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RESUMO 

 

Os mosquitos são conhecidos por transmitir doenças como malária, dengue, Zika, 

febre amarela e Chikungunya. Uma das formas mais eficazes de combater as populações de 

mosquitos antes que se reproduzam e transmitam doenças é através da utilização de larvicidas. 

Muitas pesquisas têm se concentrado no desenvolvimento de novos compostos larvicidas mais 

eficazes e menos prejudiciais ao meio ambiente e organismos não-alvo. Nesse contexto, esta 

tese de doutorado investigou os efeitos de sais imidazólicos como uma nova classe de 

compostos larvicidas para mosquitos. Os resultados indicaram que os sais imidazólicos são 

altamente eficazes como larvicidas para Culex quinquefasciatus e seguros para organismos não-

alvo testados. Além disso, foram examinados os efeitos desses compostos na microbiota 

bacteriana em de larvas Aedes aegypti e Aedes albopictus de campo, o que pode levar a novas 

estratégias de controle de mosquitos no futuro. Foi desenvolvido um formulado com base em 

sais imidazólicos e sua eficácia foi testada em diferentes temperaturas e em ensaios simulados 

de campo, demonstrando que é eficaz em diferentes condições ambientais. Em resumo, esta 

pesquisa destaca a importância do desenvolvimento de novos compostos larvicidas para o 

controle de mosquitos, especialmente aqueles que são vetores de doenças. Os sais imidazólicos 

são uma classe promissora de compostos larvicidas, com eficácia e segurança demonstradas em 

testes em larvas de mosquitos e organismos não-alvo. Eles têm o potencial de se tornarem uma 

importante ferramenta no controle de mosquitos e na prevenção da transmissão de doenças por 

esses vetores. 
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ABSTRACT 

 

Mosquitoes are known to transmit diseases such as malaria, dengue, Zika, yellow fever, and 

Chikungunya. One of the most effective ways to combat mosquito populations before they 

reproduce and transmit diseases is using larvicides. Many research studies have focused on 

developing new, more effective, and less harmful larvicidal compounds for the environment 

and non-target organisms. In this context, this doctoral thesis investigated the effects of 

imidazole salts as a new class of larvicidal compounds for mosquitoes. The results indicated 

that imidazole salts are highly effective as larvicides for Culex quinquefasciatus and safe for 

tested non-target organisms. In addition, the effects of these compounds on the bacterial 

microbiota of field Aedes aegypti and Aedes albopictus larvae were examined, which may lead 

to new mosquito control strategies in the future. A formulated product based on imidazole salts 

was developed and its efficacy was tested at different temperatures and in simulated field 

assays, demonstrating effectiveness in different environmental conditions. In summary, this 

research highlights the importance of developing new larvicidal compounds for mosquito 

control, especially those that are disease vectors. Imidazole salts are a promising class of 

larvicidal compounds, with efficacy and safety demonstrated in tests on mosquito larvae and 

non-target organisms. They have the potential to become an important tool in mosquito control 

and the prevention of disease transmission by these vectors. 

 

 

 

 

 

1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology – Instituto de Ciências Básicas da Saúde, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (116 p.) march, 2023.  



ix 

SUMÁRIO 

 

 

1. INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 3 

1.1 Objetivo Geral ....................................................................................................... 3 

1.2 Objetivos Específicos ............................................................................................ 3 

3. REVISÃO DA LITERATURA ............................................................................ 4 

3.1      O gênero Aedes .................................................................................................... 4 

3.2     O gênero Culex ..................................................................................................... 9 

3.3     Importância epidemiológica dos insetos vetores .............................................. 10 

3.4     Controle de Vetores ............................................................................................ 11 

3.6     Sais imidazólicos ................................................................................................. 15 

3.7     Microbiota em vetores ........................................................................................ 17 

 REFERÊNCIAS ................................................................................................. 22 

4. CAPÍTULO I: Imidazolium salts influence Aedes aegypti and Aedes albopictus 

larval-associated microbiota .............................................................................. 32 

5. Capítulo II - Imidazolium salts are effective for the control of Culex 

quinquefasciatus larvae and demonstrate low impact on non-target organisms

 ............................................................................................................................... 63 

6. Capítulo III - Desenvolvimento e eficácia de um novo larvicida para o controle de 

populações de mosquitos vetores de doenças .................................................... 85 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS ........................................................................... 101 

 

 

 

  



x 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 Página 

Tabela 1. Principais formas de resistência, seu mecanismo e os compostos que as 

provocaram em insetos 

15 

CAPÍTULO II  

Table 1. Lethal concentration values of Cx. quinquefasciatus larvae exposed to 

IS. 

72 

 

 

 

 

 

 

  



xi 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

 Página 

Figura 1. Desenvolvimento geral de mosquitos holometabólicos 4 

Figura 2. Fêmea de Aedes aegypti realizando o repasto sanguíneo 7 

Figura 3. Forma adulta do mosquito Aedes albopictus 8 

Figura 4. Mosquito adulto de Culex quinquefasciatus em pouso 9 

Figura 5. Bactérias albergadas e compartilhadas entre mosquitos de importância 

em saúde pública 

18 

CAPÍTULO I  

Figure 1. Bacterial abundance at the phylum level of Ae. albopictus and Ae. 

aegypti in the control (water) and exposed (C18MImCl) groups. 

40 

Figure 2. Heatmap diagram of bacterial abundance at the genus level of Ae. 

albopictus and Ae. aegypti in the control (not exposed) and exposed (C18MImCl) 

groups. 

42 

Figure 3. Alpha-diversity (Observed richness, Shannon and Chao1 index) 

analyses of bacterial microbiota in Ae. albopictus and in Ae. aegypti larvae in the 

control (not exposed) and exposed (C18MImCl) groups. 

43 

Figure 4. Nonmetric multidimensional scaling plots of beta diversity measures 

across developmental stages for each treatment group by Bray-Curtis 

dissimilarity for larvae of Ae. albopicuts and Ae. aegypti exposed and not 

exposed (control) to C18MimCl. 

44 

Figure 5.  Scatter plots of significant different metabolic pathways for Aedes 

albopictus and Aedes aegypti 

46 

CAPÍTULO II  

Figure 1. Percentage of mortality after 24 h and accumulated mortality after 48 h 

of Cx. quinquefasciatus larvae exposed to C18MImCl and C16MImMeS. 

71 

Figure 2. Means and standard deviations of hypocotyl and radicle sizes and 

germination rate of L. sativa plants exposed to C18MImCl and C16MImMeS 

74 

Figure 3: Cytotoxicity of C18MimCl and C16MimMeS for V79 cell line 

determined by MTT assay and SRB assay after 24 hours of exposure. 

75 

Figure 4: Cytotoxicity of C18MimCl and C16MimMeS for HaCat cell line 

determined by MTT assay and SRB assay after 24 hours of exposure 

76 

CAPITULO III  

Figura 1. Mortalidade larvas de Aedes aegypti expostas a diferentes 

concentrações do formulado a base de um sal imidazólico em diferentes 

temperaturas após 24 horas e 48 horas. 

91 

Figura 2. Mortalidade absoluta de larvas de Aedes aegypti expostas a três 

concentrações do novo formulado a base de sais imidazólicos em condições 

simuladas de campo. 

95 

 

 

  

  



xii 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

+ssRNA Genoma de ácido ribonucleico de senso positivo de cadeia simples 

16S rRNA Ácido ribonucleico ribossômico 16S 

18S rRNA Ácido ribonucleico ribossômico 18S 

AChE Acetilcolinesterase 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

ASV Sequências variantes 

ATR-FTIR Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier de reflexão 

atenuada 

BSA Albumina de soro bovino 

CehA Carbaril hidrolase 

CL Concentração letal 

DENV Vírus da dengue 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

ESI Equipamento de ionização por eletrospray 

EspA Piretroide esterase 

ICH International Conference on Harmonisation 

IGR Reguladores de crescimento de insetos 

IMD Rota de imunodeficiência 

JAK-STAT Rota Janus quinase/transdutores de sinal e ativadores de transcrição 

L1 Larva de primeiro ínstar  

L2  Larva de segundo instar 

L3 Larva de terceiro instar 

L4 Larva de quarto instar 

MCD Carbofuron hidrolase 

MIV Manejo integrado de vetores 

MTT brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio 

nm Nanômetros  

OECD The Organisation for Economic Co-operation and Development 

OMS Organização Mundial da Saúde  

OPTTS The Office of Prevention, Pesticides and Toxic Substances 

ORF Open reading frame  



xiii 

PCR Reação em cadeia da polimerase 

pH Potencial de hidrogênio 

ppm  Partes por milhão 

PytH Carboxilesterase 

RNA  Ácido ribonucleico 

RNAi Ácido ribonucleico de interferência  

SI Sais imidazólicos 

SRB sulforrodamina B 

VC Capacidade vetorial 

VGSC Canais de sódio dependente de voltagem 

WNV Vírus do Oeste do Nilo 

YFV Vírus da febre amarela 

ZIKV Vírus Zika 

Ig Imunoglobulina 

UFDA Food and Drug Administration 





1 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento e liberação de novos inseticidas são de suma importância 

devido à preocupação mundial em torno de patógenos que são transmitidos por vetores e que 

provocam sérios problemas na saúde pública. Dentre estes patógenos, os arbovírus possuem 

grande impacto, uma vez que causam milhares de mortes todos os anos, e o seu manejo 

depende do controle dos seus vetores (Ducheyne et al., 2018; Kraemer et al., 2019) 

Os mosquitos são vetores de diversos patógenos, e muitos desses agentes 

causadores de doenças dependem exclusivamente desses insetos para sua transmissão 

(Alphey, 2014). Dentre os vetores de maior importância nesse contexto estão o Aedes 

aegypti, Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus. Esses mosquitos estão envolvidos na 

transmissão de doenças como dengue, Zika, febre amarela, no caso do gênero Aedes e 

filarioses para o gênero Culex (Boyer et al., 2018; González et al., 1999), o que os torna 

alvos relevantes para estratégias de controle, seja pela eliminação ou redução de suas 

populações. No entanto, décadas de esforços no manejo desses insetos têm levado à 

resistência a diversos inseticidas químicos e biológicos (Souza-Neto et al., 2019). 

