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Resumo

O controle quimico é uma das principais estratégias para impedir a disseminacdo de
arboviroses. Entretanto, o uso continuo e indiscriminado dos inseticidas é responsavel pela
selecédo de populacdes de Aedes aegypti resistentes, tornando o controle de vetores de doencas
um desafio. Conhecer o perfil de resisténcia das populacGes de Aedes aegypti do Distrito
Federal (DF) é imprescindivel para conter a transmissdo de doencas. Foi avaliada a
suscetibilidade de 3 populagdes de mosquitos do DF aos inseticidas temefos, piriproxifeno,
deltametrina e malationa. Ensaios com larvicidas, com a dose-resposta, e adulticidas, com a
dose diagnostica, demonstraram o perfil de resisténcia das populacGes de Aedes aegypti de
Brazlandia, Guard e Sobradinho, localidades com historico de alta incidéncia de dengue.
Avaliou-se o efeito residual do Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno). Também foi realizado o estudo
quantitativo por Ressonancia Magnética Nuclear (RMNQq) dos principios ativos dos inseticidas
de formulagio comercial usados no controle vetorial: Sumilarv® 0,5 G, Komvektor® 440 EW
(malationa), Vectron® 10 SC (etofenproxi) e Ficam® VC (bendiocarbe). Todas as populacoes
testadas apresentaram resisténcia moderada a alta para temefds: RR(razdo de resisténcia)so
(Sobradinho) = 8,6; RRso (Brazlandia) = 10,3; RRso (Guard) = 12,0. Para o piriproxifeno, as
populacOes apresentaram suscetibilidade: RRso (Sobradinho) = 1,42; RRso (Brazlandia) = 1,85;
RRso (Guard) = 2,21. Apenas a linhagem do Guard demonstrou resisténcia a malationa
(mortalidade de 60,8% em 45 min.) e Brazlandia, suscetibilidade alterada a deltametrina
(mortalidade de 91,7% em 24 h). A formulagdo comercial do piriproxifeno apresentou efeito
residual sobre as larvas com eficacia de 100% de inibicdo da emergéncia até 30 dias ap0s o0
tratamento. A avaliacdo do teor de principio ativo revelou 31,5% de malationa acima do valor
declarado pelo fabricante para Komvektor® 440 EW. Ja o produto Vectron® 10 SC
(etofenproxi) o teor obtido foi 12,0% menor que o valor declarado A utilizacdo de malationa
deve ser criteriosa para evitar o desenvolvimento ou agravamento do status de resisténcia das
populacdes. As alteracBes nos teores de principio ativo dos inseticidas podem contribuir para
preparagcOes equivocadas de emulsdes e solucdes de inseticidas com doses subletais ou supra
letais. Desta forma, avaliacGes periddicas da qualidade dos inseticidas armazenados e cuidados
com o seu preparo podem evitar falhas no controle do vetor. E imperativo que o monitoramento

da resisténcia aos inseticidas seja uma atividade de vigilancia entomoldgica permanente.

Palavras-chave: Aedes aegypti; arboviroses; controle do vetor; resisténcia; anélise quimica de

inseticidas.



Abstract

Chemical control is one of the main strategies to avoid arboviruses dissemination.
However, indiscriminate and continuous use of insecticides is responsible for the selection of
resistant Aedes aegypti populations. These practices implicate challenges to control this vector
of diseases. Awareness of the profile of resistant populations of Aedes aegypti at Distrito
Federal (DF) is fundamental to contain the transmission of infections. In that context, this study
assessed the susceptibility of 3 populations of mosquitos from DF to the insecticide temephos,
pyriproxyfen, deltamethrin e malathion. Trials with larvicides using dose response and
adulticides with diagnostic dose demonstrated the resistance profile of Aedes aegypti
populations. Samples were collected from localities with a historical high incidence of dengue
- Brazlandia, Guara and Sobradinho.The residual effect of Sumilarve 0.5 G (pyriproxyfen) was
evaluated. In addition, this study performed a quantitative analysis, using Quantitative Nuclear
Magnetic Resonance (QNMR), of the active principles of commercial formulas of the
insecticides used for vector control: Sumilarve 0.5 G, Komvektors 440 EW (malathion),
Vectron® 10 SC (ethofenproxy) e Ficam=VC (bendiocarb). All populations tested presented
moderate to high resistance to temephos: RR (resistance ratio)so (Sobradinho) = 8.6; RRso
(Brazlandia) = 10,3; RRso(Guara) = 12.0. For pyriproxyfen, susceptibility results were: RR,
(Sobradinho) = 1.42; RRso (Brazlandia) = 1.85; RRsp(Guard) = 2.21. Only Guara's sample
presented resistance to malathion (mortality of de 60.8% within 45 min.) and Brazlandia, altered
susceptibility to deltamethrin (mortality 91.7% within 24 h). The commercial formulation of
pyriproxyfen showed 100% efficacy to inhibit emergence of adults until 30 days after treatment.
Assessment of active principle constituent quantification at the insecticides revealed malathion
was 31.5% above the valued declared by the manufacturer Komvektor= 440 EW. As for
Vectron® 10 SC (ethofenproxy) products, the concentration obtained was 12.0% below the
declared value. Use of malathion must be prudent in order to avoid the development or increase
resistance status of Aedes aegypti populations. Differences of the constituent quantification of
active principle presented by the manufactured and this study results may contribute to
misleading preparations of emulsions and solutions of insecticides with under lethal or over
lethal doses. Therefore, periodical evaluations of quality of insecticides and preparation caution
may avoid fails of vector control. It is imperative to monitor insecticide resistance as a

permanent entomological surveillance activity.

Key-words: Aedes aegypti; arboviruses; vector control; resistance; chemical analysis of

insecticide



1. Introducéo
1.1.  Vetores de doencas

As principais doencas transmitidas por vetores no mundo representam 17% de todas as
doencas infeciosas (WHO, 2017a). Sdo doencas causadas por patdgenos, tais como,
protozoarios, virus e bactérias as quais sdo disseminadas por artropodes, atuando como vetores,
por exemplo, mosquitos, carrapatos e barbeiros (Gubler, 2009). Outros animais, porém, tém
papel importante na cadeia de transmissdo, comportando-se como hospedeiros e reservatorios:
diversas especies de vertebrados e invertebrados. Ocorrem em varios paises das regides tropical
e subtropical onde as condicGes ambientais favorecem a propagacdo dos vetores e,
consequentemente, das doencas (WHO, 2017a).

Entre os vetores mais importantes, destacam-se 0s mosquitos hemat6fagos. A
capacidade destes vetores de disseminar patdgenos adquiridos durante a realizacdo da
alimentacdo sanguinea, causa o adoecimento de centenas de milhGes de pessoas e a morte de
milhares por ano (WHO, 2017b).

Anualmente, em todo o0 mundo, mais de 700 mil pessoas perdem a vida em razdo das
doencas como maléria, dengue, leishmaniose, entre outras (WHO, 2017a). Malaria, dengue,
Chikungunya e Zika sdo as principais doengas transmitidas por mosquitos e representam um
grave problema de salde publica em escala global (Paixdo, 2018; Wells, Huijsduijnen, &
Voorhis, 2015)

Apenas a malaria, em 2015, foi responsavel pela morte de cerca de 438.000 pessoas
em 95 paises e territdrios onde cerca de 3,2 bilhdes de pessoas viviam em area de risco (WHO,
2017a). Em 2017, a maioria dos casos (92%) e dos Obitos (93%) estava concentrada na Africa
subsaariana.

Dengue, Chikungunya e Zika, apesar de juntas ndo superarem a morbimortalidade
estarrecedora causada pela maléria, afetam milhGes de pessoas. A estimava anual, apenas para
dengue é de 390 milhGes de casos (Bhatt et al., 2013a), com ampla distribui¢cdo pelo mundo
(Kraemer et al., 2015).

O impacto econdmico promovido pelas arboviroses impressiona. Para dengue, por
exemplo, estima-se que o gasto médio anual com o tratamento, internacGes e perda de
produtividade tenha sido de 2,1 bilhdes de ddlares para o periodo de 2000 a 2007 nas Américas

(Shepard et al., 2011). No Brasil, estima-se que o custo total com as arboviroses, incluindo o

10



combate ao vetor, custos indiretos (absenteismo no trabalho) e custos médicos diretos tenha
sido cerca de 655 milhdes de ddlares em 2016 (Teich, Arinelli, & Fahham, 2017).

Com relacéo a febre Zika, os impactos também sd@o severos. Estimativas iniciais da
perda de renda (PIB) para a regido da América Latina e Caribe alcangaram o valor entre 7 a 18
bilhdes de dblares para o periodo de 2015 a 2017, com repercussdes sérias para 0s sistemas de
salide e de bem-estar social (PNUD, 2017).

Muito maior que os numeros estimados, é o impacto humano que atinge as criangas
com a sindrome congénita do Zika, que abrange a microcefalia, uma condicéo rara associada
com o desenvolvimento incompleto do cérebro, e outros disturbios neuroldgicos e oculares
(PNUD, 2017). O isolamento social, falta de apoio social, estigmatismo, tensdo
conjugal, auséncia de acesso a informacgdes ou cuidados de salde apropriados, incertezas das
consequéncias da sindrome congénita da zika, entre outras, sdo alguns dos desafios impostos
as criangas e suas familias (Bailey & Ventura, 2018).

1.2. A transmissdo das arboviroses

Os virus transmitidos por mosquitos (Culicidae) e outros artrépodes, como carrapatos
(Ixodidae e Argasidae), mosquitos-palha (Psychodidae), borrachudos (Simuliidae) e
mosquitos-pdlvora (Ceratopogonidae) sdo comumente conhecidas como arbovirus (arthropod-
borne virus) (Gubler, 2009).

Atualmente, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) nos Estados Unidos
da América mantém catalogados 537 arbovirus (CDC, [s.d.]). Mais de 130 arbovirus estdo
relacionados com a ocorréncia de arboviroses em humanos e alguns sdo responséveis por
importantes epidemias emergentes e reemergentes nestas ultimas décadas (Dash et al., 2013).
A maioria destes virus pertencem as familias Flaviviridae (flavivirus da dengue e Zika),
Togaviridae (virus da Chikungunya) e Bunyaviridae (virus da Oropouche) (Gubler, 2002).

Os arbovirus se mantém em circulacdo por meio da transmissdo entre vetores
artropodes e os vertebrados como passaros, primatas e pequenos mamiferos. Estes animais
servem como hospedeiros, reservatorios e/ou amplificadores no ambiente silvestre, pois séo
fontes importantes de virus. A maior parte da transmissdo de arbovirus ocorre horizontalmente,
durante a alimentacdo sanguinea nos vertebrados e com menor frequéncia, por via sexual ou
venérea, durante a cépula (Coffey, 2013). Alguns arbovirus também podem ser transmitidos
verticalmente dos progenitores infectados para a prole pela via transovariana (Gubler, 2002). E

possivel que tanto a transmissdo vertical quanto transmissdo sexual tenham um papel

11



importante na manutencdo de alguns arbovirus nos periodos inter-epidémicos de arboviroses
(Cruz et al., 2015; Mavale et al., 2010).

Apos a ingestdo de virus obtidos de um vertebrado na viremia, ou seja, no periodo de
presenca de virus no sangue circulante, os virus infectam as células do intestino médio do vetor
e, em seguida, as cavidades e das glandulas salivares do artropode. Nos repastos sanguineos
subsequentes, podera ocorrer a transmissdo viral por meio da saliva contaminada (Coffey et al.,
2013).

A transmissdo para o homem e/ou animais domésticos é acidental e ocorre apds
eventos complexos de “spillover”, por transposicdo da barreira de espécies hospedeiras
(Weaver & Reisen, 2010). Este processo infectante consiste na passagem de um agente
infecioso para uma espécie de vertebrado hospedeiro ndo afetada anteriormente. A ampliacao
do espectro de hospedeiros de um determinado agente infeccioso é um mecanismo comum na
emergéncia de novas arboviroses humanas (Confalonieri, 2010).

Os virus da Dengue e Chikungunya, atualmente ndo dependem dos ciclos enzodticos e
ocorrem como extensas epidemias em varias regides do globo ano ap6s ano (Dash et al., 2013).
O temor € a ocorréncia de outras arboviroses e crescimento da expansao geografica em razédo
de vérios fatores como crescimento da populacdo humana e de atividades que aumentam a
exposicao a infecgdo, como o turismo ecoldgico, por exemplo (Weaver, 2013).

Outro elemento perturbador surgiu recentemente. Pesquisadores brasileiros
observaram a infeccdo natural em primatas ndo humanos pelo virus da ZIKA, algo
documentado apenas no continente africano. Esta evidéncia é preocupante, pois sustenta a
hipétese de que os primatas ndo humanos possam ser 0s hospedeiros responsaveis pela
manutencéo do ZIKV, sendo importante para circulacdo e transmissdo em ambientes urbanos

tropicais (Terzian et al., 2018).
1.3. Origens da espécie Aedes aegypti

Os mosquitos do género Aedes, especialmente das espécies Aedes (Stegomyia) aegypti
(L.) e Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse), sdo os principais vetores de arboviroses no mundo
(Lopes, Nozawa, & Linhares, 2014; Pancetti et al., 2015; Pialoux et al., 2007; Weaver et al.,
2016). No Brasil, 0 mosquito Ae. aegypti € o vetor responsavel pela transmissdo das trés mais
importantes arboviroses na atualidade (Valle, Pimenta, & Aguiar, 2016; Vasconcelos, 2015).

Vaérias pesquisas procuram desvendar as origens do mosquito Ae. aegypti. Acredita-se,
que 0 seu ancestral seja a subespécie Ae. aegypti formosus, um mosquito silvestre, zoofilico
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que ainda hoje habita a regifo da Africa Subsaariana (Urdaneta-Marquez & Failloux, 2011). E
provavel que a distribuicdo dos mosquitos tenha sido maior no continente africano. Mas a
formacéo do Saara, ha 4000-6000 anos, talvez tenha provocado o isolamento de populacdes, e
diferencas na disponibilidade de recursos, tenha permitido caminhos diversos de evolugao para
formacdo da subespécie sinantropica Aedes aegypti aegypti.

A escassez de agua e fonte alimentar tornaram os locais onde haviam aglomeracédo de
humanos promissores para 0s mosquitos devido a presenca de agua acumulada, essencial para
a formacdo de criadouros, e a farta quantidade de alimentacdo sanguinea. Estes sdo fatores que
podem ter contribuido para a domiciliacdo inicial do vetor (Powell & Tabachnick, 2013).

Outro elemento que provavelmente pode ter favorecido tanto para disseminacao de
mosquitos quanto para a domiciliacdo foram as Grandes Navegacdes e 0 comércio de escravos.
Os mosquitos sinantrépicos ou mesmo a forma silvestre podem ter sido transportados
passivamente para 0 Novo Mundo no transito frequente de navios. (Powell & Tabachnick,
2013).

Em um estudo prévio, a analise de marcadores moleculares permitira verificar a
distancia genética entre populacfes de mosquito de algumas regides pelo mundo (Brown et al.,
2011). Dois grupos distintos foram identificados: um abrangendo todas as populacgdes
sinantrdpicas fora da Africa e outro com as populagdes sinantrdpicas e florestais do continente
africano. Isto sugere que a domicilia¢do ocorreu ndo como evento nico na Africa, mas também
em outras regides do mundo.

Utilizando DNA mitocondrial de mosquitos, Silva et al. (2012) avaliaram os padrdes de
fluxo génico em escala continental e subcontinental (bacia amazbnica) de populagbes
americanas de Ae. aegypti. Os autores encontraram evidéncias que sustentam a hipétese de
disseminacdo de mosquitos pelo homem de forma passiva, um dos principais determinantes da
estrutura genética das populacdes. Foi observado que o fluxo génico é maior entre populacdes
subjacentes quando se considera a escala continental. Na bacia amazoénica, os dados sugerem o
extenso fluxo génico entre as principais cidades da regido, o que poderia permitir maior
disseminacdo de mutag6es vantajosas, como, por exemplo, resisténcia a inseticidas (Silva et al.,
2012).

A forma sinantropica Ae. aegypti € uma espécie amplamente distribuida em vérias
regibes do mundo, onde as condigfes ambientais favorecem o seu desenvolvimento e

proliferacéo, principalmente nas regides de clima tropical e subtropical (Kraemer et al., 2015).
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1.4. Biologia do mosquito Ae. aegypti

O mosquito Ae. aegypti é classificado taxonomicamente como um inseto diptero
pertencente & familia Culicidae, subfamilia Culicinae e tribo Aedini (Forattini, 2002). E uma
espécie hematofaga, antropofilica que vive em intima associagdo com seres humanos,
principalmente em &reas urbanas e suburbanas, onde os hospedeiros estdo mais acessiveis
(Christophers, 1960; Delatte et al., 2010; Harrington, Edman, & Scott, 2001). Considerado um
mosquito de habitos diurnos, o Ae. aegypti apresenta dois picos de atividade: um no inicio da
manha, e outro no final da tarde (Christophers, 1960; Delatte et al., 2010). Esse artropode possui
comportamento endofilico, ou seja, tem preferéncia de se abrigar dentro de casas e ambientes
fechados. Apresenta o habito alimentar no ambiente interno (endofagia), bem como no externo
(exofagico) das habitacdes humanas (Christophers, 1960; Delatte et al., 2010).

Apenas as fémeas alimentam-se de sangue cujas proteinas sdo essenciais para a
producdo dos ovos. Entretanto, a fonte energética principal para estes mosquitos sdo 0s
carboidratos obtidos da seiva, flores e frutos (Consoli & Oliveira, 1994). Apos a digestdo
sanguinea e maturacdo dos ovos as fémeas buscam locais com agua parada disponivel para
realizar a oviposicdo. A colocagé@o dos ovos ocorre nas paredes dos recipientes proxima a agua
para que possam ser, eventualmente, recobertos e permitir a eclosdo (Consoli & Oliveira, 1994).

O Ae aegypti apresenta ciclo de vida caracterizado pela metamorfose completa
(holometabolia). Quatro fases comp&em o ciclo de vida: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1).
Apenas o estagio larval € dividido em 4 estadios (LV): LV1, LV2, LV3 e LV4 (Bar & Andrew,
2013).

O desenvolvimento do ovo ao adulto € rapido (7 a 10 dias) e depende de diversos fatores
ambientais tais como: temperatura, disponibilidade de alimento, caracteristicas fisico-quimicas
da agua, densidade larval, luminosidade, periodo de quiescéncia, temperatura, entre outros
(Beserra, Fernandes, & Ribeiro, 2009; Beserra, 2009; Silva & Silva, 1999).
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Ovo

Adulto Larva

Pupa
Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Fonte: CDC

Em estudo realizado por Silva & Silva (1999) foi demonstrado que o ciclo bioldgico
pode sofrer alteracdo quando as condigfes ambientais sdo desfavordveis. O decréscimo da
temperatura e da umidade relativa sdo alguns dos fatores que podem provocar a interrupcao do
desenvolvimento do ovo, fenémeno conhecido quiescéncia. Esta capacidade garante & espécie
sucesso na sobrevivéncia quando ha a melhora das condicdes, além de permitir a dispersédo no

ambiente por meio dos ovos aderidos a diferentes recipientes inserviveis (Diniz et al., 2017).

1.5.  Principais arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti no Brasil e suas vacinas
1.5.1. Dengue

A dengue é uma doenca infeciosa febril aguda que pode afetar pessoas de todos 0s
sexos e idades, causando um espectro de manifestacGes leves as formas mais severas, a dengue
hemorragica e sindrome do choque. Quatro sorotipos do virus dengue DENV (DENV-1 a
DENV-4) provocam a doenga, sendo que a infeccdo por um sorotipo confere imunidade
permanente. Os virus da dengue pertencem ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, e sdo
transmitidos principalmente durante a picada da fémea infectada do mosquito Ae. aegypti
(Lopes, Nozawa, & Linhares, 2014).

No Brasil, 0 mosquito Ae. aegypti € o vetor responsavel pela transmissao dos virus que

provocam a doenca. Contudo, Ae. albopictus também representa uma grande ameaca a saude

15



publica. A espécie estd amplamente distribuida no pais e ja foi demonstrado em laboratério que
as populages brasileiras apresentam competéncia vetorial substancial para arbovirus como da
Dengue e Chikungunya. No entanto, ndo ha registro da transmisséo realizada por este mosquito
no Brasil (Pancetti et al., 2015).

Em 2012, a OMS considerou a dengue como a principal doenca viral transmitida por
mosquito. Mais importante que a malaria, inclusive, em termos de morbidade e impacto
econémico gerado (WHO, 2012). A dengue estd presente em paises de clima tropical e
subtropical, principalmente, em &reas urbanas e periurbanas das regides da Africa, das
Américas, Mediterrdneo Oriental, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (WHO, 2018a). Em
areas subtropicais e temperadas, o risco potencial de transmissdo da doenca aumenta,
especialmente no periodo de verdo (Schaffner & Mathis, 2014).

A dengue é endémica em 128 paises onde 3,9 bilhdes de pessoas, mais da metade da
populacdo global esta sob risco de contrair a doenga (Brady et al., 2012). Nos ultimos 50 anos,
dramaticamente, a incidéncia cresceu mais de 30 vezes (Figura 2) e 0 nimero de casos, mais de
140 (WHO, 2012). A quantidade de casos reportados a OMS pelos seus Estados-membros
cresceu de 2,2 milhdes em 2010 para 3,2 milhdes em 2015. Este crescimento acentuado pode
ser explicado ndo apenas pela expansdo da doenca, mas também, parcialmente, pela maior

notifica¢do da ocorréncia (WHO, 2018a).
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Figura 2. Nimero médio de casos de dengue e casos graves de dengue informados a OMS
(WHO, 2012

Anteriormente, a estimativa anual de casos adotada pela OMS era de 50 — 100 milhGes
casos (Shepard et al., 2011). Estimativas recentes, usando abordagem cartografica, indicam a
ocorréncia anual de 390 milhdes de casos (IC95% 284 — 528 milhdes) e que 96 milhdes (67 —
136 milhdes) manifestam sintomas em algum nivel de gravidade da doenca (Bhatt et al., 2013b),
0 que representa mais que 3 vezes 0 gquantitativo estimado pela OMS. Stanaway et al. (2016)
justificam a disparidade entre os as estimativas com a ocorréncia da subnotificacdo de casos
nos sistemas oficiais de vigilancia e por até 70% dos doentes ndo procurarem atendimento
médico ou tratamento.

Nas Ultimas décadas, a disseminacao da dengue nas Americas foi crescente, atingindo
numeros alarmantes em 2015. De acordo com a Organizacao Pan-americana da Saude (PAHO),
foram notificados pouco mais de 2,4 milhdes de casos, com a incidéncia de 385,5 casos por
100.000 habitantes e 1365 oObitos. Apenas o Brasil, contribuiu com cerca de 68% dos casos e
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63% das mortes notificadas, alcan¢ando uma taxa de incidéncia de 809,7 por 100.000 habitantes
uma das maiores taxas na América do Sul (PAHO, 2016).

Segundo Gubler (2011), o crescimento da expansdo geografica dos virus e do vetor
nas regides tropicais do mundo foi acompanhado pelo aumento da frequéncia e magnitude da
epidemia de dengue. Além do clima favoravel para o desenvolvimento dos mosquitos, varios
outros fatores contribuiram para o cenario de condi¢des ecoldgicas ideais para a manutencdo e
proliferacdo destes insetos nas cidades destas regides. Os principais sdo: 1 — mudancas
demograficas; 2 — urbanizacdo ndo planejada; 3 — o crescimento do sistema de transporte global
e 4 — a falta de controle efetivo do mosquito (Gould, 2011; Tauil, 2001; Vasconcelos et al.,
1999).

A partir da década de 60, nos paises em desenvolvimento, houve grande fluxo
migratorio da populacéo rural para os centros urbanos. O crescimento das cidades, muitas vezes,
ndo foi acompanhado pela oferta suficiente e adequada de habitacdo ou de servicos como o
saneamento basico e coleta de lixo. O fornecimento intermitente e o armazenamento
inapropriado de agua em recipientes acessiveis as fémeas dos mosquitos, permitem o
desenvolvimento do ciclo de vida do vetor (Tauil, 2001). O mesmo ocorre quando ha destinagéo
inadequada de lixo em terrenos baldios, quintais e em vias publicas, especialmente, de materiais
ndo biodegradaveis, intensamente utilizados nos bens de consumo, que podem acumular a agua
ou transportar passivamente ovos, larvas e pupas do mosquito, tais como copos, latas,
embalagens, pneumaticos entre outros (Vasconcelos et al., 1999).

Além disso, a modernizacdo do sistema de transporte e o desenvolvimento da industria
do turismo, intensificados pela globalizagdo da economia mundial, tornou as viagens mais
rapidas e numerosas. Estas mudancas contribuiram para a expansao geografica das doencas em
razao da maior mobilidade de mosquitos e de pessoas infectadas que passaram a transitar de
um continente a outro em questdo de horas (Cleton, Koopmans, Reimerink, Godeke, &
Reusken, 2012).

Gubler (2011) argumentou que as frequentes epidemias mostram que ha falhas
importantes nas acGes de controle do vetor nas Gltimas décadas. Apds 0 sucesso do programa
de erradicacdo da espécie Ae. aegypti alcancado nas Américas nas décadas de 50 e 60, houve 0
redirecionamento de recursos que resultou na deterioracdo da infraestrutura de controle,
substituida pelo o uso exacerbado de aplicacdo espacial de inseticidas na ocorréncia de casos

de dengue. Esta estratégia teve alta visibilidade e era muito popular. No entanto, apresentou
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pouca eficacia porque os mosquitos adultos, alvos do inseticida, normalmente encontram local

de descanso no interior das casas onde ndo sdo alcangados pelo inseticida (Scott et al., 2000).

