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RESUMO

ROCHA, Douglas A. Caracterizacdo da suscetibilidade de Phlebotominae
(Diptera: Psychodidae) ao inseticida alfacipermetrina. Dissertagdo (Mestrado
em Biologia) — Programa de Poés-Graduacdo em Medicina Tropical,
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

Introducdo: As leishmanioses representam um conjunto de doencas
infecciosas, sendo transmitidas principalmente pela picada de flebotomineos
fémeas infectadas. Uma das medidas de controle dessas enfermidades
trata-se do controle de vetores por meio de inseticidas quimicos. Apesar das
continuas e intensivas campanhas de controle contra os flebotomineos
poucos estudos tém sido realizados para detectar mudangcas na
suscetibilidade de populacbes desses insetos. Objetivo: Caracterizar o perfil
de suscetibilidade de popula¢des naturais de flebotomineos ao piretroide
alfacipermetrina. Método: Flebotomineos de seis municipios brasileiros e
espécimes de laboratério classificados como “Linhagem Referéncia de
Suscetibilidade” (LRS) foram avaliados pelo método de garrafas do Centro
de Controle e Prevencéo de Doencas para diferentes dosagens (3 ug/ml, 5
ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml) do inseticida alfacipermetrina. Acetona foi utilizada
como controle. Resultados: Ao todo 2.198 flebotomineos foram utilizados
nos bioensaios. A espécie Lutzomyia longipalpis foi a mais capturada em
todos os municipios. A dose ideal para diagnéstico nas alteracbes de
suscetibilidade ao inseticida alfacipermetrina foi de 2,38 ug/ml. As curvas de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier apontaram que as populacbes de
flebotomineos de Montes Claros e Paracatu possuem maior tolerancia a
inseticidas, seguida da populacdo de Pirenopolis, Unai, Januaria e Belo
Horizonte. O tempo diagnostico variou conforme as concentracdes do
inseticida sendo de 40 minutos para a dosagem de 9 ug/ml, 50 minutos para
a dosagem de 7 ug/ml, 60 minutos para a dosagem de 5 ug/ml e 70 minutos
para a dosagem de 3 ug/ml. Conclusdes: As populacdes de flebotomineos
oriundas dos municipios de Unai, Paracatu, Belo Horizonte, Pirenopolis,
Montes Claros e Januaria, assim como a LRS apresentaram alterac6es nos
perfis de suscetibilidade ao piretréide alfacipermetrina.

Palavras-chave: Flebotomineos, Leishmanioses, Resisténcia, Bioensaios de
garrafa, Piretroide, Leishmania.



ABSTRACT

ROCHA, Douglas A. Caracterization of susceptibility of Phlebotominae
(Diptera: Psychodidae) to the alpfacypermetrin insecticide. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia) — Programa de PoOs-Graduacdo em Medicina
Tropical, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2016.

Introdution: Leishmaniases are a group of infectious diseases primarily
transmitted by infected females of phlebotomine sand flies. Chemical
insecticides are one of the control measures of these diseases used against
vectors. Despite of the continuous and intensive control campaigns few
studies have been carried out to detect changes in the susceptibility of sand
flies by insecticides. Objective: Characterize the susceptibility profile of
populations of sand flies to alphacypermetrin pyrethroid. Methods: Sand flies
caught in six Brazilian municipalities and specimens of laboratory classified
as Susceptibility Reference Lineage (SRL) were evaluated using CDC bottles
trough different concentrations of alphacypermetrin (3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/mi
and 9 ug/ml). Acetone P.A was used as control. Results: A total of 2,198
sand fly specimens were used in bioassays and Lutzomyia longipalpis was
the species most caught in all municipalities. The ideal dose for diagnosing
the susceptibility changes to alfacipermetrina insecticide was 2.38 ug / ml.
Kaplan-Meier survival curves showed that sand flies of Montes Claros and
Paracatu municipalities had major tolerance by alphacypermetrin, then
specimens of Pirendpolis, Unai Januéria, and Belo Horizonte. Diagnosis time
varied according to the insecticides concentrations: 40 minutes for 9 ug/ml,
50 min. for 7 ug/ml, 60 min. for 5 ug/ml and 70 min. for 3 ug / ml.
Conclusions: Sand fly populations of the municipalities of Unai, Paracatu,
Belo Horizonte, Pirendpolis, Montes Claros and Januaria, as well as the SRL
specimens showed changes in susceptibility profiles, indicating tolerance a

alphacypermetrin.

Key words: Phlebotomine sand flies, Leishmaniases, Resistence, Bottle

bioassay, Pyrethroid, Leishmania.



1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses representam um conjunto de doencgas infecciosas,
consideradas zoonoses, podendo manifestar-se no ser humano quando este
entra em contato com o ciclo de transmissdo do protozoario causador das
doencas. Este espectro de enfermidades pode acometer pele, mucosas e/ou
visceras dependendo, principalmente, da espécie ou cepa do parasito e do
estado imunolégico do hospedeiro. As leishmanioses sdo resultantes da
infeccdo por diferentes espécies de protozoarios flagelados do género
Leishmania Ross 1903, os quais apresentam ciclo de vida heterdxeno,
vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados (mamiferos e répteis) e
insetos vetores, estes Ultimos, responsaveis pela transmissdo das
leishménias (Lainson e Shaw, 1973). O género Leishmania pertence a
ordem Kinetoplastida familia Trypanosomatidae. Os protozoarios deste
género apresentam duas formas morfolégicas basicas: i) promastigota —
forma flagelada encontrada no intestino dos flebotomineos vetores e ii)
amastigota — forma circular e parasita intracelular obrigatoria de células do

sistema monocitico fagocitario (Shaw, 2002).

O género Leishmania compreende aproximadamente 30 espécies,
das quais cerca de 20 sdo patogénicas para a espécie humana (Maroli et al.
2013; Ready, 2013). No Brasil, sete espécies de Leishmania causadoras da
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) foram identificadas: L.
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L.

(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi. Até 0 momento
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somente a L. (L.) infantum é responsavel pela Leishmaniose Visceral (LV)

nas Américas (Mauricio et al. 2000; Lainson e Rangel, 2005).

Os ciclos de transmisséo das leishmanioses variam de acordo com a
regido geografica, envolvendo uma diversidade de espécies de parasito,

vetores e reservatorios (Brasil, 2006a; Brasil, 2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Leishmania e seus respectivos reservatorios e

vetores, no Brasil.

Parasitos Reservatorios Principais vetores
Leishmania infantum Cachorros Lutzomyia longipalpis
Leishmania amazonensis Roedores silvestres Bichromomyia flaviscutellata
Leishmania braziliensis Roedores silvestres Psychodopygus wellcomei

Preguicas, tamanduas e

Leishmania guyanensis Nyssomyia umbratilis

gambas
Leishmania lainsoni Pacas Trichophoromyia ubiquitalis
Leishmania lindenberg Desconhecido Nyssomyia antunesi
Leishmania naiffi Tatus Psychodopygus ayrozai

Macacos, guatis e

Leishmania shawi .
preguicas

Nyssomyia whitmani

Fonte: Modificado de Brasil, 2010.

As leishmanioses apresentam duas formas clinicas classicas,
denominadas de tegumentar ou cutanea e visceral. A leishmaniose
tegumentar (LT) caracteriza-se por feridas na pele que se localizam com
maior frequéncia nas partes descobertas do corpo. Tardiamente, pode haver
ulceracdo nas mucosas do nariz, da boca e da garganta, caracterizando-a
como cutaneo-mucosa. Existe também uma forma rara de LT, a
leishmaniose cutanea difusa, a qual se caracteriza por comprometimento
dérmico macico de natureza cronica e com recidivas frequentes. A LV € uma
doenca sistémica, que acomete varios oOrgdos internos, principalmente o

figado, 0 bago e a medula O0ssea. Esse tipo de leishmaniose manifesta-se
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principalmente em criangas de até 10 anos; apds esta idade se torna menos
frequente. E caracterizada por febre de longa duracdo, perda de peso,
astenia, adinamia e anemia, dentre outras manifestacbes. Quando né&o
tratada, pode evoluir para 6bito em mais de 90% dos casos (Brasil, 2006a;
Brasil, 2010).

A transmissao ocorre, principalmente por meio da picada de fémeas
de flebotomineos (Diptera: Phlebotominae) infectadas. Porém, transmissfes
congénita, sexual (Turchetti et al. 2014), por transfusbes de sangue (Dey e
Singh, 2006), compartilhamento de agulhas entre usuarios de drogas (Alvar
et al. 2008), por vetores mecanicos como carrapatos (Dantas-Torres, 2011) e
dipteros ceratopogonideos (Diptera: Ceratopogonidae) (Dougall et al. 2011),
tem sido relatadas e, aparentemente, desempenhariam um papel
significativo na epidemiologia, disseminacdo e manutencdo das doencas,

especialmente na auséncia de flebotomineos.

As leishmanioses representam um grave problema de saude publica,
sendo registradas em 98 paises, onde 74 sdo endémicos para LV (Figura 1)
e 82 para LT (Figura 2), distribuidas por quatro continentes (Américas,
Europa, Africa e Asia). Paises como o Brasil, india, Bangladesh e Sud&o s&o
responsaveis por 90% dos casos notificados de LV, com taxa de incidéncia
anual de 400 mil casos. O Afeganistao, Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e
Siria sdo responsaveis por 90% dos casos de LT. As infeccbes humanas sao
encontradas também em 16 paises da Europa. Estima-se que ocorram 1,5
milhdes de novos casos para LT. Atualmente, cerca de 350 milhGes de
pessoas estdo expostas a essas enfermidades em todo mundo (Alvar et al.
2012; OMS, 2013).
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Figura 1. Distribuicdo geografica da leishmaniose visceral no mundo, em

2013.
Fonte: Modificado de: Organizagdo Mundial da Saude, 2013.
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica da leishmaniose tegumentar no mundo, em

2013.
Fonte: Modificado de: Organizagao Mundial da Salde, 2013.
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No continente americano, a LV distribui-se entre o México e a
Argentina, porém 90% dos casos ocorrem no Brasil. Tradicionalmente, a LV
ocorria em zonas rurais do nordeste brasileiro. No entanto, no inicio dos
anos 80 ocorreram profundas alteracées nos padrdes de transmissdes da
LV, que devido a degradacdo ambiental, falta de saneamento basico e
migracdes e concentracdes de grandes contingentes de pessoas infectadas
nas periferias das grandes cidades, permitiram a “urbanizagdo” dessa
enfermidade. Ainda tais fatores promoveram a proliferacdo do vetor
Lutzomyia longipalpis e com isso o aumento dos casos de LV nestes locais
(Brasil, 2006a; Bern, et al. 2008; Ready, 2014). Atualmente a LV esta
distribuida por todas as regifes geograficas do Brasil causando em média 3
mil casos e 200 Obitos por ano, a maioria na regido nordeste do pais (Brasil,
2015a) (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo geografica de casos e oObitos de leishmaniose visceral

no Brasil, em 2013.
Fonte: GT-Leishmanioses/UVTV/CGDT/SVS/MS,2013.
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A leishmaniose tegumentar americana (LTA), denominada assim, de
acordo com sua distribuicdo geogréfica, ocorre desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina, tendo o Brasil como o pais mais acometido
por essa enfermidade. Assim como a LV, a LTA também esta em processo
de transicdo. Inicialmente considerada uma zoonose de animais silvestres,
gue acometia ocasionalmente pessoas em contato com as florestas, a LTA
comecou a ocorrer em zonas rurais, ja praticamente desmatadas, e em
regides periurbanas (Gontijo e Carvalho 2003; Alvar et al. 2012). Atualmente
ocorre em todas as Unidades Federativas brasileiras com média de mais de
20 mil casos anuais, principalmente na regido amazobnica (Brasil, 2015b)
(Figura 4).

1 ponto =1 caso

Figura 4. Distribuicdo geografica dos casos de leishmaniose tegumentar

americana no Brasil, em 2013.
Fonte: GT-Leishmanioses /JUVTV/CGDT/SVS/MS, 2013.
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1.2 Os vetores de Leishmania

Os flebotomineos séo dipteros hematéfagos pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Algumas espécies do género
Lutzomyia, segundo a classificagdo de Young & Duncan (1994), sdo os
vetores comprovados e/ou suspeitos pela transmissdo das leishmanias nas
Américas. De acordo com a proposta de classificacdo de flebotomineos da
regido Neotropical, com abordagem filogenética (Galati, 1995; 2003), o
género Lutzomyia estaria subdividido em 19 géneros dos quais algumas
espécies estariam envolvidas na epidemiologia das leishmanioses. No Novo
Mundo, 48 espécies de flebotomineos séo incriminadas como vetores
potenciais de Leishmania, outras 38 espécies sdo suspeitas de transmitir o
protozoéario causador das leishmanioses. No Brasil, esses numeros séo de
16 espécies incriminadas e 14 suspeitas (Tabela 2) (Maroli et al. 2013;
Ready, 2013).

Alguns critérios sao sugeridos para incriminar uma determinada
espécie de flebotomineo como vetora de Leishmania, tais como: isolar
Leishmania, na fase promastigota, de fémeas ingurgitadas de flebotomineos
do campo com menos de 36 horas de idade; encontrar Leishmania
promastigotas no intestino ou na valvula estomodeal de flebotomineos de
campo infectados naturalmente, ou de colbnia, infectados em
xenodiagnéstico; antropofilia e interesse em picar hospedeiro-reservatorios
de Leishmania; associacdo ecologica entre a espécie de flebotomineo, o
homem e o hospedeiro reservatério; hospedeiro natural infectado em
condicdes de laboratério; por meio de dados retrospectivos ou por modelos
matematicos, demonstrar que o flebotomineo mantém a transmissdo do
parasito, mesmo na presenca de outro vetor e demonstracdo da relacéo da
diminuicdo da incidéncia da doenca com a queda da densidade populacional
do flebotomineo (Killick-Kendrick e Ward, 1981; Ready, 2013).
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Tabela 2. Incriminacdo de espécies de flebotomineos na transmissédo de

Leishmania, no Brasil.

Vetor Espécie de Leishmania Incriminag&o F‘,”T"a
clinica
Lutzomyia longipalpis Leishmania infantum chagasi Comprovado LV
Lutzomyia almerioi Leishmania infantum chagasi Suspeito LV
Lutzomyia cruzi Leishmania infantum chagasi Suspeito LV
Evandromyia sallesi Leishmania infantum chagasi Suspeito LV
Lutzomyia forattinii Leishmania infantum chagasi Suspeito LV
Migonemyia migonei Leishmania infantum chagasi Suspeito LV
Migonemyia migonei Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Nyssomyia neivai Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Nyssomyia whitmani Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Pintomyia fischeri Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Psychodopygus complexus Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Psychodopygus wellcomei Leishmania braziliensis Comprovado LTA
Evandromyia edwardsi Leishmania braziliensis Suspeito LTA
Nyssomyia intermedia Leishmania braziliensis Suspeito LTA
Pintomyia pessoai Leishmania braziliensis Suspeito LTA
Psychodopygus paraensis Leishmania braziliensis Suspeito LTA
Nyssomyia anduzei Leishmania guyanensis Comprovado LTA
Nyssomyia whitmani Leishmania guyanensis Comprovado LTA
Nyssomyia umbratilis Leishmania guyanensis Comprovado LTA
Bichromomyia flaviscutellata Leishmania amazonensis Comprovado LTA
Bichromomyia olmeca nociva Leishmania amazonensis Comprovado LTA
Bichromomyia olmeca reducta Leishmania amazonensis Comprovado LTA
Lutzomyia longipalpis Leishmania amazonensis Comprovado LTA
Nyssomyia ubiquitalis Leishmania lainsoni Comprovado LTA
Nyssomyia whitmani Leishmania shawi Suspeito LTA
Psychodopygus ayrozai Leishmania naiffi Comprovado LTA
Psychodopygus amazonensis Leishmania naiffi Suspeito LTA
Psychodopygus paraensis Leishmania naiffi Suspeito LTA
Psychodopygus squamiventris Leishmania naiffi Suspeito LTA
Nyssomyia antunesi Leishmania lindenbergi Suspeito LTA

LV: Leishmaniose visceral; LTA: Leishmaniose tegumentar americana.

