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Comparacdo in vitro entre duas técnicas para avaliacao
da eficacia de inseticidas em Musca domestica

Introducao

A ordem diptera constitui uma das maiores ordens da classe insecta, onde estao
descritas cerca de 120.000 espécies holometabdlicas, as quais apresentam
estadgios de ovo, larva pupa e adulto. Embora a maioria das espécies seja
inofensiva para o homem e animais, é considerado o grupo mais importante sob o
ponto de vista médico-veterindrio, causando imensos prejuizos a pecudria e a
saide humana em todo o mundo (GUIMARAES et al; 2001).

Dentre os dipteros, a Musca domestica (Muscidae) é uma das espécies de maior
importancia sanitaria em decorréncia de seu carater sinantrépico, capacidade de se
adaptar em diferentes ambientes e se desenvolver em diferentes substratos
organicos, além de atuar como vetor mecéanico de uma série de agentes patogénicos,
transportando oocistos e trofozoitos de protozodrios, ovos de helmintos e bactérias
(WALLACE, 1971; MARKUS, 1980; KASPRZAK; MAJEWSKA, 1981; AKINBOADE,
et al., 1984; UMECHE; MANDAH, 1989; GRACZYK et al., 1999).

O controle deste inseto é realizado quase que exclusivamente com inseticidas o que
tem levado ao desenvolvimento da resisténcia as principais classes de inseticidas
utilizados. Avaliacdo da eficacia de inseticidas em populacdes de moscas resistentes é
realizada por meio de bioensaios tanto em campo como em laboratério. Em geral, os
bioensaios para avaliacdo de inseticidas utilizam como modelos biolégicos espécies de
diptera, em funcao da facilidade de criacéo, rapida obtencdo de geracdes e respostas
nos resultados. No Brasil, muitos autores tém realizado avaliacdes de resisténcia em
Haematobia irritans para piretréides e organofosforados pelo método do papel filtro
impregnado (SAUERESSIG; BARROS, 2003; BRAGA; BARROS, 2004; OLIVEIRA et
al., 2006; BARROS et al., 2007), sendo este um teste de facil aplicacdo em campo.

O objetivo desse trabalho foi analisar duas metodologias diagndsticas para
avaliacao in vitro da eficacia do inseticida organofosforado, diazinon, em moscas:
papel filtro impregnado e aplicacdo tépica de inseticidas. Para tanto, foi utilizado
como modelo biolégico nesta avaliacao a espécie M. domestica, por se tratar de
uma espécie de facil manutencao e multiplicacdao em laboratério, além de ser um
importante inseto sinantrépico de interesse médico-veterinario.

Material e métodos

O experimento foi realizado com moscas oriundas de colénia estoque de Musca
domestica estabelecida no laboratério de Entomologia da Embrapa Rondénia. A
colonia foi estabelecida a partir de espécimes capturados a campo, com auxilio de
rede entomoldgica, mantidos em gaiolas teladas, alimentadas com uma mistura de
leite em pdé e acucar (proporcdo de 1:1) e agua. Diariamente, foram retiradas as
posturas e colocadas em frascos de vidro com meio de criacdo para a fase larvar
(cana-de-acucar, farelo de trigo e farinha de carne, umedecida com 4&gua).
Posteriormente, as pupas foram retiradas e colocadas em placas, as quais
permaneceram em gaiolas para a emergéncia dos adultos. Todas as fases evolutivas
da coldnia permaneceram sob condicdes naturais de umidade e temperatura.

Foram realizados bioensaios pelo método de papel filtro impregnado e de aplicacao
tépica utilizando-se o inseticida organofosforado diazinon (O,0-dietil-O-(2-isopropil-4-
metil 6 - pirimidil) fosforotionato) em grau técnico, o qual foi diluido em acetona P.A.
para obtencdo das seguintes concentracdes: 0,013; 0,05; 0,2; 0,8; e 3,2 ug/ cm?.
Para ambos bioensaios o grupo controle foi avaliado somente com acetona.
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Comparacdo in vitro entre duas técnicas para avaliacdo da eficacia de inseticidas em Musca domestica

O método de papel filtro impregnado foi realizado
conforme foi proposto por Sheppard e Hinkle (1987)
e os kits inseticidas produzidos de acordo com
Barros et al. (2002), no laboratério de Sanidade
Animal da Embrapa Rondénia. Apds a impregnacao
do papel filtro com as diferentes concentracdes dos
inseticidas e montagem nas placas de Petri, os kits
foram armazenados em geladeira (4 °C a 8°.C) até o
momento da utilizacao.

Para o teste de aplicacao tépica foram preparados
dispositivos plasticos cilindricos com cerca de 20 cm
de comprimento e 10 cm de didmetro, onde as
extremidades abertas foram vedadas com tecido de
algodao preso com liga de borracha. As mesmas
diluicOes utilizadas para a impregnacao do papel filtro
foram utilizadas para a aplicacdao tépica, as quais

Figura 1. Gaiola de criacdo.
remocdo das gaiolas.

impregnado. tépica.

Apdés a aplicacdao toépica, as moscas foram
transferidas ainda imobilizadas pelo frio para os
dispositivos plasticos (Figura 7). Tanto as placas de
Petri quanto os dispositivos plasticos foram
alocados em camaras climatizadas tipo BOD a 25°
+ 1 °C e 90% de umidade (Figura 8). Foram
realizadas trés leituras para avaliacdo da eficacia e
comparacao dos bioensaios, sendo estas: 30
minutos, duas e oito horas apds a realizacdo dos
testes com as diferentes concentracdes inseticidas.
A leitura aos 30 minutos foi para verificar se nao
houve morte das moscas em decorréncia da
imobilizacao pelo frio ou por esmagamento durante
a distribuicao na placa.

