suscetibilidade detectam a resposta
ao emprego de inseticidas quando a resisténcia ja esté instalada em grande parcela da
populagdo. Os testes bioquimicos podem avaliar a freqiiéncia génica de um alelo
quando ele ainda em valores muito baixos, além de fornecer informagdes sobre a

genética e a evolugdo nas diversas populagdes (BRACCO 1998).

5.6. Fatores limitantes da efetividade dos entomopatogénicos

Fatores como condi¢gdes climdticas (luz solar, temperatura), condi¢des
quimicas e fisicas (matéria em suspensdo) podem afetar diretamente a efetividade € a

toxicidade desses bioinseticidas (BURGES e HUSSEY 1971; CONSOLI et al. 1995).
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* Durante o periodo de aplicagdo, a bactéria é exposta a todo tipo de elemento
fisico. Durante esse periodo, a luz solar parece ser o maior fator deletério da
efetividade dos entomopatogénicos (BURGES e HUSSEL 1971). Para B.
thuringiensis, CANTWELL e¢ FRANKLIN (1966) verificaram que os esporos
expostos a radiagdo ultravioleta foram rapidamente inativado em condigdes de
laboratério (1 min — 12%; 2 min-50%; 10 min-99,9%), € quando expostos a radiagdo
natural (30 min — 50%; 60 min-80%). de BARJAC (1989); IGNOFFO et al. (1981);
LACEY et al. (1984); PRIEST (1992); BECKER et al. (1992), observaram que a
atividade do Bti teve uma redugdo de 2.5 a 4.0 vezes apds 7 horas de exposi¢do 4 luz

solar testado contra Cx. pipens e Ae. aegypti.

Teste realizado no Brasil com a estirpe 2362 também mostrou uma
progressiva redugdo na atividade contra Cx. quinguefasciatus quando diretamente

exposto a 1, 2, 4,6 ¢ 8 horas de luz solar (CARVALHO-PINTO e CONSOLI 1994a).

Além das condigdes citadas a cima, a temperatura € outro fator importante
que age ndo somente nos esporos do Bs e do Bti, mas também no inseto e em seu
desenvolvimento.Trabalho realizado por IGNOFFO (1964) mostrou que esporos de
Bacillus thuringiensis em suspensdo em égua a 10°C, apresentou uma inicial redugdo
da sua viabilidade ap6s 30 dias de exposi¢@o. A 30°C a viabilidade dos esporos foi

reduzida e a 50°C completamente destruida.

CARVALHO - PINTO e CONSOLI (1994a) testaram a estirpe 2362 de B.

sphaericus contra C. quinquefasciatus na temperatura de 15°C, 20°C e 25°C e



observaram uma redugdo da Concentragdo Letal (LCsg) com o aumento da

temperatura.

Segundo RUAS-NETO et al. (1994), fatores adicionais como interacdo
populacional e profundidade dos criadouros podem estender o efeito residual dos
larvicidas biolégicos, uma vez que, segundo o mesmo autor, corpos d’agua mais
profundo parece favorecer a persisténcia dos larvicidas biol6gicos no ambiente. Em
contraste, criadouros mais superficiais ou onde a dgua est4 em movimento (I6tico)

provavelmente reduzem o efeito residual.

Conforme POLANCZYK et al. (2003), apesar dos avangos nessa area de
controle, ainda hd muitos impedimentos quanto ao uso desses métodos em larga
escala, considerando custos e baixo efeito residual devido principalmente a
exposigdo direta a luz solar (inativag@io da toxina pela radiagdo ultravioleta). Além
disso, de acordo com VILARINHOS et al. (1998) uma grande quantidade de
particulas sélidas e coliformes fecais compete com os cristais do Bacillus

thuringiensis israelensis, reduzindo as taxas relativas de ingest3o da toxina.

Face as referidas interag3es patégeno/fatores limitantes, o trabalho realizado
por ALVES et al. (2001) figura indiscutivelmente em um importante relato sobre
essas interagdes. No presente trabalho, ALVES et al. (2001) objetivou avaliar o
efeito da formulagéo granulada de Bacillus sphaericus armazenada em temperatura
ambiente e a 50°C na manutencdio dos esporos e cristais do entomopatdgeno.

Relativo ao armazenamento, o referido trabalho apresentou redugdio de 65% no
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produto formulado, enquanto que para o produto ndo formulado a redugdo foi de
93%. A manutencdo da viabilidade de esporos de bactérias do género Bacillus sp.
foi discutida também por COUCH e IGNOFFO (1981) e, segundo os autores, a baixa
umidade é essencial para a preservagdo do patdgeno, pois esta pode, quando
elevada, favorecer 2 germinag3o dos esporos ou ainda permitir o crescimento de
microorganismos contaminantes que contribuem para a redugdio do nimero de UFC
vidveis no produto. Como foi referido anteriormente, a exposi¢do do
entomopatdgeno a temperaturas mais elevadas pode levar a ocorréncia de distiirbios
fisiolégicos do patdgeno, com reflexo na redugdo da sua viabilidade, tal como foi
constatada por ALVES et al. (2001), na qual, houve redugio da viabilidade do

Bacillus sphaericus tanto do produto formulado quanto o ndo formulado.

5.7. Inseticidas alternativos

Embora os inseticidas quimicos sejam atualmente usados com relativo
sucesso na agricultura e na saide publica, os graves problemas relacionados ao seu
uso, ja amplamente conhecidos, tém incentivado o desenvolvimento de métodos

alternativos de controle (LOVATTO et al. 2004).

A busca por novos inseticidas constitui-se num campo de investigac@o amplo.
A grande variedade de substincias presentes na flora continua sendo um enorme
atrativo na é4rea de controle de insetos, principalmente levando-se em consideragio
que apenas uma pequena parcela de plantas foi investigada com tal finalidade

(VIEIRA e FERNADEZ, 1999). Segundo BALADRIN et al. (1985), muitas plantas



68

acumulam substédncias orgdnicas que podem ser extraidas em quantidade suficiente
para serem economicamente utilizadas para as mais variadas aplicagdes cientificas,

tecnoldgicas e comerciais.

Na década de 50, MARANHAO (1954) relacionou cerca de 2.000 plantas
inseticidas (distribuidas em 170 familias) com atividade téxica para diversos insetos.
De acordo com esse autor, os inseticidas comerciais de origem vegetal eram obtidos,
principalmente de cinco familias boténicas: Solanaceae, Compositae, Leguminosae,
Chenopodiaceae e Liliaceae, das quais eram extraidos respectivamente, a nicotina,
piretro, timbd, heléboro e anabasina. GRAINGE e AHMED (1988) catalogaram
2.400 espécies de plantas com propriedades tteis no controle de insetos, além de
listarem cerca de 800 pragas controladas por essas plantas e, ainda, 100 plantas com
outras substincias quimicas reportadas no controle de doengas e nematdides parasitas

do homem e de animais.

Atualmente, vem crescendo o interesse por substincias com propriedades
decorrentes de origem vegetal para os insetos, como por exemplo, a ajugarina, a
azadiractina e a imperatonina, sendo esses produtos considerados de baixo impacto
para o meio ambiente (SAITO e LUCHINI 1998), de baixa nocividade ou toxicidade

(SANTOS et al. 1998), e de ficil decomposigdo (SAITO e LUCHINI 1998).

Para o uso de principios ativos botinicos, varios aspectos dever ser levados
em consideragdio: extragdio, conservagdo dos extratos, dosagem eficaz, estabilidade,

toxicidade e custo. Todos estes aspectos sdo compreendidos quando identificadas as
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principais substincias contidas no extrato. Vérias sdo as estratégias capazes de
determinar a atividade de produtos de origem natural. De uma maneira geral, inicia-
se com os extratos brutos de plantas preparados com diversos solventes (hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e 4gua). Em seguida os extratos ativos s3o
fracionados através de métodos cromatogréficos existentes e as fragdes obtidas sdo
retestadas, repetindo-se o processo até a obtengfio do(s) principio(s) ativo(s)

(BEGNINI 2001).

Os quimicos extraidos das plantas sfio classificados normalmente em
metaboélitos primérios e secundérios. Proteinas e 4cidos nucléicos sdo geralmente
excluidos dessa classificagdo. Metabdlitos primarios s#o substincias amplamente
distribuidas na natureza, ocorrendo de uma forma ou de outra em praticamente todos
os organismos. Nas plantas superiores os metabdlitos primdrios se concentram
freqlientemente em sementes e érgos de armazenamento e s30 necessérias para o
desenvolvimento fisiolégico, j4 que possuem papel importante no metabolismo
celular bésico. Essas substincias s3o usadas principalmente como matéria-prima
industrial, alimento ou aditivo alimentar e inclui produtos tais como 6leos vegetais,
4cidos graxos (usados para fazer sabdo e detergente) e carboidratos (amido, pectina e
celulose). Normalmente os metabdlitos primérios s3o pouco valorizados no mercado,
mas existem excegdes como o B-caroteno, que é um produto caro em fun¢io da

dificuldade de extragdo, isolamento e purificagio (BALANDRIN et al. 1985).