Fonte: Modificado de: Maroli et al. 2013; Ready, 2013.

Como todo inseto pertencente a ordem Diptera, os flebotomineos, sao
holometabolos (passam pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e
adulto). As formas imaturas possuem habitat terrestre, desenvolvendo-se em
locais umidos, sombreados e ricos em matéria organica em decomposicao,
especialmente de natureza vegetal. Os adultos sdo amarelados ou

castanhos, com cerca de 2,5 mm de comprimento, possuem voo saltado e
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quando em repouso mantém as asas eretas. A superficie corporal apresenta
um revestimento quitinoso delgado, necessitando assim, abrigar-se em
locais onde possam proteger-se de mudancas de temperatura e pluviosidade

gue ocorrem no ambiente (Aguiar e Medeiros, 2003).

Distribuem-se por quase todas as regidées do mundo, sendo mais
diversos na Regido Neotropical, com maior nimero de espécies e densidade
que flutuam de acordo com a estacao climatica (Sherlock, 2003). Em todo o
mundo sdo conhecidas 966 espécies, das quais, mais de 515 estdo
presentes na regido Neotropical e destas, 273 foram registradas no Brasil,
representando 28,26% do total e 53% das que ocorrem na Regido
Neotropical (Galati, 2015; Shimabukuro et al. 2016).

Os flebotomineos iniciam suas atividades no crepusculo. Ambos os
sexos se alimentam de sucos vegetais, néctar de flores, frutos e solugdes
acucaradas. As fémeas, além da alimentacdo de acucares, também séo
hemato6fagas, pois necessitam de sangue para a maturacdo dos ovos. Por
meio deste habito, pode se infectar e/ou transmitir agentes patogénicos para

mamiferos e répteis (Sherlock, 2003).

1.3 Aspectos de prevencao e controle das leishmanioses

As medidas de controle das leishmanioses, preconizadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), constam de diagnéstico precoce e
tratamento dos casos humanos, controle dos vetores e realizacdo de
inquéritos sorolégicos nas populacdes caninas seguidos da eliminacdo dos
animais soropositivos (Brasil, 2006a). No Brasil, essas acdes foram
descontinuas por diversas razdes, tais como problemas or¢camentarios e
escassez de recursos humanos adequadamente treinados. Com isso, essas

medidas ndo tém atingido os efeitos esperados, ocorrendo reinfestacdes dos
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ambientes e ressurgimentos dos casos humanos e caninos (Gontijo e Melo,
2004; Romero e Boelaert, 2010).

Com o continuo aumento das infec¢Bes das leishmanioses, o controle
destas enfermidades requer a adocdo de diferentes estratégias para a
interrupcdo da transmissdo humana. Dentre essas acdes podemos citar a
educacdo em saude, mosquiteiros e coleiras impregnadas com inseticidas,
manejo ambiental, controle com plantas inseticidas, biolégico e com uso de

substancias quimicas, comumente denominadas de inseticidas.

1.3.1 Educacdo em saude e combate ao vetor

Educacdo em saude € um elemento central na implementacdo de
qualguer método de prevencdo e controle de doencas (OMS, 2010) e

segundo Killick-Kendrick (2010), é a chave para controlar a LV.

Os manuais de LV e LTA recomendam as atividades de educagédo em
saude, devendo-se inseri-las em todos os servicos que desenvolvem as
acOes de controle das leishmanioses, requerendo o envolvimento efetivo das
equipes multiprofissionais e multi-institucionais com vistas ao trabalho
articulado nas diferentes unidades de prestacédo de servicos (Brasil, 2006a;
2010). Sherlock (1996) observou que na Bahia e em outras regiées do
Brasil, a pobreza, a desnutricdo e a alta densidade de flebotomineos estao
associadas a elevada presenca de animais domésticos e péssimas
condi¢bes sanitarias em areas de transmissdo da LV. Em Montes Claros,
Minas Gerais, Monteiro et al. (2005) observaram as mesmas condi¢des
apontadas por Sherlock (1996), onde as habitacdes tinham, em sua maioria
deficiéncia na coleta de lixo e de saneamento basico, em algumas areas
muitos moradores viviam em locais com baixos indices socioecondmicos, a
convivéncia com animais domeésticos era bastante elevada, resultando em
acumulo de matéria organica, proporcionando condi¢des favoraveis para a

ocorréncia da transmissdo da doenca. Esse quadro tem se expandido
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também para populacdo de bom nivel socioecondmico, tendo sido também
observado em Véarzea Grande, Mato Grosso (Mestre e Fontes, 2007) e em
Belo Horizonte, Minas Gerais, onde um estudo sobre o conhecimento da LV
verificou que metade dos individuos acometidos pela doenca desconhecia-a
completamente quando foram infectados e apenas 1,2% reconheciam o
vetor, além disso, pessoas néo alfabetizadas tinham oito vezes mais chance

de serem acometidas pela doenca (Borges et al. 2008).

A falta de informacao da populacdo sobre as leishmanioses é devido
aos poucos trabalhos de divulgacdo dessas doencas, seja por meios
impressos ou audiovisuais. Além disso, Luz et al. (2003) alertaram para um
processo de imposicado de discursos e reproducdo de preconceitos a partir
de desenhos e fotografias de materiais educativos sobre as leishmanioses.
Assim sendo, seja nos contextos dos servicos de saude ou nas areas de
educacdo e comunicacdo, a escassez e a baixa qualidade do material

remetem a necessidade de uma reflexdo critica sobre a possibilidade de

propor novas abordagens sobre as leishmanioses.

1.3.2 Mosquiteiros tratados com inseticida

Alexander e Maroli (2003) sugeriram que mosquiteiros impregnados
com inseticida poderiam ser uma forma mais eficiente e barata do que a
borrifacdo intradomiciliar para controle de flebotomineos. Em estudos
realizados por Courtenay et al. (2007), na llha de Maraj6, Para, os
mosquiteiros impregnados reduziram a quantidade de flebotomineos em
comparacao com redes nao tratadas. Porém, o habito dos moradores de
jantarem nos horarios de pico das atividades de Lu. longipalpis dificultaria o
controle do vetor por esse método. Na india, Dinesh et al. (2008) nado
encontraram diferengas significativas nos bioensaios com redes
impregnadas com o inseticida permetrina para controle de Phlebotomus

argentipes. Bray e Hamilton (2013) avaliaram a eficacia de mosquiteiros
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impregnados com lambda-cialotrina no controle de Lu. longipalpis, em
condicbes de laboratério. Apesar dos bons resultados alcancados no
controle dos flebotomineos, os autores sugerem que testes em condi¢cfes de
campo sejam realizados, principalmente em galinheiros e outros abrigos de

animais.

1.3.3 Coleiras impregnadas

O uso de coleiras impregnadas pode proteger os cachorros contra
infeccdo por leishméania como também reduzir o risco de transmissdo do
parasito e substituir a controversa eutandsia de cdes adotados pelos
programas de controles das leishmanioses.

Em &reas endémicas para LV na Itdlia (Maroli et al. 2001) e no Ird
(Mazloumi Gavgani et al. 2002) foi demonstrado que cées usando coleiras
impregnadas com deltametrina apresentaram menor risco de infeccao.
Contudo, por meio de modelo matematico simulou-se comparativamente o
controle da LV por meio do uso da coleira impregnada com a eutanasia de
cées por um periodo de cinco anos, observando-se que ndo houve diferenca
significativa entre os dois tratamentos (Reithinger et al. 2004). Assim, a
decisdo de incluir a aplicagdo em massa das coleiras nos programas de
controle das leishmanioses no Brasil dependera da sua aplicabilidade pratica
no campo, a fim de interromper o ciclo de transmissdo doméstico, sendo
necessaria para isso a implementacdo de estudos longitudinais que

demonstrem sua efetividade como medida de controle (Brasil, 2006a).

1.3.4 Manejo ambiental

Mudancas ambientais por meio de fendmenos naturais ou por

intervencdo humana (manejo ambiental), altera o equilibrio ecolégico e o
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contexto dentro dos quais vetores e parasitos se desenvolvem e transmitem
doencas (Pessoa et al. 2007). O manejo ambiental € uma medida de
controle que visa administrar o ambiente de forma a torna-lo inadequado ao
vetor. Esta estratégia tem sido indicada para limpeza de quintais, terrenos e
pracas publicas, a fim de alterar as condi¢cdes do meio, que propiciem o
estabelecimento de criadouros de formas imaturas do vetor. Medidas
simples como limpeza urbana, eliminacdo dos residuos sélidos organicos e
destino adequado dos mesmos, eliminacédo de fonte de umidade e cuidados
com animais domésticos, entre outras, contribuem para evitar ou reduzir a

proliferacéo do vetor (Sao Paulo, 2012).

1.3.5 Controle com plantas inseticidas

A necessidade de métodos mais eficazes e cada vez mais seguros no
controle de insetos tem estimulado a busca de inseticidas em plantas.
Alguns estudos tém estudado a acdo de fitoquimicos contra as fases de
desenvolvimento e no crescimento de insetos (Viegas-Junior, 2003; Tare et
al. 2004). Andrade-Coelho et al. (2009) avaliaram o efeito de frutas e folhas
de nim (Azadirachta indica) e de amargozeira (Melia azedarach) contra o
desenvolvimento de formas imaturas de Lu. longipalpis e demonstraram o
potencial desta esséncia no controle deste vetor. Resultados similares foram
encontrados por Maciel et al. (2010) avaliando o efeito do éleo de sementes

nim contra larvas e adultos de Lu. longipalpis.

Os resultados disponiveis na literatura mostram que ha um imenso
potencial para as plantas e seus extratos para agirem como uma alternativa
aos pesticidas quimicos, porém mais estudos com diferentes plantas e

diferentes metodologias devem ser realizados (Dinesh et al. 2014).
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1.3.6 Controle bioldgico

O controle biologico de flebotomineos por meio da bactéria Bacillus
thuringiensis foi testado, em condi¢cdes de laboratério por Wahba et al.
(1999) e Robert et al. (1997) e se mostrou bastante eficiente, tanto na
mortalidade de larvas como na mortalidade de adultos. O fungo Beauveria
bassiana também aumentou a mortalidade de flebotomineos, em
experimento realizado por Warburg (1991). O protozoario Ascogregarina
chagasi € conhecido por reduzir tanto a longevidade como producédo de ovos
de Lu. longipalpis e pode efetivamente destruir colénias em laboratério
(Dougherty & Ward, 1991). Contudo, até que ponto este parasito poderia ser
usado no controle biolégico de flebotomineos ainda é questionavel (Lainson
e Rangel, 2005). Atualmente, os estudos sobre controle bioldégico de
flebotomineos séo escassos e a aplicacdo de biolarvicidas nas condicdes de
campo é extremamente dificil. Devido a dificuldade de se encontrar os
criadouros naturais destes insetos e a diversidade de habitat de procriagéo

destes vetores, o controle quimico ainda é o método mais eficiente.

1.3.7 Controle quimico

Como mencionado anteriormente, no Brasil, as medidas de prevencao
e controle sdo preconizadas pelo Ministério da Saude e baseiam-se no
diagnoéstico precoce e tratamento adequado dos casos humanos;
identificacdo e eliminacdo do reservatorio domeéstico e na reducdo do
contato homem-vetor. Essa Ultima estratégia € desenvolvida por meio de
controle quimico com aplicagdo periddica e sistematica de inseticida de acao

residual, no intra e peridomicilio (Brasil, 2006a).

As primeiras tentativas de controle quimico de flebotomineos, no

Brasil, ocorreram durante uma campanha no ano de 1953, por meio de

32



pulverizacdo residual com o inseticida organoclorado dietildicloro
difeniltricloroetano (DDT) (Monteiro et al. 1994). Em 1954, Nery-Guimaraes e
Bustamante avaliaram o efeito da aplicacdo do DDT em um foco de LV, no
estado do Rio de Janeiro. Este mesmo inseticida também foi usado nas
acOes de controle da espécie Lu. longipalpis no estados do Ceara e Minas
Gerais nas décadas de 1950 e 1960 (Oliveira-Filho e Melo, 1994). A primeira
avaliacdo do impacto do DDT foi realizada em quatro localidades do estado
do Ceara (Deane et al. 1955).

Em 1964, o uso de inseticidas residuais foi interrompido, devido aos
altos custos operacionais. Uma nova campanha recomecgou no inicio da
década de 1980, quando um grande numero de casos de LV foi notificado
(Monteiro et al. 1994; Brasil, 1999).

O DDT, devido aos diversos questionamentos, tais como: elevada
toxicidade para o ser humano e animais domésticos, custo operacional
relativamente alto, necessidade de replicacdes frequentes e sua inativacao
pelo barro das paredes foi, gradativamente, sendo substituido pelo uso dos
piretréides, desde o fim dos anos 1980 e inicio da década de 1990 (Oliveira-
Filho e Melo, 1994).

Um dos primeiros trabalhos analisando os efeitos de piretréides na
mortalidade de flebotomineos ocorreu em 1988, em Minas Gerais. Neste
trabalho foi testado o inseticida deltametrina, em condi¢cdo de laboratério,
contra populacdes de Lu. longipalpis oriundos da gruta da Lapinha. Os
resultados encontrados mostraram eficiéncia deste piretroide (Falcédo et al.
1988).

Marcondes e Nascimento (1993) e De Silans et al. (1998) analisaram
os efeitos de deltametrina e cipermetrina, respectivamente, em municipios
do interior da Paraiba, Brasil. Ambos, avaliaram o numero de flebotomineos
coletados apds a borrifacdo de paredes com os piretréides. No primeiro
estudo, as capturas se apresentaram irregulares e uma protecédo de apenas

guatro semanas foi notada. Em um segundo estudo, os resultados
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mostraram que o inseticida reduzia significativamente as populacfes de Lu.

longipalpis.

No ano de 2011, em Montes Claros, Minas Gerais, foi realizado um
estudo com populagdes de Lu. longipalpis de campo. O inseticida utilizado
no estudo foi o piretroide cipermetrina e uma reducéo significativa nas
populacées de flebotomineos foi observada apds as primeiras borrifagdes do
inseticida.

1.4 Resisténcia e suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas

Apesar das continuas e intensivas campanhas de controle contra os
vetores de Leishmania, agentes causadores das leishmanioses, poucos
estudos tém sido realizados para detectar mudancas na suscetibilidade de
populacdes de flebotomineos, em relagdo aos inseticidas utilizados no seu

controle.

A resisténcia a inseticidas foi definida pela OMS como sendo uma
caracteristica herdavel, portanto genética, que confere um aumento na
tolerancia a um pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os individuos
resistentes sobrevivem a concentracdo do(s) componente(s) que seria
normalmente letal para a maioria dos individuos de uma populacdo da
mesma espécie (suscetivel) (OMS, 1957; 1992).

A primeira evidéncia bem documentada de resisténcia de uma
espécie de flebotomineo foi para Ph. papatasi para DDT e Dieldrin,
detectada em Bihar e Arthala, ambos na india. Populacdes desta espécie
foram expostos a DDT a 4% por 24 horas e houve apenas 67% de
mortalidade (Kaul et al. 1978; Joshi et al. 1979; Rahman et al. 1982). Em
seguida, Dhanda et al. (1983) confirmaram a elevada resisténcia de Ph.

papatasi em Bihar, quando foi registrado 13,3% de mortalidade para DDT a
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8%, durante 24h de exposicdo. Nesse mesmo pais, outras populacdes de
Ph. papatasi também foram encontradas com elevados niveis de resisténcia
em Gujarat (Thapar et al. 1993) e Rajastan (Bansal e Singh, 1996).

Ainda no Velho Mundo, Ph. argentipes também apresentou
resisténcia ao organoclorado DDT, em areas de Samastipur, distrito de Bihar
e no vilarejo de Gulmehiya Bagh, localizado no distrito de Patna, India
(Mukhopadhyay et al. 1992; Dinesh et al. 2011).

O primeiro relato de resisténcia a inseticidas em um género diferente
foi para Sergentomyia, compreendendo a espécie Se. shortii em Assam, na
india. Kaul et al. (1994) relataram 54% de mortalidade para os insetos
expostos a DDT por 1 hora. A possivel explicacdo da resisténcia foi atribuida
a intensa pressédo de inseticida das campanhas de maléria, ocorridas desde
1958.