1.5.2. Febre Chikungunya

A febre Chikungunya € uma doenca artritica debilitante causada pelo virus
Chikungunya (CHIKV) do género Alphavirus, familia Togaviridae. A infeccdo é comumente
caracterizada pela febre aguda, cefaleia, mialgia e frequente artralgia persistente no estagio
cronico da doenca (Donalisio & Freitas, 2015). O virus foi primeiramente identificado num
surto ocorrido na regido Makonde, no sul da Tanzania em 1952-53. A presenca de fortes
sintomas articulares explica a origem do nome da doenca, pois, no idioma africano local, a
palavra chikungunya significa “aquele que se curva”. Geralmente a doenca € auto-limitante,
mas em alguns pacientes a dor articular pode permanecer por anos (Burt et al., 2017).

Dois ciclos de transmissdao do CHIKV tém sido descritos. Um silvestre e periurbano
na Africa no qual estio envolvidos mosquitos do género Aedes e primatas ndo humanos. E outro
urbano (homem-mosquito-homem) na Asia, Oceano indico, Africa, Europa e nas Américas. Os
vetores principais envolvidos na transmissao sao Ae. aegypti e Ae. albopictus, este desde de
2006, em razdo de uma mutagdo no genoma viral que permitiu maior replicagdo viral no
mosquito (Donalisio & Freitas, 2015; Thiberville et al., 2013). Analises filogenéticas revelaram
a existéncia de 4 gen6tipos com antigenicidade e caracteristicas genotipicas distintas: 1 — Africa
Ocidental (WA), 2 — Africa Central, Sul e Leste (ECSA), 3 — Asia e 4 — Linhagem do Oceano
indico (10L) (Wahid, 2017).

Apos o primeiro isolamento do CHIKV em 1953 na Tanzania, surtos esporadicos tém
sido registrados em varios paises da Africa e Asia. Desde de 2004, milhdes de casos da doenca
foram notificados na regido do Oceano indico e india; a expansdo do CHIKYV para novas areas
tem ocorrido, incluindo a Europa, Oriente Médio e regido do Pacifico (Morrison, 2014).

A chegada do CHIKYV nas Américas ocorreu no Caribe em 2013 (Teixeiraetal., 2015).
Desde entdo, vem causando Vvarios surtos, espalhando-se rapidamente em 45 paises e territérios,
com mais de 2,9 milhdes de casos suspeitos e confirmados e 296 obitos até o fim de julho de
2016. A falta de imunidade prévia da populacdo ao virus explica a ocorréncia dos grandes
surtos. Além disso, as &reas onde ja ocorrem outras arboviroses (dengue, febre amarela, por
exemplo) estdo sob risco, pois os arbovirus circulantes compartilham ecologia e ciclos de
transmissdo vetorial semelhantes com o CHIKV, podendo provocar surtos explosivos (Yactayo
et, 2016).
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No Brasil, 0s primeiros casos autoctones de febre Chikungunya foram confirmados no
segundo semestre de 2014 nos estados do Amapa e Bahia. A expansdo da doenca, recentemente,
alcancou todas as unidades da federacdo onde casos autdctones foram registrados (Brasil,
[s.d.]). De 2016 a 2018, houve declinio da quantidade de casos provaveis e incidéncia da
doenca: em 2016, (277.882 casos provaveis; incidéncia de 134,8 casos/100 mil habitantes); em
2017, (184.694 casos provaveis; incidéncia de 88,6 casos/100 mil habitantes) e em 2018
(85.221 casos provaveis; incidéncia de 40,9 casos/100 mil habitantes) (Brasil, 2018).

1.5.3. Febre Zika

A febre Zika é uma doenga febril aguda, autolimitada, causada pelo virus Zika (ZIKV).
O ZIKV, como o DENV, também pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae (Paixao
et al., 2018). Foi identificado em macacos na floresta Zika de Uganda em 1947 e ap6s alguns
anos, em 1952, em humanos naquele mesmo pais e na Tanzania. A infeccdo por ZIKV
tipicamente causa erup¢éo cutanea, conjuntivite, dores musculares e nas articulacdes, mal-estar
ou dor de cabeca. A doenca até 2006 era restrita a poucos casos raros, esporadicos na Africa e
Asia (WHO, 2018c).

O primeiro surto envolvendo milhares de pessoas foi identificado fora da Africa e Asia
em 2007, em Yap, uma ilha dos Estados Federados da Micronésia. Estima-se que 73% dos
residentes de trés anos de idade ou mais, cerca de 5005 pessoas, tenham sido infectados pelo
ZIKV (Duffy et al., 2009). Em 2013, a doenca afetou aproximadamente 28.000 pessoas (11%
da populacédo) da Polinésia francesa. Neste mesmo surto, a Sindrome de Guillain-Barré, doenca
autoimune que afeta os nervos, foi pela primeira vez associada ao ZIKV. Também obteve-se
evidéncias de risco de transmissdo da doenca pela transfusdo sanguinea (Hennessey, 2016) e
foi detectada a presenca do virus no sémen, saliva e urina (Weaver et al., 2016).

Os primeiros casos autdctones de febre Zika nas Américas foram detectados no Brasil
em abril de 2015, na regido nordeste (Brasil, 2015a), e posteriormente em outros paises da
América do Sul, Central e Caribe (Hennessey, 2016). No Brasil, foram registrados, de 2015 até
a semana epidemioldgica n° 36 de 2018, cerca de 271 mil casos provaveis da doenca, sendo que
apenas no ano de 2016, quase 80 % destes casos foram notificados (Brasil, 2018; Brasil, 2018a;
Faria et al., 2016). De acordo com a PAHO, foram notificados 583.451 casos suspeitos de
infecdo por ZIKV de 2015 até 04 de janeiro de 2018 (Mitchell, 2018). Os dados revelam a
dimensdo e a importancia da epidemia de Zika ocorrida no Brasil em 2016. No entanto, 0 MS
estimou que tenham ocorrido entre 497.593 e 1.482.701 casos de infecgdo por ZIKV na
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epidemia de 2015 e que a maior parte destes nao procuraram ajuda médica por apresentar
quadro assintomatico ou oligossintomatico (Brasil, 2016).

Meses apds a ocorréncia dos primeiros casos autoctones de febre Zika, o Brasil
registrou o crescimento incomum do nimero de recém-nascidos, apresentando microcefalia,
uma malformacgdo congénita em que o cérebro ndo se desenvolve adequadamente (WHO,
2018b). Em outubro de 2015, a Secretaria de Estado de Saude de Pernambuco informou ao
Ministério da Saude sobre o aumento da prevaléncia de microcefalia no estado. Em outros
estados, principalmente da regido nordeste, o crescimento dos casos de microcefalia também
foi detectado. Uma das principais hipdteses sob investigacdo era a relacdo com a infeccéo por
ZIKV (Brasil, 2016; Brasil, 2015b).

Em novembro de 2015, o MS confirmou esta hipotese a partir de resultados de exames
de pacientes. Também decretou a Emergéncia em Salde Publica de Importancia Nacional
(ESPIN) em razdo do crescimento do nimero de casos de microcefalia no pais.

O potencial epidémico do ZIKV e o crescimento da ocorréncia de microcefalia e de
casos de Sindrome de Guillain-Barré, associados com ZIKV, conduziu a OMS a decretar
Emergéncia de Saude Publica de Interesse Internacional em fevereiro de 2016 (Panchaud,
2016).

Nos anos seguintes, varias evidéncias cientificas tém reforcado a relagdo causal entre
a infeccdo por ZIKV na gravidez e a sindrome congénita do Zika, que inclui a microcefalia e
outras malformacdes congénitas (Paixao et al., 2018).

Desde o inicio da ESPIN, até a semana epidemioldgica 40/2018 (06/10/2018) foram
notificados 16.735 casos suspeitos de alteracbes no crescimento e desenvolvimento,
possivelmente relacionados a infec¢do pelo ZIKV e a outras etiologias infecciosas. Dos casos
considerados confirmados (3.267), com alteracBes no crescimento e desenvolvimento, 569
casos foram classificados como provaveis confirmados para a transmissdo congénita durante a
gestacéo (Brasil, 2018b).

1.5.4. Vacina contra as arboviroses

Até o momento ndo ha farmacos antivirais disponiveis para o tratamento das trés
arboviroses, nem vacinas licenciadas contra 0 ZIKV e CHIKV, apenas para DENV (Silva &
Harris, 2018; Garg, Mehmetoglu-Gurbuz, & Joshi, 2018; A. Powers, 2018; Powers, 2018b).

No caso da febre Zika, os esfor¢os dos pesquisadores estdo voltados para obtencao de
uma vacina que previna a transmissdo vertical do virus para o feto (Durham et al., 2018). No
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presente, ha mais de 30 vacinas candidatas em desenvolvimento, das quais 11 estdo na fase |
do estudo clinico, que € a etapa em que sdo feitos os primeiros testes em seres humanos para
avaliar a seguranca (Diamond, Ledgerwood, & Pierson, 2018; Durham et al., 2018; Escosteguy,
1999).

Em razdo do aumento global da ocorréncia de Chikungunya e do namero substancial
de doentes que desenvolveram sintomas crénicos, varios estudos estdo em busca de uma vacina
para prevencao da doenca. A vacina candidata com estudos mais avancados esta na fase Il dos
ensaios clinicos na qual é avaliado o efeito, envolvendo um pequeno nimero de individuos. Os
resultados sdo promissores e ja ha preparativos para a fase Il (avaliacdo do efeito em larga
escala) ((Escosteguy, 1999; A. Powers, 2018; Reisinger et al., 2018).

Para a Dengue, trés vacinas estdo em estagio mais avancado nas pesquisas. Uma delas,
produzida pela Sanofi-Aventis que esta licenciada desde 2016 e vem sendo utilizada em varias
regides do mundo e no Brasil, onde a aquisi¢do é feita somente por meio de clinicas particulares.
As demais, uma produzida pela Takeda Pharmaceutical Company Limited e a outra, pela
parceria entre o National Institutes of Health (EUA) e o Instituto Butantan, estdo em fase 111 de
ensaios clinicos (Silva & Harris, 2018; Precioso et al., 2015).

As vacinas terdo papel fundamental na prevencédo destas arboviroses. Contudo, hd um
consenso sobre a necessidade de combinar a vacinacdo com estratégias de combate ao vetor.
Isto porque as vacinas apresentam limitacdes quanto a sua eficacia, além disso, em programas
de vacinacdo pode haver falhas importantes na cobertura vacinal influenciada por crencas
religiosas, desconfianga da populacdo, entre outros problemas como vem ocorrrendo em relagéao
a outras doengas infecciosas como sarampo e poliomielite, por exemplo. Assim, estes fatores
contribuem para manter a importancia da estratégia de controle do vetor (Christofferson &
Mores, 2015; Londono-Renteria, Troupin, & Colpitts, 2016).

1.6. Evolucdo dos programas de controle do Ae. aegypti no Brasil

As primeiras iniciativas institucionais com ac0es sistematizadas destinadas ao combate
do mosquito Ae. aegypti estavam relacionadas ao controle da transmissdo da febre amarela
urbana (FAU) na primeira metade do século XX (Braga & Valle, 2007a). Em 1907, Oswaldo
Cruz iniciou a campanha de combate a FAU com a criacdo da brigada sanitaria para eliminar
focos de Ae. aegypti e detectar casos da doenca (Braga & Valle, 2007a).

Campanhas intensivas executadas pela Fundacao Rockefeller (FR), instituicdo norte-

americana, com o objetivo de erradicar o vetor foram desenvolvidas em varios paises das
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Américas. A partir de um acordo firmado entre o governo brasileiro, por intermédio do
Departamento Nacional de Saude Publica (DNSP), a FR desenvolveu a¢6es no norte e nordeste
do pais. As operacdes de erradicacdo consistiam principalmente na eliminacdo de larvas, de
recipientes e outros locais com &gua disponivel, colocacdo de camada de 6leo (procedimento
chamado de petrolizacdo) em pequenos recipientes ndo passiveis de remocao e uso de peixes
larvofagos (Lowy, 1999).

Enquanto as a¢des da FR foram centradas em medidas antilarvarias, as acbes do DNSP
buscavam atingir as formas adultas do mosquito com o uso de inseticidas por meio fumigacoes,
isto é, aplicacOes por volatizagdo ou por combustdo. Isto desencadeou divergéncias técnicas
importantes entre as duas instituicdes que repercutiram no controle da FAU (Benchimol, 2001).
No entanto, as a¢fes da FR comecaram rapidamente a apresentar resultados importantes com a
reducdo da infestacdo do vetor e da ocorréncia de casos de febre amarela. Os especialistas da
FR acreditavam que a eliminacgéo de focos de mosquitos nas cidades era uma medida suficiente
para a eliminacdo gradual da FAU em todo o pais. Este pensamento ficou conhecido como a
teoria do foco-chave que mais tarde se mostrou limitada para impedir a ocorréncia de casos da
doenca (Lowy, 1999).

A partir de 1940, com a recente criagdo do Servigo Nacional de Febre Amarela, o
controle do vetor passou a ser exclusividade de sanitaristas brasileiros (Benchimol, 2001). A
erradicacdo do mosquito somente foi atingida em 1955 como resultado da implementacdo do
Plano de Erradicacdo do Ae. aegypti no Hemisfério Oeste, uma iniciativa da Organizacao Pan-
Americana da Saude e da Organizacdo Mundial da Saude iniciada em 1947 para todos os paises
da Ameérica Latina (Braga & Valle, 2007a; Dick et al., 2012). O advento do inseticida residual
diclorodifeniltricloretano (DDT) foi um elemento importante nestas campanhas tanto como
uma estratégia de controle vetorial eficaz, quanto no incentivo ao movimento continental de
erradicagdo do vetor (Teixeira & Barreto, 1996).

No Brasil, em 1956, foi criado Departamento Nacional de Endemias Rurais
(DENERu) que passou a executar as a¢0es de controle da FAU e maléria em substituicdo ao
Servico Nacional de Febre Amarela. Em 1967, as autoridades sanitarias identificaram, no
Maranh&o, novos focos de Ae. aegypti até entdo erradicado no pais (Braga & Valle, 2007).
Embora, a eliminacdo do vetor tenha sido bem-sucedida em varios paises do continente
americano em 1962, outros paises ndo alcancaram éxito como os Estados Unidos, Cuba,
Venezuela e diversos paises do Caribe, tornando-se importantes fontes de risco para promover

reinfestacdes de paises vizinhos (Dick et al., 2012).
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O DENERu foi substituido, em 1969, pela Superintendéncia de Campanhas de Salde
Publica (SUCAM) que assumiu as acOes de controle e mais uma vez o vetor foi erradicado em
1973 (Benchimol, 2001). Entretanto, novas reinfestacdes foram detectadas ja em 1976 em razdo
de falhas na vigilancia epidemioldgica e do crescimento das cidades com a urbanizacdo
acelerada e desordenada. Como ndo houve sucesso na eliminagéo destes novos focos, ocorreu
a disseminacdo dos mosquitos para varias localidades. A instituicdo ainda coordenou o
Programa Nacional de Controle da Febre Amarela e Dengue (Braga & Valle, 2007a).

Vérios fatores contribuiram para impedir a erradicacdo do vetor Ae. aegypti nas
Gltimas décadas do século XX, séo eles: a perda de importancia politica da erradicagdo nos
paises livres do vetor; reducdo gradual da vigilancia, tornando-se incapaz de detectar pequenos
focos; demora da acdo de controle de reinfestacdes em razdo da centralizacdo de programas;
expansao rapida das cidades, com condicdes sanitarias precarias; transporte passivo do vetor
em viagens domésticas e internacionais; resisténcia ao DDT e outros inseticidas
organoclorados; altos custos com pessoal e insumos; baixa participacdo da sociedade (Dick et
al., 2012).

Sem registros de casos de dengue desde 1923, a doenca reemergiu em 1982 em Boa
Vista, Roraima, onde ocorreram cerca de 11 mil casos. A epidemia foi rapidamente contida o
que ndo permitiu a disseminagdo para outras areas do pais. Outro fator que contribuiu para que
ndo houvesse a propagacdo da doenca foi a distribuicdo ainda restrita do vetor no territério
nacional. No entanto, cinco anos mais tarde, a doenca reaparece em Nova lguacu, Rio de
Janeiro, e dissemina-se para municipios vizinhos. Em 1987, surtos e epidemias s&o registrados
em diversos estados (Teixeira, Barreto, & Guerra, 1999). Os anos seguintes foram registradas
epidemias em diversas regides do pais quase que ininterruptamente (Denise Valle et al., 2016).
Este novo cenario, foi determinante para mudangas importantes nos programas posteriores de
controle do mosquito Ae. aegypti.

Em 1990, a Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) foi criada e incumbida da
coordenacdo do controle da dengue. Em 1996, O MS reviu a estratégia de controle centralizada
executada pela FUNASA. Varias falhas como o uso exacerbado de inseticida, falta de
participacao popular (apesar de fundamental), baixa integracao interinstitucional e pequeno uso
do instrumental epidemioldgico tornaram a instituicdo incapaz de conter a expansdo do vetor,
muito menos de erradica-lo (Brasil, 2002).

No mesmo ano, 0 MS langou o Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa)

alterando a forma de gestdo centralizada e verticalizada do combate ao vetor, caracteristica
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presente até entdo nas campanhas nacionais, de estrutura militar, fortemente marcada pela
disciplina e hierarquia (Brasil, 2002; Tauil, 2002). Passou a vigorar a descentralizacdo de acGes
de controle de endemias e de recursos federais, sendo diretamente repassados para os estados e
municipios (Brasil, 2002). Isto representou um alinhamento aos principios e diretrizes do
Sistema Unico de Satde (SUS) fundado pela Lei Organica da Satde em 1990 (Brasil, 1990):
descentralizacdo, universalidade, integracdo em nivel executivo das acdes de salde, entre
outros.

Estas mudancas apesar de representarem importante avancgo para o fortalecimento do
controle vetorial, as agOes de prevencao permaneceram focadas, quase que exclusivamente, nas
atividades de campo com uso de inseticidas (Brasil, 2002). O principal objetivo do PEAa foi
impedir o crescimento dos casos de dengue hemorragica responsavel pela ocorréncia de ébitos.
O plano previa acéo interinstitucional de varios ministérios e celebracdo de convénios com 0s
municipios para execucao das a¢des de controle e prevencdo, alcancando o total de 3701
municipios conveniados em 1999. Foi investido mais de 1 bilhdo de reais pelo MS para
aquisicdo de insumos, veiculos e equipamentos, contratacdo e capacitacdo de pessoal nos
municipios. O PEAa, no entanto, ndo alcancou o objetivo de reduzir o quantitativo de
municipios infestados pelo vetor. Em lugar disso, ocorreu o contrério: 0 aumento da disperséo
do vetor e do numero de casos de dengue (Braga & Valle, 2007a).

O crescimento de casos de dengue hemorragica, a tendéncia de aumento da incidéncia
de dengue e a ameaca de circulacdo do sorotipo DENV-3, 0 que poderia provocar novas
epidemias, fizeram com que o MS implementasse, em 2001, o Plano de Intensificacdo de Acdes
de Controle da Dengue (PIACD). O plano ampliou os recursos federais destinados ao controle
vetorial, mantendo a descentralizacdo das acOes e inovou ao incorporar a participacao
comunitaria e mobilizacdo social (Brasil, 2002).

O MS abandonou a meta de erradicacao e por meio do PIACD elegeu 657 municipios
como prioritdrios para acompanhamento e intensificacdo das acgBes. Os municipios
considerados prioritarios foram aqueles que atenderam o0s seguintes critérios: ocorréncia de
transmissdo de dengue no ano 2000/2001; ser capital do Estado; possuir populagédo igual ou
superior a 50.000 habitantes; ser receptivo a introducdo de novos sorotipos, ou seja, ser
municipios de fronteiras, portos, nucleos de turismo, etc (Braga & Valle, 2007; Ferreira, 2009).

Ajustes do PIACD foram realizados e muitos dos seus elementos passaram a compor
o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) langado em 2002, entre eles, a énfase em

municipios prioritarios. O PNCD pretendia reduzir a infestacdo vetorial, a incidéncia da dengue
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e a letalidade por febre hemorragica de dengue. Foi concebido como um programa de acgdes
permanentes, tendo em vista a falta de evidéncias técnicas que sustentem a viabilidade da
erradicagdo do vetor (Brasil, 2002).

Ao PNCD foram incorporadas experiéncias nacionais e internacionais de controle do
vetor, mas com mudangas essenciais quanto aos seguintes aspectos: 1 - o desenvolvimento de
campanhas de informacdo e de mobilizacdo das pessoas, de maneira a se criar uma maior
responsabilizacdo de cada familia na manutencao de seu ambiente doméstico livre de potenciais
criadouros do vetor; 2 - o fortalecimento da vigilancia epidemioldgica e entomoldgica para
ampliar a capacidade de predicdo e de detecgéo precoce de surtos da doenca; 3- a melhoria da
qualidade do trabalho de campo de combate ao vetor; 4 - a integracdo das acOes de controle da
dengue na atencdo basica, com a mobilizacdo do Programa de Agentes Comunitarios de Saude
(PACS) e Programa de Saude da Familia (PSF); 5 - a utilizacdo de instrumentos legais que
facilitem o trabalho do poder pablico na eliminacédo de criadouros em imoveis comerciais, casas
abandonadas, etc.; 6 - a atuacdo multissetorial por meio do fomento a destinacdo adequada de
residuos sélidos e a utilizacdo de recipientes seguros para armazenagem de agua; e 7 - 0
desenvolvimento de instrumentos mais eficazes de acompanhamento e superviséo das acfes
desenvolvidas pelo Ministério da Saude, estados e municipios (Brasil, 2002).

O PNCD foi implantado considerando 10 componentes que envolvem 0s aspectos
citados anteriormente. Cabem aos estados e municipios a elaboracdo de planos regionais
contemplando suas especificidades locais, mas alinhados com o programa nacional (Brasil,
2002).

Em 2009, o MS lancou as Diretrizes Nacionais para Prevencgédo e Controle da Dengue
(DNPCD), um importante documento que forneceu maiores subsidios para a elaboracdo de
planos regionais, além de atualizar os parametros, conceitos, metodos, acdes preconizadas para
o0 controle vetorial, bem como as atribui¢des e competéncias do agente comunitario de saude,

agente de controle de endemias e supervisores (Brasil, 2009).
1.7. Monitoramento e controle do vetor Ae. aegypti em Brasilia/DF

De acordo com as DNPCD (2009), os municipios podem ser categorizados em dois
estratos: estrato | — municipios infestados, isto €, com dispersdo e manutencdo do vetor nos
domicilios; estrato Il — municipios nao infestados, aqueles em que néo foi detectada a presenca
disseminada do vetor nos domicilios ou, nos municipios anteriormente infestados, que

permanecerem 12 meses consecutivos sem a presenca do vetor.
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Brasilia é considerada municipio infestado, pois os levantamentos amostrais da
densidade populacional de Ae. aegypti realizados nos Gltimos anos tém detectado a presenca do
vetor em varias Regides Administrativas (RA) (Brasilia, 2016a, 2017a). Conforme o ultimo
Levantamento Rapido de indices para o Ae. aegypti (LIRAa) (Brasil, 2013), realizado em
novembro de 2018, 96,8% das 31 RA’s pesquisadas, apresentaram imdveis com larvas do vetor
(Brasilia, 2018). Para os municipios infestados, sdo previstas acdes de monitoramento e
controle da infestacdo do vetor, de educacdo em salde e de blogueio da transmissdo das doencas
(Brasil, 2009).

Segundo o DNPCD, os agentes de controle de endemias (em Brasilia, sdo chamados
de agentes de vigilancia ambiental em salide - AVAS), devem realizar visitas nos domicilios e
em outros imdveis para inspecdo ambiental, com a participacdo do proprietario/morador.
Também atuam de forma integrada os Agentes Comunitarios de Satde (ACS), um outro ator
importante na promocéo e prevencéo na saude. O objetivo é identificar condi¢cBes ambientais
de risco que permitem a proliferacdo do vetor, como a presenca de depdsitos naturais (plantas
que acumulam &gua, ocos de arvores, etc.) e depositos artificiais (objetos, estruturas e
recipientes, com ou sem agua acumulada) que possam servir para a deposi¢cdo de ovos do
mosquito (Figura 3)(Brasil, 2009).
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T Tios do et epsto

Grupo A R . Articulacio com a empresa de abas- Orientar quanto a cobertura ou
‘Armazenamento de gua (:};au t:‘jg"l:“:e::v::;;;!g;ﬂ:né(ged:n?g:g;a tecimento de dgua visando ampliar a vedacao. Em caso de reincidéncia,
(pogo, cisterna mina}p rede e regularizar notificar. Tratar como
pogo. : o fornecimento. Gltima alternativa.

Depdsitos em obras e horticultura.
Depésitos ao nivel do solo para armazena- Articulagao com a empresa de abas-
mento doméstico: tonel, tambor, barril, tina, —— tecimento de dgua visando ampliar a ——
depdsitos de barros (filros, moringas, potes) rede e regularizar

cisternas, caixa d'agua, capitacio de dgua o fornecimento.
(pogo, cacimba).