Figura 2. moscas nos frascos plasticos apds a

Figura 4. placas de Petri coﬁ1 papel filtro Figura 5. Diluicoes para teste de aplicacao

Foto: Maiara Maira Lanzoni

foram armazenadas em microtubos de polipropileno
para centrifuga com volume de 1,5 mL e também
mantidas na geladeira até a realizacdo do bioensaio.

Os bioensaios foram realizados simultaneamente,
onde cada diluicao da solucédo inseticida foi testada
em grupos de 10 moscas, geracao F4, com
repeticao em triplicata. As moscas foram removidas
das gaiolas de criagdo com auxilio de um
miniaspirador de pd, acondicionadas em frascos
plasticos tampados, colocados no congelador por
dois minutos para imobilizacdo das moscas. As
moscas foram distribuidas nas placas de Petri com
papel filtro impregnado para que cada espécime
recebesse uma aplicacdo de 3ul de solucéo
inseticida sobre o térax, realizada com auxilio de
uma micropipeta automatica (Figuras 1-6).

Foto: Maiara Maira Lanzoni
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Figura 6. Aplicacdo tépica do inseticida.

Figura 8. Dispositivos e placas na BOD.

Foto: Maiara Maira Lanzoni

Foto: Maiara Maira Lanzoni
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Figura‘7. Dispositivos plasticos.
Considerou-se que moscas sem condicOoes de véo
seriam contabilizadas como mortas. As moscas que
sobreviveram nos bioensaios de aplicacao tdpica e
do papel impregnado foram consideradas como
resistentes a solugcdo inseticida na concentracao
avaliada.

A partir do nimero de moscas mortas e vivas, em
cada bioensaio, foi obtida a porcentagem de
mortalidade para cada concentracdo e repeticao,
sendo realizado o célculo da concentracao letal 50 e
90 (CL50 e CL90) utilizando-se o programa Graph
Pad Prism 5.01. Para o célculo da CL50 e CL90 por
meio do programa estatistico foi realizada a
transformacao logaritimica da porcentagem de
mortalidade das moscas [Log(x)]. Tendo em vista
essa  transformacao, 0 programa também
transforma as concentracdes dos inseticidas e para
efeito de célculo o controle foi considerado com
uma concentracdo de 0,00001 ug/ cm? (1.0 x 107°)
gque €é a mais baixa concentracdo aceita pelo
programa. A partir da transformacao logaritimica,
seguida de normalizacdao dos dados foi feita a
regressao nao linear da curva de dose X resposta.

Resultados e discussao

Os resultados obtidos para as CL50 e CL90 de cada
teste sao apresentados na Tabela 1. Observou-se
gue no método de aplicacado tépica as CL50 e CL90
foram menores do que no método do papel filtro
impregnado. Nos dois métodos verificou-se
diminuicdao nas CL50 e CL90 entre as duas leituras -
duas e oito horas, provavelmente causada pelo
tempo de exposicdo das moscas ao inseticida.

No Brasil, muitos bioensaios sao realizados para
verificacdo da eficAcia de novos compostos e
deteccao da resisténcia a inseticidas. A maior parte
destes estudos avalia a resisténcia inseticida para
piretréides e organofosforados em mosca-dos-chifres
(H. irritans) e sao realizados em campo, utilizando-se o
método do papel filtro impregnado (SAUERESSIG;
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BARROS, 2003; BRAGA; BARROS, 2004; OLIVEIRA
et al., 2006; BARROS et al., 2007). Este método
apresenta mais praticidade sobre o de aplicacao tépica
para ser executado em campo, pois, os kits com
diferentes  concentracoes sdo preparados no
laboratério e podem ser levados sob refrigeracao para
o local em que se avaliara a populacao alvo de estudo.

Tabela 1. Célculo da concentracédo letal de 50%
(CL50) e 90% (CL90) em Musca domestica para o
inseticida organofosforado diazinon.

Tempo de exposicdo 2 horas 8 horas
Método CL50 CL90 CL50 CL90
Papel filtro impregnado 1,11 69,35 0,279 0,663
Aplicacdo tépica 0,003 0,1 0,0025 0,031

Concentracdo em ug/cm?.
Fonte: Elaborada pelos autores.

O método de aplicacdo tépica tem sido utilizado em
testes laboratoriais por ser mais complexa a sua
execucdao em campo. Chaaban et al. (2005) avaliaram
a susceptibilidade da M. domestica ao organofosforado
0,0-dimetil-S-ftalimidometil ditiofosfato (Phosmet’), que
também demonstrou toxidade em baixas
concentracoes. Santos et al. (2007) testaram em M.
domestica e Stomoxys calcitrans novas moléculas
sintetizadas do grupo dos organofosforados pelo
método de aplicacdo tépica, onde verificaram efeito
inseticida sobre essas moscas.

De acordo com os resultados obtidos pelos dois
métodos por meio da determinagdao das CL50 e
CL90 pode-se concluir que o método da aplicacao
tépica foi mais sensivel do que o do papel filtro
impregnado, em decorréncia das menores CL50 e
CL90, sendo mais indicado para avaliagdo in vitro
de eficacia de inseticidas em moscas oriundas de
col6nias estabelecidas em laboratério.
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