No Brasil, De Silans et al. (1998) realizaram a aplicacdo de
cipermetrina em 180 unidades domiciliares localizadas no municipio de
Conde, no estado da Paraiba com o intuito de analisar a eficacia e o poder
residual desse composto no controle de Lu. longipalpis. Os resultados dos
ensaios de campo confirmaram que a mortalidade apés quatro meses de
tratamento foi de apenas 36,2% e que a aplicacdo no peridomicilio
apresentou-se ineficaz para diminuicdo da densidade populacional dessa

espécie.

Alexander et al. (2009) demonstraram diferengas significativas entre a
mortalidade de popula¢des de Lu. longipalpis procedentes de Montes Claros
e da gruta da Lapinha, ambas localizadas no estado de Minas Gerais. A
sobrevivéncia da populagéo da Lapinha foi de 3,3 % para permetrina e 1,8%
para deltametrina. As populacdes de Montes Claros expostas aos inseticidas
piretroides permetrina e deltametrina apresentaram valores de 38,9% e
36,3% de sobrevivéncia, respectivamente. Estes resultados demonstraram

alteracao no perfil de suscetibilidade destas populagdes.
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Na India, populacbes de Ph. argentipes provenientes de areas
endémicas de leishmanioses, foram expostas aos inseticidas DDT, malation
e deltametrina. Esses flebotomineos se mostraram resistentes a DDT e

malation e suscetiveis ao piretréide deltametrina (Singh e Kumar 2015).

A suscetibilidade de populagbes de Lu. longipalpis oriundas de area
silvestre sem aplicacdo de inseticida, conhecida como gruta da Lapinha,
Lagoa Santa, estado de Minas Gerais foi analisada por meio de papéis
impregnados com oito diferentes concentracdes de deltametrina (0,25; 0,5;
1; 2; 4; 6; 8 e 10 mg/m?). A dosagem letal (DL) que matou 50% da populacao
(DLsg) foi de 2,5 mg/m? para deltametrina, demonstrando elevada
suscetibilidade a essa substancia quimica, conforme Falcéo et al. (1988).

Em 1989, Le Pont et al. avaliaram o impacto da deltametrina, em
populacbes de Lu. longipalpis na Bolivia, e constataram a eficiéncia deste
inseticida no controle de flebotomineos. N&o houve registro de
flebotomineos durante 0os nove meses que seguiram o tratamento com

deltametrina.

Na Venezuela foram realizados alguns estudos de suscetibilidade
para as espécies de flebotomineos. Pintomyia youngi apresentou resisténcia
a organoclorado e carbamatos (Scorza et al. 1995), enquanto que
populacdes de Lu. longipalpis procedentes de La Rinconada, estado de Lara
apontaram baixo nivel de resisténcia para fenitrotiona, pirimifés e permetrina,

de acordo com Mazzari et al. (1997).

Os inseticidas permetrina e lambda-cialotrina (piretroides), além do
DDT, foram avaliados por Maroli et al. (2002) em populacdes de Ph.
papatasi e Ph. perniciosus. Neste estudo, realizado em condicdo de
laboratério, os flebotomineos se mostraram mais suscetiveis a lambda-

cialotrina, seguidos da permetrina e DDT.

Em um estudo realizado com Ph. sergenti e Ph. papatasi provenientes

de seis provincias endémicas para leishmanioses, no Marrocos, mostraram
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a suscetibilidade dessas espécies aos inseticidas DDT, malation e lambda-

cialotrina (Faraj et al. 2012).

Na Colémbia, Lu. longipalpis oriundos de coldénia se mostraram
suscetiveis aos inseticidas malation, deltametrina e lambda-cialotrina. Estes
resultados, segundo os autores, poderao ser utilizados no monitoramento de

populacées de flebotomineos de campo (Marcel6 et al. 2014).

Dois métodos sao utilizados para caracterizar perfis de suscetibilidade
de flebotomineos a inseticidas, em condi¢cdes de laboratério. Ambos os
métodos sdo preconizados para avaliacdo de resisténcia em mosquitos
(Diptera: Culicidae) (Owusu et al. 2015). O método de bioensaios de garrafa,
do Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) foi escolhido sobre o
bioensaio da OMS por proporcionar uma andalise de diferentes
concentracdes de inseticidas com confiabilidade e de forma barata. Destaca-
se também que essa metodologia permite o contato do inseto em todas as
partes impreganadas com inseticidas e as garrafas podem ser facilmente
transportadas para diferentes locais e nao exigem suporte laboratorial

dispendioso e complexo.

Ressalta-se que as informacdes a respeito da ocorréncia de
resisténcia em espécies de flebotomineos sdo escassas e quase
inexistentes (Lins et al. 2008). No Brasil, os poucos estudos foram realizados
com Lu. longipalpis e os resultados sao incipientes visto que néo se tem um
conhecimento amplo e bem fundamentado sobre o potencial genético de
resisténcia dessa importante espécie transmissora de Leishmania spp. ao
homem. Nada se conhece a respeito da acao de inseticidas preconizada
pelo MS do Brasil para as demais espécies de flebotomineos (Pessoa et al.
2015).

Uma das grandes dificuldades em se desenvolver estudos de
resisténcia e suscetibilidade a inseticidas tem sido determinar uma linhagem
suscetivel que possa ser utilizada como referéncia. Como preconizado da

Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) (OPAS, 2005) entende-se por

37



linhagem referéncia de suscetibilidade (LRS) aquela que: i) apresentar pelo
menos mais de cinco geracdes criados sob condicdes de laboratério, sem
contato com inseticidas; ii) ndo ter acréscimo de novos insetos na col6nia
durante as ultimas cinco geracdes e iii) o local de origem ndo pode ter tido
contato com inseticidas. A partir da LRS, é possivel classificar as populagdes
do campo, em suscetivel ou resistente, e essa informacéo € essencial para
tomadas de decisdo no controle desses vetores. Pessoa et al. (2015a)
indicaram a populacéo de Lu. longipalpis provenientes da Gruta da Lapinha,
Minas Gerais, Brasil como LRS. Essa populacdo atendeu as recomendacgdes
da OPAS e se mostrou suscetivel nos bioensaios realizados.
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2. JUSTIFICATIVA

A resisténcia de um inseto a compostos quimicos foi descrita pela
primeira vez em 1914 (Melander, 1914), despontando como um tema
importante para a pesquisa e discussdo em saude publica e controle de
pragas agricolas, pois a sua presenca trata-se de um dos principais
obstaculos para o sucesso da interrupgao das "arthropod borne diseases” (=
doencas transmitidas por artropodes) em paises endémicos. Nas ultimas
décadas, a resisténcia dos insetos vetores a inseticidas tem aumentado
significativamente e continua a representar uma grande ameaca para o

sucesso das intervengdes de controle quimico como um todo.

A sobreposicdo de endemias é outro fator que impacta, positivamente
e negativamente, o controle de insetos vetores. A borrifagdo de inseticida
para controle de mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, por exemplo,
pode extinguir focos pontuais de flebotomineos em determinadas areas. Ao
mesmo tempo, pode selecionar organismos resistentes a inseticidas nao
utilizados especificamente para seu controle. Tal fato dificultaria escolhas

futuras de pesticidas para controle de determinado vetor.

A falta de vacina segura e eficiente para combater as leishmanioses,
torna o controle quimico a ferramenta mais importante para reduzir os casos
humanos das doencas. Com o0 aumento continuo dos casos de
leishmanioses, e um histérico de controle quimico especifico de mais de 60
anos, o monitoramento da suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas,
principalmente em areas endémicas, torna-se fundamental para aprimorar as

acOes de controle vetorial, no Brasil.

Este € o primeiro trabalho, no Brasil, que visa caracterizar perfis de
suscetibilidade de flebotomineos, ao inseticida utilizado em seu controle,

provenientes de diferentes municipios endémicos para leishmanioses.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v' Caracterizar o perfil de suscetibilidade de populacdes naturais de
flebotomineos ao piretroide alfacipermetrina utilizado no controle das

leishmanioses no Brasil.

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar o método de bioensaio com garrafa do CDC para analise de

suscetibilidade de flebotomineos;

v' Determinar o perfil de suscetibilidade de diferentes populacdes de

flebotomineos procedentes de areas geograficamente separadas;
v Recomendar a dose e tempo diagnostico ideal para bioensaios de

garrafa do CDC utilizados no monitoramento de suscetibilidade de

populacdes de flebotomineos;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material bioldgico

Colbnia de insetos suscetiveis - A populacdo de flebotomineos
suscetiveis, da espécie Lu. longipalpis, foi proveniente de criagbes (mantida
desde 2006) obtidas no Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematéfagos da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) oriundas de Teresina, Piaui.
Essa col6nia apresenta os requisitos preconizados pela OPAS (2005) para

ser uma LRS.

Populacbes de flebotomineos para estudo - Os flebotomineos
foram capturados em areas endémicas tratadas com inseticidas, nas quais
os Programas Estaduais de Controle das Leishmanioses realizam aplicacdes
continuas e sistematicas com inseticidas de acao residual. A selecdo dos
municipios para as atividades de captura obedeceu aos seguintes critérios
de inclusdo: i) a realizacdo de um programa especifico de controle de
flebotomineos; ii) antecedentes de controle de outros vetores dentro da
mesma area geografica; iii) uso de inseticidas com finalidades agricolas na
mesma area, onde se localizam os vetores e/ou iv) uso doméstico de
inseticidas. Documentos oficiais da Universidade de Brasilia foram enviados
para as Secretarias Estaduais de Saude de Goias (Apéndice 1) e Minas

Gerais (Apéndice 2) oficializando as colaboracdes.
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4.2 Areas de estudo

Para o estado de Minas Gerais foram selecionados os municipios de
Belo Horizonte, Januaria, Montes Claros, Paracatu e Unai. No estado de
Goias, o municipio de Pirenopolis também foi escolhido como parte deste
projeto (Figura 5). Os locais de coleta, em cada municipio, foram preé-
selecionados pelos agentes de endemias da localidade, com base nos
registros de casos humanos e caninos confirmados de LV e na probabilidade

de maior ocorréncia de flebotomineos (Apéndice 3).
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Figura 5. Mapa dos estados de Minas Gerais e Goias mostrando a
localizagdo dos municipios selecionados para avaliagdo da suscetibilidade

de flebotomineos ao inseticida alfacipermetrina.
Fonte: Google Earth, 2015.

Captura e acondicionamento dos flebotomineos - Apds a selegéo
dos municipios, as equipes de entomologia estaduais e municipais,
juntamente com o0s pesquisadores envolvidos no projeto realizaram busca
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ativa em peridomicilio usando armadilhas luminosas dos tipos HP (Pugedo
et al. 2005) e CDC (Sudia e Chamberlain, 1962) (Figura 6).

Figura 6. Armadilhas luminosas instaladas nos peridomicilios dos diferentes
municipios estudados. A: galinheiro em Unai; B: chiqueiro em Paracatu; C:
quintal em Belo Horizonte; D: curral em Pirendpolis; E: pombal em Montes

Claros; F: galinheiro em Januaria.
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Em seguida, gaiolas de nylon foram acopladas as armadilhas e
instaladas no crepusculo e retiradas no inicio da manhd. Apos a
desmontagem das armadilhas, as gaiolas de nylon foram acondicionadas
nos porta-malas dos veiculos de campo sobre uma toalha umedecida e
foram transportados para a os pontos de apoio disponiveis em cada um dos
municipios estudados. Os flebotomineos foram contados e separados em
cinco capturadores de castro, fechados com algoddo embebidos em agua
com acucar (30%) e mantidos no escuro por duas horas, para aclimatacéo

dos insetos até o bioensaio (Figura 7).

Apresentac¢do do projeto para
osresponsaveis do municipio

Organizac¢do da bancada dos
bioensaios e dos materiais de
campo

Preparo das solugbes e
impregnacdo das garrafas

Instalagdo das armadilhas

Recolhimento das armadilhas

Contagem e divisdo dos
flebotomineos nos
capturadores de castro

Aclimatacgdo dos
flebotomineos

Bioensaio

Figura 7. Cronograma das atividades de campo e laboratério realizados nos
diferentes municipios, em 2015.
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As capturas de diferentes populagbes de flebotomineos foram
realizadas entre abril e outubro de 2015, conforme a disponibilidade de
carros, técnicos de laboratorio e campo, estrutura fisica e horarios. De um
modo geral, foram instaladas dez armadilhas luminosas do tipo HP entre 16
e 18 horas e retiradas na manha seguinte, de acordo com a disponibilidade

de veiculos cedidos pelas Secretarias Municipais de Saude.

As localidades especificas, coordenadas geograficas, periodos de
capturas, numero de armadilhas e horario de instalacédo e retirada podem ser

obervados na Tabela 3 e Apéndice 3.

Tabela 3. Detalhes das capturas de flebotomineos nos municipios.

NUmero de Instalag&o das Retirada das

Localidade Periodo armadilhas armadilhas armadilhas Bairros
Unai 13-15 de abil 10 16-18hs 07-09hs 8
Paracatu 18-20 de maio 10 16-18hs 07-09hs 5
Belo Horizonte 15-17 de setembro 10 16-18hs 8h30-10hs 1

Pirendpolis 2520 de setembro e 20 16-18hs 06h30-08h30 11
1° de outubro

Montes Claros 13 e 14 de outubro 10 16-18hs 07-09hs 3

Januaria 16 e 17 de outubro 10 16-18hs 07-8h30 4

4.3 Inseticida e procedimentos dos ensaios bioldgicos

Inseticida Grau Técnico - O inseticida utilizado nos bioensaios foi 0
piretréide alfacipermetrina (C22H19CL2NO3), com grau de pureza de 98,24%
e a acetona P. A. (CH3),CO.

O inseticida, grau técnico (em p0), foi diluido em acetona (PA) para
preparacdo da solugcdo méae. Nesta parte um total de 0,002 gramas de

alfacipermetrina (ingrediente ativo) foi pesado em balanca eletrénica de
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precisdo, AG 200 GEHAKA, e misturado a 100ml de acetona (PA). Em
seguida, a solucdo mae foi fracionada em quatro sub concentracdes de

alfacipermetrina: 3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/mil.

Nesse estudo foi utilizada a metodologia de bioensaios com garrafa
do CDC, descrita por Brogdon e Chan (2010). Para isso foram utilizadas
garrafas do tipo Wheaton com volume de 250 ml, as quais foram revestidas
internamente com acetona (controle) e diferentes concentracdes do
piretréide alfacipermetrina. Todos os frascos foram impregnados
uniformemente nas partes laterais, superior e inferior por meio de rotagéo do
recipiente e observacao criteriosa da impregnacédo. Apés a impregnacao, as
garrafas foram abertas, para evitar condensacdo, e ficaram armazenadas

em locais protegidos da luz durante 24 horas.

Os flebotomineos machos e fémeas foram introduzidos nas garrafas
com auxilio de pequenos funis para evitar o escape dos insetos. Em média,
18 insetos foram expostos por frasco, sendo uma com acetona (controle) e
quatro diferentes concentracdes do inseticida alfacipermetrina (3 ug/ml, 5
ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml). Apés a introducéo dos insetos no frasco controle e
em cada frasco teste, iniciou-se a contagem de duas horas de exposi¢do. A
cada 10 minutos, os frascos foram avaliados para contagem de quantos
flebotomineos permaneciam vivos. As informacfes a respeito da
procedéncia das populacbes flebotominicas, data do bioensaio,
concentracdes, tipo de inseticida, numero de flebotomineos mortos ou vivos
foram registradas em fichas padronizadas, conforme Apéndice 4. Para cada
localidade, os bioensaios foram repetidos trés vezes e a leitura de

mortalidade foi realizada por um Unico pesquisador.