Grupo B Vasos/frascos com agua, prato, pingadeira, Articulagio com o setor de comuni- Orientar para vistoria/lavagem com
Peq A 5 et recipiente de degelo de refrigeradores, | cacao para elaboracao de campanhas | freqliénda; protecao, colocacao
bebedouros, pequenas fontes ornamentais. locais de educagao em satde. de areia. Nao tratar.
Articulagio com a Secretaria de Ur-

banizacao e Legislativo para garantir Orientar para conserto de calhasla-
Grupo C Calhas, ralos, sanitarios (em desuso), tanques Jab - 30 de codi | gesetoldos, vedagao de sanitarios
Depésitos fixos em obras/borracharias, maquinas/equip. em a:je aboracao & apr_ov.?;ao @ codigo e ralos em desuso, lavagem com
patios, piscinas e fontes ornamentais, floreiras e postura municipal que oriente a freqéncia; protecao; preenchimento
em cemitérios, cacos de vidro em muros. canstrugao de iméveis protegidos dos
' fatores que propiciam a infestacio

por Aedes Aegypti

Quando indispensaveis, orientar
quanto a cobertura, vedacao e lav-
agem, caso contrario descartar.
Em caso de reincidéncia, notificar.
Tratar como Gltima alternativa.

com areia
Tratar em (Gltima alternativa.

Garantir o cumprimento das
resolugbes Conama 258/99 e 301/02
e articular com as empresas produto-
ras o recolhimento dos pneumaticos

Instruir para que sejam encamin-
——| hados para descarte adequado, se
indispensaveis, proteger.
Tratar como Gltima alternativa.

Pneus e outros materiais rodantes —
(camera de ar, manchdes).

inserviveis.
Lixo/entulho: instruir sobre destino
Lixo (recipientes plésticos, latas) sucatas Articulagao com o servico de Limpeza adequado. Nao tratar. Sucatas em PE
em agus o fe‘r]ro velhos, entulhos Urbana a ampliacao e regularizacao e patios, se indispensaveis, proteger
P ‘ da coleta de residuos de sélidos. sob cobertura. Tratamento quimico

conforme indicado.

Articulagao com o setor de comuni-

crupo Folhas de bromelzs, ocos em anvores, || {0620 BRI 00 (IRt i e folhas.Tompar buracos em
Depdsitos naturals buracos em rochas, restos de animais acao em g 9 - lamp: >
( ) lar com o servico de Limpeza Urbana arvores. Encaminhar para destine

cascas, carapagas). ; .
pag o pronto recolhimento dos restos de adequado. Nao tratar.
animais.

Figura 3. Classificacdo dos depdsitos e acdes preconizadas pelas Diretrizes Nacionais para

Prevencdo e Controle de Epidemias de Dengue. Fonte: Brasil (2009)

Apos identificar depositos e criadouros € realizado o controle mecénico. Este consiste
na adocdo de préaticas capazes de impedir a procriacdo do vetor, tendo como principais
atividades a protecdo, a destruicdo ou a destinacdo adequada de criadouros, que devem ser
executadas sob a supervisdo do AVAS, prioritariamente, pelo préprio morador/proprietario
(Acdes imediatas, Figura 3) (Brasil, 2009).

Em algumas situagfes, quando ndo é impossivel realizar o controle mecanico, é
realizado o controle quimico. Esta estratégia consiste no tratamento de focos, isto é, aplicacdo
de larvicida (inseticida que atua eliminado as larvas). A aplicacdo de larvicida obedece a
critérios estabelecidos pelo MS que contemplam os cuidados com a manipulacdo do inseticida
pelo AVAS (uso de equipamento de protecdo individual, por exemplo), avaliacdo da dosagem
necessaria por meio do calculo do volume do total de capacidade do recipiente (procedimento
conhecido como cubagem) e a aplicacdo propriamente dita do inseticida (realizacdo da medida
da quantidade necessaria por meio de dosadores, conforme tabela padronizada) (Brasil, 2001).
Estes procedimentos compfem uma etapa critica no controle vetorial, pois a realizacdo

inadequada, especialmente falhas na medida da quantidade de inseticida a ser aplicado, pode
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resultar em sub ou superdosagem do produto, contribuindo para a selecdo de populagbes de
mosquitos resistentes.

Na visita domiciliar, também sdo coletados dados sobre a quantidade e o tipo de
depdsito utilizado pelo vetor na formacg&o de criadouros, além da coleta de amostras das larvas
para posterior identificacdo da espécie biolégica em laboratério. S&8o contabilizadas as
guantidades de imdveis pesquisados e imdveis positivos (aqueles com presenca de larvas de Ae.
aegypti confirmada em laboratdrio). Todas estas variaveis coletadas na pesquisa, comumente
chamada de pesquisa larvaria, sdo utilizadas para compor indicadores entomolégicos que
apontam areas prioritarias para intensificacdo de a¢6es de prevencdo e controle (Brasil, 2009).

Inicialmente, as DNPCD previam visitacdo bimestral em 100% dos imoveis do
municipio, mas a meta foi modificada para 4 ciclos anuais de visitacdo de 80% dos imoveis
(Brasil, 2018b). Além destes ciclos de visitas, ao menos 4 levantamentos amostrais de indice
(LIRAa) devem ser realizados durante o ano (Brasil, 2018b). O LIRAa € um método de
amostragem de domicilios para obtencdo de indicadores entomoldgicos, de maneira rapida com
o intuito de promover o fortalecimento das acGes de controle vetorial em periodos que
antecedem a maior transmissao das arboviroses (Brasil, 2009; Brasil 2013).

Além de imoveis residenciais, locais como cemitérios, borracharias, ferros-velhos,
depdsitos de sucatas e outros que podem contribuir com a grande producdo de mosquitos sao
considerados pontos estratégicos para visitacao quinzenal pelo AVAS. Nestes locais é aplicado
larvicida mensalmente ou quando é detectada focos do mosquito (criadouros). Nas imediacoes
do foco (perifocal), também é aplicado adulticida (inseticida que age sobre a forma adulta) de
acao residual nas superficies de recipientes utilizados para pouso ou colocagdo de ovos pelos
mosquitos (Brasil, 2001; Brasil, 2009).

Na ocorréncia de transmissdo das arboviroses e acumulo espacial de casos das
doencas, configurando surtos ou epidemias, o controle quimico da forma adulta do vetor deve
ser realizado para conter a disseminagéo das doencas, procedimento conhecido como bloqueio
de transmissdo. Essa acdo integra o conjunto de atividades emergenciais adotadas nessas
situacOes e seu uso deve ser concomitante com todas as demais acbes de controle,
principalmente a diminuic3o de fontes de mosquito. E necessaria uma avaliacéo das atividades
de rotina para correcédo de falhas, devendo as ac¢Ges de controle focal serem priorizadas (Brasil,
2009).

A aplicacédo do adulticida consiste no tratamento aeroespacial em Ultra Baixo Volume

(UBV) no qual o inseticida é fragmentado, formando aerossois (Zara, 2016). A aspersao pode
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ser feita em equipamento acoplado em veiculos, conhecido popularmente como carro fumacé,
ou por equipamento portatil costal, comumente chamado de UBV costal. Como no caso dos
larvicidas, a aplicacdo dos adulticidas obedece a critérios técnicos definidos pelo MS. A
inobservancia dos protocolos estabelecidos pode acarretar aplicacdo de preparaces de
inseticidas com sub ou superdosagens, representando fonte de riscos ocupacionais, ineficacia
do controle, selecéo de populacdes de mosquitos resistentes, podendo impactar também a fauna.

Outras formas de controle do vetor sdo preconizadas pelas DNPCD. O controle
bioldgico com uso de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) foi adotado, por muitas vezes, em
substituicdo ao temefds em localidades cujas as populacGes de Ae. aegypti apresentavam
resisténcia comprovada por ensaios com larvas realizados pela Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti a Inseticidas (MoReNAa) (Braga & Valle,
2007; Brasil, 2009).

Em algumas circunstancias, para garantir a saude coletiva, é necesséria a utilizacdo de
normas de conduta regulamentadas por instrumentos legais de apoio as a¢cfes de controle das
arboviroses (Brasil, 2009). O objetivo é responsabilizar o morador/proprietario pela
manutencdo e limpeza dos imoveis e terrenos baldios, permitir o acesso do AVAS no interior

de imdveis abandonados e naqueles onde houve a recusa da inspecédo (Brasil, 2009).

1.8. Uso de inseticidas para o controle do Ae. aegypti no Brasil e 0 monitoramento das

populaces resistentes

No inicio do século XIX, com a ocorréncia de casos FAU, varios produtos naturais e
inorganicos foram utilizados para repelir ou eliminar 0os mosquitos. Na campanha de Oswaldo
Cruz (1903-1907) as casas das pessoas doentes eram recobertas por imensos panos de algodao
para receberem, em seguida, aplicacGes de vapores de enxofre e de piretro, um inseticida natural
obtido de flores e sementes de Chrysanthemum cinerariaefolium (Benchimol, 2001; Casida,
1980). Este procedimento conhecido como expurgo ou fumigacéo era muito comum na época,
sendo realizado por equipes do Servico de Profilaxia da Febre Amarela (Franco, 1976).

Nas primeiras décadas do século XIX, além da petrolizacdo, também foi utilizado no
controle das larvas do vetor o produto Verde de Paris (arsenito de cobre), um inseticida quimico
sintético altamente toxico desenvolvido entre os anos 1867 e 1868, muito utilizado nas lavouras
de batata para o controle de besouros (Homma, 2014; Soper, 1965).

A partir de 1947, o combate ao mosquito Ae. aegypti ganhou um novo aliado: o
inseticida organoclorado (OC) diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Franco, 1976). O DDT foi o

primeiro inseticida organico sintético, tornando-se bastante popular a partir da década de 1940
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com a utilizagdo por militares americanos para prevencdo de doencas tropicais em suas agoes.
O baixo custo, a eficiéncia e alto efeito residual, permanecendo ativos por meses, fizeram do
DDT uns dos mais promissores inseticidas do século XIX, sendo prontamente utilizado nas
campanhas contra vetores de endemias. O seu uso permitiu que o Brasil erradicasse, pela
primeira vez o vetor da FAU em 1955 (Braga & Valle, 2007b; D’ Amato, Torres, & Malm,
2002).

Na década de 1960, falhas no controle quimico pelo DDT permitiram a disseminacéo
do vetor, deixando evidente a ocorréncia de populagdes de mosquitos resistentes. O DDT foi
substituido pelos inseticidas organfosforados (OF), o larvicida temefds e adulticida fentiona
(Franco, 1976). Desde de 1967, os principais inseticidas utilizados contra o vetor Ae. aegypti
pertencem a classe dos OF’s. Seu uso, no entanto, ndo impediu a ocorréncia da reemergéncia e
as epidemias de dengue na década de 80, mostrando, assim, sinais de comprometimento da sua
eficdcia (Franco, 1976; Lima et al., 2003). Apesar disso, a utilizacdo de OF’s contra larvas e
adultos (aplicacbes por UBV e perifocal) do vetor se intensificaram como medida para conter
0 avanco a dengue no pais (Braga, 2004).

Os primeiros ensaios que detectaram a alteracdo da suscetibilidade do Ae. aegypti ao
temefos foram realizados pela Superintendéncia de Controle de Endemias do Governo do
Estado de Sdo Paulo em 1995. Resultados de testes simulados de campo realizados pelo Nucleo
de Entomologia do Estado do Rio de Janeiro e FUNASA também revelaram alteracdes na
suscetibilidade. Estes dados demonstram a importancia do monitoramento da evolugdo da
resisténcia em populacdes de mosquitos pais, tendo em vista o longo periodo de uso dos OF’s
(Braga & Valle, 2007b).

Como ainda ndo havia estrutura para a realizacdo dos ensaios no pais, amostras de
populacbes de mosquitos de Sdo Paulo, Rondbnia, Minas Gerais e Rio de Janeiro foram
enviadas para especialista estrangeira em avaliacdo da resisténcia, Dr? Janet Hemingway, em
1999. Os resultados demonstraram alteracdes de suscetibilidade aos OF’s em uso no Brasil:
temefds, malationa e fenitrotiona. Também foi verificada o aumento da atividade de diversas
enzimas relacionadas ao metabolismo de inseticidas. A partir destes resultados técnicos do
programa de controle de vetores da FUNASA e especialistas nacionais e internacionais em
resisténcia de vetores recomendaram a substituicdo do malationa por inseticidas piretroide (PI)
e a manutencdo do uso do temefos (Braga & Valle, 2007b).

Com a criacdo da Rede de Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti

a Inseticidas (MoReNAa) em 1999, iniciou-se 0 monitoramento das popula¢es de mosquitos
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para 0s inseticidas temefds, malationa e fenitrotiona. Foram realizados ensaios de dose
diagnostica, dose-resposta com larvas e adultos do vetor em amostras de varios municipios
escolhidos de acordo com o elevado numero de casos de dengue ou alta de infestacdo (Lima et
al., 2003). Ambas situa¢des modulam a aplicagédo de inseticida e, portanto, a presséo seletiva
(Braga et al., 2004).

Uma primeira avaliacdo realizada em 1999, analisou sete municipios do Rio de Janeiro
e trés do Espirito Santo e detectou resisténcia ao temefos em todas as mostras testadas. Também
foi avaliada a suscetibilidade aos adulticidas malationa e fenitrotiona. Apenas um municipio
apresentou resultados compativeis com suscetibilidade a OF (Lima et al., 2003). Na segunda
etapa, em 2001, amostras do Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas foram avaliadas, totalizando 11
municipios. Todas as amostras foram consideras resistentes para temefés (Braga et al., 2004).

Esses resultados foram fundamentais para que a FUNASA promovesse a substituicdo
do temefds pelo biolarvicida Bti, em 2001, e os adulticidas OF’s por cimpermetrina (PI), em
1999, nos municipios criticos. Esta foi uma estratégia de manejo da resisténcia que visava
utilizar inseticidas de modo de acdo diferentes para larvas e adultos. A decisdo foi baseada nas
evidéncias de que a troca de um inseticida por outro de modo de acao diferente pode reduzir a
resisténcia ou postergar seu desenvolvimento (Braga et al., 2004; Lima et al., 2003).

A suscetibilidade a cipermetrina das populagdes do Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas
também foi analisada nos anos seguintes por Da-Cunha et al. (2005) em col6nias formadas a
partir de ovos coletados com armadilhas no periodo de 2001 a 2003. O ensaios com mosquitos
adultos revelaram o rapido decréscimo da suscetibilidade, especialmente no Rio de Janeiro,
apesar do inicio da utilizacdo do piretroide ser recente (Da-Cunha et al., 2005).

Em estudo realizado por Montella et al. (2007), o status de suscetibilidade ao temefds
foi verificado em populacdes das regides norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul do Brasil.
Também foram realizados ensaios bioquimicos para avaliar atividade de enzimas relacionas a
resisténcia. Os resultados demonstraram que embora tenha sido interrompido o uso do temefds,
as populacgdes avaliadas apresentar discreto decréscimo do nivel de resisténcia e em outras
localidades, o aumento. Foram verificadas alteragcdes na atividade de enzimas, possivelmente
relacionada a utilizacdo da cipermetrina (Montella et al., 2007).

Chediak et al. (2016) realizaram avaliacdo espago-temporal da propagacdo da
resisténcia ao temefds a partir da reunido dos dados obtidos no monitoramento da
suscetibilidade de 133 municipios da MoReNAa no periodo de 1999 a 2011. Os autores

concluem que a resisténcia esta disseminada no pais e ha poucas areas onde a eficacia do
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inseticida consegue atingir 80% de mortalidade das larvas. Isso torna invidvel a reutilizagdo do
temefds no PNCD.

Estes resultados deixaram clara a necessidade substituicdo do temefos em todo o pais.
A partir de 2009, iniciou a substituicdo do larvicida OP pelo diflubenzuron, um inseticida
regulador do crescimento dos insetos (Bellinato et al., 2016). Neste mesmo ano, também foi
iniciada a substituicdo da a cipermetrina pelo malationa (Brasil, 2016). Em 2013, apenas
diflubenzuron e novaluron (outro regulador de crescimento) estavam sendo utilizados no pais
(Brasil, 2014a).

Em abril de 2012, a SVS/MS realizou o Il Seminéario Internacional para Avaliacdo de
Acdes de Controle Quimico de Aedes aegypti no Brasil, com especialistas no controle de
vetores do MS, instituicdes de pesquisa e a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS).
Nesta reunido, foi recomendada substituicdo imediata da cipermetrina nas regides prioritarias 1
(estados da regido sudeste, centro-oeste, sul e o estado da Bahia) e prioritarias 2 (regido norte e
o restante da regido nordeste) (Brasil, 2012). Esta foi uma estratégia de manejo para reverter a
resisténcia aos piretroides para um eventual uso futuro, tendo em vista que ha apenas o
malationa como outra op¢do para o controle de mosquitos adultos em aplicacbes a UBV.
Também foi recomendada a substituicdo dos larvicidas no prazo méximo de 4 anos dentre 0s

recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Tabela 1).

Tabela 1. Larvicidas e adulticidas recomendados pela Organizacdo Mundial de Satide conforme

a finalidade de controle.

Finalidade Inseticida Grupo

Bacillus thuringiensis israelenses,
cepa AM 65-52 (Bti)

Larvicido bacteriano

Diflubenzuron Benzoilureas

o Novaluron Benzoilureas
Larvicidas — Controle focal )

Anélogo do

Piriproxifeno . _
hormaonio juvenil

Espinosade Espinosinas
Temefos Organofosforado
(continua)
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(conclusao)

Finalidade Inseticida Grupo

o L Deltametrina
Adulticidas — Aplicacéo a ) ) ) )
Lambdacialotrina Piretroide
UBV (costal e acoplado a ) )
d-d, transcifenotrina

veiculos)
Malationa Organofosforado
Bendiocarb
Carbamato
Propoxur
DDT Organoclorado

Fenitrotiona

o Malationa Organofosforado
Adulticidas — Controle L )
_ ) Pririmifos-metil
perifocal — Aplicacéo _ _
] Bifentrina
residual
Ciflutrina

Deltametrina ) )
Piretroide
Etofenprox
Lambdacialotrina

Alfacipermetrina

Fonte: adaptado de Controle de Vetores (Brasil, 2014b)

Bellinato et al. (2016) investigaram a suscetibilidade de popula¢es de mosquitos de
um total de 12 municipios dos estados Roraima, Para, Rio Grande do Norte, Espirito Santo e
Goias para os inseticidas temefds, deltametrina (P1) e diflubenzuron. As amostras de ovos foram
coletadas entre os anos 2010 e 2012. Os autores verificaram altos niveis de resisténcia para
temefds e deltametrina nas populagdes amostradas. Todas as populagfes apresentaram
suscetibilidade ao diflubenzuron.

Em 2014, os larvicidas diflubenzuron e novaluron foram substituidos por outro
regulador de crescimento, um andlogo do horménio juvenil, o piriproxifeno. (Brasil, 2014a).

Em 10 de maio de 2017, apds cerca de 3 anos de utilizagdo piriproxifeno, o MS
promoveu um evento intitulado “Monitoramento da Resisténcia do Aedes aegypti aos
Inseticidas Utilizados pelo PNCD”, no Rio de Janeiro, com a participacdo de especialistas da
Fundacdo Oswaldo Cruz, técnicos do MS e das secretarias estaduais de satude. O objetivo do

evento foi apresentar a nova proposta de monitoramento da resisténcia a ser implantada no pais
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e treinar os participantes para a coleta de amostras de ovos de popula¢des de mosquitos de
campo (Nota Informativa n°® 103 — Anexo I).

Esta nova fase de monitoramento, propunha a realizacao de ensaios de suscetibilidade
ao piriproxifeno, malationa e genotipagem das mutag6es kdr V10161 e F1534C relacionadas a
resisténcia a piretroides. Foram selecionados 145 municipios de acordo com o0s seguintes
critérios: 1 — distribuicdo espacial dos municipios representativa do territério nacional; 2 —
indice de infestacdo pelo vetor suficiente para obtencdo de ovos; 3 — histdrico de dengue de
importancia; 4 — regides em fronteiras com outros estados e 5 — capacidade operacional do
Programa Municipal de Controle da Dengue para realizar as coletas de ovos. Ainda ndo ha
publicacdes sobre este monitoramento (Nota Informativa n® 103 — Anexo ).

Os inseticidas utilizados nos programas de controle de vetores de doencgas sao
considerados insumos estratégicos fornecidos aos estados e Distrito Federal pelo Governo
Federal por meio do Ministério da Salde, conforme a Portaria n° 1378, de 9 de julho de 2013.
Contudo, a aquisicdo de inseticidas pelos estados € facultada. O estado de Sdo Paulo desenvolve
em seus municipios o programa proprio de monitoramento da resisténcia de forma sistematica.
Isto Ihe permite realizar a substituicdo de inseticidas de maneira mais precisa.

Em Brasilia, embora ndo haja o acompanhamento como estratégia de vigilancia, foi
realizada a aquisi¢do de inseticidas em 2016 como mais uma opgdo no controle do vetor, sdo
eles: etofenproxi e espinosade. Também em 2016 e 2017 foi utilizado o larvicida Bti. Em 2007,
0 Bti foi utilizado na RA de S&o Sebastido, como parte de um projeto (Monnerat, Soares, et al.,
2012). A Figura 4, apresenta a linha do tempo da utilizagéo de inseticidas pelo PNCD e por Sédo
Paulo e Brasilia.
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Anos
Inseticida (Classe) 80 . 88 89 . 95 96 97 S8 99 00 01 02 03 04 05 06 07 O8 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Temeos OF) I 20
I

Bacillus thuringiensis
israelenses (LB)

7

LAVICIDAS —
CONTROLE
FOCAL

Diflubenzuron (IGR)
Novaluron (IGR)
Piriproxifeno (IGR)
Espinosade (E)

Malationa (OF) e

Fenitrotiona (OP)

Cpemetina ()

Deltametrina (PI)

ADULTICIDAS -
UBV

Lambdacialotrina (PI}
Etofenproxi (PI)

Malationa Fenitrotinonz NN |

(or)

Cipermewina (P)

Alfacipermetrina (PI)

Bendiocarb (C4) I

ADULTICIDAS
- CONTROLE
PERIFOCAL

Figura 4. Linha do tempo da utilizacdo de inseticidas das classes organofosforado (OF),
regulador de crescimento (IGR), piretroide (PI), larvicida bacteriano (LB), espinosinas (E) e
carbamato (CA) no Programa Nacional de Controle da dengue (PNCD), de S&o Paulo e Brasilia.
Fonte: adaptado de Campos (2017) (Anexo 11); Agrotoxico utilizados em programas de salde
(Observatério Saude Ambiental, [s.d.]), Diretoria de Vigilancia Ambiental em Salde
(DIVAL)/SES-DF. Legenda: Barras verdes: uso do inseticida no Brasil; barras azuis: uso do
inseticida em S&o Paulo; barras laranjas: usos de inseticidas em Brasilia; (?) dados

indisponiveis.
1.9. Algumas classes de inseticidas utilizados no controle do Aedes aegypti
1.9.1.Inseticidas inorganicos e organicos naturais

As primeiras substancias utilizadas pela humanidade para o controle de pragas
agricolas foram os inseticidas inorganicos, tais como, o enxofre inorganico (uso desde ano 1000
a.C), arsénico (900 d.C) e, depois, arseniato de chumbo, acido bérico, entre outros (John E.
Casida & Quistad, 1998). E por esta razdo, alguns destes inseticidas também foram os primeiros
a serem utilizados no controle do Ae. aegypti, como o enxofre e 0 composto arseniato de cobre
(Verde de Paris) (Benchimol, 2001; Soper, 1965).

Os inseticidas organicos naturais sugiram em seguida, diferenciando-se por apresentar
estrutura complexa, alta poténcia e seletividade. No entanto, eram limitados em quantidade,
sendo geralmente muito caros e sensiveis a luz. O piretro, obtido de flores e sementes de

Chrysanthemum cinerariaefolium, é um dos representantes mais importantes. Outros como a
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nicotina e rotenona também se destacaram pelo seu grande uso no Brasil, especialmente na
agricultura (Casida, 1980; Morais & Marinho-Prado, 2016).

1.9.2. Inseticidas organicos sintéticos

Sdo inseticidas de acdo neurotoxica utilizados nos programas de controle de vetores
de diversas doengas. Compde esta classe os organoclorados (OC), orgnofosforados (OF),
carbamatos (CA) e piretroides (PI) (Braga & Valle, 2007b).

1.9.2.1.  Organoclorado (OC)

No inicio do século XIX, no periodo de grande desenvolvimento de produtos
sintéticos, a era quimica, surgiram 0s primeiros inseticidas organicos sintéticos: o0s
organoclorados. S&o inseticidas compostos por carbono, hidrogénio e cloro (Figura 5), sendo
classificados em quatro grupos: difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e
policloroterpenos (Braga & Valle, 2007b).

Destacam-se no controle de vetores em Salde Publica, os grupos difenil-alifaticos,
tendo como mais importante representante o DDT, cuja atividade inseticida foi descoberta em
1939, e os hexaclorociclohexanos, especialmente o benzenohexacloro, conhecido como BHC,
Estes inseticidas sdo neurotoxicos. Atuam nos canais de sodio da membrana dos axonios,
mantendo-os abertos, o que elimina o equilibrio de ions sddio e potassio e, por consequéncia,
impede a transmissdo normal do impulso nervoso em insetos. Desta forma, ocorrem continuos
impulsos nervosos, provocando contracdo muscular, convulsdo, paralisia e morte (Braga &
Valle, 2007b; Costa, 2008).

Os OC’s apresentam longo efeito residual, permanecendo por meses nas superficies
tratadas, mas também no ambiente. Por ser de dificil degradacdo e por se acumular em tecidos
de humanos e outros animais, 0 uso de OC’s esta proibido no Brasil e em grande parte dos
paises. Apesar disso, atualmente, o DDT ainda é indicado pela OMS para o controle de vetores
(Braga & Valle, 2007b; D’ Amato et al., 2002).

