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RESUMO
ROCHA, Douglas A. Influéncia de parametros bioldgicos na suscetibilidade de
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) a inseticidas. Tese (Doutorado em
Biologia) — Programa de P6s-Graduacao em Medicina Tropical, Universidade
de Brasilia, Brasilia, 2020.

Introducéo: A classificacdo de populacdes de flebotomineos resistentes a
inseticidas é baseada em conceitos e metodologias utilizadas para
caracterizagcdo do perfil de suscetibilidade em mosquitos. Entretanto,
flebotomineos sdo insetos com biologia distinta 0 que poderia levar a
interpretacdes errdbneas e subjetivas na classificacdo de uma populacédo a
inseticidas. Objetivo: Avaliar o impacto das variaveis biolégicas na
suscetibilidade do flebotomineo Lutzomyia longipalpis ao inseticida
alfacipermetrina, assim como identificar e descrever os relatos de resisténcia
de flebotomineos aos inseticidas no mundo e sugerir uma populacédo de
referéncia para futuros ensaios bioldgicos. Metodologia: Flebotomineos da
espécie Lu. longipalpis foram avaliados, em relacdo ao sexo, idade, estado
nutricional, critério de mortalidade e efeito sub-letal nas metodologias de
garrafas do CDC e de cones modificados da OMS para os inseticidas
alfacipermetrina e bendiocarb e os diluentes alcool e acetona. Ademais, 61
estudos, obtidos de forma sistematica em quatro bases de dados cientificas,
foram incluidos para avaliagdo. Além disso, trés populacfes de flebotomineos
foram analisadas quanto a designacdo de uma populacdo de referéncia.
Resultados: As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier demonstraram
diferenca estatistica na dieta de flebotomineos, na metodologia de garrafas,
onde as fémeas alimentadas com sangue foram mais suscetiveis, quando
comparadas as fémeas alimentadas apenas com solu¢ao agucarada usando
a método de garrafa (p = 0,001) e na idade, na metodologia de cones
modificados, no qual os flebotomineos com cinco dias de idade foram mais
suscetiveis do que os flebotomineos com trés dias (p = 0,001). O sexo e 0s
diluentes alcool e acetona ndo influenciaram os resultados dos ensaios

biol6gicos. Registros de resisténcia de flebotomineos estdo descritos para

XVii



todas as classes de inseticidas, principalmente para as espécies Phlebotomus
papatasi e Ph. argentipes, oriundas do Velho Mundo. No entanto, apenas dois
trabalhos realizaram comparacdes entre os flebotomineos de campo e
flebotomineos mantidos em laboratério (controle) e as doses e tempos letais
de flebotomineos sdo muito variadas, revelando que ndo existe um protocolo
especifico de avaliagdo de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas.
Conclusdes: Conclui-se que a suscetibilidade dos flebotomineos a inseticida
é influenciada pela idade e pelo estado nutricional. Porém, o sexo dos insetos
ndo demonstra impactar nas analises. Atualmente, ha 47 popula¢cbes de
Phlebotominae com resisténcia confirmada para um ou mais inseticidas e
outras 28 populacdes consideradas tolerantes. Além disso, a populacao de
Lu. longipalpis oriunda de Jacobina e criada na Fiocruz do Rio de Janeiro,

aqui é sugerida como Linhagem Referéncia de Suscetibilidade brasileira.

Palavras-chave: Flebotomineo, Leishmaniose, Controle de Vetores,

Bioensaio, Resisténcia a inseticidas.
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ABSTRACT
ROCHA, Douglas A. Influence of biological parameters on the susceptibility of
Phlebotominae (Diptera: Psychodidae) to insecticides. Thesis (Doctoral
Degree in Tropical Medicine, Concentration Area in Biology of Infectious and
Parasitic Diseases) — Postgraduate Program in Tropical Medicine, University

of Brasilia, Brasilia, 2020.

Introduction: The classification of insecticide-resistant sandfly populations is
based on concepts and methodologies used to characterize the susceptibility
profile in mosquitoes. However, sandflies are insects with distinct biology
which could lead to erroneous and subjective interpretations in classifying a
population to insecticides. Objective: To evaluate the impact of biological
variables on the susceptibility of the sandfly Lutzomyia longipalpis to the alpha-
pipermethrin insecticide, as well as to identify and describe the reports of
sandfly resistance to insecticides in the world and suggest a reference
population for future biological tests. Methodology: Lu. longipalpis species
were evaluated in relation to sex, age, nutritional status, mortality criteria and
sub-lethal effect in the methodologies of CDC bottles and modified WHO
cones for the insecticides alpha-cypermethrin and bendiocarb and the diluents
alcohol and acetone. In addition, 61 studies, obtained systematically from four
scientific databases, were included for evaluation. In addition, three sandfly
populations were analyzed for the designation of a reference population.
Results: The Kaplan-Meier survival curves showed a statistical difference in
the diet of sandflies, in the bottle methodology, where females fed with blood
were more susceptible when compared to females fed only with sugary
solution using the bottle method (p = 0.001) and age, in the modified cone
methodology, in which five-day-old sandflies were more susceptible than
three-day-old sandflies (p = 0.001). Gender, alcohol and acetone did not
influence the results of biological tests. Records of phlebotomine resistance
are described for all classes of insecticides, mainly for the species
Phlebotomus papatasi and Ph. argentipes, from the Old World. However, only

two studies carried out comparisons between field phlebotomines and
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phlebotomines kept in the laboratory (control) and the phlebotomine doses and
lethal times are very varied, revealing that there is no specific protocol for
assessing the phlebotomine susceptibility to insecticides. Conclusions: It is
concluded that the susceptibility of sandflies to insecticide is influenced by age
and nutritional status. However, the sex of insects does not seem to impact
the analysis. Currently, there are 47 populations of Phlebotominae with
confirmed resistance to one or more insecticides and another 28 populations
considered tolerant. In addition, the population of Lu. longipalpis originating
from Jacobina and created at Fiocruz in Rio de Janeiro, here it is suggested

as a Brazilian Susceptibility Reference Lineage.