J4 os metabdlitos secundérios sdo compostos derivados bio-sinteticamente

dos metabdlitos primérios, mas tém distribuicio limitada a determinados grupos
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taxonémicos do Reino Vegetal. Eles ndo tém fun¢do aparente no metabolismo
primdrio da planta, mas freqiientemente tem um papel ecolégico: atrativos a
polinizadores, representam adaptagdes quimicas & pressdo ambiental ou servem
como defensores quimicos contra microorganismos, insetos e predadores superiores
e até mesmo contra outras plantas (aleloquimicos). Os metaboélitos secundarios sdo
freqlientemente armazenados pela plantas em quantidade menores que os metabdlitos
primdrios, além de tenderem a ser sintetizados em células especializadas € em
estagios de desenvolvimento distintos, 0 que muitas vezes dificulta sua extragdo e
puriﬁcacﬁo. Assim, muitos metabélitos secundérios podem ser considerados como
materiais especiais ou quimicos refinados e sdo mais valorizados no mercado. Eles
sdo usados comercialmente como compostos ativos biologicamente: farmacéuticos,
conferindo sabor ou aroma e pesticidas. Esses produtos naturais secundarios
freqiientemente tém estruturas altamente complexas, que determinam sua atividade
biolégica ¢ n3o pode ser economicamente sintetizados. Um bom exemplo desta
situacdo € a azadirachtina extraida da planta conhecida como Neem (Melidcea), que
possui estrutura bastante complexa e € utilizada como inseticida. Uma vantagem
econdmica, € que, tanto os mefabélitos primérios quanto os secundarios podem ser
obtidos através de processos relativamente simples, como a destilagéo a vapor ou por

extragdo com solventes aquosos ou orginicos (BALANDRIN et al. 1985).

Nesse contexto, segundo VENDRAMIM (1997), destacam-se entre as plantas
com propriedades inseticidas aquelas pertencentes a familia Meliaceae, incluindo-se,

Azadirachta indica A.jus., comumente conhecida por nim, e Melia azedarach L.,
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conhecida por cinamomo ou santa-barbara, na qual, apresentam diferentes modos de

agdo em relag@o a muitas espécies de insetos (RODRIGUEZ 1995).

Originéria das regides 4ridas da india a Azadirachta indica é utilizada numa
pritica de subsisténcia. Nessa perspectiva, as folhas de nim sdo misturadas com
gridos armazenados ou seus frutos sdo esmagados nas paredes dos armazéns para
evitar danos provocados por insetos. Possui alta capacidade como inseticida e ¢
capaz de exercer diversos modos de agdo sobre os insetos, tais como: inibi¢do
alimentar, inibicdo da sintese de ecdisona, inibigdo da biosintese de quitina,
deformagdes em pupas e adultos, redugdo da fecundidade e longevidade de adultos,
alteracdo na capacidade de atrag@io dos ferormonios, esterilizagdo e inibigdo de
ovoposic¢do, diminui¢#o da transmissdo de virus e mortalidade (KOUL et al. 1990;

MORDUE e BACKELL 1993; SCHMUTTERER 1988; RODRIGUEZ 1995).

O trabalho pioneiro de Butterworth e Morgan, em 1968 (BUTTERWORTH e
MORGAN 1968), foi motivado por relatos de que o meliantriol, inibidor alimentar
que em concentragdes extremamente baixas tem o efeito de paralisar a alimentag3o
dos insetos. A salanina foi o terceiro terpenoide a ser isolado do Nim. Estudos
indicaram que a salanina é também extremamente poderosa na sua agdo anti-

alimentar porem ndo interfere na metamorfose.

Isolado das frutas frescas de M. azedarach eram fagoinibidores de gafanhotos

do deserto (LAVIE et al. 1967). A substéincia inibidora, denominada de azadiractina,



ndio se relacionava ao meliantriol e era dotada de notéivel atividade fago-repelente.
Sua estrutura foi proposta mais adiante por ZANNO et al. (1975) e finalmente
corrigida por KRAUS et al. (1985).

A azadiractina isolada por Butterworth ¢ Morgan (1968), ¢ um grupo de
outros limondides estdo intimamente associados a agdio supressora de apetite ou
inibidora de crescimento em insetos e tém sido extensamente estudados, com o
objetivo de se conhecer a quimica, biossintese, toxicologia € o potencial inseticida
deste grupo de compostos naturais (CHAMPAGNE et al. 1992; de PAULA et al.
1997; da SILVA et al. 1999; MAIA et al. 2000). Alguns estudos tentando estabelecer
a relagéio estrutura-atividade permitiram concluir que limonéides com o anel C-seco
sdo os mais ativos, e uma das agdes mais relevantes relatadas para plantas da familia

Meliaceae é a supressora de apetite (CHAMPAGNE et al. 1992).

Além da atividade fagoinibidora jé citada, a azadiractina atua interferindo no
funcionamento das glandulas enddcrinas que controlam a metamorfose em insetos,
impedindo o desenvolvimento na fase larval. A azadiractina € estruturalmente similar
ao hormdnio chamado “ecdysona™ que controla o processo de metamorfose das
diversas fases da vida do inseto (larva, pupa e inseto adulto). O efeito inibidor de
crescimento ocorre em doses de microgramas e € devido a interferéncia na regulagio
neuroendécrina de horménios nas larvas, atuando principalmente sobre os tibulos de
Malpigue e no corpus cardiacum do inseto. Nos corpus cardiacum, as azadiractinas

reduzem o "turmn-over” do material neurosecretério, fazendo com que os niveis de
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reduzem o "turn-over" do material neurosecretério, fazendo com que os niveis de
horménios morfogenéticos dos insetos jovens e larvas sejam modificados e
concomitantemente decresgam apds a ingestdo de azadiractina. Desta forma, a
metamorfose dos insetos jovens ¢ inibida assim como a reprodugfio dos adultos,
sendo também conhecidos distiirbios ou inibigdo no desenvolvimento dos ovos
(GODFREY 1994).

Vérios estudos tém sido realizados nos ultimos anos para elucidar as
modificagdes no mecanismo de controle endbcrino induzidas pela azadiractina, que
provocam os efeitos observados na inibigdo de crescimento. Estes estudos
permitiram identificar modificagdes nos niveis de horménios morfogenéticos como a
ecdisona. Foi identificada uma acentuada similaridade estrutural entre a ecdisona e a
azadiractina, entretanto ndo estd claro se os efeitos sobre estas taxas hormonais s3o
diretos ou indiretos. Algumas evidéncias indicam que a azadiractina pode bloquear a
liberagdo de viérias substéincias localizadas no sistema nervoso central, assim como a
formag#o de quitina, um polissacarideo que forma o exoesqueleto de insetos, além de
impedir a comunicagdo sexual, causa esterilidade e diminui a mobilidade
(REMBOLD 1989; STONE 1992). Outro fator a favor da azadiractina é que, apesar
de ser ativa frente a um enorme espectro de insetos, praticamente ndo afeta os
predadores naturais dos mesmos (STONE 1992).

Desta forma, segundo National Research Council, demonstram que o

mecanismo de ag3o da azadirachtina pode ser conforme abaixo relacionados:



74

1 — Efeito Anti-alimentar via oral;

a) Principal: inibe a atividade dos receptores de sensibilidade gustativa da
cavidade oral, modificando a ingest3io normal de alimentos e a capacidade alimentar

prospectiva dos insetos;

b) A ingestdo de principios ativos junto com o alimento conduz a inanigdo e

morte;

2 — Agio dermal: penetra através da cuticula dos insetos e inibe a sintese de

quitina, provocando assim, desidratagdo e morte;

3 - Efeito repelente: Devido a mudangas no comportamento locomotor e
estacionario dos insetos, em alguns casos o acasalamento, assim como a

comunicac3o sexual ¢ afetada;

4 — Efeito destruidor do crescimento: inibindo o crescimento normal do inseto
interferindo nos ciclos de mudanga. Suprime a atividade da ecdisona e a larva
ndo efetua a mudanga de fase, mas fica na fase jovem para sempre até que

eventualmente morre;

5 — Efeito na sobrevivéncia e reprodugfio pela agfio inibidora da ovoposigdo.

Quando a fémea atinge o perfodo de postura, a ovoposi¢io é suprimida ou
inibida;
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6 — Efeito no sistema enddcrino: os extratos de Nim sfo acumulados no
sistema neurosecretdrio do inseto, e por cruzarem a barreira cerebral, sdo
concentrados no corpus cardiacus, resultando em uma menor utilizagdo das

proteinas neuro-secretirias.

Além das referidas espécies vegetais, CHAHAD e BOFF (1994) obtiveram
resultados promissores na utilizagio de extratos de Piper nigrum (Pimenta-do-reino)

sobre larvas de Cx. quinquefasciatus.