1.9.2.2.  Organofosforado (OF) e Carbamatos (CA)

Sédo inseticidas constituidos por fosforo derivados do acido fosférico (Figura 6). Os
OF’s sdo muito utilizados em Saude Publica nos programas de controle de vetores. Os primeiros
OF’s comecaram a surgir em 1938. Em 1952, surgiu a malationa, utilizada até hoje no controle

do mosquito Ae. aegypti. Este adulticida pertence ao subgrupo dos alifaticos. Outros dois
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subgrupos compdem a classe dos OF’s, os derivados de fenil, por exemplo, o fenitrotion, e 0s
heterocicliclos, como clorpirifos. Os OF’s apresentam algumas vantagens em rela¢ao aos OC’s:
séo biodegradaveis, e ndo se acumulam em tecidos animais e humanos. Por outro lado, possuem
efeito residual menor que os OC’s, exigindo uma frequéncia maior de aplicacGes (Braga &
Valle, 2007b; Casida & Quistad, 1998). Outro importante OF para a Satde Publica é o temefos,
considerado o larvicida mais utilizado no mundo contra o Ae. aegypti (George et al., 2015).
Os OF’s tém como alvo no sistema nervoso a enzima acetilcolinesterase. O inseticida
fosforila a enzima, causando a sua inatividade irreversivel e, por conseguinte, o acimulo de
acetilcolina na fenda sinéptica (jungdo entre os neurdnios) que acarreta a continua estimulacéo
do sistema nervoso, levando o inseto a paralisia e a morte (Costa, 2008).
Os carbamatos sdo inseticidas derivados do acido carbanico (Figura 6). Os primeiros
CA’s surgiram na década de 1950, sendo o carbaril mais utilizado. Os CA’s apresentam 0
mesmo mecanismo de acdo dos OF’s, no entanto, a ligagdo estabelecida entre o inseticida e a
acetilcolineterase € transitoria. Possuem efeito residual limitado como OF e de acdo letal rapida.
Atualmente, no Brasil, o bendiocarbe é 0 CA de acéo residual utilizado pelo PNCD para o

controle perifocal.
1.9.2.3. Piretroides (PI)

Estes inseticidas sdo modificacOes estruturais de um dos mais antigos agentes de
controle de insetos: as piretrinas (Casida, 1980). Os piretroides sintéticos sdo biodegradaveis,
ndo cumulativos, fotoestaveis e possuem alta poténcia inseticida. Por outro lado, sdo produtos
de custo alto. O modo de acdo destes inseticidas é similar ao do DDT, ou seja, atuam sobre 0
canal de sédio. Os efeitos da intoxicacao no inseto incluem contragcdes musculares, convulsdes,
paralisia momenténea (efeito knock-down), evoluindo para morte. Cipermetrina, deltametrina e
lambdacialotrina sdo alguns exemplos deste tipo de inseticida (Figura 6) (Braga & Valle,
2007h).

1.9.2.4. Reguladores de crescimento dos insetos (IGR, Insect Growth Regulator)

Esses inseticidas ndo sdo necessariamente toxicos para o alvo, como ocorre com 0S
inseticidas OC e OF, por exemplo, mas atuam de forma seletiva, provocando varias anomalias
que prejudicam a vida do inseto. Diferentemente das demais classes de inseticidas utilizadas no
controle do mosquito Ae. aegypti, os IGR’s sdo de agdo lenta (Dhadialla, Retnakaran, &
Smagghe, 1985; Tunaz & Uygun, 2004).
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Os IGR’s regulam a metamorfose, impedindo que as formas imaturas cheguem ao
estagio adulto, ou interferem na reproducdo dos insetos adultos ao produzirem alteracGes
morfogenéticas que reduzem o potencial reprodutivo. Os insetos adultos afetados pelo IGR’s
podem ser estéreis ou apresentarem alteracfes no desenvolvimento da genitalia que interferem
no acasalamento ou na producéo de descendentes féerteis (Slama, 2013; Tunaz & Uygun, 2004).

Conforme o modo de ag&o, os IGR’s séo classificados em 2 grupos: os inibidores de
sintese e deposicdo de quitina (ICS, chitin synthesis inhibitors); e os analogos do hormoénio
juvenil ou juvenodides (JHA, juvenile hormone analogs) (Braga & Valle, 2007b).

O exoesqueleto do inseto é composto do polissacarideo quitina. No crescimento do
inseto, os ICS’s interferem na sintese de quitina que é uma fase essencial no processo de troca
de exosqueleto. No PNCD, ja foram utilizados o ICS’s diflubenzuron e novaluron (Figura 5).
Os JHA’s, por sua vez, assim como o hormonio juvenil natural do inseto, atuam inibindo a
metamorfose. Em condigdes normais, haveria a redugéo da quantidade de hormonio juvenil no
interior do inseto, ao final do estadio imaturo que antecede a metamorfose. A exposi¢cdo
constante ao JHA inibe o processo metamorfose mantendo o inseto com caracteristicas juvenis.
Atualmente, é utilizado pelo PNCD o JHA piriproxifeno é utilizado no controle focal (Braga &
Valle, 2007b; Ohba et al., 2013; Tunaz & Uygun, 2004).

Organoclorado

CCl3

Cl I I Cl

DDT (Diclorodifeniltricloroetano)

Figura 5. Férmula estrutural do inseticida organoclorado. Fonte: Sigma-Aldrich.

39



e S— P OCH3;
OCH3

Malationa

S

ozru{;yo—'ﬁ—ow3
OCH,

H3C

Carbamato

0
HaC )L

@0 CHs4
O CH3
Piretroides

N0

HsC CHg

Deltametrina

NG

H;C CHj

HsC

Cl,C HsC

Cipermetrina

Organofosforado

CI)CH:; CI)CHS
S=P-0CHgj; H;CO—P=S
ROUGE
S

Temefos

Fenitrotiona

Bendiocarbe

O (:)N
3C_~ 0 ' 0O
5 ASRhS

HsC CHs

Lambdacialotrina

U

O._CHs

Etofenproxi
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Federal. Fonte: Sigma-Aldrich.
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Figura 7. Formula estrutural dos inseticidas reguladores de crescimento de insetos utilizados

Piriproxifeno

pelo Programa Nacional do Controle da Dengue / Ministério da Saude no Brasil no Distrito

Federal. Fonte: Sigma-Aldrich.

1.10. Resisténcia aos inseticidas e seus mecanismos

Existem diversas defini¢des de resisténcia. A OMS defini a resisténcia como sendo o0
desenvolvimento de uma habilidade em uma linhagem de algum organismo para tolerar doses
de um produto téxico que é letal para a maioria dos individuos em uma populacdo normal da
mesma espécie (WHO, 1957). Outras definicdes mais completas incorporam 0 aspecto
hereditéario da resisténcia. A Organizacao das Na¢fes Unidas para Alimentagdo e Agricultura,
por exemplo, defini a resisténcia como sendo uma caracteristica genética que permite ao
organismo sobreviver a exposi¢do de uma dose de inseticida que normalmente seria letal para
a maioria dos individuos de uma populacdo (FAO, 2012). Enquanto, para Whalon et al. (2008)
a resisténcia é o processo microevolutivo pelo qual a adaptacdo genética, através da selecdo por
pesticidas, resulta em populacfes de artropodes que apresentam, frequentemente, desafios de
gerenciamento mais dificeis. Independetemente das definicdes consideradas, a resisténcia é um
grave problema na Saude Publica e na agricultura, provocando aumento da ocorréncia de
doencas e perdas econémicas na producgédo de alimentos.

A ocorréncia dos genes que conferem a resisténcia € um evento natural, entretanto é
frequentemente baixa. O uso repetido de inseticidas seleciona individuos com genes da

resisténcia que passam a reproduzir-se com maior sucesso, alterando a frequéncia dos genes da

41



resisténcia na populagédo (Figura 8). A resisténcia corresponde, assim, a um extremo da resposta
a pressao seletiva, comparando com a susceptibilidade, um outro extremo. Ha varios graus entre
estes dois extremos que podem estar relacionados ao uso de inseticidas ou a variagfes naturais

na populacéo resultantes de mutag6es (Robertson et al., 2007).
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Figura 8. Exemplo teorico ilustrando a selecdo de populacdo de insetos resistentes. Alguns
individuos (vermelhos) com caracteristicas genéticas que lhes permitem sobreviver em
aplicacbes de inseticidas podem se reproduzir. Se a pressdo seletiva € frequente, estas
caracteristicas se tornam parte preponderante na populacdo apds varias geracdes. Fonte: Panini
et al. (2016).

Segundo Georghiou e Taylor (1986), sdo varios os fatores que podem influenciar na
formag&o de uma populacéo resistente: 1 - fatores genéticos (a dominancia, frequéncia de alelos
resistentes), 2 - fatores biol6gicos (por exemplo, 0 numero de geracdes por ano), e 3 — fatores
operacionais (tempo de uso do inseticida, persisténcia, modo de aplicacdo). Reconhecer e
manipular alguns destes fatores que podem ajudar a retardar a resisténcia deve ser parte

integrante de qualquer programa de controle de vetores de doencas.
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Estudos das dltimas décadas demonstram que 0s mecanismos responsaveis pela
expressao do fendtipo da resisténcia na populacao de insetos podem ser classificados em quatro
tipos principais: mutacGes pontuais em genes de sitio-alvo de inseticidas (resisténcia por
alteracdo de sitio-alvo); a superexpressdo ou mutagdes nas regides codificadoras de enzimas
de detoxificagdo (resisténcia metabdlica); superexpressdo ou mutag¢des em genes envolvidos
na formacdo de cuticula (resisténcia cuticular) e alteracbes no comportamento (resisténcia
comportamental (Montella, Schama, & Valle, 2012; Ranson et al., 2011). Estes mecanismos
que conferem protegéo ao inseto podem coexistir na populacéo e ocasionar falhas importantes
no seu controle (Hemingway et al., 2004; Seixas et al., 2017).

Os mosquitos e outros insetos possuem naturalmente um sistema de enzimas
responsavel por diversas funcdes: digestdo, crescimento, desenvolvimento, reproducao,
biossintese e degradacdo de compostos como feroménio, hormonios, eliminacdo de substancia
toxicas internas e externas (xenobi6ticos), detoxificacdo de compostos enddgenos, entre outras,
gue asseguram sua sobrevivéncia (Liu et al., 2015; Montella et al., 2012). Na resisténcia
metabdlica, as enzimas EST’s, MFO’s e GST’s estdo em maior quantidade ou maior atividade
para realizar a detoxificacdo/sequestro de moléculas de inseticidas (Panini et al., 2016). A
avaliacdo da atividade destas enzimas em populagdes do campo € um importante requisito para
0 monitoramento da resisténcia e deve ser realizada junto aos ensaios de suscetibilidade aos
inseticidas (Montella et al., 2012)

1.10.1. Resisténcia metabdlica

As enzimas no inseto resistente se encontram em maiores quantidades ou com maior
atividade devido ao aumento da transcricdo ou da amplificacdo de genes. A intensificacdo da
atividade das enzimas permite o inseto metabolizar o agente toxico mais rapidamente
transformando-o em um composto menos tdxico e/ou em uma forma adequada para rapida
excrecdo (Panini et al., 2016). O processo de detoxificacdo pode ser dividido em duas etapas:
Fase | (funcionalizacdo), na qual as MFO’s e EST’s promovem a hidrolizagao ¢ oxidagdo do
inseticida, formando um substrato para proxima fase; na Fase 1l (conjugacdo), a GST conjuga
composto que tornardo mais sollveis o inseticida para posterior excrecdo (Panini et al., 2016;
Reddy et al., 2012).

As EST’s sdo enzimas muito importantes no metabolismo de compostos enddgenos e
exogenos. Varios inseticidas como OF’s, CA’s e PI’s apresentam nas suas estruturas quimicas

ligacOes ésteres (Figura 9) que séo o alvo da hidrolise pelas EST’s (carboxiesterase). As EST’s
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também podem sequestrar o inseticida OF’s, reduzindo a quantidade de inseticida ativo que

atingiria o local alvo (Poupardin et al., 2014).
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Figura 9. LigagOes esteres (fosfotriester, éster carbamico e carboxiester) nos inseticidas
utilizados no controle do Ae. aegypti.

As MFO’s, também conhecidas como monoxigenases ou enzima citocromo P450,
entre outras denominacdes, desempenham diversas funcdes bioldgicas, tais como, regulacédo de
titulos de diversos compostos enddgenos, biossintese e degradacdo feromonios, 20-
hidroxiecdisona e hormdnio juvenil, &cido graxo, etc (Liu et al., 2015). A superexpressdo destas
enzimas esta relacionada a resisténcia dos insetos a varios inseticidas: PI, OF, OC, CA, IGR
(Panini et al., 2016; Smith, Kasai, & Scott, 2016). Em um artigo de revisdo, Smith et al. (2016)
identificou que a associacdo das MFO’s com a resisténcia aos PI’s em Ae. aegypti é bastante
documentada em varias regides do mundo.

As enzimas GST’s estdo envolvidas transporte intracelular, biossintese de hormonios
e protecdo contra o estresse oxidativo. Elas catalisam a conjugacdo da glutationa com
substratos, tornando-os mais solUveis para a excre¢do subsequente. Agem sobre substratos
formados pelas MFO’s ou diretamente em compostos exdgenos COMo 0s inseticidas. A elevada
atividade de GST, resultante da amplificacdo do gene ou mais comumente por meio do aumento
da taxa de transcricdo, tem sido implicada na resisténcia a varias classes de inseticidas
(Hemingway et al., 2004; Pavlidi, Vontas, & Leeuwen, 2018). As GST’s calalizam reacgdes de

desidrocloracdo, transformando DDT em um substrato menos toxico. Também sdo importantes
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no metabolismo de piretroide, protegendo o inseto, inclusive, por meio de sequestro do

inseticida (Enayati, Ranson, & Hemingway, 2005; Hemingway et al., 2004).
1.10.2. Resisténcia por alteragdo do sitio-alvo

Os inseticidas neurotdxicos (OC, Pl, OF e CA) tém como alvo primario moléculas
receptoras no sistema nervoso central dos insetos, sdo elas: as proteinas dos canais de sodio, a
acetilcolinesterase e 0 acido gama-aminobutirico (GABA)(Nauen, 2007).

Os PI’s e OC (DDT), ligam-se as proteinas dos canais de sodio das células nervososas.
Em insetos resistentes, as mutacGes no sitio de ligacdo causam a resisténcia, tornando-0s
insensiveis aos inseticidas. Esta resisténcia € referida como resisténcia knock-down (kdr), em
referéncia a habilidade dos insetos com estes alelos de resistirem prolongada exposi¢do sem ser
derrubados (Ranson et al., 2011).

Nos insetos Pl-resistentes, as mutacGes com trocas de aminoacidos em genes
especificos, que codificam os sitios-alvo nos canais de sodio, provocam altera¢des, impedindo
a ligacdo do inseticida. J& foram identificadas diversas mutagdes kdr para Ae. aegypti (G923V,
L982W, S989P, S989G, S989C, V1016G, V1016P, V10161, 11011V, 11011M, T1520I,
F1534C, D1763Y) e para Ae. albopictus (F1534C, F1534l, F1534S e 11532T) em vérias regides
do mundo (Moyes et al., 2017). Os insetos resistenetes com canais de sodio alterados também
sdo insensiveis, por resisténcia cruzada, aos inseticida DDT e seus analogos (Davies et al.,
2007)

Dois genes (ace-1 e ace-2) codificam a enzima acetilcolinesterase em mosquitos, o alvo
dos inseticidas OP e CA. MutacBes que alteram o sitio-alvo na enzima ainda ndo foram
detectadas para Ae. aegypti. No entanto, nos mosquitos Anopheles gambiae, Culex pipiens e
Culex tritaeniorhynchus mutac@es no gene ace-1 tem sido relacionada a resisténcia aos OF’s.

O receptor do neurotransmissor GABA nos canais de cloro é alvo dos inseticidas
ciclodienos (OC) como, por exemplo, o dieldrin. A ligacdo do inseticida inbibe a acdo do
neurotransmissor, impedindo a entrada de ions cloreto no neurénio. As mutac¢des no gene Rdl
(resisténcia a deldrin) A302S foi descrita para inicalmente Ae. aegypti (Hemingway et al.,
2004).
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1.10.3. Resisténcia cuticular

Alguns estudos observaram o aumento da expressdo de genes que codificam proteinas
da cuticula em linhagens resistentes de Ae. agypti, Ae. albopictus, Anopheles stephensi e Culex
pipiens pallens, Culex quinquefasciatus, entre outros mosquitos (Ishak et al., 2016; Vontas et
al., 2007). As alteracdes no espessamento da cuticula do inseto e/ou revestimentos do trato
digestivo contribuem para retardar a absorcdo ou penetracdo de inseticidas (Ranson et al.,
2011).

1.10.4. Resisténcia comportamental

A resisténcia comportamental pode ser definida como a alteracdo da resposta
comportamental que permite o inseto evitar o contato com inseticidas (Ranson et al., 2011).

A literatura atual sugere que alteragdes comportamentais e de espécies podem estar
surgindo, mas os dados séo esparsos e, as vezes, pouco convincentes. Parte da razéo para a falta
de informacdo sobre resisténcia comportamental é que é mais dificil investiga-la usando ensaios
de exposicéo relativamente simples (Gatton et al., 2013).

Apesar disso, novos estudos continuam a surgir. Por exemplo, Stone et al.(2016)
avaliaram, por meio de modelo matematico, o efeito das variaveis ambientais (disponibilidade
de alimento e uso de redes de cama) sobre a alteracdo da periodicidade de busca do Anopheles
sp. pelo hospedeiro para repasto, do periodo noturno para o crepdsculo ou amanhecer. Os
autores observaram que estes fatores ambientais podem interferir na taxa em que a resisténcia

comportamental emerge.
1.10.5. Resisténcia cruzada e multiresisténcia

A resisténcia cruzada ocorre quando um mecanismo de resisténcia permite que insetos
resistentes a um inseticida, também apresentem resisténcia a outro. O mesmo pode ocorrer entre
inseticidas de diferentes classes quimicas (Ranson et al., 2011). Tem sido documentada a
resisténcia para Ae. aegypti cruzada entre Pl e OP (Rodriguez et al., 2002) entre Pl e OC (DDT)
(Brengues et al., 2003).

Por outro lado, na resisténcia mutipla, diferentes mecanismos podem se combinar para
conferir resisténcia a diversas classes de inseticida (Ranson et al., 2011). Por exemplo, em
estudo recente, Seixas et al. (2017) identificaram resisténcia aos Pl, OP e CA em populacéo de

Ae. aegypti em Portugal. Os autores observaram a participacdo de varios mecanismos de
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resisténcia: mutacfes nos canais de sodio (F1534C e V1016l), superexpressdo de enzimas

(P450, carboxilesterase e GST) e espessamento da cuticula.
1.10.6. Resisténcia em populagdes de mosquitos Aedes

A resisténcia em populacGes de mosquitos Aedes tem sido bastante estudada no
mundo, o que revela a importancia das falhas no controle do vetor e sinaliza a grande
preocupacao da comunidade cientifica com o problema.

Em uma revisdo da literatura, Moyes et al. (2017) demonstraram o panorama da da
distribuicdo geogréafica da resisténcia dos mosquitos no mundo para as quatro classes de
inseticida sintéticos (OC, OF, Pl e CA). Os autores verificaram que tem sido detectada a
resisténcia a todas as classes de inseticidas sintéticos utilizadas no controle do mosquito em
varios paises das Américas, Africa e Asia. Entre os principais mecanismos envolvidos estfo a
superexpressdo de enzimas e alteracbes de sitios-alvo, ambos com registro de diversas
mutacoes.

No Brasil, em varias estados das cinco Regides, diversos estudos verificaram
resisténcia aos OF’s (Diniz et al., 2015; Bellinato et al., 2016; Braga et al., 2004; Carvalho et
al., 2004; Chediak et al., 2016; Garcia et al., 2018; Lima et al., 2003; Montella et al., 2007) e
aos PI’s (Bellinato et al., 2016; Brito et al., 2013; Chediak et al., 2016; Da-Cunha et al., 2005;
Garcia et al., 2018; Macoris et al., 2005; Macoris et al., 1995; Macoris et al., 2018; Martins et
al., 2009; Montella et al., 2007).

Ensaios de dose-diagnoéstica, dose-resposta, bioguimicos e moleculares com larvas e
adultos do mosquito Ae. aegypti foram realizados. Os autores observaram que populacdes
brasileiras de mosquito apresentam suscetibilidade alterada com o aumento da atividade das
EST’s, GST’s e MFO’s relacionadas & resisténcia aos PI, aléem da ocorréncia dos alelos
mutantes V10161, F1534C e 11011M. Também foi verificado que as EST’s estiveram
associadas a detoxificacdo de OF’s, entretanto ndo foi observado o aumento acetilcolinesterase
nas populacdes resistentes a temefos.

Bellinato et al. (2016) avaliaram a suscetibilidade de populagc6es do vetor Ae. aegypti
de doze municipios de cinco estados (Roraima, Pard, Rio Grande do Norte, Espirito Santo e
Goias) ao diflubenzuron (IGR) e observaram que todos as populacGes foram suscetiveis ao
inibidor de sintese de quitina. Em estudo anterior, Silva & Mendes (2007) também encontraram

suscetibilidade ao diflubenzuron em Uberlandia no Estado de Minas Gerais. Em outros paises
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como Cabo Verde (Rocha et al., 2015) e Arabia Saudita (Alsheikh et al., 2016) foram
encontrados resultados semelhantes.

Poucos estudos avaliaram, no Brasil, a suscetibilidade a outro IGR, o piriproxifeno.
No Distrito Federal, populagdes de campo testadas com a formulacdo comercial do
piriproxifeno (Sumilarv® 0,5 G) e grau técnico (97%, Rogama Neogenv® Company) nio
observaram alteracdo de suscetibilidadde em varias amostras (Carvalho, 2018; Monnerat et al.,
2012). Andrighetti et al. (2008) analisaram o efeito do piriproxifeno em populacdes temefos-
resistentes dos Estados da Bahia (Salvador e Barreiras) e de S&o Paulo (Bauru). As populagtes
apresentaram suscetibilidade alterada a este analogo de horménio juvenil corroborando com o
estudo realizado por Marcombe et al. (2011) na Martinica e com Ochipinti et al. (2014) na

Venezuela.
1.11. Controle de qualidade quimico de inseticidas

No processo de fabricacdo de produtos, o controle de qualidade é uma etapa
fundamental na cadeia produtiva de diferentes tipos de industria. Na inddstria farmacéutica, por
exemplo, o controle de qualidade visa assegurar a qualidade, seguranca e eficacia dos
medicamentos produzidos, sendo realizado de acordo com os preceitos das Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos (Amorim, 2013; Rocha & Betoni, 2014). Com relacdo aos
inseticidas, outras normas também sdo impostas como a Lei 6.360, de 23 de setembro de 1976
e a Orientacdo de Servigo n° 49 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 1976,
2018). Entre as varias atividades que compde o controle de qualidade, a analise quimica é uma
importante etapa que garante a qualidade final do produto, desde o café que tomamos aos
inseticidas usados na agricultura ou em Saude Publica (Tavares & Ferreira, 2006; Valle, 2015).

Na analise quimica, o estudo quantitativo por Ressonancia Magnética Nuclear
quantitativa (RMNq) é um dos métodos mais difundidos nas pequisas académica e industrial
que permite determinar a quantidade relativa de grupos moleculares em misturas (Malz &
Jancke, 2005). A RMNQq é utilizada em diversas areas, tais como, avaliacdo de drogas, vacinas,
produtos naturais, alimentos, bebidas, entre outras, tornando-se também um importante método
na analise de pureza (Holzgrabe, 2010).

Em Saude Publica, os inseticidas utilizados no controle de endemias s&o armazenados,
preparados para aplicacao e distribuidos pelas unidades de satde conhecidas como Centrais de

UBV (Brasil, 2002a). Como as condicOes de armazenagem e preparo das solucdes inseticidas
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podem interferir diretamente na eficacia do controle dos vetores das arboviroses, € importante

realizacdo de analise quimica periodica dos insumos utilizados.
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2. Justificativa

A tendéncia de crescimento da ocorréncia de casos de dengue nos utimos 50 anos tem
sido motivo de grande preocupacdo para 0s paises em todo o mundo. Aliado a isto, a
reemergéncia de arboviroses como a chikungunya e zika, provocando grandes epidemias,
evidencia que as praticas adotadas para o controle dos vetores Aedes aegypti e Aedes albopictus
ndo tem alcangado éxito nos paises endémicos.

Atualmente ndo hd medicamentos que permitam o controle destas viroses e apesar dos
esforgos da comunidade cientifica ainda ndo temos uma vacina em pleno uso. Assim, a principal
estratégia de prevendo do controle destas doencgas permanece centrada na reducdo da populacéo
dos vetores em niveis que impecam a transmissao dos arbovirus.

O controle dos vetores tem se baseado fortemente no uso de inseticidas sintéticos,
muitas vezes de maneira indiscriminada. A falta de novas moléculas que permitam ampliar o
arsenal disponivel para o combate ao vetor tem levado ao uso continuo dos inseticidas por
longos periodos. Tal pratica tem favorecido a selecdo de populagdes resistentes a diferentes
grupos de inseticidas. Conhecer precocemente o status da resisténcia em uma populacdo de
mosquitos é fundamental para intervir na sua evolucdo e preservar as poucas classes de
inseticidas disponiveis.