Keywords: Sandfly, Leishmaniasis, Vector Control, Bioassay, Insecticide

resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses s@o doencas infecciosas parasitarias, consideradas
zoonoses, que pode se manifestar no homem quando este entra em contato
com o ciclo de transmissdo do agente infecioso causador dessas
enfermidades. Esta doenca acomete pele, mucosas e/ou visceras
dependendo, principalmente, da espécie ou cepa do protozoario, assim como
do estado imunolégico do hospedeiro. Os parasitos causadores das
leishmanioses sao protozoarios flagelados do género Leishmania Ross 1903,
0S quais apresentam ciclo de vida heteréxeno, vivendo alternadamente em
hospedeiros vertebrados (mamiferos e répteis) e flebotomineos, estes
ultimos, responséveis pela transmissdo de Leishmania (Lainson & Shaw
1973). O género Leishmania pertence a ordem Euglenozoa familia
Trypanosomatidae (Cavalier-Smith 2016). Os protozoarios deste género
apresentam duas formas morfologicas bésicas: i) promastigota — forma
flagelada encontrada no intestino dos flebotomineos vetores e ii) amastigota
— forma circular e parasita intracelular obrigatéria de células do sistema
monocitico fagocitario (Killick-Kendrick 1979).

As leishmanioses apresentam duas formas clinicas cléssicas,
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
ulceragcdo nas mucosas do nariz, da boca e da garganta, caracterizando-a
como cutaneomucosa. Existe também uma forma rara de LT, a leishmaniose
cutanea difusa, a qual se caracteriza por comprometimento dérmico macico
de natureza crbnica e com recidivas frequentes (Figura 1). A leishmaniose
visceral (LV) é uma doenca sistémica, que acomete varios 6rgaos internos,
mas principalmente o figado, o baco e a medula 6ssea (Figura 2). Esse tipo

de leishmaniose manifesta-se principalmente em criancas de até 10 anos;
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apos esta idade se torna menos frequente. E caracterizada por febre de longa
duracdo, perda de peso, astenia, adinamia e anemia, dentre outras
manifestacdes. Quando ndo tratada, pode evoluir para ébito em mais de 90%
dos casos (Brasil 2014, Brasil 2017).

Figura 1. Manifestacdes clinicas da leishmaniose tegumentar. A e B:
Leishmaniose cutdnea; C: Leishmaniose mucocutianea; D: Leishmaniose

difusa. Fonte: Ministério da Saude (2017).

/
Figura 2. Manifestagéo clinica da leishmaniose visceral. Fonte: Ministério da
Saude (2014).

22



A transmissdo de Leishmania ocorre, principalmente por meio da
picada de fémeas de flebotomineos (Diptera: Phlebotominae) infectadas.
Porém, transmissdes congénita, sexual (Turchetti et al. 2014), por transfusdes
de sangue (Dey & Singh 2006), compartilhamento de agulhas entre usuérios
de drogas (Alvar et al. 2008), por potenciais vetores como carrapatos (Dantas-
Torres 2011) e dipteros ceratopogonideos (Diptera: Ceratopogonidae)
(Dougall et al. 2011) também sao registrados na literatura.

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), estima-se que
nos ultimos cinco anos, mais de um milhdo de pessoas contrairam LT em todo
o mundo. Em 2018, paises como Brasil, Colémbia, Afeganistdo, Sudéo e
Argélia registraram mais de 5 mil casos novos da doenca (Figura 3). Ja as
estimativas anuais para a LV sdo de 300 mil casos e 20 mil mortes. Os paises
mais acometidos em 2018, foram Brasil, Bangladesh, india e Etiopia (Figura
4) (OMS 2020).

Casos novos de LT registrados em 2018

B -5 000 Nenhum caso
B 1000 -49% autdctone registrado
I 100- 999 [ Sem dados

<100 )
B o Nio aplicavel

Figura 3. Estimativa e distribuicdo do nimero de casos novos de leishmaniose
tegumentar no mundo, em 2018. Fonte: Adaptado de OMS (2020).

23


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2915.2012.01034.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2915.2012.01034.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2915.2012.01034.x/full#b27
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2915.2012.01034.x/full#b9

Casos novos de LV registrados em 2018

Il 1000 P Nenhum caso
W 500 - 999 ; autoctone registrado

I 100- 499 [ Sem dados
<100
o Nao aplicavel

Figura 4. Estimativa e distribuicdo do nimero de casos novos de leishmaniose
visceral no mundo, em 2018. Fonte: Adaptado de OMS (2020).

No Brasil, a LT esta presente em todas as unidades federativas, onde
sao registrados cerca de 21 mil casos/ano. A regido Norte apresenta o maior
coeficiente de incidéncia (46,4 casos/100.000 habitantes), seguida das
regides Centro-Oeste (17,2 casos/100.000 habitantes) e Nordeste (8
€caso0s/100.000 habitantes) (Figura 5) (Brasil 2020a).

A LV, no Brasil, vem apresentando anualmente cerca de 3.500 casos.
Além disso, a letalidade vem aumentando gradativamente, passando de 3,2%
em 2000 para 8,9% em 2018. As regides mais acometidas pela LV séo a Norte
e a Nordeste, onde o coeficiente de incidéncia (por 100 mil habitantes) foi de
4,05% e 3,06%, respectivamente, em 2018 (Figura 6) (Brasil 2020b).
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Figura 5. Estimativa e distribuicdo do niumero de casos novos de leishmaniose

tegumentar no Brasil, em 2017. Fonte: Ministério da Saude (2020a).