A resistência destes insetos geralmente está associada ao mal uso destes inseticidas, 

além de programas integrados de vetores mal aplicados. No entanto, a microbiota destes 

vetores tem sido correlacionadas com esta resistência, uma vez que as bactérias albergadas 

nos mosquitos é de suma importância na fisiologia, captação nutricional e até impacta na sua 

capacidade vetorial (Minard et al., 2013; Poupardin et al., 2008; Ranasinghe et al., 2021). 

Dessa forma, a busca de novos produtos específicos para organismos alvo e com 

baixo impacto no ambiente devem ser priorizados. Nesse sentido, Goellner et al. (2018) 

demonstraram a eficiência de dois sais imidazólicos (SI): cloreto de 1-metil-3-n-

octadecilimidazólio (C18MImCl) e metanossulfonato de 1-n-hexadecil-3-methylimidazólio 

(C16MImMeS) para controlar larvas de Ae. aegypti. O núcleo neutro de imidazol é universal 

na natureza e desempenha um papel crucial em muitas estruturas e funções dentro do corpo 

humano. O anel imidazólico é o equivalente catiônico do imidazol, sendo que os SI possuem 

uma maior solubilidade em água e a capacidade de interagir com sistemas biológicos 

(Anderson et al. 2010). 

Levando em consideração as regulamentações nacionais e internacionais vigentes, 

o objetivo deste trabalho está sendo avaliar um larvicida para mosquitos que seja eficaz, 

possua baixo impacto ambiental e atenda todas as diretrizes propostas, através de ensaios 

com mosquitos de campo e sua ação na microbiota. Também, elucidar sua ação em outras 
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espécies de mosquito de relevância em saúde pública, analisar a toxicidade em plantas, 

células e mamíferos e realizar estudos de campo com o formulado.  
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2. OBJETIVOS  

 

1.1 Objetivo Geral 

Avaliar a toxicidade dos sais imidazólicos em mosquitos de importância em saúde 

pública, e o impacto desses compostos em organismos não-alvo e na microbiota de larvas com 

a finalidade de desenvolver um novo formulado que atenda às demandas do manejo integrado 

de vetores  

 

1.2 Objetivos Específicos 

1.2.1 Avaliar o impacto dos sais imidazólicos na microbiota de larvas de Aedes 

aegypti e Aedes albopictus, correlacionando com o perfil funcional das 

bactérias. 

1.2.2 Investigar os efeitos letais de sais imidazólicos em larvas de Culex 

quinquefasciatus. 

1.2.3 Verificar os efeitos tóxicos de sais imidazólicos em organismos-não alvo. 

1.2.4 Desenvolver um formulado eficaz a base de uma molécula de sal 

imidazólico. 

1.2.5 Avaliar os formulados com base de sais imidazólicos em ensaios simulados 

de campo em diferentes temperaturas com larvas de Aedes aegypti. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 O gênero Aedes 

 

O gênero Aedes compreende mosquitos pertencentes ao filo Arthropoda, classe 

Hexapoda, ordem Diptera, subordem Nematocera, família Culicidae e subfamília Culicinae 

(Forattini, 2002). Na saúde pública, as espécies de maior preocupação são Aedes (Stegomyia) 

aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894), uma vez que 

determinadas populações desses mosquitos podem atuar como vetores de agentes 

patogênicos de grande relevância, causando doenças como dengue, Zika, Chikungunya e 

febre amarela (Kraemer et al., 2019). O ciclo de vida dos mosquitos é composto por quatro 

fases distintas, caracterizando um ciclo holometábolo (Figura 1). Essas fases incluem ovo, 

larva (com quatro estádios), pupa e adultos. 

 

 

Figura 1. Desenvolvimento geral de mosquitos holometabólicos (Fonte: Fiocruz) 

 

Os ovos do mosquito apresentam forma elíptica com contornos fusiformes e são 

fecundados quando o espermatozoide penetra no cório por meio de uma abertura 

denominada micrópila. As fêmeas depositam os ovos no interior das paredes internas dos 

criadouros, próximos à lâmina d'água. No momento da oviposição, os ovos apresentam 

coloração pálida, mas ao entrarem em contato com o oxigênio, o cório escurece. Após 48 

horas, o embrião se desenvolve, garantindo uma forte resistência à dessecação, o que lhe 

permite sobreviver até um ano em micro-habitats secos. (Rezende et al., 2008; Rotraut A. G. 
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B. Consoli and Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994). 

Após a eclosão dos ovos (auxiliada pelo dente quitinoso na cabeça das larvas de 

primeiro instar), inicia-se o desenvolvimento larval que passa por quatro estádios: L1, L2, 

L3 e L4. As larvas possuem cabeça (1º segmento), tórax (2º segmento) e abdômen (8 

segmentos). Embora sejam aquáticas, as larvas não são capazes de utilizar o oxigênio 

dissolvido na água e, portanto, utilizam uma estrutura denominada sifão respiratório com 

espiráculos. Este sifão respiratório é inserido no último segmento da larva, que é 

diferenciado e chamado de lobo anal. A larva adere-se à lâmina d'água de forma 

perpendicular, permitindo assim, a captação do oxigênio atmosférico. (Forattini, 2002).  

A alimentação das larvas é realizada por meio da contínua filtração de detritos 

presentes no criadouro em que se desenvolvem, que geralmente é composto por algas, 

bactérias, esporos fúngicos e partículas de matéria orgânica. Esse processo de filtração 

ocorre em grandes volumes, chegando a atingir cerca de dois litros por dia por larva. Devido 

à falta de seletividade alimentar, as larvas possuem uma grande quantidade de 

endopeptidases intestinais e apresentam barreiras físicas e/ou fisiológicas que ativam seu 

sistema imunológico inato. (Kumar et al., 2018; Martin et al., 1980; Sharma et al., 1984). 

A importância dos elementos nutricionais para as larvas de mosquito foi descrita 

por Golberg e De Meillon em 1948. Esses estudos indicaram que as larvas necessitam de 

aminoácidos essenciais para sua sobrevivência, além de proteínas complexas que auxiliam 

na mudança de estágios larvais. Os lipídios são essenciais para o desenvolvimento da pupa 

e do adulto, enquanto a falta de carboidratos e vitaminas pode retardar o desenvolvimento 

larval. (Golberg and De Meillon, 1948a, 1948b). 

Após completar o período larval, que varia de 5 a 7 dias, a larva L4 sofre 

transformações tissulares que resultam na formação da pupa, que é o último estágio aquático 

do ciclo de vida do mosquito. As pupas apresentam um aspecto semicircular, lembrando uma 

vírgula, e são compostas por duas partes distintas: o cefalotórax e o abdômen. Na primeira 

parte, estão localizadas duas trompas respiratórias e as estruturas primárias dos olhos 

compostos e antenas. Na segunda parte, encontram-se um par de paletas que auxiliam na 

locomoção da pupa. (Rotraut A. G. B. Consoli and Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994).  

Após um período de dois dias, emerge da pupa o adulto, estágio final do 

desenvolvimento dos mosquitos, que pode ser descrito como a fase reprodutora e terrestre 

desses insetos. O corpo dos mosquitos adultos é segmentado, composto por cabeça, tórax e 

abdômen, e é revestido por um exoesqueleto de quitina, formando escleritos, e outras partes 

membranosas, denominadas pleura. Esses segmentos densos protegem a hemocele, que é 
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banhada pela hemolinfa. Na cabeça, ântero-lateralmente, estão localizados os olhos. Além 

disso, os mosquitos adultos possuem antenas compostas por 15 ou 16 segmentos. Essa 

estrutura é importante, uma vez que, na porção flagelar da antena, estão implantados pelos 

que, em machos, são numerosos e longos (plumosos), ao contrário das fêmeas (pilosos). 

(Rotraut A. G. B. Consoli and Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994). 

Abaixo do clípeo, estrutura localizada entre os olhos e o lábio, insere-se o complexo 

do aparelho bucal do tipo picador, denominado probóscide, composto pelas labelas e o lábio 

(Consoli e Oliveira, 1994). Por meio dessa estrutura, os mosquitos se alimentam de 

carboidratos, obtidos a partir do néctar de flores e seiva. Além disso, as fêmeas utilizam a 

probóscide para se alimentar de sangue, que é necessário para o amadurecimento dos 

folículos ovarianos e produção de ovos durante o ciclo gonotrófico do mosquito. (League et 

al., 2021). 

No que diz respeito ao tórax, é possível dividi-lo em protórax, mesotórax e 

metatórax. As asas estão inseridas na porção mesotoráxica e possuem escamas que variam 

em quantidade e morfologia, além de apresentarem veias e franjas. As pernas são compostas 

pela coxa, trocanter, fêmur, tíbia e cinco artículos tarsais, sendo que o último deles apresenta 

a inserção de um par de unhas. Quanto ao abdômen, este é formado por 10 segmentos, oito 

aparentes e dois reduzidos, sendo este último modificado em ânus e genitália externa. 

(Rotraut A. G. B. Consoli and Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994). 