No Brasil, o0 monitoramento da resisténcia do mosquito Aedes aegypti foi realizado
nos utimos 20 anos de forma sistematica. Seus resultados tém subsidiado a Coordenacéo Geral
dos Programas Nacionais de Controle e Prevenc¢do da Malaria e das Doencas Transmitidas pelo
Aedes — Ministério da Saude (CGPNCMD/MS) nas decisGes de manejo da resisténcia por
substituicdo de inseticidas em sistema de revezamento. Como ndo € possivel realizar o
monitoramento em todos 0s municipios, em razao das dimensdes continentais do nosso pais, a
CGPNCMD/MS adota a estratégia de selecdo de cidades, conforme critério epidemioldgico,
para a realizacdo de coleta de amostras de ovos das populagdes de mosquitos destinadas a
realizacdo de ensaios bioldgicos de resisténcia.

Esta metodologia apresenta limitagcBes por ndo permitir acompanhar a dinamica da
alteracdo do perfil de suscetibilidade das popula¢des no nivel estadual, nem tdo pouco no nivel
municipal. Brasilia € um dos municipios selecionados para monitoramento, no entanto, desde
1999, quando comecaram as avalia¢fes da suscetibilidade, poucos dados estdo disponiveis
sobre o perfil de suscetibidade da regido.

Realizacdo do monitoramento em nivel municipal é primordial para a detec¢éo precoce
da resisténcia e, assim, viabilizar acGes de manejo quando ainda ha baixos niveis de perda da
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suscetibilidade. Também é importante conhecer o nivel da resisténcia das popula¢Ges de
mosquitos aos inseticidas que tiveram seu uso descontinuado a fim de avaliar a progressdo da
reversdo da resisténcia pela auséncia da presséo seletiva. Estes dados permitem avaliacdo da
viabilidade do retorno da utilizacdo do inseticida.

Esperamos que os resultados obtidos possam subsidiar decisfes técnicas sobre 0 uso

dos inseticidas no Distrito Federal e assegurar a maior eficacia do controle do vetor.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a susceptibilidade de 3 (trés) populaces de Aedes (Stegomyia) aegypti no
Distrito Federal aos inseticidas utilizados no Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD) do Ministério da Saude

3.2. Objetivos especificos

3.2.1.  Auvaliar o nivel de susceptibilidade de populacdo de campo de Aedes aegypti
aos larvicidas temefos e piriproxifeno.

3.2.2. Auvaliar o nivel de susceptibilidade de populacdo de campo de Aedes aegypti
aos adulticidas malationa e deltametrina.

3.2.3. Realizar bioensaios em condi¢bes semi-campo com o Sumilarv® 0,5 G
(piriproxifeno) utilizado no Distrito Federal para o controle do Aedes aegypti.

3.2.4. Realizar o controle de qualidade quimico dos inseticidas utilizados no Distrito

Federal.
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4. Metodologia
4.1. Populacbes de mosquito Ae. aegypti

A Diretoria de Vigilancia Ambiental em Sadde (DIVAL), 6rgdo da Secretaria de
Estado de Saude do Distrito Federal (SES-DF), realiza o monitoramento e controle das
populacOes de Ae. aegypti. Durante todos os meses do ano, a instalacdo de armadilhas para
captura de mosquitos adultos € realizada, permitindo a avaliacdo da densidade populacional de
mosquitos nas Regides Administrativas (RA’s) do DF.

As amostras das populacdes de mosquitos avaliadas nesse trabalho, foram obtidas de
trés RA’s do DF (Figura 10) com uso de piriproxifeno e malationa nos ultimos anos e historico
de epidemias em anos anteriores: Brazlandia, com populacdo de 51.816 habitantes; Sobradinho,
com 62.763 habitantes e Guard, com 133.171 habitantes (Brasilia, 2015a, 2015b, 2015c¢). Sdo
regides que sofreram surtos e epidemias e apresentaram alta incidéncia de dengue (valores
acima de 300 casos da doenca por 100.000 habitantes) entre os anos de 2013 e 2016. As taxas
de incidéncia acumulada de Brazlandia variaram de 393,5 a 2.938,7 casos por 100.000
habitantes; para Sobradinho, a variacédo foi de 400,8 a 772,9 casos por 100.000 habitantes e para
Guara, 311 a 399,5 casos por 100.000 habitantes. No DF, em sua totalidade, todos os anos do
periodo foram considerados como epidémicos, registrando a incidéncia de 322,4 a 600,1 casos
por 100.000 habitantes. Em 2017 e 2018, apenas Sdo Sebastido e a cidade Estrutural
apresentaram taxas acumuladas que configuram alta incidéncia (Brasilia, 2013, 2016b, 2017b,
2018; Filho, 2014).

Como a ocorréncia de surtos e epidemias exige acdes emergénciais de controle por
meio de inseticidas para impedir a disseminagdo das arboviroses, as popula¢des de mosquitos
destas RA’s sofreram maior pressao seletiva em raz&o da maior aplicacéo de inseticidas, quando
comparadas com as areas onde incidéncia de dengue e outras arboviroses foi menor.

Presumivelmente, sdo areas onde a ocorréncia de mosquitos resistentes € mais frequente.
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Figura 10. Locais de instalacdo de armadilhas para coleta de ovos de Aedes aegypti nas Regides
Administrativas (poligonos amarelos) de Brazlandia (A), Guara (B) e Sobradinho (C). Os

pontos vermelhos representam as ovitrampas georreferenciadas.

Com o objetivo de formar coldnias de mosquitos do campo para obtencdo de larvas,
foram realizadas as inclusdes das armadilhas ovitrampas (OV) (Figura 11) na rotina de
monitoramento do vetor pela DIVAL. Isto também permitiu a instituicdo reunir informac6es
adicionais importantes que contribuiriam para avaliagdo da infestacdo considerando outro
estagio do mosquito. As coletas ocorreram no periodo de novembro de 2017 a junho de 2018,

durante a estacdo chuvosa e parte da estagdo seca.
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Figura 11. Ovitrampa instalada em um imovel.

As OV’s, armadilhas que simulam o ambiente ideal para oviposi¢cdo das fémeas do
mosquito (Fay & Eliason, 1966), foram confeccionadas utilizando recipientes de pléastico (500
mL) da cor preta e um anteparo de eucatex (palheta) nas dimensdes de 12,5x2,8x0,4 cm onde
as fémeas pousam para a oviposi¢cdo. Para intensificar a atracdo das fémeas de Ae. aegypti,
utilizou-se uma solugédo aquosa de levedo de cerveja a 0,04% (da Costa et al., 2018).

Em Brazlandia, a cidade foi dividida em 2 areas e 40 im6veis foram monitorados. As
OV’s foram instaladas quinzenalmente. Em Sobradinho, 20 locais foram monitorados por
semana. A distancia entre as OV’s foi sempre superior a 300 metros. As armadilhas foram
instaladas em imdveis denominados especiais, isto €&, 0s ambientes de relevancia
epidemioldgica na transmissdo das arboviroses. Estes locais se caracterizam pela aglomeracgéo
e circulacdo de grande quantidade de pessoas, tais como, escolas, unidades de salde e outras
reparti¢ces publicas (Brasil, 2002).

O procedimento de coleta dos ovos, no Guara, foi realizado em duas areas, de 1 Km?
no Guara | e 11, que foram divididas em 4 subareas cada. Em uma semana, 1 subarea do Guara
| e outra do Il receberam 32 OV’s, totalizando 64 armadilhas/semana. As subareas seguintes
receberam, consecutivamente, as mesmas armadilhas da subarea anterior, de maneira que ao
fim de um més foram instaladas 256 armadilhas em sistema de revezamento. Nesta RA, apenas
as residéncias receberam OV’s. A distancia entre as residéncias escolhidas variou entre 100 a
200 metros.

Em todos imdveis das trés localidades, a instalacdo das OV’s foi sempre precedida de
explicacdes ao responsavel pelo imovel sobre a funcéo e importancia da armadilha, cuidados e

periodicidade da visita. Realizou-se a instalacdo em locais sombreados, protegidos da chuva e
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de animais domésticos. No momento da instalacdo, as palhetas foram devidamente identificadas
e presas aos potes com clips. A maioria das OV’s foram instaladas na area externa dos imoveis.
Também foi realizado o georreferenciamento de cada OV com a coleta das coordenadas
geograficas, utilizando um receptor Global Positioning Systems (GPS), (Garmin®, modelo
Montana 650).

A diferenca metodoldgica da instalagdo das OV’s entre as cidades avaliadas é
resultante dos planos amostrais adotados pela DIVAL. No entanto, algumas palhetas foram
gentilmente cedidas pela coordenacdo de um projeto de pesquisa em execucao no Guara.

As OV’s ficaram expostas nos imoveis por 5 a 7 dias, quando foram substituidas por
novas e encaminhadas ao Laboratério de Entomologia Médica da DIVAL para contagem dos
ovos. Cada substituicdo de palheta foi precedida por lavagem do recipiente (com agua, escova
e detergente) e renovacao da solucdo atrativa. As palhetas recolhidas foram acondicionadas em
grupos de sete unidades em potes especificos, na posi¢do vertical, presas a borda com o uso de
clips e transportadas para o laboratorio (Figura 12).

As palhetas positivas permaneceram armazenadas a temperatura ambiente no insetario
da DIVAL, ndo excedendo o prazo de 1 més, até momento da eclosdo dos ovos para a formacéo
das colonias, geragéo FO.

Figura 12. Acondicionamento das palhetas recolhidas dos imoveis para transporte ao
laboratorio.
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4.2.  Formacdo das col6nias

Para garantir uma melhor representatividade da populacdo de mosquitos das
localidades, optou-se por escolher de 5 a 10 palhetas positivas por semana para a etapa de
eclosdo das larvas.

Cerca 20 palhetas positivas, por RA, com quantidade de ovos conhecida foram
colocadas em bandejas de polipropileno identificadas e previamente preparadas com
antecedéncia de 24 h, contendo 3 litros de agua declorada e com adi¢éo de solugéo de racao de
gato (Purina®, Lote L80328561A4), 10 mg/L para permitir a eclosdo sincronizada das larvas
(Figura 13) (WHO, 2005). As bandejas foram mantidas em camara Umida a temperatura de 28
+ 5 °C, umidade relativa de 70 £ 5% e fotofase de 12 horas (WHO, 2005). Ap0s 24 h, as palhetas
foram retiradas das bandejas e inspecionadas em microscopio estereoscopico (Opton®, modelo
TIM2B) para avaliacdo do percentual de eclosdo e obtencdo da quantidade aproximada de
larvas. A quantidade de racdo necessaria para a alimentacdo foi calculada conforme a
quantidade diaria por larva sugerida por Carvalho et al. (2014) na Tabela 2. As larvas foram
alimentadas ateé a formacao de pupas com racao de gato triturada adicionada as bandejas.

Apos a etapa de eclosdo, submeteu-se as palhetas ao processo de lavagem (com escova,
agua e sabdo) para reutilizagdo. A limpeza das palhetas foi precedida da colocagdo das mesmas
no freezer por 24 h para a eliminacédo de ovos ndo eclodidos. Este procedimento de seguranca
também foi adotado com o papel filtro utilizado para a coleta de ovos, bandeja e outros

materiais.

Tabela 2. Quantidade de ragdo utilizada para a alimentacdo diaria por larva de Aedes aegypti

em miligramas (mg).

Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Racdo por larva (mg) 0,06 0,08 0,16 031 064 032 032 032 016 0,08 0,06

Fonte: Carvalho et al. (2014).
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Figura 13. Palhetas preparadas para ecloséo dos ovos coletados do campo.

As pupas foram retiradas diariamente das bandejas, transferidas para recipiente
contendo agua declorada e colocadas em gaiola 30x30x30 cm (Figura 14) devidamente
nomeadas como: Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e Sobradinho (SBR). Nas gaiolas, as pupas

se desenvolveram até a forma alada, formando a col6nia, denominada FO.

Figura 14. Gaiolas entomoldgicas para criacdo de colnias.

Como a OV ndo é uma armadilha especifica para Ae aegypti, podendo coletar também
ovos de Ae. albopictus, todos os mosquitos da geracao FO foram identificados um a um, quanto

a espécie e sexo.

Os mosquitos adultos foram capturados, utilizando aspirador automético e mantidos
em um frasco de acrilico (Figura 15). Em seguida, com uso de um capturador tipo Castro
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(Figura 15), foram aspirados, de 3 em 3 individuos, para a identificacdo taxonémica em
microscopio estereoscopico (Opton®, modelo TIM2B), de acordo com a chave dicotdmica de
identificacdo de espécies de Aedes que ocorrem no Brasil (Consoli & Oliveira, 1994). As
espécies identificadas foram colocadas em gaiolas separadas mantendo machos e fémeas juntos.
Os mosquitos da espécie Ae. albopictus foram congelados e, posteriormente, descartados.

=

Figura 15. Materiais de captura dos mosquitos adultos: capturador elétrico, frasco de acrilico e

capturador tipo Castro.

Ae. aegypti adultos foram alimentados com solucdo acucarada a 10% ad libitum. A
alimentacdo sanguinea artificial com sangue equino, cedido pelo Hospital Veterindrio da
Universidade de Brasilia, foi realizada duas vezes por semana por 6 a 8 horas. Foram utilizadas
placas de aluminio (10x10 cm) envolvidas por filme de parafina plastica (Parafilm®) (Figura
16. A-B). As placas, com 5 mL de sangue, foram dispostas nas gaiolas e, recipientes com 150
mL de agua quente foram colocadas (Figura 16. C) sobre elas. A cada hora, a agua foi
reaquecida, com 0 objetivo de manter o sangue com a temperatura ideal para o repasto
sanguineo (38-42°C) (Maiga et al., 2017; Carvalho et al., 2014).

Para oviposicdo foram colocados recipientes com 100 mL de adgua declorada e papel
filtro (Figura 17.A), devidamente identificado, revestindo a parede interna. Os papéis (Figura
17.B) com os ovos (geragdo F1) foram retirados apds 3 dias e mantidos no insetario para
secagem e armazenados até a utilizacdo nos ensaios. Novos recipientes foram colocados no

interior das gaiolas para nova oviposi¢do. Em alguns casos também foi necessario desenvolver
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coldnias F1 para obtencdo de maior quantidade de ovos (geragdo F2) destinados a realizagdo
dos ensaios.

A cepa susceptivel aos inseticidas empregados nos ensaios foi a Rockefeller
denominada “RCK” (Kuno, 2010) e foi obtida e mantida no insetario da DIVAL desde 1997
(Carvalho et al., 2004b).

Figura 16. A - Materiais para preparacao da placa de alimentacédo: placa de alimentacao, filme
de parafina plastica e bolsa com sangue equino. B - Placa de alimentacdo preparada. Vista
interna da gaiola com fémeas se alimentando. C - Pote com agua quente para aquecimento da
placa de alimentacdo.

Figura 17. A - Recipiente para oviposicdo com papel filtro. B - Papel filtro seco com ovos de
Aedes aegypti.
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4.3.  Solugdes inseticidas
4.3.1. Temefos (Grau Técnico)

Foi preparada a solucéo estoque a 1 mg/mL (1000 ppm) de temefos (Sigma®, lote
BCBV2878) diluido em dimetilsulféxido (DMSO Sigma®). Em seguida, a solucio foi dividida
em aliquotas de 100 pL em criotubos para armazenamento na geladeira.

A solucéo do inseticida foi preparada no momento do teste para a populagdo RCK na
concentracdo de 0,01 mg/L (10 ppm). A partir desta, foi retirado o volume necessario para
atingir concentracéo final seriada: 0,0005 ppm; 0,001 ppm; 0,002 ppm; 0,004 ppm; 0,006 ppm;
0,008 ppm; 0,012 ppm; 0,016 ppm e 0,032 ppm. Nas populacdes do campo foram utilizadas as
concentragdes de 0,01 ppm; 0,025 ppm; 0,035 ppm; 0,05 ppm; 0,07 ppm; 0,09 ppm; 0,1 ppm;
0,11 ppm e 0,12 ppm.

4.3.2. Piriproxifeno
4.3.2.1. Grau Técnico

Foi preparada a solugo estoque a 1 mg/mL (1000 ppm) de piriproxifeno (Sigma®, lote
BCBT3748) diluido em DMSO. A solucdo foi preparada imediatamente antes do uso na
concentracdo de 0,001 mg/mL (1 ppm). Em seguida, foi pipetado a quantidade necessaria para
atingir as concentraces finais dos testes com a cepa RCK e linhagens do campo: 0,01 ppb; 0,05
ppb; 0,2 ppb; 0,5 ppb; 1 ppb; 2 ppb; 8 ppb; 10 ppb e 30 ppb.

4.3.2.2. Formulac&o comercial (Sumilarv® 0,5 G)

As solucdes para os testes foram preparadas com o inseticida piriproxifeno Sumilarv®
0,5 G (Sumitomo Chemical; lote 6602F4; validade: junho/2021), cedido pela DIVAL. Esse
inseticida é fornecido periodicamente pelo MS aos estados e municipios. Foi utilizada a dose

sugerida pelo fabricante, 0,01 ppm de ingrediente ativo (Sumitomo Chemical, 2012).
4.3.3. Deltametrina e Matationa (Grau Técnico)

Os ensaios com adultos foram realizados em garrafas de vidro borosilicato de 250 mL
(Scott) com a superficie interna recoberta com inseticida. Foram preparadas solugdes estoque
dos inseticidas deltametrina (Sigma®, lote BCBS3148V) e malationa (Sigma®, lote

BCBS8709V) ambos diluidos em acetona a 10 mg/mL. As solucBes foram preparadas antes da
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impregnacao das garrafas nas concentragdes de 8 e 10 pg/mL de deltametrina e 45 e 50 pg/mL

de malationa).
4.4. Determinacdo da Concentracdo Letal (CLso e CLago)
4.4.1. Atividade Larvicida

Os testes com larvicidas foram realizados utilizando o protocolo estabelecido pela
OMS para detectar a presenca da resisténcia na populacao de larvas de mosquito. Inicialmente,
os ensaios foram feitos para a determinacéo da linha de base, utilizando a linhagem susceptivel,
pois ndo sofreram exposi¢do prévias aos inseticidas (WHO, 1981). A populagdo susceptivel
utilizada foi a RCK (Kuno, 2010).

Com o objetivo de alcancar uma maior taxa de eclosdo das larvas e melhor
uniformidade do estadio de desenvolvimento, utilizamos o método descrito por Maiga et al.,
(2017). Foram adicionados 550 mL de agua previamente fervida em uma garrafa de vidro
borosilicato. Apds a reducao da temperatura da agua a 28 °C foi adicionado 0,03 g de fermento
biolégico seco (Fleishmann®, lote 03/04) e o papel filtro contendo cerca de 1500 ovos colhidos
nas colénias (Fn) das linhagens estudadas (F1 ou F2). Os ovos permaneceram subemersos por
2 horas. As larvas do estadio L1 foram transferidas para bandejas até atingirem o estadio L3.

Em cada ensaio, 720 larvas L3 foram expostas aos inseticidas (Figura 18 e Figura 19).
Os trés experimentos independentes, utilizando lotes diferentes de larvas, foram realizados em
quadruplicata. Em copos descartaveis com capacidade de 300 mL, foram colocados 200 mL de
agua declorada e o volume da solucdo inseticida de uso necessario para atingir a concentracao
desejada. Em seguida foi realizada a homogenizagdo da solu¢do com bastéo de vidro. Vinte
larvas de L3 foram separadas em copos descartaveis com capacidade de 50 mL, contendo 20
mL de &gua declorada (Figura 19. A) e depois transferidas para cada copo contendo a solucao
do inseticida (Figura 19. B). O volume final foi de 220 mL. O controle negativo usado foi 0
DMSO.
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Figura 18. Esquema de realizacdo dos ensaios com larvicidas para estimativa das concentragdes

letais. R1 a R4: replicatas; C1 (controle) e C2 a C10 (concentracdo seriada do inseticida).

Figura 19. A - Copos com larvas previamente contadas; B — Copos com preparacao finalizada

A leitura do temefos foi realizada ap06s 24 horas de exposicédo. Ja para o piriproxifeno,
procedeu-se com a leitura a cada 2 ou 3 dias até que as larvas e pupas dos controles morressem
ou se tornassem adultos (WHO, 2016b). Nos testes com piriproxifeno, as larvas de cada copo
foram alimentadas em dias alternados com 0,5 mL de solugdo de racdo de gato a 10%
(Andrighetti, 2008).

Na leitura da mortalidade do temef6s, a quantidade de larvas moribundas foi
considerada. Larvas moribundas sdo aquelas incapazes de subir a superficie ou que nédo
mostram reacdo de fuga quando a &gua é perturbada. As larvas mortas s@o as que ndo se movem

ao serem induzidas com toques no sifdo ou na regido cervical (WHO, 2005).
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A ocorréncia de mais de 10% de pupas no experimento, inviabiliza o teste. Na
mortalidade do controle entre 5 e 20%, o percentual de mortalidade nos grupos tratados foi
corrigido utilizando a formula de Abbott, abaixo, onde X € porcentagem de sobreviventes no
controle e Y € a porcentagem de sobreviventes tratados (WHO, 2005; WHO, 2016).

Y
x100

X
Mortalidade (%) =

Nos testes com piriproxifeno, foi avaliado o percentual de inibicdo da emergéncia de
mosquitos (% IE). Todas as larvas e pupas moribundas e mortas, além de adultos que se
mantiveram presos a exuvia da pupa foram considerados na leitura. O calculo do % IE foi feito
pela formula abaixo, onde T é a porcentagem de sobreviventes ou adultos no grupo tratado e C

é a porcentagem de sobreviventes ou adultos no grupo controle (WHO, 2016b):
T — 100)
C

%IE = 100—(

Se a emergéncia de adultos no grupo controle apresentasse valor menor do que 90%,
0 experimento era descartado e repetido. Quando a porcentagem apresentou valor entre 91% e
99% os dados foram corrigidos pela formula de Abbott descrita anteriormente.

Os dados da mortalidade e inibicdo da emergéncia obtidos nos ensaios foram
analisados com o programa Graphpad Prism. Obteve-se estimativas da concentracdo letal (CL)
e a concentracdo de inibicdo da emergéncia (CIE) necessaria para obter 50% (CLso e IEsp) €
99% (CLgge 1Eg) de mortalidade e inibigdo da emergéncia. A razéo de resisténcia (RR), medida
quantitativa para avaliar o status da resisténcia de uma populacéo, foi calculada a partir da razdo
entre os valores das CL’s e IE’s obtidas para as popula¢des de Brazlandia (BRZ), Sobradinho
(SBR) e Guard (GRA) pelos respectivos valores obtidos para a linhagem RCK, conforme a
formula a abaixo:

RR — CL50teste ou CIE50 campo
~ CL50 RCK ou CIE50 RCK

Os valores de RR foram avaliados a partir dos critérios estabelecidos pela OMS

(WHO, 2016): quando RR € menor que 5, a populacéo é considerada susceptivel; valores entre

5 e 10 classificam a populacéo de resisténcia moderada e valores acima de 10, resisténcia alta.
4.4.2. Larvicida - Efeito residual do Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno)

Para investigar a efetividade e persisténcia do larvicida Sumilarv® 05 G
(piriproxifeno), grupos de 25 larvas L3 foram colocadas em baldes de capacidade de 15 L,
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contendo 10 L de agua declorada, totalizando 125 larvas (Figura 20). Ap6s 2 horas de
aclimatacao, foram acrescentados 20 mg do inseticida como unico tratamento. A concentracdo
final do principio ativo foi de 0,01 ppm, que é a recomendada pelo fabricante. As larvas foram
alimentadas conforme procedimentos utilizados para o teste com piriproxifeno descrito

anteriormente. O teste foi realizado em quintuplicada e o controle negativo foi apenas agua.

Figura 20. Bioensaio de efetividade e persisténcia. Os baldes estdo protegidos com tela e
abrigados do sol e chuva.

Cada balde recebeu um "aparato” para acondicionar as pupas e os adultos que
emergirem (Figura 21). Todos os baldes foram cobertos com uma malha para impedir a fuga de
adultos ou a oviposi¢do por mosquitos do ambiente.

Novos grupos de larvas foram adicionados, posteriormente, com a periodicidade de 8,
16, 30, 45 e 65 desde a realizacao do Unico tratamento com o larvicida. Os baldes permaneceram
abrigados da chuva e do sol. Ndo houve renovacdo de dgua ou reposicdo da agua perdida por
evaporacdo. A mortalidade de larvas e pupas foi registrada e a IE% calculada conforme descrito
no item 3.4.1.
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Figura 21. Aparato para confinamento de pupas e adultos.
4.4.3. Adulticidas

Os testes adulticidas seguiram a metodologia descrita pelo CDC (CDC, 2010). Esse
ensaio permitiu obter a dose diagndstica (DD) e o tempo diagnostico (TD) para cada inseticida.
A dose diagnostica € a concentracdo necessaria por garrafa para matar 100% dos mosquitos e
o tempo diagndstico € o intervalo de tempo que o inseticida produz seu efeito (CDC, 2010).
Foram feitos trés ensaios independentes, em dias diferentes.

Para a obtencdo da DD e do TD, para as nossas condi¢des locais, foram realizados
os testes para a calibracdo, utilizando a linhagem susceptivel RCK. Foram utilizadas de 10 a 25
fémeas de Ae. aegypti por garrafa, com idade de 3 a 7 dias pos-emergéncia. Elas foram
alimentadas exclusivamente com solugdo de agucar a 10% até o dia anterior ao teste.