Figura 6. Estimativas e distribuicio do numero de casos novos de
leishmaniose visceral no Brasil, em 2017. Fonte: Ministério da Saude (2020b).
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1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo pequenos dipteros hematofagos da familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Segundo a classificagdo de Young
& Duncan (1994), o género Lutzomyia compreende os vetores comprovados
e suspeitos pela transmissao de Leishmania nas Américas. Ja a proposta de
classificacdo mais recente, com abordagem filogenética (Galati 1995, 2003),
0 género Lutzomyia estaria dividido em 19 subgéneros dos quais algumas
espécies estariam envolvidas na epidemiologia das leishmanioses.

Ha uma estimativa de que 48 espécies de flebotomineos estejam
implicadas na transmissdo de Leishmania no Novo Mundo e outras 38
espécies sejam suspeitas. No Brasil, esses numeros sdo de 17 espécies
incriminadas e 13 suspeitas (Maroli et al. 2013). Dentre os flebotomineos
comprovadamente vetores da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)
destacam-se Migonemyia migonei, Nyssomyia whitmani, Ny. intermedia e
Bichromomyia flaviscutellata que estdo presentes em grande parte do
territdrio nacional, enquanto Ny. umbratilis e Psychodopygus wellcomei, se
fazem presentes na metade norte do Brasil. Em relagédo aos flebotomineos
responsdaveis pela transmisséo da LV, Lu. longipalpis, Lu. cruzi sdo as Unicas
incriminadas, tendo a primeira ampla distribuicdo no pais e o segunda restrita
a algumas localidades na regido centro-oeste (Ready 2013).

Como todo inseto pertencente a ordem Diptera, os flebotomineos, sao
holometabolos, passam pelas fases de ovo, quatro estadios larvais, pupa e
adulto (Figura 7). O ciclo de vida completo, em condi¢cdes de laboratério, dura
em meédia 30 dias, podendo variar de acordo com a temperatura do ambiente
e a alimentacédo dos insetos (Rangel et al. 1987). As formas imaturas possuem
habitat terrestre, desenvolvendo-se em locais umidos, sombreados e ricos em
matéria organica em decomposicdo, especialmente de natureza vegetal. Os
adultos sdo amarelados ou castanhos, com cerca de 2,5 mm de comprimento,
possuem voo saltado e 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

26



mudancas de temperatura e pluviosidade que ocorrem no ambiente (Aguiar &
Medeiros 2003). Os flebotomineos adultos apresentam dimorfismo sexual
baseado nos ultimos segmentos abdominais. Os machos apresentam no final
do abdome a genitalia, formada por trés pares de apéndices em forma de
ganchos, enquanto o final do abdome das fémeas é rombo e sua genitélia é

internalizada (Young & Duncan 1994).

Figura 7. Estagios do ciclo de vida dos flebotomineos.
O - ovo; L - larva; P — pupa; A — adulto fémea; B — adulto macho. Fotos: Thiago

Vasconcelos dos Santos

Distribuem-se por quase todas as regiées do mundo, sendo mais
diversos na Regido Neotropical, com maior nimero de espécies e densidade
gue flutuam de acordo com a estacao climética (Sherlock 2003). Em todo o
mundo sdo conhecidas 1008 espécies, das quais, mais de 542 estdo

presentes na regido Neotropical e destas, 281 foram registradas no Brasil,
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representando 27% do total e 52% das que ocorrem na Regiao Neotropical
(Shimabukuro et al. 2017, Galati, 2019).

No periodo crepuscular os flebotomineos iniciam suas atividades.
Ambos 0s sexos se alimentam de sucos vegetais, néctar de flores, frutos e
solucbes acucaradas. No entanto, as fémeas, necessitam de uma
alimentagdo sanguinea para a maturacdo dos ovos. Por meio deste habito, os
flebotomineos podem se infectar e/ou transmitir Leishmania para hospedeiros
vertebrados (Killick-Kendrick 1990).

1.3 Aspectos gerais de prevencao e controle das leishmanioses

Com o continuo aumento das infec¢des das leishmanioses, o controle
destas enfermidades requer a adocéao de diferentes estratégias como medidas
preventivas e de controle para a interrupgao da transmisséo humana. Dentre
as acdes de prevencdo podemos citar a: i) educagdo em saude, ii)
mosquiteiros, iii) telagem de portas e janelas e iv) manejo ambiental. Ja as
medidas de controle se ddo com o uso de substancias quimicas, comumente
denominadas de inseticidas, seja eles aplicados nas paredes, em criadouros
de animais ou impregnados em mosquiteiros e coleiras de cachorro (Brasil
2014).

Um elemento central na implementacdo de qualquer método de
prevencdo e controle de doencas € a educagdo em saude (OMS 2010).
Segundo Killick-Kendrick (2010), esta é a chave para controlar a LV. As
atividades de educacao em saude sao recomendadas pelos manuais de LV e
LT do Ministério da Saude brasileiro, devendo-se inseri-las em todos os
servicos que desenvolvem as acdes de controle das leishmanioses,
requerendo o envolvimento efetivo das equipes multiprofissionais e multi-
institucionais com vistas ao trabalho articulado nas diferentes unidades de
prestacdo de servicos (Brasil 2014, 2017).

O mosquiteiro tratado com inseticida € um método eficiente e
sustentavel para controle de doencas transmitidas por flebotomineos e
mosquitos. Alexander & Maroli (2003) sugeriram que mosquiteiros
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impregnados com inseticida poderiam ser uma forma mais eficiente e barata,
em comparacdo com a borrifacdo intradomiciliar para controle de
flebotomineos. Em estudos realizados por Courtenay et al. (2007), na llha de
Marajo, Para, demostrou-se que 0s mosquiteiros impregnados aumentaram o
efeito de barreira das redes em 39%, reduzindo o contato dos flebotomineos
com os homens em 80% e aumentando a taxa de mortalidade dos insetos em
98% em comparacio com redes nao tratadas. Na india, Dinesh et al. (2008)
nao encontraram diferencas significativas nos bioensaios com redes
impregnadas com o inseticida permetrina e mosquiteiros sem inseticida para
controle de Phlebotomus argentipes (p = 0,61). Bray & Hamilton (2013)
avaliaram a efetividade de mosquiteiros impregnados com lambda-cialotrina
no controle de Lu. longipalpis, em condi¢cdes de laboratério. O efeito letal do
tratamento foi de 56% * 3,9 apos a aplicacdo para 10,0% + 2,1 ap0ls seis
meses de impregnacgao. Apesar dos bons resultados alcangados no controle
dos flebotomineos, os autores sugerem que testes em condi¢cdes de campo
sejam realizados, principalmente em galinheiros e outros abrigos de animais.