A espécie Ae. aegypti (figura 2) é originária da África e amplamente distribuída em 

regiões tropicais e subtropicais (Kraemer et al., 2015). Esse mosquito é considerado 

sinantrópico, uma vez que seu desenvolvimento ocorre em áreas urbanas com alta densidade 

populacional humana. As picadas geralmente ocorrem durante o dia, dentro ou ao redor das 

residências. Os criadouros são predominantemente recipientes artificiais capazes de 

acumular água, como pneus, garrafas, caixas d'água, entre outros (Braks et al., 2003; De 

Lima-Camara et al., 2006; Kraemer et al., 2015). Os adultos são de cor escura-amarronzada 

e apresentam faixas brancas no tórax e nas pernas em forma de lira (Forattini, 2002). 
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Figura 2. Fêmea de Aedes aegypti realizando o repasto sanguíneo (Fonte: Fiocruz) 

 

Introduzido no Brasil durante a época colonial, o mosquito Ae. aegypti foi 

erradicado em 1955 após grandes surtos de febre amarela. Entretanto, o fim do programa de 

erradicação em 1970 e a falta de programas semelhantes em países vizinhos permitiram que 

a espécie reaparecesse e se estabelecesse em todo o território brasileiro até os dias atuais 

(Gubler, 2011, 2002a). A capacidade de dispersão das fêmeas é uma característica 

importante dessa espécie, pois elas procuram parceiros sexuais, locais de alimentação e 

oviposição em diversos criadouros. Durante o mesmo ciclo gonotrófico, as fêmeas 

ovipositam em formas de salto, ou seja, em aproximadamente 10 a 30 criadouros diferentes, 

percorrendo mais de 800 metros (Braks et al., 2003; Reiter et al., 1995). 

A espécie Aedes albopictus (figura 3) tem origem asiática e é conhecida 

popularmente em alguns países como “Tigre Asiático”.  Sua dispersão pelo mundo ocorreu 

por meio do transporte passivo de ovos e larvas pelo ser humano, e atualmente está presente 

em todas as Américas, além de diversos países africanos e europeus (Ducheyne et al., 2018; 

Kraemer et al., 2015). O primeiro registro deste mosquito nas Américas foi em 1946 (Hughes 

and Porter, 1956), porém o registro oficial ocorreu apenas em 1985 (Sprenger and 

Wuithiranyagool, 1986), e no Brasil em 1986 (Forattini, 1986). 
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Figura 3. Forma adulta do mosquito Aedes albopictus (Fonte: Biogents) 

 

Ao contrário do Ae. aegypti, o Ae. albopictus tem uma fase adulta pouco dispersiva, 

mantendo-se geralmente a um raio de 100 metros do criadouro após a emergência. No entanto, 

já foi registrado que alguns machos foram encontrados a 225 metros do ponto de emergência, 

e fêmeas a 525 metros (Estrada-Franco e Craig, 1995). Além disso, outra característica 

importante é que as fêmeas depositam os ovos de forma isolada e em pouca quantidade 

(Consoli e Oliveira, 1994). 

As larvas do mosquito Ae. albopictus se desenvolvem em água com baixa turbidez 

e rica em aminoácidos e nitrogênio, com pH entre 6,8 e 7,6. Uma característica morfológica 

importante que os diferencia do Ae. aegypti é a presença de quatro pares de cerdas nas escovas 

ventrais, em vez de cinco (Forattini, 2002).  

Os adultos de Ae. albopictus possuem uma coloração escura, com uma faixa estreita 

e longitudinal branca-prateada no escudo do tórax. No abdômen, identificam-se faixas 

brancas basais e nas pernas, pontos intercalados de preto e branco (Forattini, 2002). Sendo 

mosquitos de borda de mata e de regiões mais arborizadas e rurais, sua fonte de alimentação 

sanguínea é diversa, incluindo roedores, bovinos e canídeos, entre outros. No entanto, não 

se pode descartar sua atuação antropofílica, assim como ocorre com o Ae. aegypti (Rotraut 
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A. G. B. Consoli e Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994). 

 

3.2 O gênero Culex 

 

 Em 1758, Linnaeus descreveu o gênero Culex, que é o mais diverso em termos 

de espécies dentre todos os culicídeos, contando com pelo menos 300 espécies. Esses 

mosquitos podem utilizar como criadouros tanto ambientes naturais quanto artificiais, e 

possuem a característica de depositar seus ovos em jangadas na água com alta taxa de 

matéria orgânica. Além disso, são vetores de nematoides e arboviroses de importância para 

a saúde humana e veterinária, como a filariose causada por Wuchereria bancrofti e a 

encefalite causada pelo vírus do Nilo Ocidental. (Entonu et al., 2020; Forattini, 2002; Lobl 

et al., 2021; Rotraut A. G. B. Consoli and Ricardo Lourenço de Oliveira, 1994). 

Culex (Culex) quinquefasciatus (Say, 1823) é um dos principais representantes do 

gênero Culex (figura 4). Ele é um mosquito encontrado na Ásia, África e nas Américas, 

incluindo o Brasil, onde é uma espécie sinantrópica. Seus principais criadouros são 

recipientes artificiais com muita matéria orgânica e detritos, o que pode ser preocupante do 

ponto de vista da saúde pública, já que esses mosquitos podem ser encontrados em fossas 

sépticas ou bueiros com passagem de esgoto, onde a falta de inimigos naturais e a 

dificuldade de acesso dificultam o seu controle (Laporta et al., 2006; Medeiros-Sousa et 

al., 2015). 

 

 

Figura 4. Mosquito adulto de Culex quinquefasciatus em pouso.  (Fonte: Fiocruz) 
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Este mosquito possui hábito noturno e seus ovos são depositados em água parada.  

Uma característica importante é que eles são depositados em conjunto, formando uma 

jangada que flutua, graças a estruturas flutuantes e aglutinadoras no ovo. A embriogênese 

pode levar de um a dois dias e as larvas se aproveitam do ambiente que é rico em matéria 

orgânica e levam oito dias para completar 4 estádios larvais. Neste estágio é reportado que 

as formas imaturas estocam reservas de glicogênio e lipídeos para serem utilizados nas 

seguintes fases de desenvolvimento (Timmermann and Briegel, 1999). 

Após completar o estágio larval, as pupas passam de um a dois dias em sua 

metamorfose até se tornarem adultos. Após emergirem, iniciam seu ciclo terrestre e se 

alimentam de tecidos vegetais. As fêmeas precisam ainda ingerir sangue para realizar o 

ciclo gonotrófico e o processo vitelogênico (Townson, 1993). O Cx. quinquefasciatus 

apresenta tarsos escuros, tegumento marrom e escamas amarelas, além de escamas 

esbranquiçadas no occipício. As larvas possuem um sifão respiratório alongado e corpo 

sem pelos (glabroso) (Forattini, 2002; Rotraut A. G. B. Consoli and Ricardo Lourenço de 

Oliveira, 1994). 

 

3.3 Importância epidemiológica dos insetos vetores 

 

As doenças transmitidas por vetores são um problema de saúde global, afetando 

principalmente países subdesenvolvidos e emergentes (Suaya et al., 2009; World Health 

Organization, 2014). Essas doenças representam 17% de todas as infecções em humanos 

anualmente e causam mais de 1 milhão de mortes no mesmo período. Estima-se que mais de 

1 bilhão de pessoas em pelo menos 100 países estejam em risco de contrair doenças 

transmitidas por vetores (World Health Organization, 2020, 2014).  

Os arbovírus, assim como outros patógenos transmitidos por vetores, têm sido 

conhecidos há milênios. Registros antigos datados entre 265-991 A.C., na China, descrevem 

sintomas idênticos à dengue hemorrágica. No final do século XVII, muitos casos com 

sintomas clássicos da dengue foram relatados na América Central. (Gubler, 1998a). Embora 

a dengue já estivesse distribuída globalmente entre 1700-1800, ela ainda não era associada 

a um vetor específico, mas já era relacionada à mobilidade populacional e urbana (Weaver 

and Vasilakis, 2009). Somente em 1887, o primeiro patógeno transmitido por mosquitos foi 

identificado, o Plasmodium, causador da malária, o que despertou a atenção para esses 

vetores como possíveis transmissores de outras doenças. Além dos primeiros surtos de 
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dengue e febre amarela, outras doenças mais recentes, como Zika e Chikungunya, foram 

descritas, juntamente com mais de 500 diferentes arboviroses. (Junglen and Drosten, 2013).  

Entre os arbovírus, também conhecidos como flavivírus (Família: Flaviviridae; Gênero: 

Flavivirus), destacam-se o vírus da dengue (DENV), o vírus da febre amarela (YFV), o vírus do 

Oeste do Nilo (WNV) e o vírus Zika (ZIKV) devido à sua importância na saúde humana (Gubler, 

2002b; Gubler et al., 2017; Kramer et al., 2008; Tomashek et al., 2019). Existem quatro tipos de 

flavivírus conhecidos: aqueles sem vetor conhecido, aqueles que infectam mosquitos não-

vertebrados (flavivírus inseto-específico), aqueles transmitidos por carrapatos (tick-borne 

flaviviruses) e aqueles transmitidos por mosquitos (mosquito-borne flaviviruses). Este último pode 

ser dividido em dois grupos: aqueles transmitidos por Culex, como o WNV e o vírus da encefalite 

japonesa, e aqueles transmitidos por mosquitos do gênero Aedes, como o DENV, YFV e ZIKV 

(Gould et al., 2003; Kuno et al., 1998). 

 

3.4 Controle de Vetores 

 

As doenças transmitidas por vetores têm uma significativa contribuição no aumento 

das infecções a nível global, e existem muitos desafios que dificultam a eficácia dos esforços 

para seu controle (Gubler, 1998b, 2011). A habilidade dos vetores de escapar das estratégias de 

controle é resultado de diversos fatores. Portanto, a mitigação da transmissão de agentes 

etiológicos deve levar em consideração as particularidades biológicas de cada vetor, tais como 

seu habitat e ciclo de vida (Gubler, 1998b; World Health Organization, 2014). No entanto, 

mudanças drásticas nos ambientes, como urbanização, agricultura e desmatamento, podem 

facilitar a disseminação de vetores, dificultando as estratégias integradas de manejo e 

favorecendo a transmissão de doenças, mesmo em áreas que antes não eram endêmicas (Gubler, 

2002a; Rochlin et al., 2013; Weaver and Reisen, 2010). 

As mudanças climáticas representam uma grande problemática para o controle de 

vetores, uma vez que essas alterações afetam os habitats dos vetores e contribuem para o 

aumento da população de vetores e dos agentes patogênicos (Gubler, 2002a; Rochlin et al., 

2013; Rosenthal, 2009; Sutherst, 2004). Além disso, é importante considerar a dinâmica dessas 

doenças, já que muitas delas possuem um ciclo silvestre, no qual os reservatórios são animais 

não-humanos, o que significa que o controle e monitoramento não podem se concentrar apenas 

em regiões urbanas. Diversas espécies, incluindo aves, suínos, morcegos, primatas, roedores e 

outros vertebrados, podem ser afetados por doenças transmitidas por vetores (Bean et al., 2013). 