Nos ensaios com deltametrina, 4 garrafas receberam 1mL de solucdo a 8 pg/mL, cada
uma. Para impregnar cuidadosamente toda a sua superficie interna, inclusive da tampa, foram
realizados movimentos mantendo as garrafas em diferentes inclinacGes, conforme técnica
recomendada pelo CDC (Figura 22). Uma garrafa foi usada como controle negativo, tendo a
sua superficie interna revestida apenas com 1 mL de acetona. A acetona foi evaporada em
temperatura ambiente e somente apds a secagem de todas as garrafas foram colocados os
mosquitos em cada uma delas, utilizando um capturador tipo Castro (CDC, 2010). O mesmo
procedimento foi repetido com as garrafas utilizadas para o ensaio na dose de 10 pg/mL de

deltametrina e no ensaio com o inseticida malationa nas doses de 45 e 50 pg/mL.
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Figura 22. Esquema do ensaio com mosquitos adultos. Em cada teste foi utilizado uma garrafa

controle e quatro com inseticidas (R1 a R4).

As garrafas impregnadas com inseticida (Figura 23) foram utilizadas em mais de um
teste, com lote de mosquitos diferentes, em um periodo maximo de 24 horas. Apés este tempo,
todas as garrafas foram cuidadosamente lavadas com solucio do detergente Extran® (Merck) a

20% e agua quente. Depois de secas, as garrafas foram reutilizadas em novos testes.
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Figura 23. Garrafa controle e replicatas impregnadas com inseticida.

O registro da mortalidade dos mosquitos nas garrafas ocorreu no tempo “zero” (T0O =
guando todas as garrafas ja estavam com mosquitos) e com intervalos de 15 minutos até
completar 120 minutos. Foram considerados mosquitos “mortos” aqueles que permaneceram
imdveis, incapazes de voar ou que ndo se sustentavam em pé. Os mosquitos com movimentos
erraticos, batimento vigoroso das asas, mas sem capacidade de voo ndo foram considerados
como mortos (Brogdon & McAllister, 1998; Da-Cunha et al., 2005).

No final do experimento com a deltametrina, todos os mosquitos foram transferidos
para uma gaiola livre de inseticida e com algodao embebido em solucdo de aclcar (Figura 24).
A mortalidade foi avaliada apds 24 h. Os mosquitos que aparentemente estavam mortos até 120
minutos foram considerados como “efeito knock-down”. Para a malationa, os experimentos

foram finalizados apds o tempo de 120 minutos de exposic¢ao ao inseticida.

68



ey o

ke F
e

Figura 24. Gaiola livre de inseticida para a leitura de 24 horas apds 0s ensaios com deltametrina.

A dose diagnostica de cada inseticida foi escolhida como sendo a menor dose que
provocou a morte de 100% dos mosquitos no menor tempo de leitura. O teste foi repetido
quando a mortalidade dos mosquitos no controle era maior que 10%. Quando a mortalidade
alcancou entre 3 e 10%, os resultados foram corrigidos com a férmula de Abbott (Ocampo,
2011; Brogdon & McAllister, 1998).

Utilizamos os critérios adotados pelo CDC (2010) e consideramos suscetiveis as
populacées com mortalidade entre 98-100%, abaixo de 80%, sdo considerados resistentes. Os
resultados entre 80-97%, sdo sugestiveis de apresentar resisténcia e devem ser monitorados com

novos testes para confirmagéo (CDC, 2010).
4.5. Andlise dos inseticidas utilizados no PNCD e no DF

Foram analisados produtos inseticidas convencionais baseados nos seguintes
ingredientes ativos: Ficam® VC, Bayer, validade margo/2018 (bendiocarbe); Vectron® 10 SC,
Rogama, validade fevereiro/2018 (etofenproxi); Komvektor® 440 EW, Bayer, validade
junho/2019 (malationa) e Sumilarv® 0,5 G, Sumitomo Chemical, validade junho/2021
(piriproxifeno). As analises foram realizadas utilizando a técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear quantitativa de Hidrogénio (RMNq de H) seguindo um método de padréo interno

(Malz & Jancke, 2005). O objetivo desta analise foi de verificar se os produtos utilizados
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apresentavam teores de principio ativo compativeis com os valores declarados pelos

fabricantes.
4.5.1. Materiais e reagentes

O material de referéncia certificado utilizado como padréo interno foi o 4cido maleico
(AM, 99,99% =+ 0,01%) TraceCERT® da Sigma-Aldrich. Todas as solu¢des foram preparadas
com acetona deuterada 99,9% da Sigma-Aldrich contendo aproximadamente 0,01% de
tetrametilsilano (TMS).

4.5.2. Obtencéo e preparo das amostras

As amostras foram fornecidas pela Central de UBV/DIVAL. Apenas no caso do
Sumilarv® 0,5 G, foi fornecido pela DIVAL uma embalagem lacrada com 100 g de inseticida
para analise. As demais amostras foram retiradas a partir de frascos de inseticidas em uso pelos
agentes de vigilancia na Unidade de Controle Quimico. Como o inseticida Komvektor® 440
EW (malationa) é fornecido pelo MS em tambores de 200 L (Figura 25), ndo foi possivel
homogeneizar a emulsdo antes da coleta da amostra para as analises quimica. A nao
homegeneizagdo deste inseticida & um procedimento usual, devido a impossibilidade de
manuseio dos tambores pelos agentes de vigilancia.

As amostras de produtos solidos (bendiocarbe e piriproxifeno) foram finamente
trituradas e homogeneizadas em almofariz e pistilo. Foram pesados em um eppendorf
aproximadamente 20 mg (0,1 mg) de amostra e 12 mg (+0,1 mg) de acido maleico e
adicionados aproximadamente 0,75 mL de acetona deuterada. As amostras de produtos na
forma de suspenséo (etofenproxi e malationa) foram agitadas vigorosamente para garantir a
homogeneidade da suspensdo. Em seguida foram pesados em um eppendorf aproximadamente
30 mg (0,1 mg) de amostra e 12 mg (0,1 mg) de acido maleico e adicionados
aproximadamente 0,75 ml de acetona deuterada. Todas as amostras foram agitadas em vortex
por aproximadamente 1 minuto para extracao do ingrediente ativo e, em seguida, centrifugadas
a 2000 rpm por 3 minutos para separacdo dos dispersantes. Aproximadamente 500 pL do
sobrenadante foram transferidos para tubos Norell Standard Series™ 600 MHz de 5 mm e

analisados por RMN. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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Figura 25. Tambor com o inseticida Komvektor® 440 EW (malationa) em uso na Unidade de
Controle /DIVAL.

4.5.3. Obtencéo e processamento dos espectros de RMN

Os espectros de RMN de Hidrogénio foram obtidos com um espectrometro de
Ressonancia Magnética Nuclear Bruker Avance |1l HD 600 MHz, equipado com sonda do tipo
Broadband Observe (BBFO) 5 mm, na Central Analitica do Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia. Foram realizados os procedimentos usuais de lock, shimming e
sintonia das amostras. Os parametros utilizados na aquisicao dos espectros (Tabela 3) foram
escolhidos de modo a garantir a obtencdo de um espectro quantitativo e uma relagéo sinal-ruido

adequada para os sinais utilizados na quantificag&o.

Tabela 3. Principais parametros de aquisicéo utilizados na obtencao dos espectros de RMN.

Pardmetro Simbolos (Bruker) Valor
N° de pontos no dominio de tempo TD 64k
Largura da janela espectral SW 20 ppm
Centro da janela espectral o1 6 ppm
Tempo de espera entre cada transiente D1 15s
Dummy scans DS 8
NUmero de transientes NS 16
Ganho do detector RG 32
Modo de digitalizagédo DIGMOD baseopt
Pre-scan delay DE 10 us
Correcdo do filtro FILCOR 1,5 us
Tempo total de experimento expt ~7 min
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Os espectros foram processados com o software TopSpin 3.2. Foi aplicada a
transformada de Fourier e ajustou-se automaticamente os parametros de fase e a linha de base.
Pequenos ajustes manuais na fase e na linha de base foram feitos quando necessarios. Os
espectros foram referenciados em rela¢ao ao sinal do TMS (0 ppm) e os intervalos de integracao

foram definidos manualmente.
4.5.4. Caculo da pureza

Conforme descrito por Malz (2005), a pureza de um analito em solu¢do pode ser
determinadapor RMN utilizando-se de um padréo interno, através da seguinte expresséo:

Ix Nstd Mx Mgtq

Istd Nx Mstd m std

x =

Onde os indices x e std referem-se, respectivamente, a amostra e ao padréo, | é a area
integrada dos sinais, N é o nimero de protons relacionados a um determinado sinal, M a massa

molar da substancia, m a massa gravimétrica e P refere-se a pureza.
4.6. Andlise estatistica

As estimativas de concentracfes letais, de inibicdo de emergéncia, diagndsticas e
razdes de resisténcia foram determinadas a partir da equacao logistica ndo linear, Foi utilizado

o software GraphPad Prism 7.0.
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5. Resultados
5.1. Identificacdo das espécies de Aedes coletadas

Na identificacdo dos mosquitos das colénias do campo (geracdo FO) foi verificada a
ocorréncia de duas espécies. As coldnias SBR e BRZ apresentaram, respectivamente, 0,02% e
1,8% de adultos identificados como da espécie Ae. albopictus. Enquanto, todos 0s mosquitos
da col6nia GRA foram identificados como Ae. aegypti.

5.2. Ensaios em larvas de Ae. aegypti
5.2.1. Estudo da atividade do temef6s em larvas

Nos ensaios com o temefos, inseticida organofosforado, ndo foi observado mortalidade
de 100% das larvas na concentragdo diagnostica de 0,012 ppm (WHO, 1992), que é a
concentracédo utilizada internacionalmente para avaliar o status de resisténcia das populagdes
de campo (WHO, 1992). A concentracdo diagnoéstica é “o dobro da ClLge da populagédo
suscetivel”. Nos nossos testes, a concentracdo que corresponderia a concentracdo diagnoéstica
foi estimada em 0,047 ppm em RCK (Rockefeller), linhagem usada como padrdo de
suscetibilidade.

Enquanto a concentracdo de 0,016 ppm de temefds foi suficiente para causar
mortalidade superior a 90% na linhagem controle RCK, foram necessarias concentracdes
maiores que 0,09 ppm para causar a mesma mortalidade nas larvas do campo BRZ, GRA e SBR
(Figura 26).
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Figura 26. Mortalidade percentual das larvas L3 da espécie Aedes aegypti tratadas com temefos
paraa linhagem suscetivel Rockefeller (RCK) e para as populacdes de Brazlandia (BRZ), Guara

(GRA) e Sobradinho (SBR).

Na Tabela 4, encontram-se as concentragdes letais (CLso € CLgg) para o temefos e a
razdo de resisténcia (RRso) para cada linhagem do campo. A concentragéo letal para 99% das
larvas L3 foram: GRA CLgo = 0,125 ppm, BRZ CLgg = 0,098 ppm e SBR CLgo = 0,087 ppm. A
CLgo encontrada para a linhagem suscetivel RCK foi de 0,013 ppm.

A RRsp expressa a relacdo entre a CLso das linhagens do campo em relagéo a linhagem
controle e seu valor expressa o grau de resisténcia da populagdo estudada ao inseticida testado.
Segundo critérios estabelecidos pela OMS (2016), quando a RR é menor que 5, a populagao do
campo € considerada suscetivel; valores entre 5 e 10 classificam a populacdo como de
resisténcia moderada e valores acima de 10, resisténcia alta. Neste trabalho, os resultados
revelam que as trés populagdes do campo avaliadas, SBR, BRZ e GRA, apresentam resisténcia
moderada a alta para o temefos.

A linhagem GRA demonstrou maior razao de resisténcia com RRso de 12,0. Esse valor
foi inferior para BRZ — RRso de 10,3 e SBR — RRso de 8,6. Na Figura 26, as curvas de
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mortalidade das populagdes do campo estdo deslocadas para direita em relagéo a Rockefeller,

demonstrando que existe resposta diferente ao organofosforado temefos.

Tabela 4. Concentragdes letais (CLso e CLgo) e razdo de resisténcia (RRso) estimadas para as
larvas de populacdes de Aedes aegypti Rockefeller (RCK), Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e
Sobradinho (SBR). As estimativas foram feitas a partir da mortalidade percentual das larvas

tratadas com temefos.

Populagdo Geracdo  n*  ClLso (IC**) ppm***  CLg (IC) ppm  RRsg Classificagao da

populacéo
RCK Fn 2400 (0,00%2007,007) (o,ofioalg,om 1 -
BRZ FL 2400 o4 6%(;75'078) (0'07%%93 g 103 Resflttzncia
GRA FL 2400 (0,08%?18(;1,090) (0,10%%125,155) 12,0 Res:ﬁimia
S8R 2 1920 (0,05?1’(;68,070) (0,07%%85,099) 8,6 Rﬂ‘j;';;f;‘g;a

*Quantidade de larvas expostas; **Intervalo de confianca; ***Partes por milhdo
5.2.2. Estudo da atividade do piriproxifeno em larvas
5.2.2.1. Ensaios de dose-resposta

O piriproxifeno, analogo de horménio juvenil, em uma concentracdo de 10 ppb em
larvas L3 de Ae. aegypti causou os seguintes percentuais de inibi¢cdo da emergéncia (%IE) de
adultos, das linhagens do campo e da suscetivel: SBR %IE = 88; BRZ %IE = 99,2; GRA %IE
=100 e RCK %IE = 100. A concentracdo de 10 ppb € recomendada pelo Ministério da Saude
para o tratamento de criadouros de Ae. aegypti domésticos e da agua para consumo humano
(Brasil, 2014b). Foi também determinada a taxa de mortalidade de formas imaturas tratadas
com piriproxifeno. Os resultados mostram alta mortalidade de pupas, com valores variando
entre 81,8 e 93,4%, enquanto nas larvas a mortalidade variou de 0,5 a 2,8%.

As curvas de inibicdo da emergéncia percentual (%IE) das larvas L3 tratadas com
piriproxifeno, obtidas para as populacdes de Ae. aegypti avaliadas neste trabalho, estdo

apresentadas na Figura 27.
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Figura 27. Curva de inibicdo da emergéncia percentual de adultos — %IE de larvas L3
tratadas com piriproxifeno, para a linhagem suscetivel Rockefeller (RCK) e populages de
Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e Sobradinho (SBR).

A curva dose-resposta permitiu determinar a inibi¢ao de 50% da emergéncia de adultos
— |Eso estimadas para as populagdes Rockefeller (0,14 ppb), Sobradinho (0,20 ppb), Brazlandia
(0,26 ppb) e Guara (0,31ppb). A concentracdo diagndstica para o piriproxifeno foi de 7,8 ppb
(Tabela 5).

Tabela 5. Concentragdes de inibicdo da emergéncia de adultos (CIEso e ClEg) e razdo de
resisténcia (RRso) estimada para as populacdes de mosquitos Aedes aegypti Rockefeller (RCK),
Brazlandia (BRZ), Guard (GRA) e Sobradinho (SBR). As estimativas foram feitas a partir da

inibicdo da emergéncia percentual das larvas tratadas com piriproxifeno.

Classificacéo da

Populagdo Geracéao n* ClEso (IC**) ppb*** ClEgw (IC) ppb  RRsg populagio****

ReK oo 239 (0,18’;%,20) (1,30%?4,60) 1 Steethel
BRZ F1 2301 o 28*5%’33) (1’4075430,12) Lgs  Suscetivel
GRA F2s8 (0,2g’a3%),40) (2,33654212,84) 201 Stscetive
SBR 2 2413 (0,02’5%’37) 6(';)2 147  Suscetivel

*Quantidade de larvas expostas **Intervalo de confianca; *** Partes por bilhdo; #Né&o estimado
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Os resultados dos ensaios com piriproxifeno (Tabela 5) demonstraram que todas as
populacOes avaliadas apresentaram valores baixos de razdo de resisténcia: BRZ RRso = 1,85,
GRA RRspo = 2,21 e SBR RRsg = 1,42. Estes resultados mostram que existe suscetibilidade
destas populagdes ao piriproxifeno.

Interessante observar que o piriproxifeno, mesmo sendo um larvicida eficaz,
apresentou crescentes valores de razéo de resisténcia, para as diferentes linhagens do campo:
RRaGra (2,21) > RRsrz (1,85) > RRsar (1,42). A mesma sequéncia foi observada nas larvas
tratadas com temefos - RRera (12,0) > RRerz (10,3) > RRsgr (8,6), que néo ¢ eficaz. Ou seja,
independente da eficécia, a linhagem com maior RRso para temefos, GRA, também teve a maior

RRso para piriproxifeno, fato observado também nas outras linhagens.
5.2.2.2. Ensaios semi-campo

Os ensaios nas condicBes de semi-campo permitiram avaliar o efeito residual do
Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno). Os resultados estdo apresentados na Figura 28. Até o quarto
grupo de larvas adicionados aos balde, ap6s 30 dias desde o tratamento, o inseticida foi eficaz,
promovendo a inibigdo da emergéncia de 100% dos mosquitos. No entanto, a partir do quinto

e sexto lotes, houve declinio da inibicdo para 85,5 e 45,5%, respectivamente.
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Figura 28. Inibicdo da emergéncia percentual (%IE) de larvas de Aedes aegypti da linhagem

suscetivel (RCK) em ensaio semi-campo.
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5.3. Ensaios em adultos do mosquito Ae. aegypti

Foram realizados testes adulticidas em mosquitos fémeas, a fim de analisar o efeito do
inseticida organofosforado malationa e do inseticida piretroide deltametrina em linhagens de
campo de Brazlandia (BRZ), Guard (GRA) e Sobradinho (SBR) e com a linhagem controle
Rockefeller (RCK).

Inicialmente, ensaios com 45 e 50 pg de malationa, e 8 e 10 pg de deltametrina foram
realizados com a linhagem RCK para determinar a dose diagnoéstica (DD) e o tempo diagnéstico
(TD). Na Figura 29, estdo apresentados os resultados. A DD de malationa que provocou a
mortalidade de 100% dos mosquitos em menor tempo (TD) foi de 50 pg em 45 minutos.
Enquanto, para deltametrina, a DD foi de 10 pug em 15 minutos (TD). Esses valores de dose

diagnostica e tempo diagnostico foram usados para avaliar a suscetibilidade das populacdes de
campo.
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Figura 29. Mortalidade percentual de fémeas de Aedes aegypti da linhagem suscetivel
Rockefeller (RCK) submetidas a malationa (45 e 50 pg) e a deltametrina (8 e 10 pg).

5.3.1. Estudo da atividade de malationa em mosquito

Nos resultados com malationa, inseticida organofosforado, observamos que o0s
mosquitos da linhagem do Guard (GRA) apresentaram resisténcia. Importante lembrar, que
nossos testes demonstraram resisténcia das larvas GRA ao temefds, inseticida da mesma classe
guimica. Ou seja, em GRA, a alteracdo da suscetibilidade foi observada tanto no estagio larval
guanto no adulto. As linhagens BRZ e SBR foram classificadas como suscetibilidade alterada,

0 que pode indicar resisténcia em desenvolvimento (Tabela 6).
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No tempo diagndstico de malationa (TD = 45 minutos), os insetos adultos de GRA, BRZ
e SBR apresentaram mortalidade de 60,8, 80,3 e 87,2%, respectivamente, quando expostas a
50 ug do inseticida no teste em garrafa (Tabela 6). Esses valores confirmam a resisténcia dos
mosquitos de GRA ao inseticida malationa. Por outro lado, SBR apresentou maior
suscetibilidade, o que foi também observado no teste com temefos em larvas: menor RRso para
temefos e maior mortalidade no tempo diagnéstico. A mortalidade de 100% da populacdo RCK

foi obtida apds 45 minutos do inicio do teste adulticida (Figura 30).

Tabela 6. Ensaios com fémeas adultas de popula¢des de Aedes aegypti Rockefeller (RCK),
Brazlandia (BRZ), Guard (GRA) e Sobradinho (SBR) expostas a 50 ug* de malationa por
garrafa.

Pobulacio  Ger N° de * Mortalidade % Status de
pulac " ensaios 30 min. 45 min.** 75 min. 120 min.  suscetibilidade
RCK  Fn 3 208 99606  1000+0  1000+0 10000  Suscetivel
BRZ F1 3 141 551%3L1 80329 985+26  # Suscetibilidade

alterada
GRA F1 3 130 401+103 608+135 985%26 1000£0  Resistente
SBR FIL 2 94 70410 87.2+03 956%43  #  ouscetibilidade

alterada

Legenda: Ger. (geracdo); *Quantidade de fémeas adultas expostas; **Tempo diagnostico; # Mortalidade
de 100% de BRZ e SBR em 90 minutos de exposig&o.
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Figura 30. Mortalidade de adultos de Aedes aegypti de populacdes suscetivel Rockefeller
(RCK), e do campo Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e Sobradinho (SBR) expostos a 50 pug de
malationa por garrafa.
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5.3.2. Estudo da atividade de deltametrina em mosquito

Os resultados dos testes adulticidas com a deltametrina, inseticida piretroide, estdo
apresentados na

Tabela 7. Um total de 10 pg de deltametrina foram utilizados para impregnar cada
garrafa. Na linhagem RCK, ap6s 15 minutos, houve a queda de 100% dos mosquitos (Figura
31), queda conhecida como efeito nocaute. Os mosquitos “nocauteados” foram transferidos
para a gaiola de observacao, livre de inseticida, e apresentaram 100% de mortalidade na ultima
observacao, ap0s 24 horas. Nas linhagens do campo, além dos mosquitos nocauteados, os que
permaneceram ndo nocauteados também foram transferidos para a gaiola de observacéo.

As linhagens do campo no tempo de 15 minutos exibiram efeito nocaute de 53,9, 55,4
e 54,3% para BRZ, GRA e SBR, respectivamente. Apos 24 horas em gaiolas de observagéo, 0s
mosquitos apresentaram suscetibilidade a deltametrina com mortalidade de 98,7% para SBR e
100% para GRA. A populacdo de BRZ apresentou mortalidade de 91,7%, indicando uma
pequena alteracdo na suscetibilidade dos mosquitos (Tabela 7).

Tabela 7. Ensaios com fémeas adultas de populacbes de mosquitos Aedes aegypti Rockefeller
(RCK), Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e Sobradinho (SBR) expostas a 10 pg* de

deltametrina por garrafa

. Mortalidade

o0 Geracio N° de - Efeito nocaute (%) %) Status de

P- ¢ ensaios suscetibilidade

15 min** 30 min 120 min 24h
RCK Fn 2 160 100,00 100,00 100,00 100,00 Suscetivel
BRZ F1 3 175 5394249 667+218 887+101 917472 Suscetibilidade
alterada

GRA F1/F2 2 93 55,4 +7,6 66,9+31 90,7+131 100,00 Suscetivel
SBR F1/F2 3 193 543+278 731+140 90,8+21 98,7 +2,3 Suscetivel

Legenda: Pop. (populacédo); * Quantidade de fémeas adultas expostas; ** tempo diagndstico.

Na Figura 31, os mosquitos das populacGes do campo expostos a dose diagndstica
(DD) apresentaram curvas de mortalidade semelhantes entre si, mas divergentes da obtida para
a linhagem RCK.
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Figura 31. Mortalidade de adultos de mosquitos Aedes aegypti das populacdes do campo
Brazlandia (BRZ), Guara (GRA) e Sobradinho (SBR) e controle Rockefeller (RCK), expostos
a 10 pug por garrafa com deltametrina.

5.4. Controle de qualidade quimico por Ressonancia Magnética Nuclear quantitativa (RMNQ)

Os valores dos teores determinados, os respectivos valores de desvio-padrdo e o
intervalo de confianga construido para as amostras de produtos analisadas sdo apresentados na
Tabela 8.

Os resultados mostram que os produtos Ficam® VC (bendiocarbe) e Sumilarv® 0,5 G
(piriproxifeno) apresentaram teor determinado compativel com o declarado pelo fabricante. No
entanto, os produtos Komvektor® 440 EW (malationa) e Vectron® 10 SC (etofenproxi)

apresentaram valores divergentes do declarado, respectivamente, 31,5% acima e 12,0% abaixo.

Tabela 8. Teor de ingrediente ativo declarado e teor determinado por Ressonancia Magnética
Nuclear Quantitativa (RMNQ) para os inseticidas utilizados no Programa Nacional de Controle

da Dengue e no Distrito Federal.

Teor declarado  Teor determinado  IC % (95% de

Nome do produto Principio ativo )
% (m/m)* % (m/m) confianca)
Ficam® VVC Bendiocarbe 80,0 80,1,5+2,7 775-822
Vectron® 10 SC Etofenproxi 10,0 8,8+0,5 8,3-9,3
Komvektor® 440 EW Malationa 40,9 53,8+0.8 52,8 - 54,7
Sumilarv®0,5 G Piriproxifeno 0,5 0,5+0,02 0,48 - 0,52

* m/m: massa/massa.
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6. Discussao

A aplicagdo de inseticidas no ambiente, principalmente em criadouros, é uma das
principais estratégias utilizadas pelos servicos de vigilancia entomoldgica no controle do
mosquito Aedes aegypti (Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013). O uso continuo e intenso dos
inseticidas favorece a selecdo de populacdes de Aedes aegypti resistentes. A realizacao
periddica do monitoramento da resisténcia € uma importante acdo de vigilancia, que permite
avaliar a dindmica da resisténcia e fornecer elementos para o seu manejo. A finalidade é detectar
precocemente e impedir o progresso da alteracdo da suscetibilidade a um inseticida, a
propagacao de populagdes de vetores e, consequentemente, dos agentes causadores de doencas
por eles transmitidos.

No Brasil 0 uso de organofosforados (OF), como o temefoés, iniciou na década de 1960
(Franco, 1976), porém os primeiros estudos de deteccdo de resisténcia ocorreram somente a
partir de 1995 (Macoris, 1995). A auséncia desses dados por muitos anos (década de 1960 até
1995) ndo permitiu uma avaliacdo técnica que sugerisse a substituicdo destes inseticidas por
outros, com mecanismos de acdo diferentes, ou a adocao de outras estratégias para o controle.
Varios estudos realizados detectaram elevados niveis de resisténcia ao larvicida temefés (OF)
em populag6es de vetores coletados em diferentes municipios brasileiros (Bellinato et al., 2016;
Chediak et al., 2016; Lima et al., 2006; Braga et al., 2004a; Lima et al., 2003; Macoris et al.,
1999), acarretando grande prejuizo no controle do vetor Ae. aegypti.