Em quatro municipios (Belo Horizonte, Pirendpolis, Montes Claros e
Januaria) e na populacdo de referéncia, ap0s o0s bioensaios, 0s
flebotomineos foram transferidos para potes com presenca de algodao
umedecido e solucdo acucarada (30%), por 24 horas, para avaliacdo de
recuperagéo de efeito “knock-down” dos flebotomineos (Figura 8).
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Figura 8. Bioensaio de garrafa do CDC para a avaliacdo da suscetibilidade
de flebotomineos ao inseticida alfacipermetrina. 1. Os flebotomineos eram
introduzidos nas garrafas impregnadas com auxilio de um capturador de
castro. 2. A garrafa foi fechada e o tempo de exposicao iniciado. 3. Em
intervalos de 10 minutos, as garrafas foram examinadas e os flebotomineos
vivos e mortos contabilizados. 4. Os resultados das contagens foram
anotados para cada intervalo de 10 minutos. 5. Ap0s a queda de todos os
flebotomineos ou passados 120 minutos, a exposicdo era encerrada. 6.
Todos os flebotomineos da garrafa foram transferidos para potes com
presenca de algoddao umedecido e solugdo agucarada, por 24 horas, para

avaliagcao de possiveis efeitos “knock-down”.
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4.4 |dentificacdo dos flebotomineos

Os flebotomineos capturados em campo, apos a realizacdo dos
testes, foram armazenados em alcool 70% e transportados ao Laboratério
de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia para posterior identificagdo. Machos e fémeas
foram montados e clarificados, segundo Forattini (1973) e identificados
utilizando a chave de Galati (2015). A abreviacdo dos géneros seguiu a

proposta de Marcondes (2007).

As fémeas foram dissecadas e partes do corpo (asa, térax, pernas e
parte do abddémen) foram estocadas para futuras analises bioquimicas e
genéticas de suscetibilidade a inseticida. Todos os espécimes encontram-se

depositados no referido laboratério da UnB.

4.5 Andlise estatistica

Os dados de mortalidade das diferentes populacdes de flebotomineos,
obtidos nos bioensaios, foram utilizados para estimar a dose que mata uma
determinada porcentagem da populacdo. Esta dose é chamada de Dose
Letal (DL). Neste trabalho foi estimada a DLsg (mortalidade de 50%) das
amostras estudadas. O calculo da DLsp de cada populacdo foi baseado na

analise Probit realizado pelo programa Basic Probit Analisys.

A Razéao de Resisténcia (RR) foi obtida por meio do quociente da DLsg
da populacdo de campo pela DLsy da linhagem suscetivel. Quanto maior a

Razao de Resisténcia, maior a magnitude da resisténcia.

Nesta analise também foi possivel definir o coeficiente angular da curva
dose resposta, também conhecido como slope. Esse parametro representa a
homogeneidade da populacédo. Os menores valores do coeficiente angular
da curva indicam populacbes menos homogéneas. A elevada variacao

genética de uma determinada populacdo pode aumentar a “probabilidade”
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de selegédo de individuos que “carregam” os alelos de resisténcia, quando
pressionados com inseticidas. Por outro lado, os maiores coeficientes
angulares indicam menor variagdo genotipica na resposta da populacdo ao

inseticida.

O Tempo Letal (TL) foi estimado baseado na andlise das taxas de
mortalidade dos flebotomineos durante os bioensaios. Quando morriam 50%
dos flebotomineos expostos, de qualquer localidade e qualquer dose, o TLsg
era estimado. Assim também foi feito para a TLgs, quando 95% dos insetos

expostos morreram. Nesta fase, dois critérios de mortalidade foram usados.

Dois critérios de mortalidade foram adotados no estudo: critério A — 0s
flebotomineos foram considerados mortos quando estavam totalmente
imoveis; critério B — os flebotomineos foram considerados mortos quando
apresentavam perda das pernas. O critério de mortalidade A foi utilizado nas
andlises de DL, RR e TL. O critério B foi utilizado somente na analise de TL.

As curvas de sobrevivéncia das populacdes de flebotomineos foram
inferidas pelo método de Kaplan-Meier (KM), que consiste em analise de
sobrevida em que os intervalos de tempo nao sao fixos, mas determinados
pela morte dos flebotomineos (Bustamante-Teixeira et al. 2002). As

estimativas foram calculadas utilizando o programa estatistico R 3.0.2.
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5. RESULTADOS

5.1 Flebotomineos

Um total de 2.198 flebotomineos foi utilizado nos bioensaios de
garrafa do CDC. A populagéo utilizada como LRS (colonia) apresentou 464
exemplares de Lu. longipalpis expostos aos bioensaios de garrafa, sendo
357 machos e 107 fémeas. A populacdo procedente de Montes Claros
registrou 364 machos e 119 fémeas da espécie Lu. longipalpis, além de um
espécime ndo identificado, totalizando 484 exemplares utilizados no
bioensaio. Para o municipio de Januéria foram expostos 368 insetos, sendo
199 machos e 169 fémeas. Em Unai foram utilizados 302 flebotomineos,
sendo 220 machos e 82 fémeas. A populacdo procedente de Paracatu
obteve um total de 265 insetos expostos com 231 machos e 34 fémeas. Os
flebotomineos procedentes dos municipios de Pirendpolis e Belo Horizonte
representaram um total geral de 175 e 140 espécimes, respectivamente
(Tabela 4).

Dezesseis espécies de flebotomineos, pertencentes a oito géneros
diferentes, foram coletadas no estudo. A espécie Lu. longipalpis foi a mais
frequente, seguida de Lu. ischnacantha, Nyssomyia whitmani, Lu. renei e Ny.
intermedia. As espécies Evandromyia lenti, Ev. sallesi, Ev. bacula,
Micropygomyia villelai, Mi. acanthopharynx, Pintomyia kuscheli, Martinsmyia
oliveirai, Ny. neivai, Brumptomyia avellari e Psathyromyia sp. foram

capturadas em menor numero.

O municipio de Pirendpolis obteve o maior niumero de espécies
capturadas, seguido por Januaria, Unai e Paracatu. Belo Horizonte

apresentou duas espécies, sendo 98% destas, Lu. longipalpis. Em Montes
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Claros, um espécime ndo pbde ser identificado, os demais foram da espécie
Lu. longipalpis.

Por problemas na clarificagdo e montagem, 35 espécimes de
flebotomineos utilizados nos bioensaios nao foram identificados. Destes 35,
30 foram provenientes de Januéria, trés de Pirendpolis, um de Montes

Claros e um de Paracatu.
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Tabela 4. Flebotomineos coletados e utilizados nos bioensaios de suscetibilidade de acordo com a espécie, origem e sexo.

Estados e Municipios

Espécies Minas Gerais Goias Piaui Total
Unai Paracatu Belo Horizonte Montes Claros Januaria Pirendpolis Colbnia - UFMG
38 ¢¢ 44 22 dd 22 dd 22 S 44 P2 dd 22

Lutzomyia longipalpis 176 56 223 19 99 39 364 119 116 71 106 30 357 107 1882
Lutzomyia ischnacantha 0 0 0 0 0 0 0 0 47 33 0 0 0 0 80
Nyssomyia whitmani 15 5 8 8 0 0 0 0 0 0 18 9 0 0 63
Lutzomyia renei 0 0 0 0 0 0 0 0 18 32 0 0 0 0 50
Nyssomyia intermedia 25 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40
Evandromyia lenti 2 1 0 3 0 0 0 0 2 6 0 2 0 0 16
Evandromyia sallesi 0 5 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 9
Micropygomyia villelai 0 0 0 0 0 0 0 0 7 2 0 0 0 0 9
Evandromyia bacula 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 3
Micropygomyia acanthopharynx 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
Pintomyia kuscheli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Martinsmyia oliveirai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
Nyssomyia neivai 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Brumptomyia avellari 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Psathyromyia sp. 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
N&o identificados 0 0 0 1 0 0 0 1 5 25 0 3 0 0 35

Total 220 82 231 34 99 41 364 120 199 169 127 48 357 107 2198

Total geral 302 265 140 484 368 175 464
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5.2 Estimativas de DLsy; RRgp e slope

A DLsy da populacdo da LRS (UFMG) foi de 2,38 ug/ml de
alfacipermetrina. A populacdo de flebotomineos procedente de Montes
Claros obteve um valor de DLsy de 1,03 ug/ml por garrafa. Diferentemente a
populacdo de Pirendpolis demonstrou um valor de DLsy de 3,87 ug/ml.
Observou-se também que a populacdo de flebotomineos oriundos de
Januaria apresentou um valor de DLsy de 2,33 ug/ml, seguidas das
populacdes de Paracatu e Montes Claros com valores de DLsp de 1,31 e

1,03 ug/ml, respectivamente.

Destaca-se a maior RRso para a populacdo procedente de Pirendpolis
que apresentou um valor de 1,62. A RRsy da populacdo de Januéria foi de
0,98, seguida da populacédo de Paracatu com um valor de 0,55 e Januéria

gue mostrou um valor de 0,43.

As populacdes de flebotomineos oriundas da Paracatu e Montes
Claros apresentaram valores de coeficiente angular (slope) da curva de dose
resposta de 1,40 e 1,47, respectivamente. Esses valores representam
padrées de variacbes de mortalidade com pouca heterogeneidade em
relagdo a populacéo de referéncia (1,37). O maior valor do slope foi para a
populacao de Pirenépolis com 3,06, seguida da populacdo de Januaria que
apresentou um valor de 2,53. Esses valores de coeficiente angular apontam
maior heterogeneidade dessas populacdes, portanto, poderiam apresentar
maior probabilidade de que os individuos dessas populacdes consigam
tolerar maiores doses de inseticida. Os municipios de Unai e Belo Horizonte
nao tiveram suas DLsg e RRs5p estimadas pelo programa por apresentarem

doses menores matando mais individuos que doses maiores (Tabela 5).
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Tabela 5. Estimativa de DLso, RRso € slope da populacéo de referéncia e das

populacdes de campo.

Populacao n slope DL50 RR50
UFMG 464 1,37 2,38 (0,74 + 3,37) 1
Montes Claros 384 1,47 1,03 (0,00 + 2,14) 0,43
Paracatu 265 1,40 1,31 (0,00 + 2,50) 0,55
Januaria 368 2,53 2,33 (0,99 + 3,18) 0,98
Pirendpolis 175 3,06 3,87 (0,25 + 5,80) 1,62
Unai 302 - - -
Belo Horizonte 140 - - -

DLso: Dose letal que mata 50% da populagdo; RRse: Razéo de resisténcia entre a DL da populagéo de
campo sobre a DL da populacéo de referéncia; IC: Intervalo de confianga; -: Dados néo estimados.

5.3 Estimativa de Tempo Letal

O TL variou entre as dosagens para as populacdes e para os critérios
de mortalidade. Na populacdo da UFMG, os flebotomineos alcancaram o
TLso entre 20 e 100 minutos, de exposicdo, dependendo da dose e do
critério de mortalidade utilizado. Em Belo Horizonte, o TLsg variou entre 20 e
90 minutos. No municipio de Pirendpolis, a variacdo do TLso foi de 10 a 100
minutos. Em Montes Claros, o TLs foi alcangado com 20 e 120 mintuos de
exposicdo. Em Januaria, essa variacdo foi de 10 a 100 minutos.

Pelo critério de mortalidade A, somente a populacdo de Belo
Horizonte alcancou o TLgs e este variou de 60 a 110 minutos de exposigao.
Avaliando os dois critérios, em Belo Horizonte, a variagdo do TLgs foi de 40 a
110 minutos. A populacao de referéncia da UFMG, chegou ao TLgs, Somente
com a dose de 9 ug/ml com o critério de mortalidade B. Em Pirendpolis a
variacdo do TLgs foi de 20 a 40 minutos de exposicdo. Nos municipios de
Montes Claros e Januaria, a variacdo do TLgs foi de 50 a 70 minutos e 30 a

120 minutos, respectivamente.
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Pelo critério de mortalidade B, todos os municipios apresentaram
valores de TLgs, com excecdo de Unai e Paracatu que ndo foram testados

para este critério (Tabela 6).
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Tabela 6. TLso € TLgs da populacao referéncia e das populacdes de campo

para os dois critérios de mortalidade (A e B).

~ Dose TLos A TLes B
Populagdo (ug/mi) T(rl;i?]f (min) -I;II‘_nsI?'])B (min)
Controle - - - -
3 100 - 60 -
UFMG 5 80 - 40 -
7 50 - 30 -
9 40 - 20 50
Controle - - 90 -
3 50 - 30 60
Belo Horizonte 5 40 90 20 40
7 30 110 20 40
9 20 60 20 40
Controle - - 30 -
3 100 - 40 -
Pirenopolis 5 70 - 10 40
7 60 - 30 -
9 40 - 10 20
Controle - - 120 -
3 90 - 30 70
Montes Claros 5 70 - 20 50
7 60 - 20 60
9 70 - 20 -
Controle - - 100 -
3 60 - 30 120
Janudria 5 30 - 20 50
7 30 - 20 30
9 20 - 10 50
Controle - - - -
3 50 - - -
Unai 5 50 - - -
7 60 - - -
9 60 - - -
Controle - - - -
3 50 - - -
Paracatu 5 90 - - -
7 70 - - -
9 70 - - -

TLsy: Tempo para 50% dos flebotomineos morrerem; TLgs: Tempo para 95% dos

flebotomineos morrerem; -: Dados ndo estimados.
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5.4 Estimativas da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier

Na Figura 9 observam-se as curvas de sobrevivéncia de KM, em
relacdo a somatéria de todos os flebotomineos expostos e as dosagens
utilizadas. Com 20 minutos de exposicao, as populacdes de Montes Claros,
Pirenopolis e Paracatu apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia, em
relacdo a LRS. Em 40 minutos de exposicao, a populacéo de flebotomineos
de Montes Claros continuou com a maior taxa de sobrevivéncia, porém as
populacdes de Paracatu e Pirendpolis apresentaram um aumento em sua
mortalidade. Apds 60 minutos de exposicdo, nota-se que a populacdo de
Montes Claros manteve a taxa de sobrevivéncia maior que a LRS, contudo
todas as populacbes aumentaram suas taxas de mortalidade. Ap6s 120
minutos de exposicdo a LRS obteve maior taxa de sobrevivéncia seguida
das populacdes de Paracatu, Montes Claros, Pirendpolis, Unai, Januéria e
Belo Horizonte. Durante todo o experimento, as popula¢des de Januaria e
Belo Horizonte apresentaram uma taxa de mortalidade maior do que as

demais populacoes.

Na Figura 10 estado representadas as taxas de sobrevivéncia de todas
as populacdes, em relacdo as doses de 3, 5, 7, e 9 ug/ml, incluindo o grupo
controle. De um modo geral, nota-se que a populacdo controle apresentou
uma variagdo na taxa de sobrevivéncia de 80 a 100%. Ainda, nessa mesma
figura, é possivel observar um aumento gradativo da mortalidade, a medida
gue as dosagens elevam-se, validando o experimento. Esse comportamento
das curvas se manteve por todo o periodo de exposi¢do, havendo

sobreposicao das curvas em alguns momentos.

As curvas de sobrevivéncia de KM da populacdo LRS apresentaram
ordem de mortalidade conforme as doses de 3 ug/ml, 5 ug/ml, 9 ug/ml e 7
ug/ml e controle com alta taxa de sobrevivéncia. Com 20 minutos de
exposicdo, as concentracdes de 7 e 9 ug/ml j& apresentavam mortalidade

elevada, em comparacdao com as doses de 3 e 5 ug/ml. Essa diferenca se
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mostrou constante durante o bioensaio. Ao final da exposicao,
aproximadamente 40% dos individuos, nas concentracdes de 3 e 5 ug/ml
estavam vivos. A taxa de sobrevivéncia para as dosagens de 7 e 9 ug/ml foi

de aproximadamente 20% (Figura 11).

As curvas de sobrevivéncia de KM para populacdo de flebotomineos
de Unai apresentou o grupo controle matando poucos individuos, seguido
das dosagens 7 ug/ml, 3 ug/ml, 5 ug/ml e 9 ug/ml. Neste municipio, desde os
20 primeiros minutos de exposi¢cao constata-se que a curva de sobrevivéncia
da dose de 7 ug/ml variou pouco em relacdo as outras. Apés os 120 minutos
de bioensaio, nenhuma das dosagens matou 100% dos flebotomineos
(Figura 12). A taxa de mortalidade para a populacédo de Unai foi de 69%. Em
comparacdo com as curvas de sobrevivéncia da LRS, esta populacéo
apresentou maior tolerancia ao inseticida durante os primeiros 30 minutos de
exposi¢do. Apds 60 minutos de exposicdo, a LRS apresentou alta taxa de
sobrevivéncia nas concentracdes de 3 e 5 ug/ml, enquanto que a populacao
de Unai mostrou grande mortalidade para as doses de 3. 5 e 9 ug/ml. Ao
final dos 120 minutos de exposi¢cdo, a concentracdo de 7 ug/ml da populacao
de Unai obteve maior taxa de sobrevivéncia em comparacdo a LRS, nessa
mesma dose. Para as outras concentracdes a populacao da LRS apresentou

maior taxa de sobrevivéncia.