É de suma importância conhecer esses reservatórios e monitorá-los para auxiliar na redução 
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dessas doenças nos ciclos urbanos. 

Um dos fatores mais relevantes na dinâmica das doenças transmitidas por vetores é 

a falta de vacinas disponíveis para a maioria dessas doenças. Como resultado, o controle 

de vetores geralmente é a única opção para prevenir a transmissão dessas doenças (World 

Health Organization, 2014). Embora vacinas estejam em desenvolvimento, elas muitas 

vezes apresentam baixa eficácia, como no caso de patógenos protozoários, como a malária, 

e de vírus, como o dengue, que possui quatro sorotipos e diversas linhagens. Como 

resultado, vacinas quadrivalentes apresentam eficácia reduzida (Schwartz et al., 2012; 

Thera and Plowe, 2012). 

O controle de vetores exige testes precisos e dispendiosos, o que requer recursos 

financeiros e humanos substanciais. No entanto, em países subdesenvolvidos e em 

desenvolvimento, os métodos de detecção são frequentemente inespecíficos e carentes de 

treinamento adequado para os profissionais encarregados da vigilância entomológica, além 

da falta de recursos financeiros disponíveis. (Vector-Borne Diseases: Understanding the 

Environmental, Human Health, and Ecological Connections, Workshop Summary, 2008; 

World Health Organization, 2014). 

No Brasil, o controle de vetores está focado no mosquito Ae. aegypti, principal 

vetor da dengue, Chikungunya e Zika. O manejo integrado de vetores (MIV) é um meio 

eficaz de controle, que considera o manejo ambiental e a redução de criadouros e larvas, 

por meio da eliminação, limpeza e adição de componentes larvicidas em recipientes que 

acumulam água e servem de habitat para esse mosquito. (“Combate ao mosquito Aedes 

aegypti - ANS - Agência Nacional de Saúde Suplementar,” n.d.; Gubler, 1998b).  A 

estratégia de impedir a fase aquática do desenvolvimento dos mosquitos é uma das 

melhores formas de reduzir sistematicamente sua população e, consequentemente, a 

transmissão de doenças. Além disso, o MIV inclui iniciativas importantes como educação 

popular, disponibilidade de recursos para manter reservatórios de água adequados, 

eliminação de criadouros pela população e cuidados no domicílio (Achee et al., 2019). 

O uso de moléculas, sejam elas biológicas ou químicas, é de suma 

importância no MIV, uma vez que nem sempre o controle mecânico é eficaz, 

especialmente na retirada total dos ovos. O controle biológico é uma alternativa 

sustentável para a redução das populações, especialmente a nível larval. Crustáceos, 

peixes e outros pequenos répteis e insetos podem ser utilizados como predadores naturais 

das larvas (Achee et al., 2019). No entanto, produtos formulados com base em agentes ou 

moléculas de origem biológica são mais utilizados, como os óleos essenciais extraídos de 
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plantas (Silvério et al., 2020) e o uso de bactérias entomopatogênicas, como o Bacillus 

thuringiensis (Boyce et al., 2013). 

O controle genético de mosquitos é uma estratégia que tem sido amplamente 

estudada como um novo método de controle de mosquitos transmissores de doenças. 

Diferentemente do controle convencional, essa abordagem não tem como objetivo a eliminação 

total dos insetos, mas sim a redução significativa de sua população. Uma das técnicas mais 

promissoras envolve a infecção dos mosquitos com a bactéria Wolbachia, a qual pode interferir 

em sua história de vida e reduzir a transmissão de patógenos, como o vírus da dengue. Além 

disso, o uso de machos estéreis tem sido estudado como uma alternativa para impedir a 

fecundação das fêmeas e interromper o ciclo reprodutivo dos mosquitos (Alphey, 2014).  

O controle químico é a estratégia mais amplamente utilizada em todo o mundo para 

auxiliar no controle de vetores. No caso dos mosquitos, a maioria dos inseticidas utilizados age 

em locais específicos do sistema nervoso e pertencem às classes de organofosforados, 

carbamatos e piretróides. Esses inseticidas funcionam porque atuam nas enzimas 

acetilcolinesterase (AChE) e nos canais de sódio dependentes de voltagem (VGSC). Além 

disso, uma classe importante de inseticidas, especialmente no controle de larvas, são os 

análogos do hormônio juvenil, que interferem diretamente na metamorfose das larvas, 

impedindo-as de seguir para a fase de pupa (Maoz et al., 2017; Roiz et al., 2018). 

Os organofosforados e carbamatos são inibidores da AChE, causando a acumulação 

de acetilcolina nas regiões sinápticas terminais dos nervos colinérgicos, resultando em uma 

estimulação excessiva dos receptores colinérgicos e levando à paralisia e morte do mosquito 

(Casida e Quistad, 2004). Já os piretróides atuam nos VGSC, prolongando o curso da corrente 

de sódio despolarizada, induzindo correntes de ação lenta e proporcionando uma excitação 

constante nos neurônios (Soderlund e Bloomquist, 1990). É importante ressaltar que os 

inseticidas são geralmente específicos para diferentes estágios de vida do inseto. 

Os larvicidas são importantes para o controle de mosquitos em diferentes situações, 

especialmente em áreas de alta infestação e transmissão de doenças. Eles são utilizados para 

complementar outras estratégias de controle de vetores e são mais eficazes quando aplicados 

em locais de difícil manejo. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), os 

larvicidas têm como alvo as larvas dos mosquitos e os tipos mais comuns são os reguladores de 

crescimento de insetos (IGRs), larvicidas microbianos, organofosforados e óleos (CDC, 2020; 

World Health Organization, 2006). 

Os adulticidas são compostos que visam as formas adultas dos mosquitos e têm 

como principal objetivo reduzir a abundância das populações ou afetar algum aspecto de sua 
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aptidão, como a longevidade, que está diretamente relacionada à transmissão de doenças. Esses 

compostos podem ser aplicados na forma de tratamento de superfície residual ou dispersos no 

ar. Além disso, materiais tratados com inseticidas, como redes de proteção colocadas em janelas 

residenciais, também são encontrados (World Health Organization, 2006). Os organofosforados 

são frequentemente utilizados como fumigantes aéreos, liberando aerossóis que ficam 

suspensos no ar e em contato com os mosquitos adultos causando a morte desses insetos. Por 

outro lado, os carbamatos geralmente estão associados a produtos aerossóis domésticos e 

possuem efeito residual (Duprey et al., 2008). 

No entanto, o uso repetitivo dos inseticidas citados pode resultar em pressão seletiva 

e levar ao desenvolvimento de resistência metabólica e genética em populações de várias 

espécies de insetos de importância médica (Vontas et al., 2012). A resistência de insetos é 

caracterizada por uma mudança herdada na sensibilidade dos insetos a compostos tóxicos, que 

é observada pela falha repetitiva de um produto no controle, mesmo com a dosagem 

recomendada. Portanto, é essencial incluir o monitoramento de resistência em programas de 

Manejo Integrado de Vetores, pois a manutenção de populações suscetíveis é fundamental para 

o efetivo controle da transmissão de doenças (Liu, 2015; World Health Organization, 1981). 

A resistência acontece através de várias barreiras fisiológicas e bioquímicas dos 

insetos, que podem afetar a “entrega” destas moléculas diretamente no seu sítio de atuação. As 

principais formas de resistência, mecanismo de ação e os compostos relacionados estão listadas 

na tabela 1.  
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Tabela 1. Principais formas de resistência, seu mecanismo e os compostos que as provocaram 

em insetos 

 

Forma Mecanismo Compostos Referências 

Redução na 

penetração 

cuticular 

Proteínas e lipídios 

prendem o 

inseticida na 

cutícula e é 

degradado por 

enzimas especificas 

Organoclorados; 

Organofosforados; 

Carbamatos e 

Piretróides 

(Yu, 2014) 

(Vinson and Law, 

1971) 

(Patil and Guthrie, 

1979) 

 

Resistência pela 

Glutationa S-

Transferase 

Solubilização dos 

compostos 

inseticidas pela 

conjugação com 

glutationa 

Organofosforados (Grant and Matsumura, 

1989) 

(Prapanthadara et al., 

1995) 

Resistência pela 

esterase 

Hidrólise dos 

inseticidas pela 

esterase 

Organofosforados 

Carbamatos 

Piretróides 

(Field et al., 1988) 

(Hemingway and 

Karunaratne, 1998) 

(Hemingway, 2000) 

Resistência pela 

Monooxigenase  

Desativação de 

composto exógenos 

pelo citocromo 

P450 

monooxigenase 

Organofosforados  

Piretróides  

(Hemingway, 2000) 

 

 

3.6 Sais imidazólicos 

 

A busca por novas moléculas para o controle de insetos é fundamental para 

combater a resistência das populações aos compostos inseticidas usuais e evitar a 

disseminação de doenças transmitidas por vetores. Algumas moléculas de sais imidazólicos 

(SI) com efeito larvicida foram identificadas para Ae. aegypti, como relatado por Goellner 

et al. (2018). Estudos posteriores demonstraram que essas moléculas interagem com a 

microbiota das larvas, afetando a comunidade bacteriana e perdendo a sensibilidade quando 

expostas a larvas esterilizadas, como mencionado por Pilz-Junior et al. (2019). 
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Os sais imidazólicos são líquidos iônicos quem tem como característica principal 

ser composto na sua totalidade por íons. Suas propriedades físicas e químicas os permitem 

variar bastante na combinação entre cátions e ânions, propriedades como ponto de fusão, 

viscosidade, solubilidade e densidade podem ser otimizadas conforme a necessidade. 