A concentracdo de 0,012 ppm, recomendada pela OMS para bioensaios qualitativos para
temefos e utilizada por Carvalho et al. (2004) em estudo anterior no DF, ndo foi adequada para
identificar populac@es resistentes em nosso estudo, ja que a mortalidade da linhagem suscetivel
foi inferior a 100% nesta concentracdo. Macoris et al. (2005) discutiram a importancia da
padronizacao dos bioensaios e da estimativa da concentracdo diagnostica nas condicdes locais.
Segundo os autores, estes procedimentos, permitiriam uma maior distingdo dentre as diferentes
linhagens testadas e impediriam sub ou superestimar a resisténcia. De fato, a concentracao
diagnostica de 0,012 ppm foi considerada muito sensivel para os bioensaios qualitativos em
nossas condigdes experimentais e corroboram com Macoris et al. (2005) acerca da necessidade
de se estabelecer a concentracdo diagnostica local. A concentragdo diagndstica estimada no
nosso estudo foi de 0,047 ppm, o equivalente a 2 vezes a CLgo. Isto significa que se usassemos
a concentracao diagnostica proposta pela OMS de 0,012 ppm, a linhagem suscetivel também

teria sido considerada resistente em nossos testes qualitativos.
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Nos testes preliminares desse estudo foram observados diferentes percentuais de
mortalidade por temefds para a linhagem suscetivel numa mesma concentragédo, quando houve
variacdo dos recipientes. Copos plasticos opacos com ranhuras diminuem a mortalidade das
larvas quando comparados com copos plasticos transldcidos sem ranhuras. A interferéncia do
tipo de material do copo também foi discutida por Mbare (2013) para o inseticida piriproxifeno.
Desta forma, é importante que os experimentos de determinacdo da concentracao diagnostica
na linhagem suscetivel sejam realizados nos mesmos tipos de recipientes em que serdo feitos
os testes com as linhagens do campo

Vérios trabalhos utilizaram a concentragdo diagnostica do temefos para qualificar a
resisténcia das populacdes locais de mosquitos (Braga, 2004b; Carvalho et al., 2004; Gambarra
et al., 2013; Lima et al., 2003; G. Macoris et al., 2005; Montella et al., 2007). O ensaio
qualitativo pode ser a primeira etapa de avaliacdo da suscetibilidade, permitindo selecionar as
populacOes para a posterior quantificagdo da resisténcia por meio da RR’s (razéo de resisténcia).
A variacdo da concentracdo diagnostica observada na literatura para a mesma linhagem
suscetivel, ainda que utilizados iguais procedimentos, sugere que esta ndo seja uma boa medida
de comparacdo da resisténcia com dados publicados. Por outro lado, a RR é uma medida
equiparavel, uma vez que relaciona a resposta de uma linhagem de campo com resisténcia
desconhecida a resposta da linhagem sabidamente suscetivel, sendo ambas testadas sob as
mesmas condicdes.

Em nosso trabalho, os ensaios quantitativos com as larvas L3 demonstraram a
intensidade da resisténcia aos larvicidas temefds e piriproxifeno em trés populacdes de Ae.
aegypti do Distrito Federal. Nas linhagens GRA (Guara), BRZ (Brazlandia) e SBR
(Sobradinho) deste estudo, as RRso para temefos foram 12,0; 10,3 e 8,6 respectivamente.
Segundo critérios da OMS (WHO, 2016), as populacbes GRA e BRZ sao altamente resistentes
e SBR, moderadamente resistente. Em estudo anterior, Carvalho et al. (2004) avaliou a
suscetibilidade de populagdes de Ae. aegypti de 8 RA’s do Distrito Federal utilizando uma
concentracdo diagndstica de 0,012 ppm para o temefds. Sete populagfes foram identificadas
como resistentes, dentre elas, as oriundas do Guara e Sobradinho que também apresentaram
resisténcia a temefos em nosso estudo. No estudo de Carvalho et al. (2004), porém, nao foram
estudadas linhagens provenientes de BRZ.

Os nossos resultados demonstraram, portanto, a intensidade das alteragcdes da
suscetibilidade nas populagdes avaliadas, sendo GRA e BRZ com maior nivel de resisténcia

para o temefds. Mas, também observamos a persisténcia das linhagens resistentes (GRA e
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SBR), mesmo ap06s mais de 7 anos da substituicdo deste larvicida organofosforado por produtos
com modo de acdo distintos (Brasil, 2014; Lasneaux, 2013). Como ndo ha dados prévios sobre
a intensidade da resisténcia nas RA’s (Regides Administrativas) do DF, mas apenas o status da
resisténcia, ndo é possivel avaliar se a alta resisténcia detectada em nosso estudo representa
uma tendéncia de declinio lento e gradual de uma RR prévia mais elevada.

No Brasil, varios estudos ja mostraram municipios com intensidade das resisténcias
variando de baixa a alta para o temefos, como por exemplo em S&o Gonc¢alo/RJ com uma RRg
de 12,41 (Lima et al., 2003), em Pacaraima/RR com uma RRgs de 4,0 e em S&o Miguel do
Araguaia/GO uma RRgs de 27,1 (Bellinato et al., 2016). Alguns autores ja relataram importantes
alteracBes da suscetibilidade a este larvicida organofosforado em paises como a india (Bharati
& Saha, 2018), Malasia (Ishak, 2015), Caribe (Wirth & Georghiou, 1999), Colémbia (Grisales
et al., 2013) e Martinica (Marcombe et al., 2012).

A preservacdo desta caracteristica fenotipica, referente a resisténcia, mesmo apos a
descontinuidade no uso do inseticida, em 2011, pode estar relacionada a auséncia da pressao
seletiva, por ser relativamente recente ou pela ocorréncia da resisténcia cruzada com o uso da
malationa. Segundo Wirth & Georghiou (1999), a resisténcia ao temefds parece ser reversivel
na populagdo. Os autores observaram em Tortola, uma das Ilhas Virgens Britanicas, que o nivel
de resisténcia sofreu reducdo gradual de 46,8 vezes (Georghiou et al.,1987) para 6,3 vezes
(Rawlins, 1998) em 10 anos, sendo que a pressao seletiva foi cessada apenas 2 anos antes da
avaliacdo do estudo. Este resultado sugere que a reversdo da resisténcia é lenta e gradual em
populagcbes do campo.

Melo-Santos et al. (2010), em um estudo para avaliar a reversdo da resisténcia ao
temefos, observaram o efeito da auséncia da pressdo seletiva utilizando uma linhagem de
Araripina-PE, com RRy inicial igual a 7. Apos pressao seletiva e amplificacdo da resisténcia
em condicBes laboratoriais, RRgo passou a ser de 125, mas apds cessar a exposicdo dos
mosquitos ao inseticida, a RRgo diminuiu a 8,7 apds 9 geracGes, ou seja, uma reducdo de 14
vezes. Esses resultados confirmam que a resisténcia ao temefos é reversivel.

Em um outro estudo recente, Garcia e colaboradores (2018), avaliando a dindmica de
suscetibilidade ao temefds de 4 municipios brasileiros (Santarém-PA, Parnamirim-RN, Duque
de Caxias-RJ e Campo Grande-MS), observaram que a reducdo das RRgs dos municipios foi
compativel com a interrup¢do do uso do larvicida. A auséncia desta pressdo seletiva teve
impacto direto no decréscimo das RRgs j& no mesmo ano da interrupgao, em 2009, e decaiu nos

anos seguintes até 2012, ano final de avaliacdo. Durante o estudo, a redu¢do RRgs variou entre
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15% e 50%. Esta variagdo sugere que talvez alguns fatores tenham influenciado de maneira
diferente tanto no aumento, quanto no declinio da frequéncia dos alelos que conferem a
resisténcia. S&o considerados fatores relevantes no surgimento e desaparecimento dos alelos de
resisténcia, 0s operacionais (quantidade, periodicidade de aplicacdo de inseticida, etc.), os
bioticos (imigracao) e a frequéncia de alelos inicial, entre outros (Georghiou & Taylor, 1977).

E possivel que nas populacdes por nés testadas, o periodo desde a substituicdo do
inseticida ndo tenha sido suficiente para o restabelecimento da suscetibilidade, inclusive por
meio da dindmica populacional. A imigracdo de mosquitos suscetiveis de areas proximas, por
exemplo, é um importante fator neste processo de reversdo da resisténcia. Novos individuos
contribuem para tornar a populacdo mais heterogénea, reduzindo a frequéncia de alelos de
resisténcia (Georghiou & Taylor, 1977).

Melo-Santos et al. (2010) avaliaram a influéncia do gend6tipo suscetivel na reverséo da
resisténcia. Para simular a imigragdo, formaram colOnias com mosquitos resistentes e
percentuais diferentes de mosquitos suscetiveis. Observaram que no cruzamento da cepa
resistente (RRg0=125) com 50% de individuos suscetiveis, introduzidos a cada nova geragéo, a
suscetibilidade foi restabelecida de maneira integral na terceira geragéo consecutiva.

Apesar da imigracdo de mosquitos suscetiveis ter um papel importante na reversao da
resisténcia, Chediak et al. (2016) alertaram para o fato de que o uso indiscriminado do temefds
no Brasil resultou na resisténcia amplamente disseminada no pais. Sendo assim, é possivel que
a menor frequéncia de mosquitos suscetiveis ou a imigragdo de mosquitos resistentes
contribuam para a manutencéo da resisténcia. Os autores ainda ressaltaram que a alta frequéncia
de individuos resistentes representa um importante entrave no restabelecimento da
suscetibilidade, mesmo diante do alto custo biologico que é imposto aos mosquitos resistentes.
A disperséo territorial de mosquitos resistentes no DF, observada em linhagens provenientes de
regides espacialmente distantes, sugere que, na pratica, a introducdo de linhagens suscetiveis
pode ter pouco impacto na reversao da resisténcia. Este € um dos fatores que torna cada vez
mais dificil a reutilizacdo do temef6s no &mbito do Programa Nacional de Controle da Dengue.

Adicionalmente, a utilizacdo de outros inseticidas organofosforados ou de classes com

0 mesmo mecanismo de acao constitui outro fator potencialmente responsavel pela manutencédo

de individuos resistentes nas popula¢fes de mosquitos ( Kumar, Prasad, & Prakash, 2009; Wirth
& Georghiou, 1999).

No Distrito Federal, a adogao de outro larvicida a partir de 2001 j& era necessaria como

indicado pelos resultados de Carvalho et al. (2004). Embora os insumos de controle do vetor
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sejam garantidos pelo governo federal, por meio do Ministério da Salude (Portaria n°
1378/2013), o proprio municipio poderia ter realizado a aquisicdo de outro larvicida, por
exemplo, um biolarvicida, como ocorreu em 2016. O manejo da resisténcia poderia ter evitado
a evolucdo ou persisténcia da resisténcia nas RA’s do DF.

Muitas classes de inseticidas apresentam modo de agdo semelhante, o que dificulta a
escolha de um substituto. Para contornar a resisténcia disseminada em todo pais, 0 Ministério
da Saude iniciou em 2009 a substituicdo do temefds por uma classe de larvicida conhecida
como reguladores de crescimento de inseto ou IGR — (Insect Growth Regulator) cujo alvo de
acdo é diferente dos organofosforados (Garcia et al., 2018).

Atualmente, o piriproxifeno (IGR) é o larvicida utilizado no DF. Em nosso trabalho, o
piriproxifeno alterou o desenvolvimento das larvas das populacGes de Ae. aegypti avaliadas. A
inibicdo da emergéncia obtida foi acima de 88% em todas as populages resistentes a temefds,
sendo a mortalidade maior no estagio de pupa. Estes dados corroboram com os obtidos por
Darriet & Corbel (2006), por Ochipinti et al. (2014), Carvalho (2018) e também aos de Resende
et al. (2006) que, diferentemente, utilizaram o inseticida na formulacdo comercial em varias
concentracoes.

A concentracdo diagndstica do piriproxifeno estimada nos bioensaios foi de 7,8 ppb.
Esta concentragdo podera ser adotada como uma referéncia para 0 monitoramento futuro do
perfil de suscetibilidade das populacGes de Ae. aegypti do DF, utilizando 0 mesmo método e
condigbes deste estudo. Deve-se frisar, porém, que é importante o estabelecimento de
concentracdo diagndstica se a avaliacdo da resisténcia for realizada por outros laboratérios ou
utilizando meétodos diferentes.

Ap0s quatro anos de utilizacdo do piriproxifeno no Distrito Federal, ndo foi detectada
resisténcia nas amostras das populac6es avaliadas de acordo com o critério da OMS (WHO,
2016). Entretanto, as RRso de GRA e BRZ (2,21 e 1,85, respectivamente) sdo sugestivas de
resisténcia incipiente, o que reforga a importancia da realizagéo periddica de novos ensaios para
monitorar a dindmica da alteracdo da suscetibilidade. Em estudo anterior, Carvalho (2018)
analisou a suscetibilidade de seis populagdes de Ae. aegypti do DF ao piriproxifeno e também
constatou a suscetibilidade em todas as amostras coletadas das Regifes Administrativas da Asa
Norte, do Lago Norte, do Varjao e de Brasilia (B. L. Carvalho, 2018). Apesar de escassos,
diferentes estudos avaliaram as populagfes de mosquitos do campo e encontraram nao apenas
a suscetibilidade, mas também resisténcia incipiente e, em alguns poucos casos, populacdes
resistentes (Andrighetti, Macoris, 2008; Lau, 2015; Marcombe, 2014; Monnerat et al., 2012).
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Outros trabalhos documentaram que as populagdes de vetores de arboviroses resistentes
a temefds também apresentam niveis variados de alteracdo da suscetibilidade ao piriproxifeno.
No Brasil, Andrighetti et al. (2008) investigaram a suscetibilidade ao piriproxifeno de 3
populacdes de mosquitos temefos-resistentes (Salvador/BA, Barreira/BA e Bauru/SP), mas sem
exposicao prévia ao piriproxifeno. Segundo os autores, as populacfes resistentes ao temefos,
exibiram também resisténcia ao piriproxifeno. Resultados semelhantes foram relatados por
Marcombe et al. (2011) em populacdes de mosquitos multirresistentes na Martinica.

Apesar de ndo termos encontrado resisténcia ao piriproxifeno, as populagdes resistentes
ao temefGs apresentaram discreta alteracdo na suscetibilidade. Foi observada a gradacao
RRcra>RRBrz>RRser para ambos larvicidas. Monnerat et al. (2012), avaliando diferentes
inseticidas em condicdes simuladas de campo verificaram mudancas na inibi¢do da emergéncia
por piriproxifeno em uma populacéo resistente ao temefos no Distrito Federal.

Estas alteracOes relacionadas ao piriproxifeno nas populagdes avaliadas como temefos-
resistentes sdo sugestivas de resisténcia cruzada. Braga et al. (2005) avaliaram a eficacia do
metoprene, um outro analogo do horménio juvenil, em populacGes resistentes ao larvicida
organofosforado. Os autores observaram pequena alteracdo do status de suscetibilidade e
elevada atividade das enzimas esterases e oxidases de fungcdo mista (MFO). Estas enzimas estdo
envolvidas na resisténcia metabdlica em outros grupos de insetos (Karatolos et al., 2012) e,
possivelmente, em Anopheles (Yunta et al., 2016). Em estudo similar com populacGes de
mosquitos da Florida (USA), Marcombe et al. (2014) também encontraram alta atividade destas
enzimas, inclusive, da glutationa S-transferase (GST) em uma populacao resistente a malationa
que exibiu resisténcia significativa para metoprene e piriproxifeno.

No caso dos adulticidas, apenas trés classes estdo disponiveis para 0 uso nos servicos de
saude: os organofosforados (OF), piretroides (PI) e carbamatos (CA), sendo que 0s 2 primeiros
sdo utilizados na aplicacdo aeroespacial a Ultra Baixo Volume para o controle de surtos e
epidemias; e o ultimo, no tratamento residual, sendo um complemento do controle mecéanico
(Brasil, 2012). Para reverter ou retardar o desenvolvimento da resisténcia, e, assim, preservar o
uso destes inseticidas, o0 Ministério da Sadde tem adotado, como estratégia, a rotatividade de
inseticidas. Atualmente, a malationa (OF) é o inseticida de escolha no Brasil, uma vez que ja
foram detectados casos de resisténcia aos piretréides (PI) (Brasil, 2012, 2014a, Garcia et al.,
2018; Maciel-de-Freitas et al., 2014; Da-Cunha et al., 2005). Neste trabalho foi descrita a
suscetibilidade das trés populag@es estudadas aos adulticidas deltametrina (PI) e malationa
(OF).

87



No Distrito Federal, a malationa estd em uso, atualmente, para aplicagdo espacial,
durante surtos e epidemias das principais arboviroses. A avaliacdo da suscetibilidade das
populacbes a malationa revelou que GRA é resistente, enquanto BRZ e SBR demonstraram
alteragcdo na suscetibilidade. Esses resultados sdo preocupantes, pois revelam que o controle
quimico pode ndo conter a disseminac¢do das arboviroses para estas areas com histdria recente
de alta incidéncia de dengue no periodo de 2013 a 2016. A cidade de Brazlandia atingiu a
alarmante incidéncia de 2938,73 casos/100 mil habitantes e Guara, 399,44 casos/100 mil
habitantes em 2016. Em Sobradinho, a incidéncia da dengue foi maior em 2014, 1322,47
casos/100 mil habitantes (Brasilia, 2013, 2016, 2017; Filho, 2014). Novas epidemias nestas
areas podem acelerar a selecdo de populac@es resistentes, ndo somente para o organofosforado
em uso, mas também para piriproxifeno, por resisténcia cruzada. Isso reforca a necessidade do
uso criterioso e racional do inseticida.

A Regido Administrativa de Brazlandia deve ser avaliada com cautela pelas autoridades
de saude. Isto porque a amostra de mosquitos avaliada desta regido apresentou suscetibilidade
alterada também para deltametrina. Estes resultados sdo compativeis com o destaque desta
cidade na incidéncia da dengue em anos recentes.

Em outros municipios brasileiros tambem foi detectada a resisténcia aos piretroides. Da-
Cunha et al. (2005) realizaram o monitoramento da resisténcia de 2001 a 2003 em 25
localidades de trés estados (Sergipe, Alagoas e Rio de Janeiro) por meio de garrafas
impregnadas com cipermetrina. Observaram resisténcia em 17 populagdes, sendo a mortalidade
também avaliada apds 24 horas. Segundo os autores, estes resultados indicam que a resisténcia
ao piretroide se desenvolveu rapidamente, tendo em vista que a cipermetrina comegou a ser
utilizada a partir de 2001.

A rapida resisténcia aos piretroides foi também observada por Francis et al. (2017) na
Jamaica. Os autores avaliaram o perfil de suscetibilidade & permetrina com garrafas
impregnadas com 15 pg/garrafa e tempo diagnéstico de 30 minutos. Todas as cinco populacdes
testadas foram classificadas como resistentes. O trabalho também encontrou o aumento da
atividade de enzimas envolvidas na resisténcia metabdlica e mutagdes kdr no gene Nay, com a
frequéncia de alelos resistentes variando de moderada a alta.

Em nosso trabalho, a mortalidade de 100% dos mosquitos da popula¢do RCK alcancada
em 15 minutos de exposi¢éo, sugere que a dose de 10 pg/garrafa de deltametrina pode ter sido
excessiva para a avaliagdo das populacdes. Uma dose menor provavelmente teria melhor

discriminado o perfil de resisténcia das populacdes estudadas. Foram realizados testes prévios
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para a definicdo da dose diagnostica em que foram testados 8 pg/garrafa, mas s6 houve
mortalidade de 100% apds mais de 60 minutos. A continuidade dos testes poderia ter
selecionado uma dose intermediaria mais adequada para o diagndstico.

Outros autores avaliaram a resisténcia para deltametrina, mas por meio do protocolo
preconizada pela OMS, utilizando o papel filtro impregnado com inseticida. Belinato et al.
(2016) detectaram altos niveis de resisténcia em populacdes de 12 municipios brasileiros das
regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste coletadas entre 2010 e 2012. Todas as amostras
das populagdes foram altamente resistentes com valores de RRgs variando de 13,1 a 78,6. Uma
vantagem da metodologia utilizada por este trabalho foi a quantificagdo da resisténcia por dose-
resposta. Foram utilizados nos ensaios papéis impregnados com doses variadas do inseticida,
diferentemente, da metodologia utilizada por nds, que se restringiu a classificacdo das
populacOes, ao impregnar as garrafas apenas com uma dose.

Garcia et al. (2018), adotando 0 mesmo protocolo da OMS, obtiveram RRgs para
deltametrina semelhantes a Belinato et al. (2016). As amostras das populacdes de mosquitos
foram coletadas em 2010/11 em municipios distintos, porém nas mesmas regides do estudo de
Belinato et al. (2016). Em conjunto, os resultados demonstram disseminacdo espacial da
resisténcia a deltametrina nos estados avaliados.

Macoris et al. (2018) realizaram analise temporal do status de suscetibilidade de varias
populacbes de mosquitos no estado de Sdo Paulo, durante dez anos, a partir da interrupcdo da
aplicacdo de adulticida piretroide. Utilizando papel impregnado com deltametrina avaliaram as
populacdes por meio da dose diagndstica e dose-resposta. Todas as populacdes de vetores dos
municipios avaliados permaneceram resistentes ao piretroide. Os autores observaram também,
em todas as localidades, o aumento das frequéncias de alelos kdr, que conferem a resisténcia.
Isto sugere que a pressdo seletiva por piretroide ainda permanece atuando. Segundo os autores,
esta persisténcia, provavelmente, deve-se a fontes adicionais de pressdo seletiva. O uso
indiscriminado de inseticidas domésticos, composto por piretroides, geralmente se intensifica
quando h& aumento da populacdo de vetores no interior das residéncias. As noticias de surtos e
epidemias veiculadas pela midia também podem influenciar no comportamento das pessoas na
utilizacdo de inseticidas. Alem disso, é possivel que o uso de inseticidas piretroides por outros
programas de vigilancia e controle de vetores de outras endemias, leishmanioses, por exemplo,
contribua para a selecdo de populagdes de mosquitos resistentes.

Em estudo realizado em Pelotas (RS), Diel et al. (2003) identificaram que em 90% dos

domicilios pesquisados, 0s moradores usaram inseticidas para o controle de pragas urbanas, tais

89



como: baratas, mosquitos, cupins, entre outros. O principal inseticida utilizado pelos moradores
foram os aerossois de piretroides, seguido por organofosforados.

Recentemente, Gray et al. (2018) quantificaram o efeito da pulverizacéo de inseticidas
domeésticos aerossolizados na frequéncia de alelos e fenotipos da resisténcia a piretroides em
uma cidade no México. Observaram que, em ensaios de pulverizagdo espacial com inseticidas
domésticos a frequéncia de homozigotos 11016 kdr aumentou significativamente,
demonstrando a importancia destes inseticidas como presséo seletiva.

Se a utilizacdo indiscriminada de aerossois tem papel importante como fonte adicional
na selecdo de populacdes de mosquito resistentes, é preciso considerar as causas que levam ao
uso intenso destes produtos. No Equador, Heydari et al. (2017) verificaram que as falhas ou
auséncia de intervencdes efetivas no controle do vetor pelo servico de saude, quer seja pela
pouca eficacia dos inseticidas utilizados contra mosquitos resistentes, quer seja por limitacdes
no acesso da populagdo aos servicos prestados, contribuem para a adogdo de iniciativas
individuais que visam controlar os mosquitos nas residéncias. Entre as praticas comumente
adotadas e observadas pelo estudo esta o uso de inseticidas.

Estes estudos anteriores reforcam a hipdtese de que provavelmente a alteracdo da
suscetibilidade a deltametrina constatada na populacdo BRZ esteja relacionada, em parte, ao
uso excessivo de inseticidas domésticos. Cabe ressaltar que 2015 foi o ultimo ano de utilizagdo
desta classe de inseticida, fornecida pelo MS: a lambdacialotrina. No entanto, em 2016, a
SES/DF adquiriu e um inseticida de mesmo mecanismo de acéo dos piretroides, o etofenproxi.
Este foi aplicado a UBV nas RegiGes Administrativas no mesmo ano.

Certamente, o0 uso de inseticidas domésticos é um dos fatores a ser considerado pelas
autoridades de satde quando pretende-se realizar 0 manejo da resisténcia para preservar a
efetividade de uma classe de inseticidas ou agir sobre a reversao da resisténcia. Vale ressaltar
que ha apenas 2 classes de inseticidas disponiveis para o controle de mosquitos adultos em
situacdes de surtos e epidemias: os piretroides e organofosforados.

As populagdes avaliadas também demonstraram alteracdo da suscetibilidade para
malationa. A linhagem GRA foi resistente, enquanto o resultado para BRZ foi muito proximo
ao limiar da resisténcia (80,3% em 45 minutos) e SBR apresentou indicacdo de
desenvolvimento da resisténcia (87,2% em 45 minutos).