Para a populacao de flebotomineos de Paracatu, a andalise das curvas
de sobrevivéncia de KM apontou a dose controle com alta taxa de
sobrevivéncia, seguida da dose de 3 ug/ml, 7 ug/ml, 5 ug/ml e 9 ug/ml. Nos
primeiros 60 minutos de exposi¢cdo, a dose de 3 ug/ml apresentou a maior
taxa de mortalidade, porém ao final do bioensaio registrou-se taxas menores
gue as demais doses. Nao houve mortalidade de 100% para as dosagens,
neste bioensaio (Figura 13). Aproximadamente 72% dos flebotomineos
expostos, neste municipio, morreram ao final das duas horas de exposicéo
dos bioensaios. Quando comparada as curvas de sobrevivéncias desta
populacdo em relacdo a LRS, nota-se que desde os primeiros minutos a taxa

de mortalidade dos flebotomineos de Paracatu foi maior para todas as

58



concentragdes. Apos 60 minutos de exposi¢do, as concentracdes de 3 e 9
ug/ml propiciam maior mortalidade na populacédo de Paracatu. Ao término da
exposicao as concentracdes de 3, 5 e 9 ug/ml apresentaram maior taxa de
mortalidade na populacdo de Paracatu, enquanto que a dose de 7 ug/ml
apresentou maior mortalidade na LRS.

As curvas de sobrevivéncia de KM para a populagdo de Belo
Horizonte, mostrou o controle matando poucos individuos, seguido das
dosagens 3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml. A dose de 9 ug/ml alcancou
100% de mortalidade com 100 minutos de exposicdo. A dose de 7 ug/ml
alcancou com 120 minutos. As demais doses n&do mataram 100% dos
flebotomineos (Figura 14). Ao final das duas horas dos bioensaios, cerca de
83% dos flebotomineos, da populacdo de Belo Horizonte morreram. Em
comparacao com as curvas de sobrevivéncia da populacdo da UFMG (LRS),
os flebotomineos de Belo Horizonte apresentaram maior taxa de mortalidade
durante os 120 minutos de exposigéo.

Na populacao de flebotomineos procedentes de Pirendpolis, a anélise
das curvas de sobrevivéncia de KM, apontou a dose controle com taxa de
sobrevivéncia maior do que as demais doses, porém proxima a 50%. Em
seguida registrou-se a dose de 3 ug/ml, 7 ug/ml, 5 ug/ml e 9 ug/ml. A dose 9
ug/ml mostrou uma taxa de mortalidade maior que as demais, desde os
primeiros 20 minutos de exposicdo. Neste municipio, nenhuma das
dosagens alcancou 100% de mortalidade (Figura 15). Nesta populacdo, 69%
dos flebotomineos morreram ao final dos 120 minutos de exposicdo. Quando
comparadas as curvas de sobrevivéncia entre as populacdes de Pirendpolis
e da LRS, nota-se que apos 30 minutos de exposicdo, as taxas de
mortalidade para as concentracbes de 3 e 5 ug/ml foram maiores na
populacdo de Pirendpolis, enquanto que a mortalidade das doses de 7 e 9
ug/ml foram na LRS. ApO6s 60 minutos de exposicdo, somente a
concentracdo de 7 ug/ml apresentava maior mortalidade na LRS. Ao final
dos 120 minutos, a populacdo de Pirendpolis teve maior taxa de mortalidade

nas concentracdes de 3, 5 e 9 ug/ml.
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A andlise das curvas de sobrevivéncia de KM, apontou a dose
controle com alta taxa de sobrevivéncia, seguida da dose de 3 ug/ml, 9
ug/ml, 5 ug/ml e 7 ug/ml, na populacdo de flebotomineos de Montes Claros.
Ndo houve mortalidade de 100% dos flebotomineos para nenhuma das
dosagens (Figura 16). Nos bioensaios desta populacdo, aproximadamente
70% dos flebotomineos morreram ao final das exposic6es de duas horas.
Em comparacdo com as curvas de sobrevivéncias da LRS, a populacdo de
Montes Claros apresentou maior taxa de sobrevivéncia para as
concentracfes de 3 e 5 ug/ml no tempo de 30 minutos. Essa caracteristica
se repetiu com 60 minutos de exposicao. Ao final dos 120 minutos, a LRS
apresentou maior taxa de sobrevivéncia em todas as concentracdes

testadas.

As curvas de sobrevivéncia de KM para a populacao de flebotomineos
de Januaria mostraram o0 grupo controle matando poucos individuos,
seguido das dosagens 3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml. As dosagens de
5, 7 e 9 ug/ml chegaram préximo a mortalidade de 100% dos insetos
expostos, porém ndo alcancaram esta marca (Figura 17). A exposicdo dos
flebotomineos, neste municipio matou 77% da populacdo em duas horas de
bioensaio. Quando comparada com a LRS, a populacdo de Januaria
apresentou maior taxa de mortalidade em todas as concentracées durante

todo os 120 minutos de exposicao.
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6. DISCUSSAO

Os flebotomineos capturados em campo e utilizados nos
experimentos com alfacipermetrina sdo espécimes comumente encontrados
nessas localidades, ndo se tratando de novos registros para as mesmas ou
para os Estados (Galati, 2015). Em um primeiro momento a espécie alvo do
trabalho foi Lu. longipalpis e para tal optou-se por coletas quando a
densidade da mesma estivesse alta nos referidos municipios, segundo
informacBes do orgdos de saude locais. Como observado na Tabela 4 a
espécie Lu. longipalpis predominou em todas as areas, porém com baixa
densidade em alguns municipios como Belo Horizonte, Januaria e
Pirenopolis ndo sendo suficientes para a realizacdo das tréplicas
experimentais propostas, utilizando de 10 a 20 espécimes para cada uma
das cinco garrafas (ver item 4.3). Dessa forma optou-se por avaliar os
tratamentos sobre Phlebotominae, dado que outras espécies, incluindo
importantes vetores de espécies de leishmania causadoras de LTA como

Ny. whitmani, Ny. neivai e Ny. intermedia também foram identificadas.

A espécie Lu. longipalpis correspondeu a 85% dos flebotomineos
utilizados nos bioensaios. De acordo com Brogdon e Chan (2010), caso 95%
dos espécimes testados forem de uma espécie predominante, o teste pode
ser considerado valido para aquela determinada espécie. Caso ndo ocorra
essa predominancia, os autores sugerem que uma pré-identificacdo seja
feita antes do bioensaio por meio de sedacdo dos insetos com acetato
etilico. Apds a identificacdo, os insetos seriam separados especificamente e
testados. Porém, para identificacdo especifica de flebotomineos utiliza-se a
morfologia interna e 0os mesmos devem ser montados entre lamina e
laminula e visualizados com auxilio de microscopia 6tica. Recomenda-se
assim, nesse trabalho, que a avaliacédo de suscetibilidade de populacdes de

flebotomineos de campo a um determinado inseticida seja desenvolvida de
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forma geral e ndo especifica como ocorre com outros insetos vetores, dado
gue a morfologia externa ndo pode ser utilizada para identificacdo segura de
todas as espécies, principalmente fémeas. Ainda que fosse possivel essa
pré-identificacdo, sedar os espécimes poderia leva-los a morte, antes
mesmo dos experimentos, devido a sua fragilidade. Um nimero ideal para a
realizacdo dos testes seria proximo ao observado dos espécimes
provenientes da UFMG e Montes Claros (Tabela 4). Diante disso todos os
dados foram analisados e comparados, pois ha pouca informacdo da
literatura sobre o efeito de inseticidas, utilizando quaisquer dos critérios
mensurados, fornecendo subsidios para estudos futuros que visem o

controle quimico de flebotomineos.

Devido a dificuldade em se coletar um grande nuamero de
flebotomineos no campo, durante os experimentos os flebotomineos néo
foram sexados. Como somente as fémeas s&o responsaveis pela
transmissdo de patégenos, parte dos poucos estudos de resisténcia com
esse grupo de insetos ndo utilizam machos. Alexander et al. (2009) notaram
gue machos de Lu. longipalpis oriundos de Montes Claros e Lapinha, Minas
Gerais, se mostraram mais suscetiveis do que fémeas, para malation,
permetrina e fenitrotion, ja as fémeas foram mais suscetiveis para
deltametrina e lambda-cialotrina. Dinesh et al. (2008), na india, verificaram
que machos de Ph. argentipes se mostraram mais suscetiveis a permetrina
do que flebotomineos fémeas. Essas diferencas poderiam influenciar na
escolha de inseticida ideal para programas de saude que visem o controle
das leishmanioses, particularmente no caso de Lu. longipalpis onde se sabe
gue o macho atrai a fémea para a cépula indicando por meio de sinais
quimicos (feromonios, batimento de asas) o local para hematofagia (Soares
e Turco, 2003). No Velho Mundo, Li et al. (2015) avaliaram a suscetibilidade
de Ph. papatasi e Ph. duboscqi para cipermetrina, deltametrina, ciflutrina,
lambda-cialotrina, permetrina, praletrina, clorpirifés, coumafds, diazinon e

diclorvds, e indicaram o uso de machos em bioensaios de suscetibilidade.
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Como descrito anteriormente, dois critérios de mortalidade foram
adotados: os flebotomineos foram considerados mortos quando estavam
totalmente iméveis (A) ou os flebotomineos foram considerados mortos
gquando apresentavam perda das pernas (B). A perda das pernas em
flebotomineos foi relatada por Alexander et al. (2009) quando espécimes de
Lu. longipalpis foram expostos a inseticidas piretroides e segundo os autores
tal fendmeno acarretaria na incapacidade de se alimentarem e, no caso das
fémeas de transmitirem Leishmania. Possivelmente, tal fato acontece na
natureza e esse dado bioldgico (perda de pernas) foi utilizado como critério
de mortalidade nos experimentos com a alfacipermetrina. Observou-se que
as taxas de mortalidade e, consequentemente, as DLsp, RRsg, TLsp € TLgs
seriam totalmente diferentes das apresentadas neste trabalho se o critério
de mortalidade “B” fosse utilizado durante o presente estudo. Para as DLsg €
RRso este critério ndo poderia ser avaliado, pois matou 100% dos insetos em
varios municipios inviabilizando a analise dessas dosagens no programa
Probit. Como essa observacao foi sugerida somente apos as avaliagdes nos
municipios de Unai e Paracatu, onde a perda de pernas do flebotomineos foi
frequente, os mesmos ndo puderam ser avaliados para o critério de

mortalidade B.

Na literatura séo raros os trabalhos cientificos que relatam o critério
de mortalidade adotado. O critério de mortalidade “A” foi preconizado por
Brogdon & Chan (2010), para avaliagcdo da suscetibilidade a inseticidas em
mosquitos e também foi utilizado por Delinger et al. (2015) em bioensaios
com flebotomineos. Critérios de mortalidade que consideram efeitos
subletais, como a perda das pernas de flebotomineos, foram adotados em
avaliacbes de suscetibilidade de triatomineos (Hemiptera: Reduviidae).
Nestes trabalhos, triatomineos com sinais de paralisia e falta de resposta a
estimulos externos foram considerados mortos (Gomez et al.; Pessoa et al.
2015b). De acordo com a OPAS (2005) populacdes de triatomineos com RR
> 5 sdo considerados resistentes a um determinado inseticida testado. Para

as populacdes do mosquito Aedes aegypti a RR > 3 permite classificar como
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sendo resistentes (Brasil, 2006b). Neste estudo, a maior RR foi encontrada
na populacdo de Pirendpolis, RR5y de 1,62. Até o presente momento, nao
existe uma definicdo clara e precisa de um valor de RRs, que permita
confirmar ou ndo um perfil de resisténcia estabelecida para populacdes de
flebotomineos, tal como para triatomineos e Aedes aegypti, 0 que justifica a
necessidade de estudos de varias populacdes para definir tais pontos de

corte (Pessoa et al. 2015a).

Os flebotomineos provenientes de Unai, Januaria e Pirendpolis
apresentaram uma alta taxa de mortalidade para o controle de 30%, 39% e
44%, respectivamente. Embora Brogdon e Chan (2010) recomendem, para
culicideos, o descarte de bioensaios cuja mortalidade observada no controle
seja superior a 10%, no presente estudo essa padronizacdo foi ignorada
devido ao baixo numero de flebotomineos coletados na maioria dos
municipios, aliado a sua flutuacdo populacional, dificuldade de criacdo dos
mesmos e dependéncia da rotina dos servigos de saude. A acetona utilizada
no grupo controle pode ter interferido na taxa de mortalidade dos espécimes,
para as localidades acima citada, pois sabe que a mesma possui efeito
anestésico sobre insetos, 0s quais se expostos durante muito tempo
morreriam. Uma comparacdo entre esse produto e o alcool avaliando a
suscetibilidade de Pi. evansi para os inseticidas deltametrina e lambda-
cialotrina mostrou repeléncia dos flebotomineos as garrafas impregnadas
com inseticidas diluidos com acetona. Garrafas impregnadas com o0s
mesmos inseticidas diluidos em alcool ndo interferiram no comportamento

dos insetos (Henriquez et al. 2009).

Como relatado acima, durante a execugdo do trabalho algumas
limitagGes impediriam uma implementacao eficaz e imediata dos resultados
obtidos, a0 mesmo tempo em que ofereceu ferramentas para futuros
estudos visando o controle desses vetores. Os flebotomineos de Pirendpolis,
Goias foram os uUnicos espécimes estudados que apresentaram valores de
DLsp € RRsp maiores que da LRS (RRsp > 1) indicando maior tolerancia a

inseticida por parte dessa populacdo. Em Pirendpolis a maioria dos
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flebotomineos testados no bioensaio foram Lu. longipalpis, porém, o
resultado da RRsy de 1,62 pode ter sido influenciado pela presenca de
outras seis espécies detectadas apos a identificacdo, tendo em vista que
cada espécie possui mecanismos especificos no processo de absorcao,
penetragdo e detoxificacdo de inseticidas, baseados no tamanho, idade e
sexo de cada espécie analisada. As populacdes de Paracatu, Montes Claros
e Januaria apresentaram valores de DLsp, € RRsp menores que da LRS (RRs
< 1). Uma hipoétese para essa alta taxa de mortalidade das populacbes de
campo pode estar ligada ao pouco tempo de aclimatacdo dos espécimes (2
horas) antes da realizagdo dos experimentos. De Silans et al. (1998)
avaliando populactes de Lu. longipalpis de campo, deixaram os espécimes
aclimatando por 12 horas. Hassan et al. (2012) e Maroli et al. (2002)
avaliaram perfis de suscetibilidade de flebotomineos do género Phlebotomus
provenientes de campo, testando F1 e F3, respectivamente. As populacdes
de flebotomineos de Unai e Belo Horizonte nao tiveram seus valores de DLsg
e RRsg calculados, talvez, por vieses pontuais ocorridos nestes municipios.
No primeiro, o umedecimento de algumas garrafas fez com que alguns
flebotomineos permanecessem aderidos nas paredes dos frascos. Em Belo
Horizonte, devido a um viés logistico, as armadilhas eram desinstaladas
entre 8h30 e 10 horas da manhd. O elevado tempo de exposicdo dos
flebotomineos aos raios solares, durante o periodo da manha, poderia ter

influenciado nas estimativas de mortalidade e sobrevivéncia neste municipio.

Maroli et al. (2002) avaliando TL em popula¢cdes de Ph. papatasi e Ph.
perniciosus para 0s inseticidas permetrina, lambda-cialotrina e DDT,
verificou que o TLsp variou de 3 a 20 minutos de exposi¢ao, dependendo do
inseticida e da espécie exposta. Para o TLgs, 0s valores variaram de 43 a
258 minutos. Neste estudo, o TLsp variou 10 a 100 minutos, dependendo do
criterio de mortalidade adotado, da dosagem utilizada e da populagéo
analisada. Para o TLgs, essa variacao foi de 20 a 120 minutos. A maioria dos

estudos de suscetibilidade de flebotomineos a inseticida visam encontrar a
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dose/mortalidade. Portanto, comparacdes de tempo/mortalidade séo dificeis

de serem avaliadas.