Podem ser classificados em líquidos iônicos simples (LIS) (quando são formados apenas 

por um cátion ou um ânion) e binários (LIB) (formado por pelo menos um cátion e um 

ânion) (Riduan and Zhang, 2013). 

Derivados dos anéis de imidazol pela alquilação de átomos de nitrogênio e de forma 

binária, os sais imidazólicos podem ser encontrados naturalmente, em forma de alcaloides 

nas raízes de Lepidium meyenii (Mlostoń et al., 2020). Todavia a grande maioria é 

sintetizada artificialmente, sem perder suas propriedades. Os SI interagem com sistemas 

biológicos de uma forma muito adequada, porque por natureza são flexíveis e podem se 

ligar a metais e formar ligações hidrogenadas seguras e estáveis com proteínas. Por serem 

LIB, são moléculas ampifílicas, e possuem os cátion e aníons discretos de forma que uma 

região seja hidrofóbica e outra hidrofílica (Anderson and Long, 2010; Riduan and Zhang, 

2013). 

Os SI, já são bem conhecidos pela sua atividade antimicrobiana. Isso tem sido 

atribuído às interações coulombicas entre os íons e os grupos fosfatidiletanolamina da 

membrana celular bacteriana, causando uma disjunção da membrana que leva à lise e a 

morte celular (Egorova et al., 2017; Furlani et al., 2013; Raucci et al., 2018; Schrekker et 

al., 2016). Além disso, o tamanho do grupo N-alkyl das moléculas parecem ser um outro 

fator importante pois, quanto maior for a cadeia de carbonos, mais tóxica é para a célula 

bacteriana, além de que a parte hidrofóbica auxilia na adsorção e na concentração micelar. 

Assim, seus componentes hidrofóbicos promovem um distúrbio na membrana, acarretando 

no vazamento de substâncias intracelulares, e, por fim, morte celular (Garcia et al., 2013). 

Outra característica que é importante para os sais imidazólicos, principalmente 

levando em consideração a sua futura aplicação como larvicida é o seu impacto em 

organismos não-alvo. Avaliar a toxicidade em organismos que coabitam ou que possuem 

alguma relação ecológica com o organismo alvo é de suma importância, especialmente no 

seu risco ambiental, efeitos diretos e indiretos. Com os seres humanos isso não é diferente, 

uma vez que lidarão diretamente com o produto (Winding et al., 2004). 

Por apresentarem baixo ponto de fusão – menor que 100 °C, energia livre de Gibbs 

de solvatação negativa, baixa energia reticular e alta entropia, termoestáveis, ampla janela 

eletroquímica, alta condutividade e ajustável solubilidade, muitos autores os considerem 
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moléculas verdes (Krossing et al., 2006; Wasserscheid and Keim, 2000). Ensaios 

ecotoxicológicos demonstraram que alguns SI, apenas se mostram tóxicos em altas 

dosagens e no caso de analises fitotoxicológicas, impedem o desenvolvimento de plantas 

quando apresentam também cadeias carbônicas longas (ânion) (Biczak et al., 2014).  

Estudos realizados com cultura de células de mamíferos demonstrou que SI não possuem 

atividade citotóxica (Ranke et al., 2007). 

 

3.7 Microbiota em vetores  

 

A diversidade microbiana presente nos mosquitos é ampla e composta por 

procariotos e fungos em grande abundância e riqueza. A dinâmica dessa diversidade é 

influenciada pela dieta, estágio de desenvolvimento, habitat, localidade geográfica e pela 

aquisição desses microrganismos no ambiente onde os insetos estão inseridos. Para investigar 

essa diversidade, são comumente empregadas ferramentas de metagenômica, como a 

amplificação de genes 16S rRNA, no caso de bactérias e outros procariotos, e 18S rRNA para 

fungos. Métodos dependentes de cultura também podem ser utilizados, principalmente para 

investigar organismos específicos com potencial biotecnológico. (Strand, 2018; Wei et al., 

2017). 

Bactérias simbiontes estão presentes em pelo menos 10% de todos os insetos, 

incluindo mosquitos, onde influenciam positivamente seu fitness, especialmente na captação de 

nutrientes essenciais para seu desenvolvimento completo. A maior carga bacteriana geralmente 

é encontrada no lúmen intestinal, um pouco distante das células intestinais para não 

superestimular o sistema imunológico. No entanto, várias espécies bacterianas foram 

encontradas em vários órgãos de insetos e têm funções importantes (Engel e Moran, 2013; 

Moran e Baumann, 2000). 

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de descrever as comunidades 

bacterianas presentes em mosquitos. Em uma síntese desses estudos, Minard et al. (2013) 

identificaram as principais espécies bacterianas encontradas em mosquitos das espécies 

Mansonia, Culex, Anopheles e Aedes, bem como estabeleceram uma correlação entre as 

espécies bacterianas compartilhadas entre os diferentes vetores (Figura 5). 
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Figura 5. Bactérias albergadas e compartilhadas entre mosquitos de importância em saúde 

pública. (Minard et al., 2013) 

 

 

A dinâmica de aquisição de bactérias pelos mosquitos e sua transmissão horizontal 

para outros estágios de desenvolvimento dependem de vários fatores. Muitas bactérias são 

adquiridas durante o estágio de larva no ambiente, através da filtração contínua. No entanto, as 

bactérias que vão para a fase adulta são apenas aquelas que estão alojadas em outros órgãos, 

uma vez que o intestino anterior e posterior das larvas é expelido na muda para pupa (Yun et 

al., 2014). Um importante exemplo é a bactéria intracelular Wolbachia, que pode ser encontrada 
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em todas as fases de desenvolvimento de alguns insetos e estabelece relações mutualísticas com 

seu hospedeiro (Balaji et al., 2021). 

As bactérias presentes nos insetos desempenham diversas funções fisiológicas, 

como auxiliar na digestão de sangue e no fornecimento de aminoácidos essenciais. No entanto, 

seu papel na transmissão de patógenos tem sido amplamente estudado (Cansado-Utrilla et al., 

2021). A microbiota pode influenciar na capacidade vetorial dos mosquitos por meio da 

formação de biofilmes, que impedem a penetração de patógenos nas barreiras teciduais (Castro 

et al., 2007; Rodgers et al., 2017). Para que ocorra a transmissão de um patógeno, é necessário 

que o mosquito sobreviva por dias suficientes para que o ciclo do patógeno se complete. Nesse 

sentido, diversas bactérias foram identificadas, com ação direta no desenvolvimento, muda e 

ativação de rotas sinalizadoras de crescimento (Coon et al., 2017, 2014; Valzania et al., 2018a, 

2018b). 

Algumas bactérias têm a capacidade de modular a expressão gênica de genes 

envolvidos no metabolismo lipídico, induzindo mudanças fisiológicas importantes que afetam 

o fitness do mosquito na fase adulta, como o armazenamento de lipídios e a resistência em 

situações de falta de alimento. Esses efeitos bacterianos durante a fase larval, que impactam a 

fase adulta do mosquito, são conhecidos como carry-over effects. (Giraud et al., 2022). 

Nas últimas décadas, tem sido demonstrado que bactérias simbiontes em insetos, 

que anteriormente eram relacionadas apenas à homeostase nutricional e à imunidade, exercem 

um papel importante no metabolismo de inseticidas e, consequentemente, na resistência contra 

alguns compostos (Werren, 2012). Geralmente, o envolvimento das bactérias está relacionado 

à detoxificação de compostos inseticidas como fonte de carbono, por meio de hidrólise, 

oxidação e redução (Yu, 2014). O principal objetivo das bactérias, do ponto de vista metabólico, 

é utilizar esses subcompostos como fonte nutricional para aumentar suas taxas de reprodução e 

proliferação (Russell et al., 2011). O aumento da diversidade e abundância das bactérias, 

principalmente a nível intestinal, favorece a cinética metabólica do hospedeiro, promovendo, 

assim, a resistência aos inseticidas (Kane and Breznak, 1991). 

Outros insetos, como o Riptortus pedestris (Hemiptera:Alydidae), também 

possuem uma comunidade bacteriana capaz de degradar compostos químicos, como a 

fenitrotiona, um organofosforado, graças à presença de bactérias do gênero Burkholderia, o que 

representa um novo mecanismo de resistência para este inseto (Kikuchi et al., 2012). Em 

Bactrocera dorsalis (Diptera: Tephritidae), a bactéria Citrobacter também foi identificada 

como um fator que contribui para a resistência do inseto quando exposto ao metrifonato, um 

organofosforado, por causa de suas características de degradação (Cheng et al., 2017). 
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A biodegradação de inseticidas é um processo mediado por enzimas, que 

possivelmente surgiram através de pressões seletivas, e pode envolver uma grande variedade 

de famílias enzimáticas. Por exemplo, algumas bactérias produzem enzimas como a carbofuron 

hidrolase (MCD) e a carbaril hidrolase (CehA), que hidrolisam carbamatos, e os subprodutos 

são utilizados em outras rotas metabólicas (Russell et al., 2011). Para os piretroides, já foram 

descritas diversas enzimas, como a carboxilesterase (PytH), produzida pela bactéria 

Sphingobium (Wang et al., 2009), a carboxilesterase-permethrinase produzida pela bactéria 

Bacillus cereus (Maloney et al., 1993) e a piretroide esterase (EspA), produzida pela bactéria 

Klebsiella (Wu et al., 2006).  

Algumas enzimas foram identificadas como capazes de degradar organofosforados, 

incluindo a organofosforo-hidrolase, metilparation-hidrolase e ácido organofosforada-

anidrolase. As bactérias envolvidas na produção dessas enzimas ou no processo de degradação 

de organofosforados incluem Flavobacterium, Alteromonas, Brevundimonas, Pseudomonas, 

Arthrobacter, Trichoderma e Streptomyces (Santillan et al., 2020; Siddavattam et al., 2003; 

Singh, 2008; Singh and Walker, 2006). 