Corroborando com CHAHAD e BOFF (1994), trabalho realizado por
PIZARRO et al. (1999) com Agave sisalana apresentou atividade larvicida contra
larvas de Cx. quinquefasciatus, e os mesmos autores reforgam que além de controlar
a referida espécie vetora, este larvicida poderia contribuir para a melhoria sdcio-
econémica de populagdes carentes e de baixa renda, através do desenvolvimento de
uma industria de subsisténcia, na qual toneladas de residuos (sisal) sdo desperdigados
anualmente. Este residuo obtido a custo zero, poderia ser aproveitado como matéria

prima na produggo deste larvicida.

Desta forma, a utilizagdo de extratos vegetais como inseticidas n3o somente
poderia contribuir no controle de insetos vetores, mas também poderia auxiliar na

subsisténcia de populagdes carentes.
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6. CONCLUSAO

Os inseticidas quimicos s3o ainda largamente utilizados no controle do Culex
quinquefasciatus, destacando-se como os mais eficazes os Piretr6ides, entretanto,
vale ressaltar a necessidade de um bom planejamento na utilizag3o desses inseticidas,

visando reduzir o processo de resisténcia.

Neste contexto, a utilizagdo do Bacillus sphaericus tem apresentado
resultados mais promissores no controle do Cx. quinguefasciatus devido a sua

estabilidade em 4guas poluidas.

Face a utilizagdo em massa dos inseticidas quimicos e a progressiva aplicagdo
de Bacillus sphaericus no controle da referida espécie, estes necessitam
concomitantemente de maiores aplicagdes, assim, promovendo o surgimento de
resisténcia. Neste contexto, o uso de principios ativos provenientes de espécies
vegetais como a Azadirachta indica e Melia azedarach tem sido apontados como
promissores inseticidas alternativos, visto que estas espécies ndo apresentam até o
momento nenhum relato de resisténcia, ou mesmo implicagdes bioecologicas em

outras espécies de insetos.

Devido a alta valéncia ecologica do Cx. quinquefasciatus, uma vez que a
referida espécie possui grande capacidade de colonizar tanto criadouros eutrofizados

como também criadouros com baixo grau de polui¢do, produtos com maior
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estabilidade e efeito residual, tais como o Bacillus sphaericus e/ou seus

recombinantes apresentam melhores resultados.
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7. RECOMENDACOES

Mesmo com o desenvolvimento de novos produtos de controle do Culex
quinguefasciatus, seja reduzindo o aparecimento de resisténcia e/ou mesmo
aumentando o espectro de agdo dos mesmos, indubitavelmente, o método de controle
ndo deve ficar restrito ao controle quimico e/ou bioldgico, uma vez que, as interagdes
ecoldgicas entre a espécie em quest#o e seu habitat reveste-se de relagdes muito mais

complexas.

Em vista disso, este trabalho procura contribuir para que agdes como a
retirada constante da vegetagdo aquética que muitas vezes estdio associadas ao
processo de eutrofizagdo e assim concomitantemente servido de protegdo as larvas de
Culex quinquefasciatus, possa reduzir consideravelmente o desenvolvimento de
populagdes dessa espécie e assim, minimizando a necessidade de aplicagdes cada vez

maior de larvicidas e adulticidas.

Outro aspecto que deve ser levado em consideragdo é o tratamento dos
efluentes, uma vez que, interromperia todo o processo de eutrofizagdo e assim,
contribuindo para a redugdo de populagdes dessa espécie em criadouros com alto teor

de polui¢do, concomitantemente com o desenvolvimento de macréfitas (servindo de

abrigo as larvas) e gramineas (protegdo aos adultos).

Neste contexto, essas medidas fisicas de controle devem ser trabalhadas

simultaneamente a aplicagfo dos produtos de controle, uma vez que ampliaria os
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mecanismos de ag¢3o no controle de uma populagdo adaptada 4s condi¢des precérias

de saneamento basico, como € o caso do Culex quinquefasciatus..



80

8. REFERENCIAS

A carta da Terra. Grifica Editora Stamppa Ltda. Petr6polis, Rio de Janeiro, 2004;
42p.

Addor RW. Em Agrochemical from Natrual Products. Goldfrey, C.R.A. ed.:
Marcel Dekker Inc: New York, 1994.

Agaisse H, Lereclus D. How does Bacillus thuringiensis produce so much
insecticidal crystal protein? Journal of Bacteriology, Washington.1995;177:6027-
6032.

Aguilera L, Marquetti MC, Navarro A. Actividad bioldgica del diflubenzuron sobre
Blattella germdnica (Dictyoptera: Blattellidae). Revista Cubana de Medicina
Tropical.2001;53(1):48-52.

Alves LFA, Alves SB, Lopes RB, Augusto NT. Estabilidade de uma formulagdo de
Bacillus sphaericus armazenada sob diferentes temperaturas. Sci. Agric. Piracicaba,
janeiro — margo.2001;58(1):1-12.

Amin AM, Peiris HT. Detection and selection of organophosphate and carbamate
resistance in Culex quinquefasciatus from Saudi Arabia. Med. Vet. Entomol.
1980;4(3):269-273.

Amin AM, Hemingway J. Preliminary investigation of the mecanisms of DDT and
pyrethroid resistance in Culex quinquefasciatus Say (Diptera:Culicidae) from Saudi
Arabia. Bull. Entomol. Res.1989;79:361-366.

Baladrin MF, Klocke JA, Wurtele ES, Bollinger WH. Natural plant chemicals:
sources of industrial and medical materials. Science. 1985; 228:1154-60.



81

Balarman K, Gunasekaran K, Pillai PKG, Manonmani AM. Field trial with different
formulations of Bacillus sphaericus for mosquito control. Indian Journal of
Medical Research, 1987;85:620-625.

Baumann P. Baumann L. Bowditch RD. Bradwell AH. Cloning of the gene for the
larvicidal toxin of Bacillus sphaericus 2362; evidence for a family of related
sequences. J. Bacteriol.1987;169:4061-4067.

Becker N, Zgomba M, Ludwig M, Petric D, Rettich F. Factors influencing the
activity of Bacillus thuringiensis var israelensis treatments. J. Am. Mosquito
Control Assoc. 1992;8:285-289.

Begnini ML. Potencial do uso, produciio de extratos de plantas brasileiras e
desenvolvimento de produtos para o controle de pragas e ectoparasitos em
animais e seres humanos: plantas inseticidas. In: Practice oriented results on use
and production of plant extracts and pheromones in integrated and biological pest
control.2001, Uberaba. Procedding of the 2° workshop Neem & pheromones,
Universidade de Uberaba, Uberaba: Reginerio S. de Farias e H. Klebeergs.
EDS.2001:59-61p.

Bennett GW, Reid BL. Insect growth regulators. In: Rust MK; Owens JM.
Reierson DA.[ed]. Undesterstanding and controlling the German cockroach. New
York: Oxford University Press. 1995;11:267-286.

Bergé J, Feyerensen R, Amichot M. Cytochrome P450 monoxygenases and
insecticide resistence in insects. Physiol. Trans. Royal. Soc.1998;353:1701-1705.

Bloomquist JR. Toxicology, mode of action and target site-mediated resistance to
insecticides acting on chloride channels. Comp. Biochem. Physiol.1993;106(2):301-
14.



Bloomquist JR. Ion channels as targets of inseticides. Amm. Ver.
Entomol.1996;41:163-90.

Borges FG. Valorizagdo econdmica do meio ambiente: o caso da B. Guarapiranga —
SP.In:Veiga JE da, organizador. Ciéncia ambiental primeiros mestrados 1998. Sio
Paulo:Annablume/FAPESP; 1998.p234.

Bracco JE. Avaliaclio da resisténcia a inseticida em pepulaciio de Culex
quinguefasciatus (Diptera: Culicidae) do rio Pinheiros (S&o Paulo, Brasil).
[Dissertag@o de Mestrado ~ Faculdade de Satide Piblica da USP]1998.

Braga IA. Monitoramento da resisténcia de populacBes naturais de Aedes aegypti
do Brasil a inseticidas e avaliagiio do potencial de utilizacio de methoprene, um
regulador de crescimento de insetos, em seu controle.[Dissertagdio de Mestrado —
Fundagiio Oswaldo Cruz]2004.

Bravo A, Koen H, Jansens S, Peferoen M. Immunocytochemical analysis of specific
binding of Bacillus thuringiensis insecticidal crystal proteins to lepidopteran and
coleopteran midgut membranes. J. Invertebr. Pathol. 1992;60:247-253.

Broadwell AH, Baumann L, Baumann P. Larvicidal properties of the 42 and 51
kilodalton Bacillus sphaericus proteins expressed in different bacterial hosts:
evidence for a binary toxin. Curr. Micrebiol.1990;21:361-366.

Brogdon WG, McAllister JC. Inseticide resistence and vector control. Emerging
Infectious Diseases.1998;4(4):605-613.

Brown AWA. Insectiside Resistance in mosquitoes. A pragmatic review. J. Am.
mosq. Control Assoc.1986;2:123-140.