De forma geral, as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para
todas as populacdes mostraram uma maior mortalidade nas populacdes de
campo, quando comparadas a populacéo de referéncia. Pessoa et al. (2014)
avaliando o perfil de suscetibilidade de Triatoma sordida (Hemiptera:
Reduviidae) a deltametrina, registraram trés populacbes de campo mais
resistente do que a populacdo de laboratorio. Os autores acreditam que
estes insetos ja possuiam alelos de resisténcia quando foram coletados e
que estes alelos foram mantidos e transferidos para as geragdes seguintes.
Este fato pode ter se repetido com a populacéo de Lu. longipalpis da UFMG.
Apesar do fato da LRS ser criada e mantida em col6onia desde 2006, nota-se
que a sua origem foi o estado do Piaui, especificamente do municipio de
Teresina. Portanto, no passado essa populacdo pode ter sofrido intensas
exposi¢Oes a inseticidas, considerando-se que sdo provenientes de areas
endémicas de LV e LTA (Figuras 4 e 5). Dados futuros de biologia molecular
com as fémeas utilizadas no presente estudo poderdo confirmar ou refutar

essa hipotese.

A Organizacdo Mundial de Saude (1998) preconiza que uma taxa de
mortalidade superior a 98% indica uma populacao suscetivel. A mortalidade
entre 80 e 97%, sugere a possibilidade de resisténcia e recomenda novos
estudos para confirmacao. Mortalidade inferior a 79% sugere resisténcia dos
insetos estudados. Essas classificacbes sdo baseadas e utilizada em
bioensaios com mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, porém foi
adotada na classificacdo da resisténcia de algumas espécies de
flebotomineos (Delinger et al. 2015). Seguindo-a, com excecdo da
populacdo de Belo Horizonte, o presente estudo mostrou indicios de
resisténcia, ou seja, 0S municipios apresentaram populacdes de
flebotomineos com alteragbes na suscetibilidade, indicando provavel
tolerancia, especificamente ao piretroide alfacipermetrina. Porém, a

interpretacdo desses resultados exige cautela, necessitando de estudos
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complementares, como por exemplo, a realizagdo de bioensaios de campo
para avaliar a eficiéncia e o impacto das acfes de controle quimico nos

municipios pesquisados.

Embora parte dos resultados seja inconclusiva em relacdo a
resisténcia dos flebotomineos testados, devido a possiveis problemas
metodoldgicos expostos e discutidos acima, a conducdo dos experimentos
pode ser validada pela resposta dose-dependente ao inseticida
alfacipermetrina, conforme mostra a Figura 10. Outro fator importante trata-
se da selecdo de uma LRS, na qual seja considerada como padrdo para
futuros estudos que envolvam a suscetibilidade de flebotomineos. Pessoa et
al. (2015) recomendaram a utilizacdo da populacdo de flebotomineos
procedentes de caverna, localizada na Gruta da Lapinha, estado de Minas
Gerais, Brasil. As populacdes de flebotomineos da Jacobina, na Bahia e
Espirito Santo do Pinhal, em Sao Paulo também apresentam potencial para
serem consideradas LRS em futuros estudos.

O controle quimico de flebotomineos preconizado pelo MS do Brasil €,
possivelmente, a acdo mais laboriosa de se executar devido a diversidade
das espécies, as escassas informacdes sobre biologia e variabilidade
genética desses vetores, que se alteram em funcéo de fatores bidticos e
abidticos. A necessidade de financiamento de pesquisas no Brasil visando o
controle quimico, em parceria com 6rgaos de salde competentes, é o
primeiro passo para a discussao de novas estratégias a serem empregadas.
Como exposto nesse estudo pioneiro, muitas perguntas deverdo ser
respondidas em laboratério e, principalmente, em condicbes de campo.
Ainda sim, as informacdes contidas neste trabalho poderdo, sem duvida
alguma, subsidiar o Programa Nacional de Controle das Leishmanioses do
Ministério da Saude do Brasil na implantacdo de uma rede de
monitoramento de resisténcia de flebotomineos aos inseticidas utilizados no
seu controle, em nivel de estado e, quem sabe, futuramente em nivel de

pais.
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Relatérios contendo as informacdes a respeito do perfil de
suscetibilidade dos flebotomineos de cada municipio serdo enviados para as
Secretarias Estaduais e Municipais de Saude apds as correcdes e a

impresséo final deste documento.
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7. CONCLUSOES

v' O método de bioensaio com garrafa do CDC mostrou-se uma técnica
atil para mensurar possiveis alteracbes na suscetibilidade de
flebotomineos a inseticidas, porém necessita de ferramentas
complementares, tais como, bioensaios bioquimicos, moleculares e

de campo;

v' A estimativa da dose ideal para bioensaio foi de DLso= 2,38 ug/ml por
garrafa e o tempo diagnostico foi de 70 minutos para a dose de 3
ug/ml, 60 minutos para a dose de 5 ug/ml, 50 minutos para a dose de

7 ug/ml e 40 minutos para a dose de 9 ug/ml;

v' As populacbes de flebotomineos oriundas dos municipios de Unai,
Paracatu, Belo Horizonte, Pirenépolis, Montes Claros e Januaria,
assim como a LRS apresentaram alteracbes nos perfis de
suscetibilidade, indicando  maior tolerancia ao  piretréide

alfacipermetrina.
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Apéndice 1. Documento oficial da Universidade de Brasilia enviada a

Secretaria de Saude de Goias.

Nicleo de Medicina Tropical
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

Carta n° 002/2015 — PPGMT/FM/UnB Brasilia, 27 de margo de 2015.

A Senhora

Dr?. Maria Barbara Helou Rodrigues

Diretora Geral do Laboratério de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros
Goiania - GO

Assunto: Solicitacdo de captura de flebotomineos - vetores das
Leishmanioses

1 Dirijo-me a Vossa Senhoria para informar que poucos trabalhos
tém sido realizados para detectar mudangas na susceptibilidade de populagées
flebotominicas, em relagcdo aos inseticidas utilizados no seu controle. A
resisténcia a inseticidas é definida pela Organizagdo Mundial de Sadde como
sendo uma caracteristica herdavel, portanto genética, ao qual confere um
aumento na tolerancia a um pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os
individuos resistentes sobrevivem a concentracdo do(s) componente(s) que
seriam normalmente letais para a maioria dos individuos de uma populagéo da

mesma espécie (suscetivel).

2. Recentemente, sob a coordenagéo do Prof. Marcos T. Obara, da
Universidade de Brasilia (UnB), foi aprovado o projeto,
intitulado: “Monitoramento da Resisténcia de Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae) — principal vetor da leishmaniose visceral, no Brasil",
na Chamada Universal- MCTI/CNPQ n° 14/2014. Este projeto tem como
objetivo caracterizar o perfil de suscetibilidade de diferentes populagbes
naturais de Lu. longipalpis ao piretroide alfacipermetrina utilizado no Programa
de Controle das Leishmanioses. A Secretaria de Estado da Salde de Goias
sera parte integrante desta pesquisa que visa promover e fomentar a melhoria

continua dos servigos prestados pelos Laboratérios de Entomologia Médica.

Ndcleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970 Fone: +55-61-3107-0081; email: pgtropical@unb.br
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Ndcleo de Medicina Tropical
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL
3. De um modo geral, o0 monitoramento consiste em:

a) Captura de flebotomineos provenientes de &areas submetidas as

agoes de controle vetorial.

b) Um total de 300 espécimes de Lu. longipalpis oriundos de campo
serdo expostos, a pelo menos quatro diluigdes. Cada prova bioldgica tera trés
replicagdes, em diferentes momentos.

c) A intensidade da resisténcia serad avaliada por meio da proporgéo de

individuos suscetiveis e da relagdo entre a dose e o tempo diagnostico.

d) A UnB enviard um relatério dos resultados obtidos para oérgdos
envolvidos, quanto a possivel existéncia de focos de populagdes flebotominicas

resistentes.

4. O inicio do projeto de monitoramento esta previsto para o més de
maio deste ano, a principio para Lu. longipalpis. Diante do exposto, solicitamos
0 apoio para a realizagdo de captura da espécie acima citada. As amostras
entomoldgicas deverdo ser enviadas até o laboratério local, de acordo com a
metodologia, em anexo. Preferencialmente, recomenda-se a indicagdo de trés
(03) municipios com grande quantidade de Lu. longipalpis para a realizagédo

dos bioensaios.

5. Qualquer davida ou necessidade de orientagéo entrar em contato
com Douglas de Almeida Rocha, pelo telefone (61) 8590-0569 ou pelo e-mail:
dougalmeidarocha@gmail.com ou Marcos T. Obara, pelo telefone (61) 8132-
1514 e e-mail: marcos.obara@gmail.com.

Atenciosamente,
Prof. Gusfavo Adolfo Sierra Romero Pro‘? /
Coordenador
Programa de Pés-Graduagao em Progr: a
Medicina Tropical Medicina Tropical

Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitério Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970  Fone: +55-61-3107-0081; email: pgtropical@unb.br
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PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

PROTOCOLO DE CAPTURA DE FLEBOTOMINEOS

As populagdes de Lu. longipalpis provenientes do campo devem ser
capturados por meio de armadilhas tipo CDC e/ou Shannon que ser&o
instaladas em locais com maior probabilidade de ocorréncia de
flebotomineos, tais como: galinheiros, canis, chiqueiros, entre outros.
Serdo instaladas um total de 10 armadilhas durante o periodo

crepuscular e retiradas no inicio da manha;

As gaiolas de naylon devem ser retiradas cuidadosamente da parte
superior das armadilhas CDCs para evitar a fuga dos flebotomineos
capturados. Apds a separagdo, as gaiolas devem ser acondicionadas
em caixas grandes de plastico ou de isopor para proteger as espécies
contra ventos fortes, elevada temperatura, intensa luminosidade e
quaisquer outros elementos que possam danificar o material

entomoldgico;

Na parte superior da gaiola deve-se colocar um pequeno chumago de
algodédo umedecido com solugdo agucarada (10%), a fim de alimentar os
flebotomineos durante o trajeto. Ainda, para manter a temperatura
estavel recomenda-se colocar no interior das caixas papéis toalha

umedecido ou cobrir as gaiolas com toalha Umida.

Todas as amostras enviadas devem apresentar fichas de registros
padronizados, contendo os seguintes dados: local de coleta (municipio,

regido, Estado, Pais); data da coleta, nome do coletor e tipo de habitat.

Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970  Fone: +55-61-3107-0081; email: pgtropical@unb.br



Apéndice 2. Documento oficial da Universidade de Brasilia enviada a

Secretaria de Saude de Minas Gerais.

o]

Nucleo de Medicina Tropical
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA TROPICAL

Carta n° 003/2015 — PPGMT/FM/UnB Brasilia, 27 de margo de 2015.

A Senhora

Dra. Marcela Lencine Ferraz

Diretora de Vigilancia Ambiental

Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais — SES/MG
Belo Horizonte - MG

Assunto: Solicitagdo de captura de flebotomineos - vetores das
Leishmanioses

1. Dirijo-me a Vossa Senhoria para informar que poucos trabalhos
tém sido realizados para detectar mudangas na susceptibilidade de populagdes
flebotominicas, em relagdo aos inseticidas utilizados no seu controle. A
resisténcia a inseticidas é definida pela Organizagdo Mundial de Satde como
sendo uma caracteristica herdavel, portanto genética, ao qual confere um
aumento na tolerancia a um pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os
individuos resistentes sobrevivem a concentragdo do(s) componente(s) que
seriam normalmente letais para a maioria dos individuos de uma populagdo da

mesma espécie (suscetivel).

2. Recentemente, sob a coordenagdo do Prof. Marcos T. Obara, da
Universidade de Brasilia (UnB), foi aprovado o projeto,
intitulado: “Monitoramento da Resisténcia de Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae) — principal vetor da leishmaniose visceral, no Brasil’,
na Chamada Universal- MCTI/CNPQ n° 14/2014. Este projeto tem como
objetivo caracterizar o perfil de suscetibilidade de diferentes populagtes
naturais de Lu. longipalpis ao piretréide alfacipermetrina utilizado no Programa
de Controle das Leishmanioses. A Secretaria de Estado da Saude de Minas
Gerais sera parte integrante desta pesquisa que visa promover e fomentar a
melhoria continua dos servigos prestados pelos Laboratdrios de Entomologia
Médica.

Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970  Fone: +55-61-3107-0081; email: pgtropical@unb.br
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3. De um modo geral, 0 monitoramento consiste em:

a) Captura de flebotomineos provenientes de areas submetidas as

agdes de controle vetorial.

b) Um total de 300 espécimes de Lu. longipalpis oriundos de campo
serdo expostos, a pelo menos quatro diluicées. Cada prova biologica tera trés
replicacdes, em diferentes momentos.

¢) A intensidade da resisténcia sera avaliada por meio da proporgao de

individuos suscetiveis e da relagéo entre a dose e o tempo diagnostico.

d) A UnB enviara um relatério dos resultados obtidos para 6rgéos
envolvidos, quanto a possivel existéncia de focos de populagdes flebotominicas

resistentes.

4. 0 inicio do projeto de monitoramento esta previsto para o més de
abril deste ano, a principio para Lu. longipalpis. Diante do exposto, solicitamos
o apoio para a realizagdo de captura da espécie acima citada. As amostras
entomoldgicas deverdo ser enviadas até o laboratério local, de acordo com a
metodologia, em anexo. Preferencialmente, recomenda-se a indicacdo de trés
(03) municipios com grande quantidade de Lu. longipalpis para a realizagdo

dos bioensaios.

5. Qualquer dvida ou necessidade de orientag&o entrar em contato
com Douglas de Almeida Rocha, pelo telefone (61) 8590-0569 ou pelo e-mail:
dougalmeidarocha@gmail.com ou Marcos T. Obara, pelo telefone (61) 8132-

1514 e e-mail: marcos.obara@gmail.com.

Atenciosamente,
N\ -
Prof. vo Adolfo Sierra Romero Prof: cos Takashi Obara
Coordenador Professor Adjunto |
Programa de Pds-Graduagdo em Programa de Pés-Graduagdo em

Medicina Tropical edicina Tropical

Ntcleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970  Fone: +55-61-3107-0081; email: pgiropicai@unb.br
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PROTOCOLO DE CAPTURA DE FLEBOTOMINEOS

As populacbes de Lu. longipalpis provenientes do campo devem ser
capturados por meio de armadilhas tipo CDC e/ou Shannon que serdo
instalados em locais com maior probabilidade de ocorréncia de
flebotomineos, tais como: galinheiros, canis, chiqueiros, entre outros.
Serdo instaladas um total de 10 armadilhas durante o periodo

crepuscular e retiradas no inicio da manha;

As gaiolas de naylon devem ser retiradas cuidadosamente da parte
superior das armadilhas CDCs para evitar a fuga dos flebotomineos
capturados. Apds a separagdo, as gaiolas devem ser acondicionadas
em caixas grandes de plastico ou de isopor para proteger as espécies
contra ventos fortes, elevada temperatura, intensa luminosidade e
quaisquer outros elementos que possam danificar o material

entomolégico;

Na parte superior da gaiola deve-se colocar um pequeno chumago de
algoddo umedecido com solugdo agucarada (10%), a fim de alimentar os
flebotomineos durante o trajeto. Ainda, para manter a temperatura
estavel recomenda-se colocar no interior das caixas papéis toalha

umedecido ou cobrir as gaiolas com toalha Umida.

Todas as amostras enviadas devem apresentar fichas de registros
padronizados, contendo os seguintes dados: local de coleta (municipio,

regido, Estado, Pais); data da coleta, nome do coletor e tipo de habitat.

Ntcleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia, CP 04517. Campus Universitario Darcy
Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF. Brasil 70904-970 Fone: +55-61-3107-0081; email: pgtropical@unb.br




Apéndice 3. Coordenadas geograficas dos pontos de capturas de

flebotomineos.