Alteracbes ambientais, sejam por meio de fenbmenos naturais ou pela
intervencdo humana (manejo ambiental), alteram o equilibrio ecolégico e o
contexto dentro dos quais vetores e parasitos se desenvolvem e podem
causar doencgas aos seres humanos (Pessoa et al. 2007). O manejo ambiental
€ uma medida de controle que tem como objetivo tornar o ambiente
inadequado ao vetor. Medidas simples como limpeza de quintais e terrenos
publicos, eliminacdo dos residuos organicos e destino adequado dos
mesmos, eliminacdo de fonte de umidade e cuidados com animais
domeésticos, entre outras, contribuem para evitar ou reduzir a proliferacdo néo
sO dos vetores das leishmanioses, mas de outros insetos de importancia
medica (Brasil 2012).

O uso de coleira impregnada com inseticida € uma ferramenta utilizada
no controle da leishmaniose visceral canina, uma vez que apresenta atividade
inseticida e repelente, diminuindo o contato dos flebotomineos com os cées.

Essa ferramenta pode auxiliar o programa de controle das leishmanioses,
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principalmente nas medidas direcionadas aos reservatérios domesticos (Silva
et al. 2018).

Killick-Kendrick et al. (1997) avaliaram a repeléncia e o potencial
inseticida de coleiras impregnadas com deltametrina, em condi¢cdes de
laboratério, contra flebotomineos da espécie Ph. perniciosus. Os caes
encoleirados foram acompanhados durante oito meses, sendo expostos a 200
flebotomineos por duas horas em sete momentos distintos. Segundo os
autores, o encoleiramento impediu a alimentagcédo de 96% dos flebotomineos
testados durante o estudo.

Na Italia, 120 cées saudaveis foram acompanhados por dois anos em
um estudo de coorte que demonstrou taxa de protecéo de 72,3% e 45,1%, no
primeiro e segundo ano, respectivamente. Além disso, a taxa de protecdo
cumulativa foi de 50,8%. Esse valor foi considerado positivo, uma vez que
estes caes, conviviam com diversos caes infectados por Leishmania (Foglia-
Manzillo et al. 2006). Silva et al. (2018) demonstraram que o0 uso de coleiras
impregnadas com deltametrina a 4% foi associado a reducéo de 15% (p =
0,004) e 60% (p <0,001) no numero de flebotomineos capturados em Montes
Claros e Fortaleza, respectivamente. Além disso, observou-se diminuigdo de
21% captura de Lu. longipalpis (Raz&o da taxa de incidéncia (RTI) = 0,783; p
<0,001) em ambiente peridomiciliar, em Montes Claros. Em Fortaleza, houve
diminuicdo de 56% (RTI = 0,44; p <0,001) e 60% (TIR = 0,40; p <0,001) na
captura de Lu. longipalpis no intra e peridomicilio, respectivamente.

No entanto, essas estratégias tém se mostrado pouco efetivas no
controle das leishmanioses, ndo conseguindo reduzir o contato dos
flebotomineos com os homens (Alexander & Maroli 2003). Deste modo,
orgaos como a OMS e o Ministério da Saude do Brasil, recomendam a adog&o
do controle quimico dos vetores, por meio de inseticidas de acao residual.
Essa medida € tomada quando ha registro do primeiro caso autdctone
humano de LV e/ou em locais com transmissdo moderada e intensa (Brasil
2014).
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1.4 Controle quimico dos vetores de LV

As primeiras tentativas de controle quimico de flebotomineos, no Brasil,
ocorreram durante uma campanha no ano de 1953, no Ceara, por meio de
pulverizagdo residual com o inseticida organoclorado dietildicloro
difeniltricloroetano (DDT). O nimero de flebotomineos e a taxa de incidéncia
da doenca na regido permaneceram baixas durante cinco anos (Monteiro et
al. 1994).

Em 1954, Nery-Guimardes e Bustamante relataram o0 sucesso no
controle de flebotomineos apds aplicacdo do DDT em um foco de LV, no
estado do Rio de Janeiro. Este mesmo inseticida também foi usado com
sucesso nas acles de controle da espécie Lu. longipalpis nos estados do
Ceara e Minas Gerais nas décadas de 1950 e 1960 (Oliveira-Filho & Melo,
1994).

Em 1963, Falcéo avaliou a suscetibilidade de Lu. longipalpis de campo
contra os inseticidas DDT e dieldrin, no estado de Minas Gerais. Esse foi o
primeiro estudo de avaliacao de suscetibilidade de flebotomineos no pais. Até
0 ano do estudo, o controle quimico se mostrava bastante eficiente, assim o
autor decidiu analisar como os flebotomineos se comportavam frente aos
inseticidas residuais utilizados naquele momento. Como esperado, os testes
demonstraram suscetibilidade da populacéo de Lu. longipalpis (Falcdo 1963).

No entanto, devido aos diversos questionamentos, tais como: elevada
toxicidade para o ser humano e animais domeésticos, custo operacional
relativamente alto, necessidade de replicacdes frequentes e sua inativacao
pelo barro das paredes, o DDT foi, gradativamente, sendo substituido pelo
uso dos piretroides, desde o fim dos anos 1980 e inicio da década de 1990
(Oliveira-Filho & Melo 1994).