 

3.8 Processos regulatórios para a liberação de larvicidas 

 

Para ocorrer a liberação de produtos larvicidas no Brasil é necessário atender as 

diretrizes e regulamentações “Guidelines for laboratory and field testing of mosquito larvicides, 

WHO/CDS/WHOPES/GCDPP/2005.12, um guia desenvolvido pela Organização Mundial da 

Saúde em 2005. Neste documento estão dispostos que o composto precisa passar por três fases 

de desenvolvimento. O primeiro é a nível laboratorial, onde é estabelecido através de bioensaios 

a toxicidade e a concentração letal de determinado composto. Na segunda fase são realizados 

ensaios simulados em campo, utilizando larvas de laboratório a fim de aferir se o composto é 

eficaz quando exposto a parâmetros abióticos. Além disso, é disposto que é necessário realizar 

testes em organismos não-alvo, especialmente aos que coabitam junto as larvas (nesse caso, 

macro/microinvertebrados, plantas e humanos). Na terceira fase são os testes com larvas de 

campo nos seus criadouros naturais/artificiais.  

Quanto ao órgão regulatório brasileiro, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) é a instituição que realiza a liberação de um produto larvicida através da 

RESOLUÇÃO-RDC N° 34, de 16 de agosto de 2010, que dispõe sobre o Regulamento Técnico 

para produtos saneantes desinfestantes e na RESOLUÇÃO-RDC Nº 682, DE 2 DE MAIO DE 

2022. Nestas resoluçãões constam alguns testes, especialmente toxicológicos onde é necessário 
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demonstrar que o composto é seguro para quem maneja e para outros organismos, através de 

uma dose letal máxima exigida. No caso do SI, eles também precisam ser sintetizados e lidados 

conforme algumas diretrizes internacionais: The Office of Prevention, Pesticides and Toxic 

Substances (OPTTS)”, “The Organisation for Economic Co-operation and Development 

(OECD)” e “International Conference on Harmonisation (ICH). 

A partir do atendimento das diretrizes e regulamentações supracitadas, o larvicida 

está liberado para venda comercial, no entanto, sua utilização ainda pode passar por 

deliberações, por exemplo, para o uso a nível governamental nas estratégias de controle de 

vetores. Para o uso doméstico, o produto ainda precisa apresentar embalagens que asseguram o 

usuário na correta aplicação e na sua própria segurança, procedimento que é também é regulado 

pela ANVISA. 
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5. Capítulo II - Imidazolium salts are effective for the control of Culex 

quinquefasciatus larvae and demonstrate low impact on non-target organisms 
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ABSTRACT 

The current resistance status of mosquitos to common insecticides, raises the 

concern for innovative formulations with novel active ingredients, especially for those who can 

transmit pathogens. In addition to being effective, these are not allowed to harm the 

environment and non-target organisms. In this context, some imidazolium salts are promising 

candidates due to their excellent larvicidal action against Aedes aegypti, however, the 

understanding of their impact on environment and non-target organisms is limited. Herein, the 

toxicity of two imidazolium salts (1-methyl-3-octadecylimidazolium chloride (C18MImCl) and 

1-hexadecyl-3-methylimidazolium methanesulfonate (C16MImMeS) were tested in Culex 

quinquefasciatus larvae and their and toxic potential in Lactuca sativa plants, mouse lung 

fibroblasts, human keratinocytes and Wistar rats. C16MImMeS showed excellent larvicidal 

activity (LC50: 24 h: 5.751 µg/mL; 48 h: 4.613 µg/mL), but negatively influenced the 

germination rate and size of radicles and hypocotyls, together with other phytotoxic 

characteristics. C18MImCl also showed being a potent larvicidal, even in the first 24 h (3.848 

µg/mL) and 48 h (3.175 µg/mL), without presenting phytotoxicity against Lactuca sativa. 

C16MImMeS was more toxic for mouse lung fibroblasts and human keratinocytes cells than 

C18MimCl. Besides, the lethal median toxicity of 309 mg/kg (C18MimCl) for oral application 

in Wistar rats suggests its safe application in related non-target organisms. Altogether, this is 

the first work showing the larvicidal potential of these IS against Culex quinquefasciatus, 

including phytotoxicity and toxicity data that are important for their release in futures 

formulates for the control of mosquitoes. 

 

KEY-WORDS: Vector control; Ecotoxicology; Ionic liquids; Mosquito; Cell 

toxicity. 
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INTRODUCTION 

Mosquitoes are one of the main control targets using various types of insecticides as part 

of interventions to reduce the transmission of mosquito-borne pathogens (Demirak and 

Canpolat, 2022). Despite this, several mosquito populations around the world, especially in 

areas of high endemic disease, have high frequencies of resistance (Deletre et al. 2019). 

Therefore, the development of new insecticidal compounds and formulations to meet the needs 

of their control is of paramount importance. Currently, the main larvicides used in the world 

are organophosphates, essential oils, growth regulators and entomopathogenic bacteria, 

however, all have limitations, especially due to the difficulty of application in water bodies and 

because they are toxic to non-target organisms (Weeks et al. 2021). 

The control of Culex quinquefasciatus driven Epidemics also relies on vector control, since 

there are no vaccines or treatments for most of pathogens transmitted by Cx. quinquefasciatus 

that are related to this mosquito (Achee et al. 2019). This insect is present on several continents 

and is extremely anthropophagic through nocturnal bites, causing much discomfort. Cx. 

quinquefasciatus is considered the main vector of Wuchereria bancrofti and the West Nile virus 

(Lopes et al. 2019). Various cases of resistance have been reported for this species in differnet 

regions of the world against organochlorinated (Shemshadian et al. 2020), carbamate (Bracco 

et al. 1999; Yadouléton et al. 2015), pyrethroid (Campos and Andrade 2003), organophosphate 

(Scudeler et al. 2015) and biological insecticides (Chalegre et al. 2009; de Melo Chalegre et al. 

2012). 

The effects of any insecticide on the environment and non-target organisms are due to its 

characteristics of ecotoxicity and toxicity, respectively. Consequently, the active ingredients of 

insecticides should be subjected to a rigorous environmental and toxicological evaluation, 

where aspects related to human health and their possible impacts on the environment are 

considered (WHO, 2005). 
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In this sense, imidazolium salts (IS), and in particular, 1-methyl-3-octadecylimidazolium 

chloride (C18MImCl) and 1-hexadecil-3-methylimidazolium methanesulfonate 

(C16MImMeS), are promising new larvicides. Their efficacy has already been proven for larvae 

of Aedes aegypti (Goellner et al. 2018; Pilz-Junior et al. 2019), however, it remains unclear 

whether they have the same efficacy in other insects or if they have some type of ecotoxicity or 

toxicity to non-target organisms. Therefore, our aim was to identify the larvicidal potential of 

these IS in Cx. quinquefasciatus larvae and to investigate potential (eco)toxicological effects in 

Lactuca sativa plants, cell lineages and Wistar rats. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Imidazolium salts 

1-Methyl-3-n-octadecylimidazolium chloride (C18MImCl 371.04 g/mol) and 1-n-

hexadecyl-3-methylimidazolium methanesulfonate (C16MImMeS 402.63 g/mol) were 

prepared and synthesize according to Pilz-Júnior et al. (2019).  

 

Mosquitoes rearing  

Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti (long established colony from Bayer) were 

reared in an insectary at 26°C with a relative humidity of 70% and a 12:12 light:dark 

photoperiod, including twilight of 30 minutes. Rearing and feeding was done as earlier 

described (Dietrich et al. 2017). 

 

Mosquitoes’ bioassay 

Bioassays with Cx. quinquefasciatus larvae were conducted as determined by the (WHO 

2005). The IS concentrations tested were the same as those applied in the screening performed 

by Goellner et al. (2018), using larvae of Ae. aegypti with the same compounds. Thus, 8 
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concentrations were tested that started at 0.156 μg/mL up to 20.0 μg/mL (prepared with filtered 

water). The IS’ LC99 (C18MimCl: 19.170 μg/mL; C16MimMeS: 14.396 μg/mL) against Ae. 

aegypti and filtered water were used as positive and negative controls, respectively. Thus, 25 

larvae from third to fourth instar were placed, in triplicate, in cups with foamed lid, with 100 

mL of each treatment. The cups were transferred to an incubator (Binder© KBF) at 27 °C with 

a photoperiod of 14 h of light and 10 h of dark. Mortality was analyzed after 24 h and 48 h. 

This experiment was conducted three times on different days. The lethal concentrations (LC99, 

LC90 and LC50) were established through probit analysis with the aid of software SPSS (IBM® 

SPSS® Statistics 26.0.0.0). 

 

Phytotoxicity assay 

Phytotoxicity assays were conducted according to Sobrero and Ronco (2004). Lactuca 

sativa seeds (Feltrin® Batch: 0019401610000010) were exposed to six different IS (3 up to 100 

µg/mL) concentrations (prepared with filtered water), filtered water as negative control and 1% 

ZnSO4 as positive control. Each assay with one of the IS was performed independently and, 

therefore, each was based on its respective negative control. The experiments were conducted 

in triplicate with 4 replications, and the phytotoxicity was evaluated through: mean and standard 

deviation of radicle and hypocotyl size; comparative evaluation of radicle and hypocotyl sizes 

compared to those of the negative control; percentage of germination inhibition; and dose of 

50% inhibition. Macroscopic analyses of the general state of seedlings were also performed to 

establish any phytotoxic symptoms.  

 

In vitro toxicity assay 

V79 (mouse lung fibroblasts) and HaCat (human keratinocytes) cell lineages were 

obtained from Rio de Janeiro Cell Bank. The cells were cultivated in Dulbecco’s modified 



69 

 

 

Eagle’s medium (DMEM) (Sigma®) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) 

(Cultilab®) and were maintained in a humid atmosphere at 5% CO2 and 37 ºC in a half-open 

system. For cytotoxicity assays, cells were seeded into 96-well plates and after reach confluence 

were exposed to medium contained 0.05 up to 100 µM of C18MimCl or C16MimMeS and 1% 

FBS by 24 hours. Cells from each lineage maintained in DMEM with 1% of FBS were used as 

the negative control (NC), and cultures incubated with 1% hydrogen peroxide (Synth®) for 30 

minutes were used as positive controls. 