Municipio / Bairro Latitude Longitude
Unai-MG
Sagarana S 16° 22' 22.4" W 046° 53' 05.3"
Nowo Jardim S 16° 22' 04.0" W 046° 53' 01.0"
Cachoeira S 16° 20' 58.0" W 046° 53' 09.2"
Agua Branca S 16° 20" 17.3" W 046° 53' 29.7"
Mamoeiro S 16° 18'17.4" W 046° 54' 03.4"
Santa Clara S 16°17'15.7" W 046° 53' 50.4"
Kamayura S 16° 24' 38.8" W 046° 54' 05.8"
De Lourdes S 16° 22'10.4" W 046° 54' 11.2"
Paracatu-MG
Nossa Senhora de Fatima S 17°13'31.3" W 046° 51' 34.6"
Powado Sdo Domingos S 17° 12' 25.8" W 046° 51' 38.5"
Alto do Acude S 17°12'37.3" W 046° 51' 35.9"
JK S 17°13'02.3" W 046° 51' 49.4"
Vista Alegre S 17° 13'00.3" W 046° 51' 20.8"
Belo Horizonte-MG
Salgado Filho S 19° 56' 56.1" W 043° 58" 38.0"
Salgado Filho S 19° 56' 53.7" W 043° 58' 37.9"
Salgado Filho S 19° 56' 48.8" W 043° 58' 33.7"
Salgado Filho S 19° 56' 48.0" W 043° 58' 45.1"
Pirenopolis-GO
Jardim Babildnia S 15° 51' 50.8" W 048° 58' 14.2"
Vila Boa S 15° 51' 45.2" W 048° 58' 05.1"
Vila Matutino S 15° 50' 54.5" W 048° 50" 05.7"
Alto do Bonfim S 15°51' 05.1" W 048° 56' 45.1"
Pedreirinha S 15° 50' 42.4" W 048° 55' 03.3"
Bonfim S 15°51' 18.5" W 048° 56' 20.3"
Centro S 15° 51' 27.5" W 048° 57' 24.7"
Tatersol S 15°51'41.2" W 048° 58' 13.3"
Caxambu S 16° 00' 53.4" W 049° 02' 24.8"
Carmo S 15° 50' 51.5" W 048° 57' 32.5"
Frota S 15°49'22.1" W 048° 59' 40.8"
Montes Claros-MG
Morrinhos S 16° 44' 04.7" W 043° 51'42.3"
Morrinhos S 16° 43' 59.5" W 043° 51' 58.3"
Maracana S 16° 45' 40.9" W 043° 51' 50.0"
Amazonas S 16° 41'52.9" W 043° 51' 53.0"
Januaria-MG
Coqueiro S 15° 25' 55.6" W 044° 24" 39.7"
Brejo do Amparo S 15° 26' 31.4" W 044° 24' 06.6"
Sitio S 15° 25' 37.0" W 044° 24' 24.4"
Limeira S 15° 27' 05.2" W 044° 23' 04.5"
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Apéndice 4. Ficha de resultados do bioensaio com garrafa.

Ficha de resultados do bioensaio com garrafa
Data:
Inseticida:
Local de coleta:
Dosagem:

Dados de campo:

Tempo Controle Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4
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Caracterizacdo da suscetibilidade de Phlebotominae (Diptera:
Psychodidae) ao inseticida alfacipermetrina

Douglas de Almeida Rocha', Andrey José de Andrade?, Luciana Moura
Reinaldo® e Marcos Takashi Obara.

marcos.obara@gmail.com

1- Nucleo de Medicina Tropical, Universidade de Brasilia; 2- Laboratorio de
Parasitologia Médica e Biologia de Vetores, Faculdade de Medicina,
Universidade

de Brasilia; 3- Departamento de Estatistica - Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade de Brasilia

Apoio financeiro da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel

Superior (CAPES).

Resumo
Caracterizacdo da suscetibilidade de Phlebotominae (Diptera: Psychodidae)

ao inseticida alfacipermetrina

As leishmanioses representam um conjunto de doencas infecciosas, que séo
transmitidas principalmente pela picada de flebotomineos. Uma das medidas
de controle dessas enfermidades € combate aos vetores por meio de
inseticidas. Apesar das continuas e intensivas campanhas de controle contra
os flebotomineos poucos estudos tém sido realizados para detectar

mudancas na suscetibilidade de popula¢des desses insetos, em relacdo aos

inseticidas utilizados no seu controle. O objetivo do estudo foi caracterizar o
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perfil de suscetibilidade de populacbes naturais de flebotomineos ao
piretréide alfacipermetrina. Flebotomineos de seis municipios brasileiros
foram avaliados pela metodologia de garrafas do CDC para diferentes
dosagens (3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml) do inseticida alfacipermetrina.
Ao todo 2.198 flebotomineos foram utilizados nos bioensaios. A espécie
Lutzomyia longipalpis foi a mais capturada em todos 0os municipios. A dose
ideal para diagnoéstico nas alteracbes de suscetibilidade ao inseticida
alfacipermetrina foi de 2,38 ug/ml. O tempo diagnostico variou conforme as
concentracfes do inseticida sendo de 40 minutos para a dosagem de 9
ug/ml, 50 minutos para a dosagem de 7 ug/ml, 60 minutos para a dosagem
de 5 ug/ml e 70 minutos para a dosagem de 3 ug/ml. As curvas de
sobrevivéncia de KM apontaram que as populaces de flebotomineos de
Montes Claros e Paracatu possuem maior tolerancia a inseticidas, seguida
da populacdo de Pirenopolis e Unai. Populacbes de flebotomineos de
Januaria de Belo Horizonte mostraram menores taxas de sobrevivéncia. As
populacdes de flebotomineos oriundas dos municipios de Unai, Paracatu,
Belo Horizonte, Pirendpolis, Montes Claros e Janudria, assim como a LSR
apresentaram alteracfes nos perfis de suscetibilidade, indicando tolerancia
ao piretroide alfacipermetrina

Descritores: Flebotomineos, Leishmanioses, Resisténcia, Bioensaios de

garrafa, Piretrdide.

Abstract
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Characterization of susceptibility Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) to

alphacypermetrin insecticide

Leishmaniases present a group of infectious diseases primarily transmitted
by phlebotomine sand flies bites. One of the control measures of these
diseases are chemical insecticides used against the vectors. Despite of the
continuous and intensive control campaigns few studies have been carried
out to detect changes in the susceptibility of sand flies by insecticides used in
your control. Objective: Characterize the susceptibility profile of populations
of sand flies to alphacypermetrin pyrethroid. Sand flies caught in six Brazilian
municipalities and specimens of laboratory classified as Susceptible Strain
Reference (SSR) were evaluated using CDC bottles trough different
concentrations of alphacypermetrin (3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml and 9 ug/ml).
As control was used acetone P.A. A total of 2,198 sand fly specimens were
used in bioassays and Lutzomyia longipalpis was the species most caught in
all municipalities. Change in the susceptibility for alphacypermetrin was of
2.38 ug/ml. Diagnosis time varied according to the insecticides
concentrations: 40 minutes for 9 ug/ml, 50 min. for 7 ug/ml, 60 min. for 5
ug/ml and 70 min. for 3 ug / ml. Sand fly populations of the municipalities of
Unai, Paracatu, Belo Horizonte, Pirendpolis, Montes Claros and Januaria, as
well as the SSR specimens showed changes in susceptibility profiles,

indicating tolerance a alphacypermetrin.
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Key words: Phlebotomine sand flies, Leishmaniases, Resistence, Bottle

bioassay, Pyrethroid.

Introducéao

As leishmanioses representam um conjunto de doencas infecciosas,
consideradas zoonoses, causadas por diferentes espécies de protozoarios
flagelados, os quais apresentam ciclo de vida heteroxénico, vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados (mamiferos e répteis) e insetos
vetores, estes Ultimos, responsaveis pela transmissdo das leishmanias
(Lainson & Shaw, 1973). Sdo um grave problema de saude publica, estando
registradas em 98 paises, onde 74 sdo endémicos para Leishmaniose
Visceral (LV) e 82 para Leishmaniose Tegumentar (LT), distribuidas por
quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia). Atualmente, cerca de
350 milhdes de pessoas estdo expostas a essas enfermidades em todo
mundo (Alvar et al., 2012).

Até o momento, ndo existe nenhuma vacina eficaz e segura contra as
leishmanioses. Dessa forma as medidas de prevencao e controle baseiam-
se no diagndstico precoce e tratamento dos casos humanos, realizacao de
inquéritos soroldgicos nas populacdes caninas seguidos da eliminacdo dos
animais soropositivos e controle quimico dos vetores (Brasil, 2006a).

No Brasil, as primeiras tentativas de controle quimico de
flebotomineos, ocorreram durante uma campanha no ano de 1953, por meio
de pulverizacdo residual com o inseticida organoclorado dietildicloro

difeniltricloroetano (DDT) (Monteiro et al., 1994). Em 1954, Nery-Guimaraes
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& Bustamante (1954) avaliaram o efeito da aplicacdo do DDT em um foco de
LV, no estado do Rio de Janeiro. Este mesmo inseticida também foi usado
nas agbes de controle da espécie Lutzomyia longipalpis no estados do
Ceara e Minas Gerais nas décadas de 50 e 60 (Oliveira-Filho & Melo, 1994).
Em 1964, o uso de inseticidas residuais foi interrompido, devido aos altos
custos operacionais. Uma nova campanha recomecou no inicio dos anos 80,
guando um grande namero de casos de LV foi notificado (Monteiro et al.,
1994; Brasil, 1999). O DDT, devido aos diversos questionamentos, tais
como: elevada toxicidade para o ser humano e animais domésticos, custo
operacional relativamente alto, necessidade de replicacbes frequentes e sua
inativacdo pelo barro das paredes foi, gradativamente, sendo substituido
pelo uso dos piretrdides, desde o fim dos anos 80 e inicio da década de 90,
sendo aplicados principalmente, em locais que possa haver focos de
flebotomineos.

Com o aumento continuo dos casos de leishmanioses, e um historico
de controle quimico especifico de mais de 60 anos, o monitoramento da
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, principalmente em areas
endémicas, torna-se fundamental para aprimorar as ac¢des de controle
vetorial, no Brasil. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de
suscetibilidade de populacdes naturais de flebotomineos ao piretréide
alfacipermetrina utilizados nos Programas de Controle Estaduais e

Municipais das Leishmanioses.

Material e métodos
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Flebotomineos

Espécimes de Lu. longipalpis suscetiveis (sem possivel resisténcia ao
inseticida), foram provenientes de criacbes obtidas no Laboratério de
Fisiologia de Insetos Hematofagos (LFIH) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) oriundas de Teresina, Piaui. Como preconizado da
Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) (OPAS, 2005) esses
espécimes atendiam o0s critérios para ser uma linhagem suscetivel de
referéncia (LSR).

Os flebotomineos de campo foram capturados em areas endémicas
tratadas com inseticidas, nas quais os Programas Estaduais de Controle das
Leishmanioses realizam aplicacdes continuas e sistematicas com inseticidas
de acéo residual. A selecdo dos municipios para as atividades de captura
obedeceu aos seguintes critérios: i) a realizacdo de um programa especifico
de controle de vetores; ii) antecedentes histdricos de controle de outros
vetores dentro da mesma area geografica; iii)) uso de inseticidas com
finalidades agricolas ha mesma area, onde se localizam os vetores e iv) uso

doméstico de inseticidas.

Areas de estudo

Em Minas Gerais foram selecionados os municipios de Belo Horizonte
(S 19° 56’ 56.1”; W 043° 58’ 38.0”), Januaria (S 15° 25’ 55.6"; W 044° 24’
39.7”), Montes Claros (S 16° 44’ 04.7”; W 043° 51’ 42.3"), Paracatu (S 17°
13’ 31.3”; W 046° 51’ 34.6”) e Unai (S 16° 22’ 22.4”; W 046° 53’ 05.3") no

estado de Goias, o municipio de Pirenépolis (S 15° 51’ 50.8”; W 048° 58’
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14.2”). Os locais de coleta, em cada municipio, foram pré-selecionados pelos
agentes de endemias da localidade, com base em casos humanos e caninos

de LV e/ou na probabilidade de maior ocorréncia de flebotomineos.

Captura dos flebotomineos

Gaiolas de nylon foram acopladas as armadilhas luminosas, dos tipos
HP (Pugedo et al., 2005) e CDC (Sudia & Chamberlain, 1962) instaladas no
crepusculo e retiradas no inicio da manhd, acondicionadas para manter a
umidade e transportadas para os pontos de apoio disponiveis em cada um
dos municipios estudados.

Os flebotomineos foram contabilizados e separados em cinco
capturadores de castro, fechados com algoddo embebidos em agua com
acucar (30%) e mantidos no escuro por duas horas, para aclimatacdo dos

insetos até o bioensaio.

Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados conforme a metodologia de
garrafas de Brogdon & Chan (2010). Garrafas do tipo Wheaton de 250 ml,
foram revestidas com 1 ml de acetona (controle) ou de inseticida nas
dosagens de 3 ug/ml, 5 ug/ml, 7 ug/ml e 9 ug/ml, e os frascos foram girados
de modo que todo seu interior tenha sido revestido pelas solu¢des. Apds a
impregnacgao, as garrafas foram abertas, para evitar condensacéo, e ficaram

armazenadas em locais protegidos da luz durante 24 horas.
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Os flebotomineos machos e fémeas foram introduzidos nas garrafas
com auxilio de pequenos funis para evitar o escape dos insetos. Em média,
18 insetos foram testados por frasco para avaliacdo da taxa de mortalidade.
Apos a introducdo dos insetos no frasco controle e em cada frasco teste, se
deu inicio uma contagem de 2h de exposicdo. A cada 10 minutos, os frascos
foram avaliados para contagem de quantos flebotomineos permaneciam
vivos. Para cada localidade, os bioensaios biol6gicos foram repetidos trés
vezes e a leitura de mortalidade foi realizada por um Unico pesquisador.

Em quatro municipios (Belo Horizonte, Pirendpolis, Montes Claros e
Januaria) e na populacdo de referéncia, apos o0s bioensaios, o0s
flebotomineos foram transferidos para potes com presenca de algodao
umedecido e solucdo acucarada (30%), por 24 horas, para avaliacdo de

possiveis efeitos “knock-down”.

Identificacdo dos flebotomineos

ApoOs os testes, os flebotomineos foram armazenados em alcool 70%
e levados ao Laboratorio de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia para posterior
identificacdo. Machos e fémeas foram montados e clarificados, segundo
Forattini (1973) e identificados utilizando a proposta de Galati (2015). A
abreviacdo dos géneros seguiu a proposta de Marcondes (2007).

As fémeas foram dissecadas e partes do corpo (asa, térax, pernas e

parte do abdémen) foram estocadas para futuras analises genéticas de
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resisténcia (dados néo apresentados). Todos os espécimes encontram-se no

referido laboratorio da UnB.

Analise estatistica

As doses letais que matam 50% (DLsg) dos flebotomineos expostos e
a razéo de resisténcia (RRso) de cada localidade foram estimadas utilizando
0 programa Basic Probit Analisys. Os tempos letais (TL) para cada
populacao foram inferidos por meio da analise das taxas de mortalidade. As
curvas de sobrevivéncia das populacées de flebotomineos foram inferidas
pela andlise de Kaplan-Meier (KM) (2002), utilizando o programa estatistico

R 3.0.2.

Resultados

Ao todo 2.198 flebotomineos foram utilizados nos ensaios biolégicos
com garrafas distribuidos em oito géneros e 16 espécies. A espécie Lu.
longipalpis foi a mais frequente em todos os municipios (Tabela 1).