Um dos primeiros trabalhos analisando os efeitos de piretréides na
mortalidade de flebotomineos ocorreu em 1988, em Minas Gerais. Neste
estudo foi testado o inseticida deltametrina, em condic&o de laboratorio, contra
populacdes de Lu. longipalpis oriundos da gruta da Lapinha. Os resultados

encontrados mostraram eficiéncia deste piretroide (Falcao et al. 1988).
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Em municipios do interior da Paraiba, Marcondes & Nascimento (1993)
e De Silans et al. (1998) analisaram os efeitos de deltametrina e cipermetrina,
respectivamente. Ambos, avaliaram o namero de flebotomineos coletados
apés a borrifacdo de paredes com os piretréides. No primeiro estudo, as
capturas apresentaram irregularidades e registro de protecdo de apenas
guatro semanas. No segundo estudo, os resultados mostraram que 0
inseticida reduziu significativamente as populagdes de Lu. longipalpis.

Em um estudo realizado no municipio de Montes Claros, Minas Gerais,
no ano de 2011, se observou reducao significativa das populagdes de Lu.
longipalpis ap6s as primeiras borrifagbes de do inseticida piretroide
cipermetrina (Barata et al. 2011).

Atualmente, para o controle de flebétomos em areas de transmissao da
LV e da LT, o Ministério da Saude recomenda a pulverizacdo domiciliar de 40
mg/m? de alfacipermetrina, em dois ciclos distintos de pulverizacdo
intervalados por 120 dias, ap6s o periodo chuvoso. Paredes internas e
externas de domicilios, abrigos de animais e anexos, que tenham paredes e
teto, devem ser borrifados (Brasil 2014, 2017).

No Brasil, as acfes de prevencdo e controle sdo descontinuas por
diversas razbes, tais como problemas orcamentarios, falta de politicas
publicas de saude e escassez e/ou rotatividade de recursos humanos
capacitados, permitindo o aparecimento de novas infec¢cdes humanas e
caninas (Gontijo & Melo 2004, Romero & Boelaert 2010). Além disso, torna-
se fundamental o monitoramento sistematico e periddico de resisténcia de
flebotomineos aos inseticidas utilizados no seu controle, a fim de subsidiar o

manejo de inseticidas nos programas de controle das leishmanioses.

1.5 Resisténcia de flebotomineos ainseticidas

De acordo com a OMS, a resisténcia a inseticida € uma caracteristica
herdavel, portanto genética, que confere um aumento na tolerancia a um
pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os individuos sobrevivem a

concentracdo do(s) componente(s) que seria normalmente letal para a maioria
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dos individuos de uma populacdo da mesma espécie (suscetivel) (OMS 1957,
1992).

Os primeiros registros de resisténcia de flebotomineos ocorreram na
india. O primeiro foi em 1978, com a espécie Ph. papatasi — principal espécie
vetora de Leishmania major no Velho Mundo. Populagdes silvestres desta
espécie foram expostas a DDT a 4% por 24 horas utilizando-se kits de papéis
impregnados da OMS, a qual 21% dos flebotomineos permaneceram vivos
(Kaul et al. 1978). O segundo foi registrado por Rahman et al. (1982), com a
mesma metodologia, quando estudaram uma populacéo de Ph. papatasi e
verificaram taxa de mortalidade de 53% ap0s uma hora de exposi¢cdo a DDT
4%. Ainda no pais, Singh & Bansal (1996) avaliaram a suscetibilidade de Ph.
papatasi aos inseticidas DDT, dieldrin, malation, fenitrotion e propoxur, com o
kit de papéis impregnados da OMS. A mortalidade dessa espécie ao DDT foi
de 79.5% sugerindo resisténcia. Os demais inseticidas mataram 100% dos
flebotomineos expostos. Ainda no pais, o primeiro registro de resisténcia de
flebotomineos ao organofosforado malation foi registrada para Ph. papatasi.
No estudo, apenas 58,6% dos flebotomineos morreram apds exposicdo ao
malation 5% (Dhiman & Mittal 2000).

O flebotomineo Ph. argentipes - principal vetora de Leishmania
donovani no Velho Mundo apresentou taxa de mortalidade de cerca de 50%
para DDT 4%, sendo registrado a primeira evidéncia de resisténcia a esse
produto, em 2003 (Dhiman et al. 2003). No Sud&o, Hassan et al. (2012)
avaliaram a suscetibilidade de Ph. papatasi aos inseticidas DDT 4%,
permetrina 0,75%, propoxur 0,1% e malation 5%. Os flebotomineos se
mostraram resistentes a propoxur e malation, que segundo os autores pode
ser devido a grande exposicdo a estes inseticidas em campanhas contra
mosquitos anofelinos.

Estudos de avaliacdo de resisténcia de flebotomineos foram realizados
em paises endémicos para leishmanioses, como lIsrael, Ird, Egito, Venezuela,
Colémbia, india e Bangladesh, porém diferentes espécies de flebotomineos

mostraram-se suscetiveis a diversos grupos de inseticidas (Pener &
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Wilamovsky 1987, Rashti et al. 1992, Aboul Ela et al. 1993, Mazzari et al.
1997, Santamaria et al. 2002, Singh et al. 2012, Chowdhury et al. 2018).

No Brasil, cinco ensaios de resisténcia de flebotomineos foram
realizados (Falcdo 1963, Falcéo et al. 1988, Alexander et al. 2009, Gonzalez
et al. 2019, Rocha et al. 2020), apenas um demonstrou alteracdo na
suscetibilidade desses insetos a dois inseticidas piretroides. Nesse estudo,
somente 61,1% e 63,7% dos flebotomineos da espécie Lu. longipalpis
morreram apOs exposicdo a permetrina e deltametrina, respectivamente
(Alexander et al. 2009).

1.6 Bioensaios para estudo da resisténcia em flebotomineos

Bioensaios de garrafa (Brogdon & McAllister, 1998) e kits com papéis
impregnados (OMS 198la) sao utilizados para caracterizar perfis de
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, em condi¢gBes de laboratorio.
Em condi¢cGes de campo utilizam-se os testes de cone fixados em paredes
tratadas com inseticidas (OMS 1998). Vale ressaltar que esses métodos sao
preconizados para avaliagéo de resisténcia em mosquitos (Diptera: Culicidae)
(Owusu et al. 2015).