Ocampo et al. (2011) avaliou a suscetibilidade da populacéo do vetor de 10 localidades
na Colémbia com garrafas impregnadas e varios inseticidas, entre eles a malationa. Utilizando

a dose de 100 pg e tempo diagnostico de 30 minutos, observaram, como em nosso trabalho,
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alteracdo da suscetibilidade. No entanto, apenas 2 populagdes entre as avaliadas. Na Jamaica,
Francis et al. (2017) também utilizaram o protocolo do CDC e mesma dosagem do presente
trabalho (50 pg/garrafa), mas com o tempo diagnostico de 30 minutos. Os autores observaram
suscetibilidade alterada em quatro das cinco populacGes testadas com a mortalidade variando
entre 84 e 90%. Em nosso estudo, em 30 minutos de exposic¢ao, as populacbes apresentaram
mortalidade suficiente para classifica-las como resistentes. Entretanto, a mortalidade da
populacédo suscetivel ndo alcancou 100% nesse tempo, 0 que ocorreu apenas apos 45 minutos
de exposicao, que definiu esse como o tempo diagndstico adotado.

Lima et al. (2003), utilizando garrafas impregnadas com malationa, avaliaram a
resisténcia de populacdes de mosquitos de 10 municipios do Rio de Janeiro e Espirito Santo.
Os autores ndo observaram mortalidade inferior a 80% em nenhum dos municipios ap6s 45
minutos de exposicdo, utilizando garrafas impregnadas com 400 pg. No entanto, foram
identificadas 3 localidades com resisténcia incipiente.

Em nosso trabalho, assim como em Lima et al. (2003), foram realizados testes prévios,
com diferentes concentracdes do inseticida a fim de padronizar a dose a ser utilizada na
impregnacdo das garrafas (dose diagnostica) e o tempo necessario para matar 100% dos
mosquitos (tempo diagndstico). As diferencgas nas doses utilizadas nestes trabalhos reforcam a
necessidade de padronizacdo prévia dos testes nas condigdes locais, conforme indicado no
protocolo do CDC (CDC, 2010).

Durante a triagem de individuos para estabelecimento das linhagens de campo, 0s
mosquitos foram separados entre Ae. aegypti e Ae. albopictus. Aproximadamente 1% dos
mosquitos identificados era da espécie Aedes albopictus, e foram, portanto, descartados. E
importante frisar a presenca desta outra espécie nas areas urbanas do DF em que foram feitas
as coletas.

O estudo quantitativo dos principios ativos usados no controle vetorial do Ae. aegypti
revelou que os inseticidas Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno) e Ficam® VC (bendiocarbe)
apresentaram teor compativel com o declarado pelo fabricante. Porém, os outros apresentaram
variacdes: 0 Komvektor® 440 EW (malationa) apresentou teor de 31,5% acima do declarado e
o0 Vectron® 10 SC (etofenproxi), apresentou teor de 12% abaixo do declarado. A formulagdo de
malationa adquirida para uso no Brasil e no DF é uma emulsdo entregue em grandes bombonas
plasticas de 200 litros. Para utilizacdo, na DIVAL, a embalagem fica posicionada
horizontalmente e é instalada uma torneira na base do recipiente para saida do material. No

momento da diluicdo da amostra para uso, a torneira é aberta e a quantidade de inseticida
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necessaria é retirada. Por ser uma emulsdo (mistura de dois liquidos imisciveis), deve-se sempre
homogeneizar o conteddo antes de retirar a aliquota para uso. Devido ao tamanho e
posicionamento dos grandes toneis, é impraticavel a homogeneizagéo do liquido antes que seja
retirado da embalagem. Supomos, desta forma, que a amostra retirada para analise contém
maior quantidade de principio ativo precipitado, que podera faltar nas preparagdes posteriores.
Os servicos reponsaveis pelo controle das arboviroses podem estar utilizando concentracdes
equivocadas de malationa, resultando em falhas no controle do vetor. A falta de manejo
adequado das preparacdes pode desencadear o desenvolvimento da resisténcia, toxicidade ao
operador, a populacdo e ao meio ambiente.

A realizacdo do controle de qualidade dos inseticidas deve ser entendida como uma
atividade fundamental para garantir a eficacia no controle do vetor, impedindo a progresséo das
arboviroses. E importante que este procedimento seja adotado de forma permanente, quer seja
durante a realizacdo dos processos de aquisi¢cdo dos produtos, quer seja na avaliagdo daqueles
que se encontram estocados.

O ensaio semi-campo com o inseticida Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno) demonstrou
efeito residual semelhante ao obtido por Resende et al. (2006). Os autores executaram 0S
ensaios em condicdes parecidas, ou seja, dosagem de 0,01 ppm, sem renovacdo de &gua ou
reposicao da dgua perdida por evaporagdo e em baldes de plastico. Os autores observaram que
0 quinto e sexto lotes de larvas da linhagem suscetivel utilizados para repovoar os baldes apds
45 e 60 dias, respectivamente, apresentaram declinio gradual do percentual de inibicdo de
emergéncia para 79,5% e 25%. Em nosso estudo, a queda foi de 85,5% e 45,5%,
respectivamente 45 e 65 dias pds-tratamento.

Nossos resultados também corroboram com os obtidos por pesquisadores da Secretaria
de Vigilancia em Saude/MS e Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ que avaliaram a eficacia e o efeito
residual de varios inseticidas reguladores de crescimento, entre eles o piriproxifeno. Os
pesquisadores realizaram ensaios em condi¢fes semi-campo para avaliar a viabilidade do uso
dos inseticidas dentro do contexto do Progama Nacional de Controle da Dengue. Observaram
que o produto Adeal®0,5 G (piriproxifeno) apresentou efeito residual de 35 dias em baldes e
em caixas d’agua, com eficacia de 100%. Em nosso estudo, este mesmo nivel de eficacia foi
alcancado até 30 dias (Brasil, 2005).

Contudo, em estudo anterior, Monnerat et al. (2012) encontraram reducdo da atividade
do piriproxifeno apenas a partir do lote de larvas colocado nos recipientes com 70 dias pos-

tratamento, em caixas d’agua de fibra de vidro (250 L), mesmo com a realizacdo de renovacgéo
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de 20% de agua 3 vezes por semana. Esta divergéncia entre os resultados pode ser parcialmente
explicada pelo volume de solucéo utilizado e/ou pelo tipo de material que compde o recipiente
do teste. Resende et al. (2006) também testaram o efeito do piriproxifeno em recipientes de
vidro (5 L), caixa de cimento (45 L) e balde de plastico (20 L). Os pesquisadores observaram
que a solucdo de inseticida da caixa de cimento e no frasco de vidro, com 60 dias pos-
tratamento, apresentaram efeito residual semelhante, respectivamente, 99% e 100% de inibicdo
de emergéncia, sendo superiores ao obtido no balde (25%). Além disso, ao avaliarem a inibicdo
nos recipientes de vidro em 90 dias pos-tratamento, observaram maior efeito residual com
inibicdo de emergéncia 99% contra 92,5% da caixa d’agua e 41% nos baldes de plastico. Os
dados mostram o efeito do material constituinte do recipiente, sobre a emergéncia.

Estes resultados tém implicacdes importantes sobre a periodicidade de aplicacdo de
inseticida em dep6sitos ndo passiveis de controle mecanico. Dependendo do tamanho do
depdsito, da frequéncia de renovacao da agua e do tipo de material constituinte, a periodicidade
de 60 dias preconizada pelo PNCD para uma nova visitacdo aos domicilios e eventual
tratamento com o inseticida pelo agente de controle de endemias pode ndo ser adequada.

O ensaio semi-campo permitiu demonstrar, alem da eficacia, o efeito tardio da agéo de
reguladores de crescimento como o piriproxifeno. Embora este trabalho ndo tenha coletado
dados sobre a percepgéo dos servidores da DIVAL sobre o conhecimento dos mecanismos de
acao e eficacia do piriproxifeno, sdo frequentes as manifestacdes de desconfianca sobre o
larvicida. Nossos resultados podem contribuir com a gestdo da DIVAL para sanar eventuais
davidas sobre a eficacia do larvicida.

Nas Gltimas décadas, a diversidade de estudos que avaliaram a suscetibilidade a
piretréides e organofosforado em diferentes locais do mundo revelam a importancia do tema
para a saude publica. Em todos os estudos, é evidente a necessidade do constante
monitoramento da resisténcia para garantir a eficacia do controle no campo e a preocupa¢do em
preservar as Unicas classes de adulticidas disponiveis.

O limitado numero de opcBes disponiveis de inseticidas para o controle do vetor e a
resisténcia detectada para OF’s e PI’s reforcam a necessidade do uso cada vez mais racional
destes inseticidas. Indicam também a importancia de fortalecer as agdes de controle voltadas
para o combate as formas imaturas, por meio da mobilizagéo social, para realizacéo do controle
efetivo. E ainda, apontam para necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias:
inseticidas ndo convencionais (origem na biodiversidade), mosquitos infectados com

Wolbachia, mosquitos transgénicos, autodisseminacao de inseticida, entre outros.
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7. Conclusao

A utilizacdo de inseticidas tem importante papel no controle da disseminacdo das
arboviroses. Contudo, a utiliza¢éo, ainda que cuidadosa, tem ocasionado selecéo de populagdes
de mosquitos Ae. aegypti resistentes.

Neste trabalho foi possivel detectar que populagbes do vetor no DF ainda apresentam
resisténcia ao temefds. No entanto, as populacGes amostradas apresentaram suscetibilidade ao
piriproxifeno, larvicida atualmente utilizado no DF e no Brasil. Em relagdo aos adulticidas
testados, as populagdes também exibiram alteragdes na suscetibilidade. Especialmente, as
amostras do Guard (GRA) apresentaram resisténcia a malationa, o Unico adulticida
disponibilizado pelo Ministério da Saude, considerado eficaz para o controle. Os ensaios com
a deltametrina mostraram populacdes suscetiveis, exceto amostras provenientes de Brazlandia
que apresentaram alteracdo da suscetibilidade.

Foi demonstrada a eficacia do Sumilarv® 0,5 G (piriproxifeno) em ensaio semi-campo,
com a reducéo do efeito residual a partir de 30 dias ap0s a realizacdo do tratamento.

O teor dos principios ativos dos inseticidas Sumilarv®0,5 G (piriproxifeno) e Ficam®
VC (bendiocarbe) corresponde ao declarado pelo fabricante. Porém, foram constatadas
diferencas para o Komvektor® 440 EW (malationa) com teor de 31,5% superior ao declarado;
e 0 Vectron® 10 SC (etofenproxi) com teor de 12% inferior ao declarado.

Os resultados obtidos, ao mostrarem o perfil da resisténcia de popula¢6es do vetor aos
inseticidas em uso e aqueles utilizados no passado, fornecem importantes subsidios para o
manejo da resisténcia no Distrito Federal. Dados sobre as populacGes locais de mosquitos ddo
novas perspectivas de uso dos inseticidas. Atualmente, as decisdes de aquisi¢do destes produtos
sdo centralizadas pelo Governo Federal, sendo atribuicdo do Ministério da Saude, e se baseiam
muitas vezes em dados de outras regides do pais, podendo ndo se adequar ao real status da
resisténcia no DF. Os resultados alcangados contribuem, assim, para o efetivo controle do vetor
ao fornecer subsidios que podem nortear a tomada de decisGes dos gestores de saude sobre a
aquisicdo e uso de inseticidas no DF, bem como sobre a melhor estratégia de manejo da
resisténcia a ser adotada.

Embora varios estudos anteriores tenham demostrado a eficacia do larvicida Sumilarv®
0,5 G (piriproxifeno), a realizacdo do ensaio semi-campo nas instala¢cdes da DIVAL contribuira
para desmitificar a crenca de que este larvicida ndo apresenta efeito satisfatorio. A acdo lenta,

tardia e atoxica dos analogos do hormdonio juvenil é incompreendida, o que favorece, muitas
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vezes, davidas e comparacgdes com o efeito rapido dos inseticidas neurotoxicos utilizados por
décadas como o temefds.

Além disso, a realizacdo da avaliacdo do teor dos principios ativos inseticidas em uso
na DIVAL favorecerd a revisdo das condi¢des de armazenamento dos produtos e de processos
de preparo de solugdes, especialmente de malationa, para garantir o efetivo controle de surtos
e epidemias de arboviroses. Os resultados alcancados, neste sentido, reforcam a funcéo
primordial da capacitacdo dos profissionais responsaveis pela preparacdo e aplicacdo dos
inseticidas quanto ao modo e tempo de acdo dos produtos utilizados.

A realizagéo de ensaios com larvas requer o planejamento minucioso para coordenar a
execucdo da coleta de material do campo, formacdo de coldnias e realiza¢do propriamente dita
dos testes. E uma etapa laboriosa e demorada em razéo, principalmente, do efeito tardio do
piriproxifeno. Em nosso estudo houve perda de amostras de ovos do campo, devido ao
armazenamento inadequado (agravado pela baixa umidade), ocasionando a desidratagéo dos
0VOS e, por consequéncia, a baixa taxa de eclosdo das larvas. Isto teve impacto sobre a execugdo
dos ensaios.

Neste estudo, a amostragem por conveniéncia utilizada se distanciou da metodologia
adotada no Brasil, inclusive pela MoReNAa, segundo a qual a coleta de ovos é realizada com
a instalagdo de ovitrampas em unidades geograficas denominadas quarteirdes, considerada a
unidade primaria de amostragem em levantamentos de infestacdo. A amostragem adotada pode
ndo ter representado adequadamente a populacdo de mosquitos, pois a distribuicdo das
armadilhas ndo contemplou toda a area urbana das cidades estudadas.

A avaliacdo da suscetibilidade das populacbes de mosquito realizada neste trabalho
representa um olhar parcial sobre o fenbmeno. Para uma melhor definicdo do status de
resisténcia, estudos complementares devem ser realizados a fim de se compreender, por meio
de ensaios bioquimicos, qual é a atividade das enzimas envolvidas na detoxificacdo, quais sao
as enzimas responsaveis pela resisténcia metabdlica. E ainda, é fundamental a realizacdo de
testes moleculares para identificar quais mutacGes estdo envolvidas em mudancas estruturais
dos genes, causando alteracdo do sitio-alvo que diminuem a acdo dos inseticidas. S&o estudos
essenciais para melhor elucidar o perfil de resisténcia das populacdes de Ae. aegypti no DF.

Em nosso estudo, os parametros para avaliacdo da resisténcia aos adulticidas como a
dose e tempo diagnosticos podem ainda ser melhorados para discriminar mais adequadamente
as populagdes quanto ao seu status de resisténcia. A obtencdo da dose diagnostica para

realizacdo dos ensaios qualitativos com larvicidas, por exemplo, deveria ter sido conduzida pela
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avaliacdo estatistica do percentual de mortalidade e de inibicdo de emergéncia nos trés ensaios
independentes. Isto contribuiria com a selecdo de dados sem diferencas estatisticas
significativas, tornando o modelo de estatistico robusto para estimar as concentracdes letais e
de inibicdo da emergéncia.

Esperamos que os resultados obtidos neste estudo possam contribuir para a compreenséo
e monitoramento da resisténcia de populacdes de Ae. aegypti no Distrito Federal. E possam
repercutir em acgdes adequadas de controle da populacdo de vetores de arboviroses em um nivel

de infestacdo que ndo viabilize a ocorréncia de surtos e epidemias.
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9. Recomendacdes

1. Monitoramento constante da resisténcia deve ser realizado por meio de ensaios
qualitativos e quantitativos do perfil de resisténcia das populagdes de mosquitos. S&o
necessarios também ensaios bioquimicos e moleculares para elucidar 0os mecanismos de

resisténcia metabdlica e mutagdes que alteram os sitios de ligacdo dos inseticidas.

2. Continua busca por agentes com diferentes mecanismos de agdo para o controle

vetorial.

3. Anaélise quimica periddica dos inseticidas recebidos e em uso para o controle
vetorial.

4. Treinamento e capacitacdo dos técnicos responsaveis pela preparacdo de uso dos
inseticidas.

5. Aquisicdo de malationa em uma forma diferente de emulsdo ou em recipientes

que permitam sua homogeneizagdo antes do uso.
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NOTA INFORMATIVA N° 103, DE 2017/CGPNCMD/DEVIT/SVS/MS

Informa nova proposta para as
atividades de monitoramento da
resisténcia do Adedes aegypti aos
inseticidas utilizados pelo PNCD

I - BREVE HISTORICO DO MONITORAMENTOQ DA RESISTENCIA

Desde 1999 o Ministério da Saide vem monitorando a susceptibilidade de populagdes de
Aedes aegypti a inseticidas utilizados no Programa Nacional de Controle da Dengue

(PNCD), e recomendando estratégias de manejo quando necessaric.

A partir dos anos 1990, a incidéncia de dengue aumentou consideravelmente no Brasil, como
consequéncia da dispersdo do Ae. aegypii no territorio nacional. Com os primeiros relatos
de resisténcia do vetor aos inseticidas seguido de confirmag8es laboratoriais, em 1999 um
grupo de técnicos do PNCD e especialistas recomendou a implantagio de um processo de
monitoramento da resisténcia do de. qegypti a inseticidas no pais. Os resultados serviram
como subsidio ds decisdes do PNCD para o mangjo de inseticidas . Até o ano de 2010 os
dados apresentados por meio do monitoramento demonstraram a expanséo territorial —¢ a
necessidade de substituir os principios ativos que compdem 2 deltametrina e temephés,

inseticidas utilizados,

A presente Nota Informativa trata sobre a proposta de reestruturagfio das atividades do
monitoramento de resisténcia em 145 municipios selecionados no pais, prontos para serem

realizados nos anos de 2017 ¢ 2018.
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II-NOVA PROPOSTA PARA AS ATIVIDADES DE MONITORAMENTO

O grande desafio para o monitoramento da resisténcia das populagtes de Ae. aegypti aos
inseticidas reside na logistica, principalmente no processo de coleta e posterior
processamento das amostras. Nesse sentido, foi firmado um convénio entre o Ministério da
Saide e o Laboratério de Fisiologia e Controle de Vetores e Artrdpodes —
LAFICAVE/FIOCRUZ com os seguintes objetivos:
s Produgiio de video e cartilha instrucionais sobre a coleta, armazenamento e envio de
ovos ao laboratdrio;
» Fornecimento de ovitrampas e palhetas para coleta de amostras aos municipios
patticipantes; i : ) D
o Realizaglo dos ensaios de suscetibilidade das populagdes coletadas em campo em
145 municipios brasileiros ao pyriproxyfen, malathion, e genotipagem das mutagdes
kdr V10161 e F1334C nestas populagdes.

O conhecimento do estado atual das populagbes de Aedes aegypti do pais em relagfo 3
registéncia, ¢ fundamental e estratégico, o LAFICAVE foi escolhido para coordenar este
processo de monitoramento, pot ter experiéncia pregressa na coordenagdo da rede de
monitoramento, além de ser vinculado & FIOCRUZ, o que facilita os procedimentos

administrativos para viabilizar a proposta.

Em razdo do volume de trabalho, o laboratério LAFICAVE estabeleceu parceria com o
Laboratério da Superintendéncia de Controle de Endemias - Sucen em Marilia, SP, que fard
parte do sistema (acho que essa frasé ¢ desnecessaria para ir como informag@io ao municipio)
A Coordenacgdo Geral de Laboratérios de Satide Piblica - CGLAB coordenars e orientard os
laboratorios estaduais no envio das amostras coletadas em campo, auxiliando a CGPNCMD
nas atividades de monitoramento da resisténcia. O laboratério estadual deverd setripre
comunicar a CGLAB o envio das amostras ao LAFICAVE e, caso o laboratdrio nfo tenha
como viabilizar o transporte, entrar em contato com a CGLAB para indicar alternativas de

envio.,

O monitoramento da resisténcia das populagdes de Ae. aegypti a inseticidas com quantidade
maior de municipios e melhor distribui¢fio espacial, pode contribuir para o manejo adequado

das alternativas com base em conhecimento sobre o perfil e dos mecanismos de resisténcia
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envolvidos. Os municipios indicados para o monitoramento em 2017/2018 foram definidos,

Jjunto as Secretarias Estaduais de Saude, considerando-se os seguintes aspectos:

a) Distribuigdio espacial abrangendo todo o territorio brasileiro;

b) Indices de infestagio pelo vetor suficientes para realizagdio da coleta de ovos;

¢} Historico de transmissfio de dengue importante;

d) Regides em fronteira com outros paises;

€) Capacidade operacional do Programa Municipal de Controle da Dengue para

realizar as coletas.

A lista dos municipios selecionados para o monitoramento da resisténcia segue no

Anexo 1.

Para realizagfio dos testes, os municipios deverfio instalar ovitrampas (armadilbas de
oviposigdo do dedes aegypti) em residéncias selecionadas por amostragem, coletar os ovos
e enviar o material ao laboratério estadual de entomologia, As armadilhas, palhetas, video e
cartilhas com instrugdes necessdrias para a coleta ¢ envio de amostras serfio fornecidos pela
FIOCRUZ e Ministério da Satide. Para maior qualidade e confiabilidade dos resultados, a
coleta e envio devem seguir as orientagSes estabelecidas.

Ressaltamos que o preenchimento das informagdes solicitadas na ficha que acompanha as
amostras como data e local de coleta deve ser cuidadosamente observado pelos Agentes de

Controle de Endemias.

As coletas de ovos foram antecipadamente programadas, junto 3s Sectetarias Estaduais de
Satide, considerando-se o periodo chuvoso ¢ a distribuigdo de envio de amostras no segundo
semestre de 2017 e primeiro semestre de 2018. Esta programagfo visa nfio sobtecarregar o

laboratério. Segue no Anexo II o calendario previsto para coletas de ovos.

O envio do material biclogico ao laboratdrio deve ocorrer imediatamente ap6s o término das
coletas, visando evitar perda de material uma vez que apos trinta dias, o indice de eclosio
pode ser prejudicado. O laboratério estadual receberd essas amosiras €, por sua vez,
encaminhard ao LAFICAVE/FIOCRUZ.
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Os resultados dos testes realizados serfio enviados 8 CGPNCMD/MS ¢ CGLAB/MS para
andlise subsidiando a tomada de decisSes quanto ao manejo de inseticidas utilizados e

discusséo junto ao Comité Téenico Assessor sobre as decisSes a seérem tomadas.

11I- DA SOLICITACAO

Para prosseguimento as agles planejadas para o moniteramento da resisténcia, solicitamos

que as Secrctarias de Sahde dos municipios selecionados manifestem oficialmente sua

inteng#io de participacfio, encaminhando Oficios as Coordenagdes Estadual e Nacional do

_Programa de Controle da Dengue na Secretaria Estadual de Satde e no Ministério da Satde

} (CGPNCMD).
‘ DBrasilia, 31 de maio de 2017,
( ,Wﬂw‘ @u i—?a l‘U )h")
jvino Valgro Martins
Coordenador Geral da CGPNCMD/DEVIT/SVS/MS
De acordo

Departamento de Vigilancia das Doencas Transmissiveis
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Anexo | - Municipios selecionados para monitoramento da resisténcia do Aedes aegypti

aos inseticidas

Arapiraca

Floriano

Cruzeiro do Sul AL Delmirq Gouveia Parnafba

AC | Assis Brasil Maceit Pl |Picos
Rio Branco Santana do Ipanema S#o Raimundo Nonato
Sena-Madureira Barreiras Teresina
Tabatinga Teixeira de Freitas Mossoré
Coari Bruriado Ry | Yardim do _Serid'o

AM | Humaita Ba. | lrecé Natal
Manaus Itabuna Pau:dos Ferros
g‘zggzmel da Salvador
Calgoene Serrinha
Macapa Aracati

AP | Qiapogue Cratels
Pecha Branca do * [Fortleza
Laranjal do Jari CE 1o
Altamira Juazeiro do Norte
Belém Quixada
ltaituba Sobral
Tucurui Bacabal -

PA.| Redencéo Balsas
Breves MA |Barra do Corda
Santarém Imperatriz
Xinguara Sao Luis
Maraba Alagoa Grande
Cacoal 'PB Jo#o Pessoa
Guajaré-Mirim Campina Grande

RO | Ariquemes Souza
Porto Velho Araripina
\ilhena ‘Garanhuns

RR Boa Vista Palmares

" | Roraingpolis pe. | Petralina

Araguaina Recife
Gurupi Salgueiro

70 patmas Sopbare

- Diantpolis
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DF . |Brasilia Itajaf
Cristalina Chapeco.
Goiénia SC | S80 Miguel do Oeste
lpora - Florian6polis
GO | Jatat Xanxeré
T
Merrinhos gg |MNova Venécia
Posse Aractiz
Campo Grande Vitéria
Trés Lagoas Belo Horizonte
Corumba Bom Despacho
M | Goxim Sovemadcr
Dourados Montes Claros
: Ponta Poré MG Unai
Alta Floresta Patos de Minas
Barra do Gargas Tedfilo Otoni
Agua Boa Uberaba
Confresa Varginha
MT | Cuiaba Juiz de Fora
Juina ‘ Angra dos reis
Pontes e Lacerda girﬁgg:;;?
Rondondpolis RJ | Nova Friburgo
| Sinop "I Rio de Janeiro
PR  [Londrina Volta Redonda
Francisco Beltréo Aracaju
Paranaval ltabaiana )
Maringd - 8E NG?:I’?: Senhora da
. |Fozdo guagu - | Lagarto
7 Quarai S&0 Sebastiae
Passo Fundo Presidente Prudente:
RS |SantaRosa Ribeiréo Preto
Gravatai P Sorocaba
San.ta Maria g?:t oJ osé do Rio
Sa0 Paulo
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AC

Anexo lI - Cronograma proposto para coleta de ovos de Aedes aegypti
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Anexo Il — Linha do tempo — emprego de inseticidas no PNCD — Parte da apresentacéo
proferida pelo Ministério da Saude na reunido sobre “Monitoramento da Resisténcia do Aedes

aegypti aos Inseticidas Utilizados pelo PNCD”.

Linha do tempo — emprego de inseticidas no PNCD
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