Burges HD, Russey NW. Microbial control of insects and mites. Academic Press
Inc. London — 2* ed. 1973.



83

Butterworth J. H, Morgan ED. Chem. Commun. 1968:23.

Cantwell GE, Franklin BA. J. Invertebrate Path.1966;8:256-258.

Carvalho-Pinto CJ, Consoli RAGB. Eficécia de Bacillus sphaericus 2362 frente a
alguns fatores ambientais. IV Simpésio de Controle Biolégico — SICONBIOL —
Gramado, RS — Anais,1994a:131p.

Casanova C. Ecologia populacional das fases imaturas de Aedes scapularis
Rondoni,1848 (Diptera; Culicidae). [Dissertacio de Mestrado-Instituto de Biologia
da Unicamp]. Campinas,1994.

Cerf DC, Georghiou GP. Cross resistance to juvenile hormone analogues in
insecticide-resistant strains of Musca domestica L. Pestic. Sci. 1974;5:759-767.

Chahad S, Boff MIC. Efeito de extratos de pimento preta sobre larvas de
Culex(Culex) quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae). Sociedade Entomolégica do
Brasil. Anais. Londrina. Sociedade Entomolégica do Brasil. 1994;23(1):13-18.

Chamberlain WF. Insect growth regulating agents for control of arthropods of
medical and veterinary importance. Journal Medical Entomology.1975;12:395-400.

Champagne DE, Koul O, Isman MB, Scudder GGE, Towers HN.
Phytochemistry.1992; 31: 377.

Chau-Mei HO, Shy-Huey WU, Chin-Chen WU. Evaluation of the control of
mosquitoes with insect growth regulators. Kaohsiung Journal Medical Science.
1990;6:366-374.

Chen A, Rogan WH. Nonmalarial infant deaths and DDT use for malaria control.
Emerg. Infect. Dis. 2003;9(8):960-64.



Chilcutt CF, Tabashnik BE, Evolution of pesticide resistance and slope of the
concentration-mortality line: are they related? Journal of Economic Entomology.
1995;88(1):11-20.

Clarck I JL, Rowley WA. Evaluation of granular Bacillus thuringiensis var.
israelensis (serotype H14) formulations against mosquito larvae in Central lowa.
Mosquito News. 1984;44:502-505.

Cobertt JR, Wright K, Baille AC. The biochemical mode of action of
pesticides.2".ed. Academic Press: New York.1984.

Cochran DG. Insectcide reistance. In: Rust MK; Owens JM; Reierson DA.
Uderstanding and controlling the Germam cockroach. Cambridge: Oxford
University Press,1995:171-192.

Consoli RAGB, Lourengo-de Oliveira R. Principais mosquitos de importincia
sanitiria no Brasil. Rio de Janeiro: FIOCRUZ;1994.

Consoli RAGB, Carvalho-Pinto CJ, Oliveira MA, Santos BS, Lamounier MA, Alves
RSA, Silva CMB, Rabinovitch L. Some environmental and biological factors
influencing the activity of entomopathogenic Bacillus on mosquito larvae in Brazil.
Mem.Inst. Oswaldo Cruz. Rio de Janeiro.1995;90(1):121-124.

Coosemans M, Mouchet J. Consequences of rural development on vectors and their
seu controle. An. Soc. Belge. Med. Trop. 1990;70:5-23.

Copping LG, Menn JJ. Review biopesticides: a review of their action, applications
and efficacy. Pest Management Science. 2000;56(5):651-676.

Couch TL, Ignoffo CM. Formulation of insect pathogens. In. Burges HD.[Ed.]
Microbial control of pests and plant diseases:1970-1980. New York: Academic
Press.1981:621-634.



85

Crickmore N, Zeigler DR, Feitelson J, Schnepf E, Van Rie J, Lereclus D, Baum J,
Dean DH. Revision of the nomenclature for the Bacillus thuringiensis pesticidal
crystal proteins. Microbiology and Molecular Biology Reviews. September
1998;62(3):807-813.

Cyanamid Quimica do Brasil — Divisdo Defensivos Agricolas / Centro de
Intoxicagdes da UNICAMP (CCI). Texicologia dos agroquimicos: compostos
organofosforados. 1991;40p.

Davidson EW. Binding of Bacillus sphaericus toxin to midgut cells of mosquito
larvae: relationship to host range. J. Med. Entomol.1988;25:151-157.

Davidson EW. Variation in biding of Bacillus sphaericus toxin and wheat germ
agglutinin to larval cells of six species of mosquitoes. J. Invertebr. Pathol.1989a;
53:251-259.

da Silva MFGF, Agostinho SMM, de Paula JR, Oiano JN, Castro-Gamboa I, Filho
ER, Feranandes JB, Vieira PC. Pure Appl. Chem. 1999;71:1083.

de Barjac H. New facts and trenes in bacteriological control of mosquitoes. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz, 1989;84(3):101-105.

de Barjac H, Sutherland DJ. eds. Bacterial control of mosquitoes and black flies.
New Brunswick, NJ: Rutgers Univ. Press.1990.

de Barjac H. Classification of Bacillus sphaericus strains and comparative toxicity to
mosquito larvae. In: de Barjac H; Sutherland DJ[eds]. Bacterial control of
mosquitoes and black flies. New Brunswick, NJ:Rutgers. Univ. Press.1990b:228-
236.



Delécluse A, Juarez-Pérez, Berry C. Vector-active toxins: structure and diversity. In:
Charles JF; Delécluse A. Nilsen-LeRoux C.[eds]. Entomophatogenic bacteria: from
laboratory to field. Kluwer Academic, Amsterdam, The Netherlands.2000.

Denholm I, Rolland MW. Tatics for managing pesticides resistence in arthropods:
Theory and practice. Ann. Rev. Eatomeol. 1992;37:92-112.

de Paula JR, Vieira UC, da Silva MFGF, Fo ER, Fernandes JB, Vieira PC, Pinheiro
AL, Vilela EF. Phytochemistry, 1997;44:1449.

Dhadialla TS, Carlson GR, Le DP. New Insecticides with Ecdysteroidal and Juvenile
Hormone Activity. Annu. Rev. Entomol.. 1998; 43:545-569.

Dorta AM, Chiong RT, Ortega AN, Quinones FAG. Estudio de la sensibilidade al
Dimilin (Diflubenzuron) en una cepa de Aedes aegypti Linnaeus y de Culex
quinquefasciatus Say criadas en el laboratorio. Revista Cubana de Medicina
Tropical. 1989;41:56-63.

Echobichon DJ. Organophosphorus éster inseticides. In. Ecobichon DJ;Joy RM.
Pesticides and neurological. CRC Press, Florida; 1982:151-203.

Echobichon DJ. Toxic effects of pesticides. In:Amdur MO; Doull J; Klassen CD.
Casarett and Doull’s toxicology: the basic science of poisons. Pergamon Press,
USA.4* ed; 1991.

Ferrari JA. Insecticide resistence In. The Biology of Desease Vectors, University
Press of Colorado.1996.

Ferrer A. Pesticide poisoning. An. Sist. Sanit. Navar. 2003;26(1):155-71.

Feyereinsen R. Insect cytochrome P450 enzymes. Annu. Rev. Entomol.1999; 44:
507-33.



87

Ffrench-Constant RH, Roush TR. Resistance detection and documentation: the
relative roles of pesticidal and biochemical assays. In. Rouch RT; Tabashnik BE
[Ed]. Pesticide resistance in arthropods. New York: Chapman and Hall. 1990:4-23.

Ffrench-Constant RH. Pittendrigh B. Vaughan A. Anthony N. Why there so few
resistence-associated mutation target genes? Phil. Trams. R. Soc.
Lond.1998;353:1685-1693.

FITO-INFO. [Homepage na internet]. Ljubljana,1998.[Acesso em 30 de novembro
de 2005].Disponivel em: http://www.fito-info.bf.uni-lj.si/SI/Prirocnik/akt/021.htm

Forattini OP. Entomologia Médica. S3o Paulo:Ed. Universidade de Sdo
Paulo.v1.1962.

Forattini OP, Barata JMS, Santos JLF. Feeding habits, natural infection and
distribution of domiciliary triatominae bugs in the central region of Brazil. Rev.
Sadde Piblica. Aug. 1982;16(4):171-204.

Forattini OP. Mosquitos Culicidae como vetores emergentes de infecgdes.Rev.
Saidide. Piiblica.1998;32(6):497-502.

Fournet F, Sannier C, Monteny N. Effect of the insect growth regulators OMS 2017
and Diflubenzuron on the reproductive potential of dedes aegypti. Journal of the
American Mosquito Control Association. 1993;9:426-430.

Foumnet F, Sannier C, Moriniere M, Porcheron P, Monteny N. Effects of two insect
growth regulators on ecdysteroid production in Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).
Journal Medical Entomology. 1995;32:58-593.