Aléem de diferentes metodologias para avaliacdo de resisténcia de
flebotomineos a inseticidas, ha registro de diferentes critérios de mortalidade
adotados para determinar se um inseto exposto estaria ou ndo morto.
Contudo, a grande maioria dos trabalhos ndo menciona os critérios de
mortalidade dos insetos.

Caso o critério de mortalidade seja a auséncia total de movimentos dos
flebotomineos (Marcelé et al. 2014, Denlinger et al. 2015) o tempo do
experimento tenderd a ser mais longo, em relagdo ao critério que considera
insetos mortos aqueles que apresentam voos descoordenados e
incapacidade de permanecer de pé (Alexander et al. 2009, Pessoa et al.
2015). Nesse sentido, a determinacdo de um critério especifico de mortalidade
é fundamental para que diferentes trabalhos de suscetibilidade possam ser
comparados.
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Alexander et al. (2009) observaram a constante perda de pernas de
flebotomineos da espécie Lu. longipalpis expostos aos inseticidas permetrina,
deltametrina e lambda-cialotrina. Esse efeito sub-letal poderia fazer com que
os fleb6tomos fémeas ndo conseguissem se alimentar e consequentemente,
nao pudessem transmitir Leishmania. Entretanto, Denlinger et al. (2015) e
Santamaria et al. (2016) demonstraram que fémeas de flebotomineos
expostas a inseticidas piretroides e que perdiam pernas foram capazes de se
alimentar em roedores anestesiados. Portanto, novos estudos avaliando este
efeito devem ser realizados para definir se insetos moribundos séo capazes
de alimentar e transmitir patégenos.

Comumente, a acetona € o diluente utilizado nos bioensaios de
garrafas do Centro de Controle e Prevencéo de Doencas (CDC), porém sabe-
se quando expostos durante muito tempo produz efeito anestésico sobre
insetos, os quais podem levar a morte. Henriquez et al. (2009) verificaram a
repeléncia de Pi. evansi em garrafas impregnadas com lambda-cialotrina e
deltametrina diluidos com acetona. Porém, as garrafas impregnadas com os
mesmos inseticidas misturados em alcool néo interferiram no comportamento
dos insetos. Desta forma, a andlise do efeito dos diluentes na mortalidade dos
flebotomineos se faz necessaria.

Outra grande dificuldade em se desenvolver estudos de resisténcia e
suscetibilidade a inseticidas tem sido determinar uma linhagem suscetivel que
possa ser utilizada como referéncia. Como preconizado pela Organizacéo
Pan-americana de Saude (OPAS) (OPAS 2005) entende-se por Linhagem
Referéncia de Suscetibilidade (LRS) aquela que: i) apresente pelo menos
mais de cinco geracfes criados sob condi¢cdes de laboratdrio, sem contato
com inseticidas; ii) ndo tenha acréscimo de novos insetos na colbénia durante
as ultimas cinco geracdes e iii) a populacdo nédo pode ter tido contato com
inseticidas. A partir da LRS, € possivel classificar as populacdes do campo,
em suscetivel ou resistente, e essa informacao é essencial para tomadas de
deciséo no controle desses vetores.

Pessoa et al. (2015) indicaram a populacdo de Lu. longipalpis

provenientes da Gruta da Lapinha, Minas Gerais, Brasil como LRS. Essa
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populacdo atendeu as recomendacgfes da OPAS e se mostrou suscetivel nos
bioensaios realizados. Os autores ainda recomendaram testes com
flebotomineos de colbnias de Jacobina, na Bahia e de Espirito Santo do
Pinhal, em Sdo Paulo para definir uma populacdo de flebotomineo mais
suscetivel do que os provenientes da Gruta da Lapinha.

A partir da definicdo da LRS é possivel estimar a Dose Diagnostica
(DD) e o Tempo Diagnostico (TD), que sao a menor dose de um determinado
inseticida que mata 100% dos insetos de uma populacdo suscetivel em um
tempo minimo (Henriquez et al. 2009). Por meio desses parametros é possivel
caracterizar a resisténcia de flebotomineos de campo, caso estes sobrevivam
aos testes com a DD no TD.

Ressalta-se que as informacdes a respeito da ocorréncia de resisténcia
em espécies de flebotomineos sdo de extrema importadncia para o
delineamento de controle das leishmanioses e que praticamente nada se
conhece a respeito da estratégia de inseticidas preconizada pelo MS do Brasil

para as espécies de flebotomineos brasileiros (Pessoa et al. 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses, antes vistas como doencas rurais, estdo ampliando
a sua distribuicdo geografica em direcdo aos centros urbanos e periferia de
grandes cidades. Estima-se que ocorram 1,8 milhées de casos novos a cada
ano, produzindo epidemias e aumento da taxa de incidéncia e letalidade
nestas regides (OMS 2020). No Brasil, o Ministério da Saude, por meio do
Programa de Controle da Leishmaniose Visceral e Programa de Vigilancia da
Leishmaniose Tegumentar Americana, recomendam o diagndstico precoce e
tratamento dos casos humanos, controle dos vetores, realizacdo de inquéritos
sorolégicos nas populacdes caninas seguidos da eliminacdo dos animais
soropositivos e educacao em saude (Brasil 2017).

Carvalho et al. (2017) estimaram os custos diretos e indiretos da LV no
Brasil no ano de 2014. O valor gasto foi de cerca de 14 milhdes de délares,
demostrando o impacto econémico desta enfermidade, ndo s6 devido aos
custos diretos com diagnostico e tratamento, mas também aos indiretos
relacionados a perda de produtividade causada pela morbidade e mortalidade
prematura.