Two biomarkers were used for evaluated the cytotoxicity at the end of exposure period: 

mitochondrial functionality (cell viability) by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction assay, and protein content (biomass) by 

sulforhodamine B (SRB) adsorption assay. For SRB assay, cultures were washed with 

phosphate buffered solution pH 7.0 (PBS), proteins were precipitated by 10% trichloroacetic 

acid (4°C, 1 h) and incubated with 0.4% SRB (Sigma®) for 30 minutes; then, the wells were 

washed with 1% acetic acid and the dye was solubilized in Tris buffer pH 10.5 (. For MTT, the 

medium was replaced by 0.2 mg/mL MTT (Sigma®) in PBS, incubated for 2 hours in a humid 

atmosphere at 5% CO2 at 37ºC, and then the solution was replaced by 200 µL of 

dimethylsulfoxide. The absorbance was measured using a microplate spectrophotometer M3 

(Molecular Devices®) at 564 and 570 nm for SRB and MTT assay, respectively. The results 

were analyzed by one-way-ANOVA followed by the Tukey post-hoc-test, where p < 0.05 was 

considered significant. The CC50 (concentration required for 50% reduction in cell viability) 

values were estimated through exponential regression. 

 

In vivo acuate oral toxicity assay 

After approval of the experimental protocol by the ethics committee on the use of animals 

at Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA) (Opinion 663/19), 
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the up and down assay (OECD 2022) was performed. Adult females (90 days of age) of Wistar 

rats were used, raised, and maintained in the vivarium of Universidade Federal de Ciências da 

Saúde de Porto Alegre, under controlled conditions of temperature and humidity, receiving food 

and water ad libitum. After fasting for 4 h, a female was treated with a dose of 175 mg/kg of 

C18MimCl (we used only this molecule, because at this point of the study C16MImMeS were 

excluded as promising due to the toxic effects on non-targets organisms) followed by 

observation for 48 h. Subsequently, a second fasting female was submitted to a dose of 550 

mg/kg of C18MImCl and kept under observation. Clinical signs of toxicity and death were 

recorded to enable the classification of acute oral toxicity of the IS according to Globally 

Harmonized Classification System (GHS) for Chemical Substances and Mixtures. Also, the 

LD50 was estimated according to OECD guideline for Up and Down Procedure. 

 

RESULTS 

Culex quinquefasciatus bioassay 

When exposed to C18MImCl or C16MImMeS, the Cx. quinquefasciatus larvae were 

susceptible. This response was dose-dependent, i.e., mortality increased as the concentration 

increased, both for after 24 h and 48 h of incubation (Figure 1). 
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Figure 1. Percentage of mortality after 24 h (orange square) and accumulated 

mortality after 48 h (black circle) of Cx. quinquefasciatus larvae exposed to (A) C18MImCl 

and (B) C16MImMeS.  Negative control: filtered water; Positive control: LC99 (20 µg/mL) of 

the respective IS against Ae. aegypti. Concentrations are in µg/mL. 

 

The values of lethal concentrations with the confidence intervals are summarized in 

Table 1. The lethal concentrations were calculated by probit regression and were validated once 

the LC50 confidence limits overlapped, observed by the significance level p < 0.05. For both IS, 

the lethal concentrations values dropped slightly after 48 h, except for the LC99 of C18MImCl.  
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Table 1. Lethal concentration values of Cx. quinquefasciatus larvae exposed to IS. 

The values represent the confidence intervals. Pcs: Pearson's chi-square; df: degrees of freedom. 

Concentrations are in µg/mL. 

 

Phytotoxicity assays with Lactuca sativa 

Measurements of hypocotyl and radicle sizes after exposure to imidazolium salts 

The means and standard deviations of the hypocotyl and radicle sizes after exposure to IS 

are shown in Figure 2. The positive control, despite its germination (up to 90%), did not develop 

any measurable structure and for this reason was not included in the analysis (Sobrero and 

Ronco 2004). Significant differences in radicle and hypocotyl sizes were observed, mainly 

when treated with C16MimMeS (Figure 2B). The 2-way ANOVA demonstrated that 

C18MimCl (Figure 2A) caused no significant differences when the source of variation was the 

interaction between all experiments (p = 0.0537). Only the Tuckey multiple test confirmed that 

the concentration of 100 μg/mL resulted in a significant difference in radicle size (p = 0.0004). 

 C18MImCl C16MImMeS 

 24 h 48 h 24 h 48 h 

LC50 3.848 

(0.255-11.855) 

3.175 

(0.961 – 8.049) 

5.751 

(4.071 – 9.269) 

4.613 

(2.991 – 8.858) 

LC90 11.731 

(7.088-14.411) 

11.864 

(7.383 – 14.475) 

14.992 

(9.297 – 20.357) 

13.302 

(7.252 – 16.362) 

LC99 18.158 

(10.884 – 19.297) 

18.494 

(11.682 – 19.413) 

22.513 

(13.105 – 25.575) 

20.849 

(10.444 – 26.945) 

Pcs 233.197 172.735 30.755 46.071 

Df 6 6 6 6 

p < 0.05 < 0.05 < 0.05 < 0.05 
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Considering the means obtained in the control and the concentration of 100 μg/mL, the 

percentage of radicle inhibition was 48.41%.  

For C16MImMeS, the source of variation of the 2-way ANOVA showed significant 

differences in the interaction of the entire experiment (p <0.0001). The Tuckey test revealed 

significant differences in radicle size, compared to the control, for the dosages of 12 μg/mL (p 

<0.0001), 25 μg/mL (p <0.0001), 50 μg/mL (p = 0.0010) and 100 μg/mL (p < 0.0001. 

Confirming inhibition rates of 46.46, 40.92, 34.51 and 75.88% for 12, 25, 50 and 100 μg/mL, 

respectively. For the hypocotyl size, the dosages of 25 μg/mL (p = 0.0380) and 100 μg/mL (p 

= 0.0023) showed significant differences with inhibition rates of 17.98% and 44.79%, 

respectively. From the results of the percentages of inhibition in radicle and hypocotyl sizes, 

the IC50 values of both IS were determined. For C18MImCl, the inhibition concentration was 

92.562 μg/mL for the radicle and 284.955 μg/mL for the hypocotyl. For C16MImMeS, the 

inhibition concentration was 44.667 μg/mL for the radicle and 107.671 μg/mL for the 

hypocotyl. 

 

Germination rate 

When evaluating the germination rates, significant differences were determined between 

the IS studied. The experiment was considered valid since the positive control (ZnSO4) 

presented more than 90% germination rate (Sobrero & Ronco, 2004). No significant difference 

was verified for C18MImCl in any concentration compared to controls. For C16MImMeS, the 

concentrations of 6 (p = 0.0002), 12, 25, 50 and 100 (p <0.0001) μg/mL showed significant 

differences with the negative control and demonstrated that the germination rate was dose 

dependent. Higher concentrations resulted in lower germination rates (Figure 2 A and B). 
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Figure 2. Means and standard deviations of hypocotyl and radicle sizes and 

germination rate of L. sativa plants exposed to (A) C18MImCl and (B) C16MImMeS.  The 

concentrations are in µg/mL. 

 

Macroscopic evaluation  

To establish other characteristics that may demonstrate phytotoxicity, a morphological 

analysis was performed in each seedling. For C18MImCl, no abnormal features were observed. 

For C16MImMeS, important characteristics were observed, which indicate signs of toxicity. 
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Some seedlings showed the characteristic of the hypocotyl with low or no radicle emergence. 

In none of the treatments, other important indicators such as necrotic root apexes, root 

malformation or other types of abnormal germination were visualized. 

 

In vitro toxicity assay 

For V79 cells (fibroblasts), C18MImCl was biocompatible until 5 µM observing both cell 

viability (Figure 3A) and biomass (Figure 3B) biomarkers. The same IS showed only 50% cell 

viability at 10 µM, reaching more than 80% of toxicity at 50 and 100 µM. A similar pattern of 

response was observed for C16MImMeS (Figure 3C and 3D). The CC50 estimated for 

C18MImCl was 12.8 µM and for C16MImMeS was 11.5 µM.  

 

 

Figure 3: Cytotoxicity of C18MimCl (A and B) and C16MimMeS (C and D) for 

V79 cell line determined by MTT assay (A and C) and SRB assay (B and D) after 24 hours 

of exposure. The (*) indicates difference from the negative control (One-way ANOVA and 

Tukey post-hoc, p < 0.05). Concentrations are in µM. 
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The results obtained for HaCat cells (keratinocytes) showed a decrease around 35% in cell 

viability (Figure 4A) for C18MImCl 5 and 10 µM, while 50 and 100 µM caused an important 

cytotoxicity (88 and 97%, respectively). However, this toxicity effect was not observed in the 

biomass determination (Figure 4B). C16MImMeS showed 70% of cell viability with 1 and 5 

µM, decreasing to 50% with 10 µM and less than 1% of cells survived with the higher 

concentrations (Figure 4C). The results for biomass (Figure 4D) demonstrated decrease of 50% 

with 10 µM, but curiously 50 and 100 µM was not toxic. The CC50 estimated for C18MImCl 

was 18,1 µM and for C16MImMeS was 6,2 µM. 

 

 

Figure 4: Cytotoxicity of C18MimCl (A and B) and C16MimMeS (C and D) for 

HaCat cell line determined by MTT assay (A and C) and SRB assay (B and D) after 24 hours 

of exposure. The (*) indicates difference from the negative control (One-way ANOVA and 

Tukey post-hoc, p < 0.05). Concentrations are in µM. 

 

 

 

In vivo acuate oral toxicity 
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The evaluation of acute oral toxicity was only performed with C18MImCl, since 

C16MImMeS demonstrated severe phytotoxicity. This was done in Wistar rats by the up and 

down assay (OECD 425), which allowed estimating the acute median lethal dose (LD50) at 309 

mg/kg. In this trial, the rat treated with the dose of 175 mg/kg did not manifest any clinical 

signs, as well as macroscopic changes, after euthanasia performed at the end of the observation 

period of 48 h. At the dose of 550 mg/kg, the rat manifested reverse peristalsis and diarrhea in 

the first hour after treatment, and the clinical presentation progressed to death within 24 h. Signs 

of hepatic congestion and intestinal distension were observed at necropsy.  