Foumnet F, Sannier C, Monteny N. Effeccts of two insect growth regulators on the
susceptibility of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) to Molinema dessetae
(Nematoda: Filarioidea). Journal of the American Mosquito Control
Association.1997;13: 40-42.

Frankiec GW, Ehler LE. Ecology of insects in urban environments. Aann. Rev.
Entomol.1978;23:367-87.

Gallo D, Nakano O, Neto S, Carvalho R, Baptista G, Filho E, Parra J, Zucchi R,
Alves S, Vendramin J, Marchini L, Lopes J, Omoto C. Toxicologia de inseticidas. In.
Entomologia Agricola, FEALQ, Biblioteca de Ciéncias Agrérias Luiz de Queirds,
Piracicaba, SP, 2002:361-396.

Georghiou GP. Management of resistence in arthropods. In. Georghiou GP, Saito T.
Pest resistence to pesticides. New York: Plenum. 1983:769-92.

Georghiou GP. Resistence potencial to biopesticides and consideration of
countermeasures. in: Pesticides and Alternatives. JE Casida ed., 1990b:409-20.

Glare TR, O'Callaghan M. Bacillus thuringiensis: Biology, ecology and safety.
Chichester: John Wiley and Sons, 2000:350p.

Gleave AP, Willians R, Hedges RJ. Screening by Polymerase Chain Reaction of
Bacillus thuringiensis serotypes for the presence of cryV-like insecticidal protein
genes and characterisation of a cryV gene cloned from B. thuringiensis subsp.
kurstaki. Applied and Environmental Microbiology, Washington. 1993;59:1683-
1687.

Godfrey CRA. Agrochemical from Natural Products. Marcel Dekker Inc. New
York. 1994.



Gomes AC. The mechanisms and epidemiological significance of domiciliation.
Rev. Sadide Péblica. Oct. 1986;20(5):385-390.

Gomes AC, Forattini OP. Resting places of mosquitoes Culex (Culex) in rural zones
(Diptera: Culicidae). Rev. Sadde Péblica. Oct. 1990;24(5):394-397.

Gonzilez JMJ, Brown BS, Calrton BC. Transfer of Bacillus thuringiensis to Bacillus
cereus. Proceedings of the National Academic of Science. 1982;79(10):6951-6955.

Graf JF. The role of insect growth regulators in arthropod control. Parasitology
Today. 1993;9:471-474.

Grainge M, Ahmed S. Handbook of plants with pest-control properties. John
Winley & Sons, Inc.1998:470p.

Guedes RN, Lima JOG, Zanuncio JC. Seletividade dos inseticidas deltametrina,
fenvalerato e fenitrotion para Podisus connexivus(Heteroptera: Pentatomidae). Anais
da Sociedade Entomolégica do Brasil. Porto Alegre. 1992;21(3):339-346.

Guedes RNC, Vilela EF. Produtos que agem na fisiologia dos insetos. In. Novos
Produtos para o manejo imtegrado de pragas. E. F. Vilela[ed.], Brasilia,
ABEAS.1991.(médulo 4.70).p.59-70.

Hagstrum DW, Gunstream SE. Salinity, pH, and Organic Nitrogen of water in
relation to presence of mosquito larvae. Ann. Entomol. Soc. Am. 1971;64(2):465-7.

Halliday WR, Bumham KP. Choosing the optimal diagnostic dose for monitoring
insectide resistance. Journal of Economic Entomology. 1990;83(4):1151-1159.

Hammann I, Sirrenberg W. Laboratory evaluation of SIR 8514, a new chitin
synthesis inhibitor of the benzoylated urea class. Pflanzenschtz-Nachrichten Bayer.
1980;33(1):1-34.



Hansen BM, Salamitou S. Virulence of Bacillus thuringiensis. In: Charles JF;
Delécluse A; Nilsen-LeRoux Cled]. Entomopathogenic bactéria: from laboratory to
field aplication. Netherlands: Kluwer Academic Publishers.2000;41-64.

Hemingway J, Georghiou GP. Baseline esterase levels for Anopheline and Culicine
mosquitos. Mosquito News.1984;44(1):33-35.

Hemingway J, Malcolm CA, Kisson KE, Boddington RG, Curtis CE, Hill N. The
biochemistry of insecticide resistance in Anopheles sacharovi: comparative estudies
with a range of insecticide susceptible and resistant Anopheles and Culex species.
Pest. Biochem. Physiol.1985;24:68-76.

Hemingway J, Myamoto J, Herath PRJ. A possible novel link between
organophosphorus and DDT insecticide resistance genes in Anopheles: Supporting
evidence from fenitrothion metabolism studies. Pest. Biochem. Physiol. 1990;39:49-
56.

Hemingway J, Small GJ, Monro A, Sawyer BV, Kasap H. Insecticide resistance gene
frequencies in Anopheles sacharovi populations of the Cukurova olani, Adana
province, Turkey. Med. Vet. Entomol.1992;6:342-348.

Hemingway J, Dunbar SJ, Monro AG, Small GJ. Pyrothroid resistance in German
cockroaches (Dictyoptera: Blattelidae): resistance levels and underluing mechanisms.
Journal of Economic Entomology.1993;86(6):1631-1638.

Hemingway J, Karunaratne SH. Mosquito carboxylesterases: a review of the
molecular bilogy and and biochemistry of a major insecticide resistance mechanism.
Med. Vet. Entomol. 1998;12(1):1-12.

Hemingway J, Ranson H. Insecticide resistance in insect vectors of human disease.
Anau. Rev. Entomol.2000;45:371-391.



91

Heralth PRJ, Hemingway J, Weerasinghe IS, Jayawardena KGI. The detection and
characterization of malathion resistance in field populations of Anopheles culicifacies
B in Sri Lanka. Pest. Biochem. Physiol.1987;29:157-162.

Hofmann C, Lithy P, Hitter R, Pliska V. Binding of the delta endotoxin from
Bacillus thuringiensis to brush-border membrane vesicles of the cabbage butterfly
(Pieris brassicae). Eur. J. Biochem.1988;173:85-91.

Hofte H, Whiteley HR. Inseticidal Crystal Proteins of Bacillus thuringiensis.
Microbiological Reviews. Washington.1989; 3:242-255.

Hollingworth RM. The biochemical and physiological basis of selective toxicity. In:
Wilkinson CF.(Ed). Insecticide biochemistry and physiology. New York: Plenum,
1976:431-506.

Hoy MA. Pesticide resistence in arthropod natural enemies: variability and selection
responses. In: Roush RT; Tabashnik E.(Eds). Pesticide resistence in arthropods.
New York: Chapman and Hall, 1990:203 -236.

Ignoffo CM. Mem.. Hors. Sér. Eatomophaga. 1964;2:293-298.

Ignoffo CM, Garcia C, Kroha MJ, Fukuda T, Couch TL. Laboratory tests to evaluate
the potential efficacy of Bacillus thuringiensis var israelensis for use against
mosquitoes. Mosquito News. 1981;41:86-93.

Institute of Cell and Molecular Biology. [Homepage na internet]. Edinburg, 2003.
[Acesso em 23 de agosto de 2005]. Disponivel em:
http://helios.bto.ed.ac.uk/bto/microbes/bt.htm



Instituto Sperimental Per La Patologia Vegetale. [Homepage na intemnet]. Roma,
2006.[Acesso em 30 de novembro de  2005].Disponivel em:
http://www.ispave.it/fpdb/bancadatibiologica/dettaglio.asp?principio=21

Karch S, Charles JF. Toxicity, viability and ultrastructure of Bacillus sphaericus
2362 spore/crystal complex used in the field. Ann. Institut. Pasteur. Microbiol.
1987;7:176-179.

Karch S, Charles JF. Toxicity, viability and ultrastructure of Bacillus sphaericus
2362 spore crystal complex used in ficld. Annals of Institute Pasteur /

Microbiolgy, 1987;138:485-492.

Kellen WR, Clarck TB, Lindegren JE, Ho BC, Rogoff MH, Singer S. Bacillus
sphaericus Neide as pathogen of mosquitoes. Journal of Invertebrate Pathology,
New York. 1965;7:442-448.

Knowles BH. Mechanism of action of Bacillus thuringiensis insecticidal d-
endotoxins. Advances in Insect Physiology. 1994;24(2):275-308.

Kotze AC, Sales N, Barchia IM. Diflubenzuron tolerance associated with
monooxygenase activity in field strain larvae of the Australian sheep blowfly

(Diptera: Calliphoridae). J. Econ. Entomol.1997;90:15-20.

Koul O, Isman MB, Ketkar CM. Proporties and use of neem, Azadirachta indica.
Canadian Journal of Botany, Ottawa.1990;68(1):1-11.

Kraus W, Bokel M, Kienk A, Pohnl H. Tetrahedron Lett. 1985; 26:6435.

Kuhr RJ, Dorough HW. Carbamate insecticides: chemistry, biochemistry and
toxicology. CRC Press. USA. 1976.