A DLso da populacdo de referéncia (UFMG) foi de 2,38 ug/ml de
alfacipermetrina. Em Montes Claros a DLs foi 1,03 ug/ml, em Paracatu foi
de 1,31, em Januaria foi de 2,53 e em Pirenépolis, a DLs, foi de 3,87 ug/ml.
Montes Claros, Paracatu e Januaria tiveram RRsy menor que 1 (RRsp < 1),
ou seja, menores que a RRsp da populagédo de referéncia. Pirendpolis teve

RRso de 1,62 (RRsp > 1) (Tabela 2).
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O TL variou entre as dosagens de cada populacdo e entre as
populacdes das diferentes localidades. Na populacdo da UFMG, os
flebotomineos alcancaram o TLso entre 40 e 100 minutos de exposicdo. Em
Belo Horizonte, o TLso variou entre 20 e 50 minutos. No municipio de
Pirenopolis, a variacdo do TLspfoi de 40 a 100 minutos. Em Montes Claros, o
TLso foi alcancado com 60 e 90 mintuos de exposicdo. Em Januaria, essa
variacdo foi de 20 a 60 minutos. Somente a populacdo de Belo Horizonte
alcancou o TLgs e este variou de 60 a 90 minutos de exposicao (Tabela 3).

As curvas de sobrevivéncia de KM demonstram o perfil de
suscetibilidade em relacdo a somatdria de todos os flebotomineos expostos
e as dosagens utilizadas, conforme mostra a Figura 1. A populacdo de
flebotomineos da UFMG obteve a maior taxa de sobrevivéncia, seguida das
populacdes de Paracatu, Montes Claros, Pirenopolis, Unai, Januaria e Belo
Horizonte. Na Figura 2 estdo representadas as taxas de sobrevivéncia de
todas as populacdes, em relacédo as doses de 3, 5, 7, e 9 ug/ml, incluindo o
grupo controle. Nessa mesma figura, é possivel observar um aumento
gradativo da mortalidade, a medida que as dosagens elevam-se,
confirmando a validade do experimento. Esse comportamento das curvas se
manteve por todo o periodo de exposicdo, havendo sobreposicdo das curvas

em alguns momentos.

Discusséo
Em um primeiro momento a espécie alvo do trabalho foi Lutzomyia

longipalpis e para tal optou-se por coletas quando a densidade da mesma

108



estivesse alta nos referidos municipios, segundo informacdes do 6rgaos de
saude locais. Como observado na Tabela 1, a espécie Lu. longipalpis
predominou em todas as areas, porém com baixa densidade em alguns
municipios como Belo Horizonte, Januaria e Pirendpolis ndo sendo
suficientes para a realizacdo das tréplicas experimentais propostas. Dessa
forma optou-se por avaliar os tratamentos sobre Phlebotominae, dado que
outras espécies, incluindo importantes vetores de espécies de leishmania
causadoras de LT como Nyssomyia whitmani, Ny. neivai e Ny. intermedia
também foram identificadas.

Brogdon & Chan (2010) afirmaram que se 95% dos espécimes
testados forem de uma espécie predominante, o teste pode ser considerado
valido para aquela determinada espécie. Caso nao ocorra essa
predominéncia, 0os autores sugerem que uma pré-identificacdo seja feita
antes do bioensaio por meio de sedacdo dos insetos com acetato etilico.
Apds a identificacdo, os insetos seriam separados especificamente e
testados. Porém, para identificacdo especifica de flebotomineos utiliza-se a
morfologia interna e os mesmos devem der montados entre lamina e
laminula e visualizados com auxilio de microscopia 6tica. Recomenda-se
assim que a avaliacdo de suscetibilidade de populacdes de flebotomineos de
campo a um determinado inseticida seja desenvolvida de maneira geral e
nao especifica como ocorre com outros insetos vetores, dado que a
morfologia externa ndo pode ser utilizada para uma identificagdo taxonémica

segura e precisa.
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Durante os experimentos os flebotomineos nao foram sexados. Como
somente as fémeas séo responsaveis pela transmissao de patdégenos, parte
dos poucos estudos de resisténcia com esse grupo de insetos ndo utilizam
machos. Alexander et al. (2009) notaram que machos de Lu. longipalpis se
mostraram mais suscetiveis do que fémeas, para malation, permetrina e
fenitrotion, ja as fémeas foram mais suscetiveis para deltametrina e lambda-
cialotrina. Dinesh et al. (2008), verificaram que machos de Ph. argentipes se
mostraram mais suscetiveis a permetrina do que flebotomineos fémeas.
Essas diferencas poderiam influenciar na escolha de inseticida ideal para
programas de saude que visem o controle das leishmanioses,
particularmente no caso de Lu. longipalpis onde se sabe que o macho atrai a
fémea para a copula indicando por meio de sinais quimicos (feromoénios,
batimento de asas) o local para hematofagia (Soares & Turco, 2003). No
Velho Mundo, Li et al. (2015) avaliaram a suscetibilidade de machos de Ph.
papatasi e Ph. duboscqi para cipermetrina, deltametrina, ciflutrina, lambda-
cialotrina, permetrina, praletrina, clorpirifés, coumafos, diazinon e diclorvés, e
indicam o uso de machos em bioensaios de suscetibilidade.

No presente estudo, os flebotomineos foram considerados mortos
guando estavam totalmente imdéveis. Porém, foi observada frequentemente a
perda das pernas dos flebotomineos durante os bioensaios, fenbmeno
relatado por Alexander et al. (2009) quando espécimes de Lu. longipalpis
foram expostos a inseticidas piretréides.

O critério de mortalidade adotado neste estudo foi preconizado por

Brogdon & Chan (2010), para avaliagdo da suscetibilidade a inseticidas em
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mosquitos e também foi utilizado por Delinger et al. (2015) em bioensaios
com flebotomineos. Critérios de mortalidade que consideram efeitos sub-
letais foram adotados em avaliacbes de suscetibilidade de triatomineos
(Hemiptera: Reduviidae). Nestes trabalhos, triatomineos com sinais de
paralisia e falta de resposta a estimulos externos foram considerados mortos
(Gomez et al.,; Pessoa et al., 2015).

De acordo com a OPAS (2005) populacdes de triatomineos com RR >
5 séo considerados resistentes a um determinado inseticida testado. Para as
populacdes do mosquito Aedes aegypti a RR > 3 permite classificar como
sendo resistentes (Brasil, 2006b). Ressalta-se que ndo ha classificacdo de
RR especifica para os vetores de Leishmania que possa definir com
precisdo uma possivel resisténcia a inseticidas, tornando-se indispensaveis
estudos de varias populacdes para estabelecer uma linha de base para
comparacao entre suscetivel e resistente. Neste estudo, a maior RR foi
encontrada na populacédo de Pirenopolis, RRso de 1,62, sendo considerada,
por este parametro, como suscetivel ao inseticida alfacipermetrina.

Os flebotomineos provenientes de Unai, Januaria e Pirenopolis
apresentaram uma alta taxa de mortalidade para o controle de 30%, 39% e
44%, respectivamente. Embora Brogdon e Chan (2010) recomendem, para
culicideos, o descarte de bioensaios onde a mortalidade observada no
controle seja superiores a 10%, no presente estudo essa padronizacdo néo
foi considerada devido ao baixo numero de flebotomineos coletados nos
municipios, particularmente devido a sua flutuacdo populacional, a

dificuldade de criacdo e a dependéncia da rotina dos servicos de saude. A
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acetona utilizada como diluente no grupo controle pode ter interferido na
taxa de mortalidade dos espécimes para as localidades acima citadas, pois
sabe que a mesma possui efeito anestésico sobre insetos, 0s quais se
expostos durante muito tempo morreriam. Garrafas impregnadas com
deltametrina e lambda-cialotrina diluidas em acetona mostraram repeléncia
em pesquisa de suscetibilidade para a espécie Pi. evansi. Porém, as
garrafas impregnadas com os mesmos inseticidas misturados em alcool nédo
interferiram no comportamento dos insetos (Henriquez et al., 2009).

Como relatado acima, durante a execucdo do trabalho algumas
limitagcbes impediriam uma implementacao eficaz e imediata dos resultados
obtidos, ao mesmo tempo em que oferece ferramentas para futuros estudos
visando o controle desses vetores. Os flebotomineos provenientes de
Pirenopolis, foram o0s Unicos espécimes estudados que apresentaram
valores de DLsg € RR5p maiores que da populacao de referéncia (RRsp > 1),
mostrando-se pela RR, aparentemente, mais resistentes a alfacipermetrina
do que os flebotomineos usados como referéncia (UFMG). Em Pirendpolis a
maioria dos flebotomineos testados no bioensaio foram Lu. longipalpis,
porém, o resultado da DLsg de 1,62 pode ter sido influenciado pela presenca
de outras sete espécies detectadas apds a identificacdo. As populacbes de
Paracatu, Montes Claros e Januaria tiveram valores de DLsg e RRsg menores
que da populacdo de referéncia (RRsp < 1). Essa alta taxa de mortalidade
das populacdes de campo pode estar ligada ao pouco tempo de aclimatagéo
dos espécimes (2 horas) antes da realizacdo dos experimentos. De Silans et

al. (1998) avaliando populacdes de Lu. longipalpis de campo, deixou o0s

112



espécimes aclimatando por 12 horas. Hassan et al. (2012) e Maroli et al.
(2002) avaliaram perfis de suscetibilidade de flebotomineos do género
Phlebotomus, testando fl1 e {3, respectivamente. As populacdes de
flebotomineos de Unai e Belo Horizonte n&o tiveram seus valores de DLso €
RRso calculados, talvez, por vieses pontuais ocorridos nestes municipios. No
primeiro, o umedecimento de algumas garrafas fez com que alguns
flebotomineos ficassem aderidos nas paredes dos frascos. Para a populagéo
de Belo Horizonte, devido a um viés logistico, as armadilhas eram
desinstaladas entre 8h30 e 10 horas da manha. O elevado tempo de
exposicao dos flebotomineos aos raios solares, durante o periodo da manha,
poderia ter influenciado nas estimativas de mortalidade e sobrevivéncia

neste municipio.

Maroli et al. (2002) avaliando TL em popula¢cdes de Ph. papatasi e Ph.
perniciosus para 0s inseticidas permetrina, lambda-cialotrina e DDT,
verificou que o TLso variou de 3 a 20 minutos de exposi¢ao, dependendo do
inseticida e da espécie exposta. Para o TLgs, 0s valores variaram de 43 a
258 minutos. Neste estudo, o TLsg variou 20 a 100 minutos, dependendo da
dosagem utilizada e da populacédo analisada. Para o TLgs, essa variagao foi
de 60 a 110 minutos. A maioria dos estudos de suscetibilidade de
flebotomineos a inseticida visam encontrar a dose/mortalidade. Portanto,
comparacdes de tempo/mortalidade sé&o dificeis de serem avaliadas.

De forma geral, as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para

todas as populacdes mostraram uma maior mortalidade nas populacdes de
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campo, quando comparadas a populacdo de referéncia. Pessoa et al.
(2014), avaliando o perfil e suscetibilidade de Triatoma sordida a
deltametrina, registraram trés populacfes de campo mais resistente do que
a populacdo de laboratério. Os autores acreditam que estes insetos ja
possuiam alelos de resisténcia quando foram coletados, e que estes alelos
foram mantidos nas geracfes seguintes. Este fato pode ter se repetido com
a populacao de Lu. longipalpis da UFMG. Apesar do fato da LSR ser criada
e mantida em colbnia desde 2006, nota-se que a sua origem foi o estado do
Piaui, especificamente do municipio de Teresina. Portanto, no passado essa
populacao pode ter sofrido intensas exposicfes a inseticidas, considerando-
se que sdo provenientes de areas endémicas de LV e LTA.

A Organizacdo Mundial de Saude (1998) preconizou que uma taxa de
mortalidade superior a 98% indica uma populacdo suscetivel. A mortalidade
entre 80 e 97%, sugere a possibilidade de resisténcia e recomenda novos
estudos para confirmacao. Mortalidade inferior a 79% sugere resisténcia dos
insetos estudados. Essa classificacdo é baseada e utilizada em bioensaios
de mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles, porém foi adotada na
classificacdo da resisténcia de algumas espécies de flebotomineos (Delinger
et al., 2008). Seguindo essa classificacdo, com excecdo da populacédo de
Belo Horizonte, o presente estudo mostrou indicios de resisténcias, ou seja,
0S municipios apresentaram populacdes de flebotomineos com alteragdes
na suscetibilidade, indicando provavel tolerancia, especificamente ao
piretroide alfacipermetrina. Porém, a interpretacdo desses resultados exige

cautela, necessitando de estudos complementares, como por exemplo, a
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realizacdo de bioensaios de campo para avaliar a eficiéncia e o impacto das

acOes de controle quimico nos municipios pesquisados.

Conclusdes

As populacbes de flebotomineos oriundas dos municipios de Unai,
Paracatu, Belo Horizonte, Pirenépolis, Montes Claros e Januaria, assim
como a LSR apresentaram alteracbes nos perfis de suscetibilidade,
indicando tolerancia ao piretroide alfacipermetrina. Esses resultados poderéo
subsidiar o Programa Nacional de Controle das Leishmanioses do Ministério
da Saude do Brasil na implantacdo de uma rede de monitoramento de
resisténcia de flebotomineos a inseticidas utilizados no progama de controle

vetorial.
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Tabela 1. Flebotomineos coletados e utilizados nos bioensaios de

suscetibilidade.

Estados e Municipios
Minas Gerais Goias Piaui

Espécies Unai Paracatu Belo Horizonte Montes Claros Janudria Pirendpolis Colénia - UFMG Total
33 29 a3 e a3 29 a3 ey a3 29 a3 29 33 22

Lutzomyia longipalpis 176 56 223 19 99 39 364 119 116 71 106 30 357 107 1882
Lutzomyia ischnacantha 0 0 0 0 0 0 0 0 47 33 0 0 0 0 80
Nyssomyia whitmani 15 5 8 8 0 0 0 0 0 0 18 9 0 0 63
Lutzomyia renei 0 0 0 0 0 0 0 0 18 32 0 0 0 0 50
Nyssomyia intermedia 25 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 40
Evandromyia lenti 2 1 0 3 0 0 0 0 2 6 0 2 0 0 16
Evandromyia sallesi 0 5 0 2 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 9
Micropygomyia villelai 0 0 0 0 0 0 0 0 7 2 0 0 0 0 9
Evandromyia bacula 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 1 0 0 3
Micropygomyia acanthopharynx 0 0 ] 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
Pintomyia kuscheli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2
Martinsmyia oliveirai 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2
Nyssomyia neivai 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Brumptomyia avellari 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Psathyromyia sp. 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Na&o identificados 0 0 0 1 0 0 0 1 5 25 0 3 0 0 35

220 82 231 34 99 41 364 120 199 169 127 48 357 107
Total 2198
302 265 140 484 368 175 464
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Tabela 2. DLsp, RRs € slope da populacédo de referéncia e das populacdes

de campo.

Populagdo n slope DL50 RR50
UFMG 344 1,37 2,38 (0,74 £ 3,37) 1
Montes
Claros 363 1,47 1,03 (0,00 £ 2,14) 0,43

Paracatu 264 1,40 1,31 (0,00 £ 2,50) 0,55
Januéria 361 2,53 2,33 (0,99 = 3,18) 0,98
Pirendpolis 110 3,06 3,87 (0,25 = 5,80) 1,62
Unai 261 - - -
Belo
Horizonte 134 - - -

Tabela 3. TLso € TLgs da populacao referéncia e das populacdes de campo

para os dois critérios de mortalidade (A e B).

Populacéo Dose TL50  TL95
Controle - -
3ug/ml  100min -

UFMG 5ug/ml  80min -

7ug/ml 50min -
9ug/ml  40min -

Belo Horizonte

Controle - -
3ug/ml  50min -
5ug/ml 40min  90min
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7ug/ml 30min  110min
Qug/ml  20min  60min
Controle - -
3ug/ml 100min -
Pirendpolis S5ug/ml 70min -
7 ug/ml 60min -
9ug/ml  40min -
Controle - -
3ug/ml 90min -
Montes Claros  5ug/ml 70min -
7 ug/ml 60min -
9ug/ml  70min -
Controle - -
3ug/ml  60min -
Januéria 5ug/ml 30min -
7ug/ml 30min -
9ug/ml  20min -
Controle - -
3ug/ml 50min -
Unai 5ug/ml 50min -
7ug/ml 60min -
9 ug/ml  60min -
Controle - -
3ug/ml 50min -
Paracatu 5ug/ml 90min -
7 ug/ml 70min -
9ug/ml  70min -
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Figura 1. Estimativas de Kaplan-Meier para a funcdo de sobrevivéncia por
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