 

DISCUSSION 

The impact of the IS C18MImCl and C16MImMeS on the mortality of Cx. 

quinquefasciatus larvae was similar, however, the LC values are lower for C18MImCl. In 

general, both IS presented after 48 h lower LCs than after 24 h. The only exception is the LC99 

of C18MImCl as 100% mortality was already reached within the first 24 h. This are the first 

results on the efficacy of these IS as larvicides against Cx. quinquefasciatus.  

With Ae. aegypti larvae after 48 h, Goellner et al. (2018) reported LC50 values for 

C16MImMeS and C18MImCl of 6.040 μg/mL and 9,.63 μg/mL, respectively. In the current 

study with Cx. quinquefasciatus larvae after 48 h, we obtained lower LC50 values, which 

suggests that, at least at the laboratory level, Cx. quinquefasciatus larvae are more susceptible 

to the studied IS.  

Interestingly, the study conducted by Selvarajoo et al. 2017 showed lower toxic levels 

when combating Ae. aegypti (LC50 = 21.78 to 69.22 ppm) in contrast to Cx. Quinquefasciatus 

(24.81 to 159.73 ppm) larvae with four bis-imidazolium salts attached with silver(I)-complexes 

containing N-heterocyclic carbene ligands (neutral equivalent of the imidazolium cation). 

The chemical nature of an insecticide can influence its effectiveness, especially if the 
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insecticides have some residual action (Brühl et al. 2021), however, it must be consider that the 

LC values presented here refer to Cx. quinquefasciatus larvae raised in the laboratory, in nature 

these larvae are usually in water rich in organic matter (Rocha David et al. 2012), and therefore 

these concentrations may change, taking into account the natural habitat of the larvae. Perhaps 

there may also be a different mechanism of action when compared to Ae. aegypti. Thus, future 

analysis must be done to clarify the mode of action for Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus 

and their LC values in their natural habitats.  

As for phytotoxic effects, according to Sobrero & Ronco (2004), the effects on seed 

germination can be seen as a lethal effect (depending on the death of the embryo in the seed), 

while the effects on the size of radicle and hypocotyl are sublethal effects. Only C16MImMeS 

had a negative influence on seed germination, unlike C18MImCl, where no significant 

difference was visualized in any of the applied concentrations.  

Another important feature for C16MImMeS was the decrease in radicle size in various 

dosages, which was only observed in the highest dose for C18MImCl. This could be explained 

through their strong interaction with biological systems, which may have reduced the 

production of auxin, interfering in metabolic routes that have this hormone as a product, such 

as the shikimic acid route (Gomes et al. 2014). 

The inhibition concentration levels, established through the rate of growth inhibition of 

the radicle and hypocotyl, confirm that C18MImCl has an IC50 value at least twice as high as 

the diagnostic dose for larvae. In agreement with the regulations of the WHO (2005), 

C18MImCl can be considered as a safe larvicide in the context of phytotoxicity (IC50 is at least 

twice the CL99). For C16MImMeS, the IC50 is equal to the CL99, indicating that this compound 

is not safe, at least under current conditions, to be used as larvicide. 

C16MImMeS was more toxic than C18MImCl for both cell types, however cytotoxicity 

was higher for V79, which are of connective tissue, internal to organs, than for HaCat, which 
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represent contact epithelium with the external environment. This indicates that they can be used 

safely since, as larvicides, skin contact would be occasional (during application or by leaching). 

The apparent increase in protein content observed at higher concentrations of C16MImMeS 

may be related to the formation of IS film/aggregates or to the induction of keratinization of the 

epithelial cell monolayer. 

On acute oral toxicity in Wistar rats, it is important to note that the toxicity of 

C18MImCl, based on its DL50, is classified in category 4 (>300 and ≤ 2000 mg/kg), according 

to the Global Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (United Nations 

2021). For instance, the insecticide pyrethrin cypermethrin (416.98 mg/kg) (Bhushan et al. 

2013), widely used in vector control, is part of the same category. In Brazil, for example, 

according to the National Health Surveillance Agency (ANVISA), an solid form insecticide 

needs to demonstrate an LD50 greater than 50 mg/kg of body weight, thus in the Brazilian 

context this molecule can be used in future formulations for mosquito control (ANVISA 2022). 

Thus, C18MImCl is a promising alternative as larvicide in the context of safety for non-

target organisms, although other organisms need to be tested and, long term assays for a more 

detailed understanding of its scope. 

 

CONCLUSION 

This study further classified the IS C18MImCl as a promising larvicide, confirming its 

larvicidal action against Cx. quinquefasciatus, in addition to its already known action against 

Ae. aegypti. This IS also can be considered as safe in the context of phytotoxic effects on L. 

sativa plants and to fibroblasts and keratinocytes cell linages. Besides, the toxic effect of orally 

applied C18MImCl, using Wistar rats as a model of a non-target organism, is classified in the 

same category of the insecticide pyrethrin cypermethrin. In conclusion, C18MImCl proved to 

be a promising future alternative as larvicide, especially considering the resistance of Cx. 
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quinquefasciatus to widely used insecticides. 
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6. CAPÍTULO III - DESENVOLVIMENTO E EFICÁCIA DE UM NOVO 

LARVICIDA PARA O CONTROLE DE POPULAÇÕES DE MOSQUITOS 

VETORES DE DOENÇAS  

 

Desenvolvimento e eficácia de um novo larvicida para o controle de populações de 

mosquitos vetores de doenças 

 

 

RELATÓRIO TÉCNICO  

 

DESENVOLVIMENTO E EFICÁCIA DE UM NOVO LARVICIDA PARA O CONTROLE 

DE POPULAÇÕES DE MOSQUITOS VETORES DE DOENÇAS 

 

Harry Luiz Pilz Júnior; Alessandra Bittencourt de Lemos; Wellington Junior da Silva; Lidia 

Mariana Fiuza; Henri Stephan Schrekker; Onilda Santos da Silva 

 

RESUMO 

 

Doenças transmitidas por mosquitos ainda representam uma ameaça significativa para a saúde 

pública em todo o mundo. Nesse contexto, inseticidas, especialmente larvicidas, desempenham 

um papel crucial no controle da propagação dessas doenças, visando as larvas dos mosquitos 

antes que elas possam se tornar adultos e disseminar a doença. Este relatório técnico apresenta 

o desenvolvimento de um novo larvicida baseado em um sal imidazólico e avalia sua eficácia 

em testes simulados de campo e em diferentes condições de temperatura em um ambiente 

laboratorial. O novo larvicida foi formulado e caracterizado, resultando em um composto 

altamente ativo e estável. A eficácia do larvicida foi avaliada em campo, demonstrando uma 

redução significativa na população de larvas de mosquito. Além disso, testes laboratoriais 

realizados em diferentes temperaturas revelaram que o larvicida permaneceu eficaz mesmo em 

temperaturas extremas. Nossas descobertas sugerem que este larvicida tem um potencial 

significativo como uma ferramenta para controlar doenças transmitidas por mosquitos em áreas 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A utilização de larvicidas é uma das principais estratégias de controle desses 

mosquitos, visto que a eliminação das larvas reduz a quantidade de mosquitos adultos e, 

consequentemente, o risco de transmissão dessas doenças. Esta tese de doutorado teve como 

um dos objetivos investigar o impacto dos sais imidazólicos na microbiota de larvas de campo 

de Aedes aegypti e Aedes albopictus, que são os principais vetores responsáveis pela 

transmissão de doenças como dengue, Chikungunya e Zika. 

Os resultados obtidos indicaram que os sais imidazólicos são capazes de modificar 

a dinâmica bacteriana nas larvas, afetando a riqueza e diversidade de espécies presentes na 

microbiota. Isso sugere que algumas espécies bacterianas podem ser beneficiadas pela presença 

da molécula e auxiliar no seu modo de ação. Além disso, foram identificadas mudanças em 

rotas metabólicas importantes na microbiota, que podem estar relacionadas ao sistema nervoso 

das larvas. 

Entre os sais imidazólicos testados, o C18MImCl mostrou-se o mais promissor 

como larvicida, uma vez que não demonstrou toxicidade em plantas de Lactuca sativa e 

apresentou uma dosagem letal menor para ratos do que outros inseticidas disponíveis no 

mercado. Além disso, o composto mostrou eficácia como larvicida para larvas de Culex 

quinquefasciatus. Já o C16MImMeS, embora tenha demonstrado eficácia como larvicida, 

mostrou-se fitotóxico e, portanto, não é uma boa opção para formulação do larvicida. 

Outro aspecto importante avaliado no estudo foi a segurança do composto para uso 

em humanos. As concentrações testadas em linhagens celulares de queratinócitos, que simulam 

a ação do composto sobre a pele humana, e fibroblastos pulmonares, que simulam a aspiração 

acidental, mostraram-se favoráveis para o C18MImCl. Além disso, a dose letal em ratos está 

dentro dos limites recomendados pelos órgãos reguladores. 

Com base nesses resultados, foi desenvolvido um formulado a base de sais 

imidazólicos, que foi testado em diferentes temperaturas e condições simuladas de campo. Os 

resultados indicaram que o produto é eficaz mesmo em temperaturas extremas e apresenta uma 

ação residual maior em comparação com outros larvicidas comerciais. 

Em suma, o estudo em questão contribui para o avanço do conhecimento sobre a 

ação dos sais imidazólicos como larvicidas e destaca o potencial do composto C18MImCl 

como uma opção segura e eficaz para o controle das populações de mosquitos vetores de 

doenças. A utilização de larvicidas como estratégia de controle é uma medida importante para 

reduzir a incidência de doenças transmitidas por mosquitos, além de contribuir para a promoção 
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da saúde pública e bem-estar da população. 