93

Lacey LA, Urbina MJ, Heitzman C. Sustained release formulations of Bacillus
thuringiensis (H-14) for control of container-breeding Culex quinquefasciatus.
Mosquito News.1984;44:26-32.

Lacey LA.,Lacey CM, Peacock B, Thierry I. Mosquito host range and tield activity
of Bacillus sphaericus isolate 2297 (sorotype 25). Am. Mosq. Control. Assoc.
1988;4:51-56.

Lambert B, Hofte H, Annys K, Jansens S, Soetart P, Peferoen M. Novel Bacillus
thuringiensis insecticidal crystal protein with a silent activity against coleopteran
larvae. Apllied and Environmental Microbiology, Washington. 1992;58:2536-
2542.

Lara WH, Batista GC. Pesticidas. Quimica Nova. 1992;15:161-166.

Lavie D, Jain MK, Shpan-Gabrielith SR. Chem. Commun. 1967: 910.

Lereclus D, Delécluse A, Lecadet MM. Diversity of Bacillus thuringiensis toxins and
genes. In: Entwistle PF; Cory JS; Bailey MJ. Higgs S. [ed]. Bacillus thuringiensis, an
environment biopesticide:theory and practicide. Chichester. John Wiley.1993;37-
69.

Li J, Carrel J, Ellar DJ. Crystal structure of insecticidal §-endotoxin from Bacillus
thuringiensis at 2.5A resolution. Nature, London. 1991;353:815-821.

Liu EY, Zhang YM, Cai CJ, Chen ZS. Development of Bacillus sphaericus C3-41
mosquito larvicidal formulation. Chin J. Epidemiol.1980;10:7-10.

Lovatto PB, Goetze M, Thomé GCH. Efeito de extratos de plantas silvestres
Solanaceae sobre o controle de Brevicoryne brassicae em couve (Brassica oleraceae

var. acephala). Cien. Rural. Saata Maria, jul-ag0,2004;34(4):971-978.



Luthy P, Wolfersberger MG. Pathogenisis of Bacillus thuringiensis toxins. In:
Charles JF; Delécluse A; Nilsen-LeRoux C[ed]. Entomopathogenic bacteria: from
laboratory to field aplication. Netherlands: Kluwer Academic
Plublishers.2000:167-180.

Lysenko O. Bacillus thuringiensis: evolution of taxonomic conception. Journal of
Invertebrate Pathology. 1983;41(2):295-98.

Maia BHLNS, de Paula JR, Sant'ana J, da Silva MFGF, Fernandes JB, Vieira PC,
Costa MSS, Ohashi OS, Silva JNM. J. Braz. Chem. Soc. 2000;11: 629.

Maranhio ZC. Plantas inseticidas. Revista da Agricultura.1954:29(3-4):113-121.

Marcoris MLG, Camargo MF, Silva IG, Takaku L, Andrighetti MT. Modificagio da
suscetibilidade de Aedes (Stegomyia) aegypti ao temephos. Revista de Patologia
Trepical. 1995;24:31-40.

Mariconi FA. Inseticidas e seu emprego no combate ias pragas.2* ed., Agron.
Ceres Ltda: S3o Paulo,1963.

Martin PJS, Clark JM, Edman JD. Preliminary study of synergism of acid rain and
diflubenzuron. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology.
1995;54:833-836.

Martinez AF. Inhibidores de sintesis de quitina: Control de problaciones de
mosquitos con productos biorracionales. Revista da Sociedade de Entomologia
Argentina.1999;58:232-237.

McPherson SA, Perlak FJ, Fuchs RL, Marrone PG, Lavrik PB, Fischhoff DA.

Characterisation of the coleopteran-specific pretein gene of Bacillus thuringiensis
var. tenebrionis. Bio/Technelogy, New York. 1988;6:61-66.



Mekuria Y, Gwinn TA, Williams DC, Tidwell MA. Insecticide susceptibility of
Aedes aegypti from Santo Domingo Dominican Republican. Journal of the
American Mosquite Contrel Asseciation. 1991;79:69-72.

Mian LS, Mulla MS. Biological and environmental dynamics of insect growth
regulators (IGRs) as used against Diptera of public heaith importance. Res.
Review,1982;84:27-112.

Microbial Engineering Laboratory. [Homepage na intermet]. Taildndia, 2003.
[Acesso em 17 de setembro de  2005]. Disponivel em:
http://vectorcontrol.biotec.or.th/Aims.html

Ministério da Satide. Centro Nacional de Epidemiologia. Reunifio de Avaliacio do
Programa de controle da Filarioses Linfética no Brasil. Brasilia. 2000.88p.

Morgue (Luntz) AJ, BlackwellA. Azadirachtin: an update. Journal of Insect
Physiology. Oxford.1993;29(3-4):113-121.

Mulla MS, Darwazeh HA. New insect growth regulators against flood and stagnant
water mosquitoes-cffects on non target organisms. Mosquitoes News. 1979; 39:746-
755.

Mulla MS, Darwazer HA, Davidson EW, Dulmaghe HT, Singer S. Larvicidal
activity and field efficaccy of Bacillus sphaericus strains against mosquito larvae and
their safety to nontarget organism. Mos. News.1984;44:336-342.

Mulla MS. The future of insect growth regulators in vectors control. Journal of the
American Mosquito Control Association .1995;11:269-273.

Mulla S, Usavadee T, Apiwat T, Jakkrawarn C, Tianyun S. Emergence of resistance
and resistance management in field populations of tropical Culex quinguefasciatus to



the microbial control agent Bacillus sphaericus. Journal of the American Mosquito
Control Association.2003;19(1):39-46.

Nicolas L, Hamon S, Franchon E, Sebald M, de Barjac H. Partial inactivation of the
mosquiticidal of Clostridium bifermentans serovar malaysia by extracellular
proteinases. Applied Microbielegy Bietecmology. Berlin. 1990;34:36-41.

Nicolas L, Charles JF, de Barjac H. Clostridium bifermentans serovar malaysia:
characterization on putative mosquito larvicidal proteins. FEMS Microbiol.
Lett.1993;113:23-28.

Nilsen-LeRoux C, Charles JF, Thiéry I, Georghiou GP. Resistance in a laboratory
population of Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidac) to Bacillus sphaericus
binary toxin is due to a change in the receptor on midgut brush-border membranes.
Eur. J. Biochem. 1995;228:296-210.

Novartisfarma [homepage na internet]. S30 Paulo; 2006. [acesso em 13 de janeiro de
2006]. Disponinel em: http://www.novartisfarma.com.br/products/pt/ah/biflex_
80_sc. pdf.

Oliveira-Filho AM. Chagas’s disease and its control. Public Health. 1988;6:31-35.

Omoto C. Modo de agdio dos inseticidas e resisténcia de insetos a inseticidas. In:
Guedes JC; Costa ID; Castaglioni E.[eds]. Bases e técnicas de manejo de insetos.
Depto. Defesa Fitosanitdria. Univ. Federal de Santa Maria, Sta. Maria, RS.2000:30-
49.

Oppenoorth FJ. Biochemical and genetic in insecticide resistence. In. Kerkut GA.
Gilbert LI [eds]. Comprehensive Insect Physiology Biochemistry and
Pharmacelegy.1985;12:731-73.



97

Orihel TC. Filariae. In:Beaver PC & Jung RC. Animals agentes and vectors of
human disease.5" ed. Philadeiphia, Lea ¢ Febiger.1985;12:171-91.

Ottesen EA, Ramachandran CP. Lynphatic filariasis, enfection and desease:control
strategies. Parasitol. Today.1995;11:129-31.

Palchick S. Chemical control of vectors in: The Biology of Desase Vectors.
University Press of Colorado, 1996.

Pasteur N, Isek A, Georghiou GP. Genetic and biochemical studies of the highly
active esterases A and B associated with organophosphate resietence in mosquitoes
of the Culex pipens comples. Biochem. Genet.1981;10:909-19.

Pasteur N, Georghiou GP. Filter paper test for rapid determination of phenotypes
with high esterase activity in organophosphate resistance mosquitos. Mesquito
News.1981;41:181-183.

Peferoen M. Insect control with transgenic plants expressing Bt crystal proteins. In:
Carozzi N; Koziel M.[ed]. Advances in insect control: the role of tramsgemic
plants. London:Taylor & Francis.1997: 21-48.

Peiris HTR, Hemingway J. Characterization and inheritance of elevated esterases in
organophosphorus and carbamate insecticide resistance Culex quinqguefasciatus
(Diptera: Culicidae) from Sri Lanka Bull. Entomeol. Res. 1993;83:127-132.

Pizarro APB, Oliveira-Filho AM, Parente JP, Melo MTV, dos Santos E, Lima PR. O
aproveitamento do residuo da indistria do sisal no controle de larvas de mosquitos.
Rev. Bris. Méd. Trop. jan-fev. 1999;32(1):23-29.

Plapp FW. Pest management strategies and insecticidde resistence. Proceedings of
the National Conf. On Urbaa Eatomology — University of Mayland, USA.1986.