Devido a falta uma vacina segura e eficiente para combater as
leishmanioses, assim como a baixa adeséo ao tratamento e diversos efeitos
colaterais causados pelos antimoniais pentavalentes, a eliminacao do vetor é
a melhor forma de interromper a transmissdo humana, nas areas endémicas.
Para reduzir a incidéncia da doenca humana utiliza-se o controle quimico,
cujas aplicacbes ocorrem desde a década de 50, contudo, o impacto dessas
medidas raramente é avaliado (Gontijo & Melo 2004, Romero & Boelaert 2010,
Brasil 2014).

Com o 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.
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O primeiro registro de resisténcia de um inseto a um composto quimico
foi descrito em 1914 (Melander 1914). Desde entdo, € um importante tema
para controle de insetos de importancia médica, uma vez que comprometem
0 sucesso da interrupgdo das “arthropod borne diseases” (= doencgas
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 0
sucesso das intervencdes de controle quimico como um todo.

A sobreposicdo de endemias € um fator que pode influenciar no
aumento de populagdes resistentes. A aplicacdo de inseticida para controle
de mosquitos Aedes aegypti e Anopheles spp., por exemplo, pode atingir,
simultaneamente focos pontuais de flebotomineos em determinadas areas.
Tal situagdo, pode selecionar organismos resistentes a inseticidas nao
utilizados especificamente no controle de flebotomineos.

Geralmente, os bioensaios de garrafas do CDC, kit de papéis
impregnados da OMS e teste de cone da OMS sao utilizados para avaliacéo
de suscetibilidade de mosquitos. Essas ferramentas devem ser padronizadas
para flebotomineos, porém com a adocdo de diferentes critérios de
mortalidade e exposicdo de flebotomineos levando ou ndo em consideragéo
a idade, sexo, tipo de diluente e estado nutricional.

Outra grande dificuldade em se desenvolver estudos de resisténcia e
suscetibilidade a inseticidas com flebotomineos tem sido determinar uma
linhagem suscetivel que possa ser utilizada como referéncia. Na qual
populacdes de campo possam ser comparadas a ela e caracterizadas, com

maior precisao, em resistentes ou suscetiveis a um determinado inseticida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
v" Revisar o perfil de resisténcia de Phlebotominae a inseticidas e dos
bioensaios de determinacdo da suscetibilidade do flebotomineo Lu.
longipalpis ao inseticida alfacipermetrina.
3.2 Objetivos especificos
v Identificar e descrever os registros de resisténcia de diferentes espécies
de flebotomineos aos inseticidas utilizados no seu controle, entre janeiro

de 1940 e dezembro de 2019;

v' Analisar a influéncia dos parametros biologicos idade, sexo e estado

nutricional de Lu. longipalpis expostos ao piretroide alfacipermetrina;

v' Comparar potenciais populacdes de Lu. longipalpis para Linhagem

Referéncia de Suscetibilidade em bioensaios de laboratorio;

v' Avaliar o impacto de parametros metodolégicos na suscetibilidade de

flebotomineos;

v' Verificar se perda de pernas, causadas pela exposicdo a inseticidas,

influencia na alimentacao dos flebotomineos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Revisao sistematica para o perfil de resisténcia de flebotomineos a

inseticidas no mundo

A revisdo sistematica seguiu as diretrizes PRISMA (Principais Itens
para Relatar RevisGes Sistematicas e Meta-analises). A estratégia de busca
e selecdo de estudos foram definidos de acordo com quatro itens
fundamentais: i) fontes de busca — quatro bases de dados eletrbnicas
indexadas, Pubmed/Medline, Scopus, BVS e ScienceDirect, e literatura
cinzenta; ii) idioma — inglés, espanhol e portugués; iii) termos MeSH (Medical
Subject Headings) - selecionados de acordo com a estratégia PICO, no qual
a populacéao, a intervencao utilizada e os desfechos foram adotados; e iv) data
de publicacdo — artigos publicados entre 1940 e dezembro de 2019. A busca
na literatura foi realizada no dia 27 de dezembro de 2019 (Figura 8).

Os trabalhos recuperados foram armazenados no software de
gerenciamento de referéncias EndNote X7, em seguida os artigos duplicados
foram removidos. Realizou-se entdo, a sele¢céo dos artigos de acordo com a
leitura de titulos e resumo. Os artigos selecionados foram lidos na integra,
considerando os critérios de inclusdo e exclusdo pré-definidos, para
determinar sua elegibilidade.

Como critérios de inclusao, os seguintes itens foram considerados: i-
artigos cientificos que abordam ensaios biolégicos para avaliacdo de
resisténcia de flebotomineos a inseticidas; ii - artigos que utilizaram uma
possivel linhagem referéncia de suscetibilidade de flebotomineos a
inseticidas; iii - artigos de padronizacdo das técnicas de avaliagdo de
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas; iv - artigos que apontem
parametros de avaliacdo do status de suscetibilidade de populacbes de

flebotomineos; e v — artigos publicados em Inglés, Espanhol e Portugués.
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Pubmed/Medline

(((“lutzomyia”[All Fields] OR “phlebotomus™[All Fields]) AND
“insecticide”[All Fields]) AND “insecticide resistance”[All Fields]) OR
“insecticide susceptibility”[All Fields]

Scopus

(ALL ( lutzomyia ) OR ALL ( phlebotomus ) AND ALL (insecticide )
AND ALL ( “insecticide resistance” ) OR ALL ( “insecticide
susceptibility” ))

BVS

tw:((tw:(“lutzomyia”)) OR (tw:(*phlebotomus’)) AND
(tw:(“insecticide”)) AND (tw:(“insecticide resistance’)) OR
(tw:(“insecticide susceptibility”)))

ScienceDirect

lutzomyia OR phlebotomus AND insecticide AND “insecticide
resistance” OR “insecticide susceptibility”

Figura 8. Estratégia de busca dos estudos de resisténcia de flebotomineos a
inseticidas em quatro bases de dados de referéncias cientificas da area

biomédica.