Polanczyk RA. Garcia MO.Alves SB. Potential of Bacillus thuringiensis israelensis
Berliner for controlling Aedes aegypti. Rev. Saiide Péblica. 2003;.37(6):813-816.

Poncet S, Bemard C, Dervyn E. Improvement of Bacillus sphaericus toxicity against
Diperan larvae by integration, via homolugus recombination, of the Cry 11 toxin
gene from Bacillus thuringiensis subs. israelensis. Apll. Environ. Microbiol.1997;
63:4413-4420.

Priest FG. Biological control of mosquitos and other biting flies by Bacillus
sphaericus and Bacillus thuringiensis. J. Appl. Bacterial. 1992;72:357-369.

Rachou RG. Transmissores da filariose bacroftiana no Brasil. Rev. Brés. Malariol.
Doengas. Trop.1956;8:267-8.

Rao DR, Mani TR, Rajendran RJ, Joseph AS, Gajanana A, Reuben R. Develepment
of a high level of resistance to Bacillus sphaericus in a field population of Culex
quinquefasciatus from Kochi, India. Journal of American. Mosquito Control
Association.1995;11:1-5.

Regis L, Ninsen-LeRoux C. Management of resistance to bacterial vector control.
In: JF Charles, Entomopatogenic Bacteria: from Laboratory to Field Application,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 2000:419-441.

Reisen WK, Milby MM, Presser SB, Hardy JL. Ecology of mosquitoes and st. Louis
encephalitis virus in Los Angeles Basin of California, 1987-1990. J. Med. Entomol.
1992;29(4):582-98.

Rembold, H.; Inseticides of Plant Origin. ACS Symp. Ser. 1989; 387:150.
Report of an Ad Hoc Panel of the Board of Science and Technology for Intemational

Development. NEEM. A Tree For Solving Global Problems. National Research
Council, National Academy Press, Washington, D.C. 1992:139.



Richardson RJ. Toxicology of the nervous system. In. Reeves AL. Toxicology:
principles and practice. Vol.1. John Wiley & Sons, USA, 1981.

Rodcharoen J, Mulla MS. Resistance development in Culex quinguefasciatus
(Diptera: Culicidae) to Bacillus sphaericus. J. Econ. Entomol. 1994; 87:1133-1140.

Rodriguez M, Ortiz E, Bisset JA, Hemingway J, Saledo E. Changes in malathion and
pyrethroid resistance after cypermethrin selection of Culex quinquefasciatus field
populations of Cuba. Med. Vet. Entomol.1993;7:117-121.

Rodriguez HC. Efeito de extratos aquosos de Meliaceae no desenvolvimento de

Spodoptera frugiperda (JLE. SMITH, 1797) (Lepidéptera: Nocctuidae).
Piracicaba.[Dissertaciio de Mestrado —“USP].1995:100p.

Rose RI. Pesticides and public health: integrated methods management. Emerg.
Infec. Dis. 2001;7(1):17-23.

Roush RT, Miller GL. Considerations for design of insecticide resistance monitoring
programs. Journal of Economic Entomelogy.1986;79(2):293-98.

Rozendaal JA. Vector control methods for use by individuals and comnunities.
Genebra: World Health Organization.1997.

Ruas- Neto AL, Silveira SM, Colares ERC. Mosquito controle based on larvicides in
the state of Rio Grande do Sul, Brazil: choice of the control agent. Cad. Sadde.
Piéblica. Rio de Janeiro,1994;10(2)222-230.

Saito ML, Luchini F. Substiincias obtidas de plantas e a procura por praguicidas
eficientes e seguros ao meio ambiente. Jaguariina: EMBRAPA-CNPMA,

1998.46p.



100

Salles JF, Baldani JI. Bacillus thuringiensis como agente de controle bioldgico.
Seropédica: Embrapa. Agrobiologia, nov; 1998.31p.(Embrapa-CNPAD).
Documento 54).

Sanchis V, Lereclus D, Menou G, Chaufaux J, Lecadet MM. Multiplicity of d-
endotoxins genes with different insecticidal specifities in Bacillus thuringiensis
aizawai 7.29. Molecular Microbiology. 1998;2(2):393-404.

Santos JRH, dos Gadelha JWR, Carvalho ML, Pimentel JVF, Jilio PVMR. Controle
alternativo de pragas e doencas. Fortaleza:UFC,1998:216p.

Schaefer CH. A practical evaluation of TH-6040 (Dimilin) as a mosquito control
agent in California. Journal of Economic Entomelogy. 1975;28:183-185.

Schmutterer H. Potencial of Azadirachtin containing pesticides for integrated pest
control in developing and industrialized countries. Journal of Insect
Physiology.1988;34(7):713-719.

Schnepf HE. Bacillus thuringiensis toxins: regulation, activities and structural
diversity. Current Opaion in Biotechnology. Philadelphia. 1995;6:395-312.

Schnepf E, Crikmore N, Van Rie J, Lereclus D, Baum J, Feitelson J, Zeigler DR,

Dean DH. Bacillus thungiriensis and its pesticidal cristal proreins. Microbiology
and molecular biology Revews. 1998;2(3):775-806.

Schofield CJ. Environmental change description or prediction? Ann. Soc. Belge.
Med. Trop.1990;70:1-3.

Scott JG. Cytochromes P450 and insecticides resistence. Insect. Biochem. Mol.
Biol.1999;29(9):757-77.



101

SeghnlSS,PiHaiM(.Pmﬁminarysmdiesondwchemicalmnmofmosqlﬁto-
breeding waters in Delhi. Bull World Health Organ.1970;42(4):647-50.

Segnini SE, Scorza JU, Afiezn N. Variaciones diurnas de algunos factores fisico-
quimico en un criadero de larvas de Anopheles nuReztovari. Gabaldon, 1940.
Bol.Dir.Malariol.Saa.Amb. 1979;19:1-19.

Severini C, Romi R, Marinucci M, Raymond M. Mechanisms of insecticide
resistance in field populations of Culex pipens From Italy.J. Am. Mosq. Control
Ass.1993;9(2):164-168.

Siegel J, Shadduck J. Safety of microbial insecticides to vertebrates-humans. In:
Laird M; Lacey L; Davidson E.[eds]. Safety of Microbial insecticides. CRC Press,
Boca Raton. 1990:110-113.

Silva JJ, Mendes J. Effect of diflubenzuron on stages of Hematobia irritans (L.)
(Diptera, Muscidae) in Uberldndia, State of Minas Gerais, Brasil. Memérias do
Institute Oswaldo Cruz.2002; 97:679-682.

Silva-Filha MH, Regis L, Nilsen-LeRoux C, Charles JF. Low level resistance to
Bacillus sphaericus in a field treated population of Culex quinquefasciatus. Journal
of Economic Entomology.1995;88:525-530.

Silva SF, Dias DGS, Martins ES, Soares CMS, Dias JMCS, Monnerat RG.
Prospecgdo de Estirpes de Bacillus sphaericus toxicas contra Aedes aegypti e Culex
quinguefasciatus. Boletim de Pesquisa ¢ Desenvolvimento / Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. 2002;(31):24.

Sinegre G, Babinot M, Quermel JM, Gavan B. First field occurrence of Culex
Ppipens resistance to Bacillus sphaericus in southern France, in Proceeding of Iith
European Meeting of Society for Vector Ecology, Barcelona, Spain.1994:17.



102

Singer S. Introduction to study of Bacillus sphaericus as a8 mosquito control agent.
In: de Barjac H; Sutherland DJ.[eds]. Bacterial control of mosquitoes and black flies.
New Bruaswick, NJ: Rutgers. Univ. Press.1990:221-227.

Stone, R. Science 1992;255:1070.

Straskraba M, Tundisi JG. Gerenciamento da qualidade de represas. Diretrizes para
o gerenciamento de lagos.v 9.S30 Carlos: ILEC/IIE, 2000.

Surtees G. Urbanization and the epidemiology of mosquito-borne disease. Abstr.
Hyg. 1971;46(2):121-134.

Tailor R, Tippet J, Gibb G, Pells S, Pike D, Jordan L, Ely S. Identification and
characterisation of a novel Bacillus thuringiensis 8-endotoxin gene entomolcidal to
coleopteran and lepidopteran larvae. Molecular Microbiology, Oxford,
1992;6:1211-1217.

Taylor P. Anticholinesteras agents. In. Goodman AG; Rail TW; Nies AS; Taylor P.
The pharmacological basis of therapeutics. 8* ed. Pergamon Press, USA; 1990.

Thanabalu T, Hindley J, Jackson-Yap J, Berry C. Cloning sequencing and expression
of gene encoding a 100-kilodalton mosquiticidal toxin from Bacillus sphaericus SSII
1. Journal of Bacterielogy. Washington, DC. 1991;173:2776-278S5.

Thomann RV, Mueller JA. Principles of surface water quality modeling and control.
New York; Harper & Row, Publishers; 1987. 327 p.

Timbrell J. Principles of Biochemical Toxicology. 3rd ed., Taylor & Francis,
London. (2000).



103

Urbinatti PR, Sendacz S, Natal D. Imaturos de mosquitos (Diptera: Culicidae) em
parque de 4rea metropolitana aberto a visitagio publica. Ver. Satde.
Pibl.35(5):2001.

Valadares-Inglis MCC, Souza MT, Shiler W. Engenharia genética de
microrganismos agentes de controle biolégico.In: Melo IS; Azevedo JL.
[ed].Controle Biolégico. EMBRAPA. Jaguariina.1998;102-225.

Van Rie J.,Mc Gaughey W, Johnson D, Barnette D.,Van Mellaert TH. Mechanism of
resistance to the microbial insecticide Bacillus thuringiensis. Science.1989;247:72-
74.

Vendramim JD. Uso de plantas inseticidas no controle de pragas. In: II Ciclo de
Palestra sobre Agricultura Orgénica. Fundac#io Cargil. 1997:64-69.

Vieira CP, Fernandez BJ. Plantas inseticidas. In: Simdes CM et al.(org).
Farmacognosia-da Planta a0 medicamento. Porto Alegre — Florianépolis:UFRGS-
UFSC.1999:739-754.

Vilarinhos PTR, Dias JMCS, Andrade CFS, Aragjo-Coutinho CJPC. Uso de
bactérias para o controle de culicideos e simulideos. In: Alves SB. Controle
microbiano de insetos. Piracicaba: Fundac#io de Estudos Agraérios Luiz de
Queiroz.1998:447-80.

Waliszewski SM, Gémez-Arroyo S, Infanzon RM, Villalobos-Pietrini R, Hart MM.
Comparision of organochlorine pesticide levels between abdominal and breast
adipose tissue. Bull. Envirea. Contam. Texicol. 2003;71(1):156-62.

Ware GW. The Pesticides Book. Thomson Publications, Fresno, CA.1994,340p.



104

Ware GW. An introduction to inseticides (3™ edition) — University of Minnesota,
2000 fon line 10 abril de 2004]. Disponivel em:
http;//ipmworld.umn.edw/chapter/ware.htm

Weiser J. A mosquitoe-virulent Bacillus sphaericus in adult Simullium danosum
from northern Nigeria. Zeatralbl Mikrobiol.1984; 139:57-60.

Wickremesinghe RSB, Mendis CL. Bacillus sphaericus spore from Sri Lanka
demonstrating rapid larvicidal activity on Culex quinquefasciatus. Mosq.
News.1980;40:387-389.

Williams CM. The juvenile hormone of insects. Nature,1956;178:212-213.

Wirth MC, Federici BA, Walton WE. CytlA from Bacillus thuringienis synergizes
activity of Bacillus sphaericus against Aedes aegypti. Appl. Environ. Microbiol.
2000a.;66:1093-1097.

Wirth MC, Walton WE, Federici BA. Cyt1A from Bacillus thuringiensis Restores

Toxicity of Bacillus sphaericus against resisten Culex quinquefasciatus (Diptera:
Culicidae). J. Med. Entomel.2000b;37:401-407.

Wirth MC, Walton WE, Federici BA. Cytl1A from Bacillus thuringiensis restores

toxicity of Bacillus sphaericus in Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae).
J.Med. Eatomol.2000c;37:401-401.

Wirth MC, Jiannino JA, Federici BA, Walton WE. Evolution of resistance to
Bacillus sphaericus or a mixture of B. sphaericus + CytlA from Bacillus
thuringiensis in the moqgsuito Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae). J.
Invertebrate Pathology. 2005;88:154-162.

World Health Organization. 7th report of the world healt expert committee on
insectides. Technical Report Series, 125. Geneve, 1957.



105

World Health Organization. Chemical methods for the comtrol of vectors and
pests of public health importance. Chavesse DC & Yap HH Eds,
WHO/CDT/WHOPES. Geneva, 1987.

World Health Organization. Expert committee on filariasis, 5™ Lynphatic filariasis:
the disease and it's comtrol:report. Geneva,1992 (WHO-Technical Reports
Series,821).

World Health Organization. Vector resistence to pesticides. Expert Committe on
Vector Biology and Control: 818° report. Genebra, World Health Organization
(WHO - Techinical Report Series), 1992.

World Health Organization. Lynphatic filariasis infection & desease control
strategies. Report of a consultative meeting at the University Sains Malaysia.
Penang.1994.

Yamamoto T, Dean DH. Inseticidal proteins produced by bacteria pathogenic to
agriculturas pests. In: Charles JF; Delécluse A; Nilsen-LeRoux Cled].
Entomophatogenic bacteria: from Isboratory to field aplication. Netherlands:
Kluwer Academic Publishers.2000;81-100.

Yuan Z, Zhang Y, Cai Q, Liu Ey. High-level field resistance to Bacillus sphaericus
C3-41 in Culex quinquefasciatus from southern China. Sci.& Technol.2000:10(in
press).

Yousten AA, Davidson EW. Ultrastructural analysis of spores and parasporal crystal
formed by Bacillus sphaericus 2297. Appl. Environ. Microbiol. 1982;44:1449-
1455.

Zahiri NS, Federici B, Mulla S. Laboratory and simulated field evaluation of a new
recombinant of Bacillus thuringiensis ssp. israelensis and Bacillus sphaericus



106

against Culex mosquito larvae (Diptera: Culicidac). Jourmal of Medical
Eatemology. 2004;41(3):423-429.

Zanno PR, Miura 1, Nakanishi K, Elder DL. J. Am. Chem. Soc. 1975;97: 1975.

Zhang L, Harada K, Shono T. Cross resistance to insect grownth regulators in
pyriproxyfen-resistant housefly. Apply. Entomeol. Zool.1998;33:195-197.



	MTR_1460 -001
	MTR_1460 -002
	MTR_1460 -003
	MTR_1460 -004
	MTR_1460 -005
	MTR_1460 -006
	MTR_1460 -007
	MTR_1460 -008
	MTR_1460 -009
	MTR_1460 -010
	MTR_1460 -011
	MTR_1460 -012
	MTR_1460 -013
	MTR_1460 -014
	MTR_1460 -015
	MTR_1460 -016
	MTR_1460 -017
	MTR_1460 -018
	MTR_1460 -019
	MTR_1460 -020
	MTR_1460 -021
	MTR_1460 -022
	MTR_1460 -023
	MTR_1460 -024
	MTR_1460 -025
	MTR_1460 -026
	MTR_1460 -027
	MTR_1460 -028
	MTR_1460 -029
	MTR_1460 -030
	MTR_1460 -031
	MTR_1460 -032
	MTR_1460 -033
	MTR_1460 -034
	MTR_1460 -035
	MTR_1460 -036
	MTR_1460 -037
	MTR_1460 -038
	MTR_1460 -039
	MTR_1460 -040
	MTR_1460 -041
	MTR_1460 -042
	MTR_1460 -043
	MTR_1460 -044
	MTR_1460 -045
	MTR_1460 -046
	MTR_1460 -047
	MTR_1460 -048
	MTR_1460 -049
	MTR_1460 -050
	MTR_1460 -051
	MTR_1460 -052
	MTR_1460 -053
	MTR_1460 -054
	MTR_1460 -055
	MTR_1460 -056
	MTR_1460 -057
	MTR_1460 -058
	MTR_1460 -059
	MTR_1460 -060
	MTR_1460 -061
	MTR_1460 -062
	MTR_1460 -063
	MTR_1460 -064
	MTR_1460 -065
	MTR_1460 -066
	MTR_1460 -067
	MTR_1460 -068
	MTR_1460 -069
	MTR_1460 -070
	MTR_1460 -071
	MTR_1460 -072
	MTR_1460 -073
	MTR_1460 -074
	MTR_1460 -075
	MTR_1460 -076
	MTR_1460 -077
	MTR_1460 -078
	MTR_1460 -079
	MTR_1460 -080
	MTR_1460 -081
	MTR_1460 -082
	MTR_1460 -083
	MTR_1460 -084
	MTR_1460 -085
	MTR_1460 -086
	MTR_1460 -087
	MTR_1460 -088
	MTR_1460 -089
	MTR_1460 -090
	MTR_1460 -091
	MTR_1460 -092
	MTR_1460 -093
	MTR_1460 -094
	MTR_1460 -095
	MTR_1460 -096
	MTR_1460 -097
	MTR_1460 -098
	MTR_1460 -099
	MTR_1460 -100
	MTR_1460 -101
	MTR_1460 -102
	MTR_1460 -103
	MTR_1460 -104
	MTR_1460 -105
	MTR_1460 -106
	MTR_1460 -107
	MTR_1460 -108
	MTR_1460 -109
	MTR_1460 -110
	MTR_1460 -111
	MTR_1460 -112
	MTR_1460 -113
	MTR_1460 -114
	MTR_1460 -115
	MTR_1460 -116
	MTR_1460 -117
	MTR_1460 -118
	MTR_1460 -119
	MTR_1460 -120