Para exclusdo de artigos utilizou-se os seguintes itens: i- artigos com
inseticidas nado utilizados no controle de vetores de importancia medica,; ii-
artigos de controle de flebotomineos com inseticidas; iii - artigos de avaliacao
de residualidade de inseticidas em paredes ou mosquiteiros; iv - artigos com
coleiras impregnadas com inseticidas; v - artigos avaliando formas imaturas
de flebotomineos; vi - artigos que trataram da caracterizacdo da
suscetibilidade com ensaios bioquimicos e/ou moleculares de flebotomineos;
Vil — resumos de congressos, dissertacdes de mestrado e teses de doutorado.

Todos os artigos incluidos, apo6s aplicacdo dos critérios, foram
categorizados e as informacfes sobre autores, periodo e local do estudo,

objetivos, espécie alvo, tipo de inseticida, origem da populacéo, sexo, tipo de
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metodologia, bem como os critérios de classificagdo de resisténcia e
conclusdes foram extraidos. Na discussdo, nenhum artigo foi excluido por

causa da qualidade da pesquisa.

4.2. Material biolégico

Colbdnia de insetos suscetiveis — Foram utilizadas duas populacdes da
espécie Lu. longipalpis. A primeira foi oriunda do Laboratério de Fisiologia de
Insetos Hematdfagos (LFIH) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e oriundos de Teresina, Piaui (S 5°9'0,2”; W 42° 80' 0,38”). Trata-se
de uma col6nia mantida em insetario desde 2010. A segunda foi procedente
de Jacobina (Bahia) e criados no Laboratorio de Bioquimica e Fisiologia de
Insetos (LBFI) do Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro. Trata-
se de uma coldnia mantida em insetario desde 1970. Ambas as col6nias nao
possuem aporte de material externo e sdo mantidas em condi¢cdes semi-
controladas de temperatura e umidade (28 + 2°C e 65 + 10% UR), com
fotoperiodo de 12 horas claro/escuro e a alimentacéo dos insetos foi realizada

semanalmente em roedores (CEUA-16/2017).

Insetos de campo - Flebotomineos da espécie Lu. longipalpis
capturados no municipio de Montes Claros, Minas Gerais (S 16° 41' 52.9" W
043° 51' 53.0"), area endémica de leishmaniose visceral e com histérico de
controle quimico, também foram utilizados no estudo. A captura dos
flebotomineos ocorreu por meio de gaiolas de nylon acopladas as armadilhas
luminosas, dos tipos HP (Pugedo et al. 2005) e CDC (Sudia & Chamberlain
1962), instaladas no crepusculo (18:00 horas) e retiradas no inicio da manha
(07:00 horas). As gaiolas foram acondicionadas com toalhas Umidas para
manter a umidade e transportadas para o laboratorio de entomologia do
municipio. No laboratério, os flebotomineos foram aclimatados por duas
horas, com oferta de alimentacdo acucarada, antes do inicio dos testes.

Os flebotomineos capturados em campo, apos a realizacao dos testes,

foram armazenados em 4&lcool 70% e transportados ao Laboratério de
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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 o

aplicativo LutzoDex (Rocha et al. 2019).

4.3. Inseticidas e diluentes

Inseticida Grau Técnico - Os inseticidas utilizados nos bioensaios foram
o piretréide alfacipermetrina (C22H19CL2NO3), da BASF, com grau de pureza
de 99% e carbamato bendiocarb (C11H13NOas), da BAYER, com grau de pureza
de 98%.

Os inseticidas, grau técnico (em po), foram diluidos em acetona (PA)
para preparacdo da solucdo méae. Nesta parte um total de 0,002 gramas de
alfacipermetrina (ingrediente ativo) foi pesado em balanca eletrdnica de
precisdo, AG 200 GEHAKA, e misturado a 100 mL de acetona (PA) e alcool
etilico (PA). Em seguida, a solucdo méae foi fracionada na sub concentracdo
de 3 pg/mL. Para preparo do inseticida bendiocarb foram pesados 0,002
gramas (ingrediente ativo) e combinados com acetona (PA) e alcool etilico
(PA). A partir da solugdo mée foi preparado a sub dose de 3 pg/mL.

Diluentes - Acetona (CH3)2CO para analise (PA) e alcool etilico C2H60
(PA) foram usados para analise do melhor diluente para testes com garrafas
do CDC.

4.4 Metodologias de avaliagcédo de suscetibilidade

Nesse estudo foram utilizadas duas metodologias de bioensaios de
avaliagdo de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas: bioensaio de
garrafa do CDC (Figura 9), descrita por Brogdon & McAllister (1998) e
bioensaios de cone modificado (Pessoa et al. 2015) (Figura 10).

O bioensaio preconizado pelo CDC constou da utilizacdo de garrafas
do tipo Wheaton com volume de 250 mL, as quais foram impregnadas

internamente com diluente (controle) e alfacipermetrina a 3 pg/mL e/ou
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bendiocarb a 3 pg/mL. Todos os frascos foram impregnados uniformemente
nas partes laterais, superior e inferior por meio de rotagdo do recipiente e
observacéo criteriosa da impregnacado. Apos a isto, as garrafas foram abertas,
para evitar condensacdao, e ficaram armazenadas em locais protegidos da luz
durante 24 horas.

CLrerevosmmn-- ‘ .
- I — V.| o cn NS

Figura 9. Bioensaio de garrafa do CDC para avaliacdo da suscetibilidade de
flebotomineos a inseticidas. A: Garrafa Wheaton para avaliacao do bioensaio;
B: Flebotomineos na garrafa durante a avaliacdo de suscetibilidade; C:

Avaliacdo de mortalidade dos flebotomineos no bioensaio de garrafa.
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Figura 10. Bioensaio de cones para avaliacdo da suscetibilidade de
flebotomineos a inseticidas. A: Fixacdo dos papéis impregnados; B: Fixacao
dos cones; C: Flebotomineos no bioensaio de cones durante a avaliagdo de

suscetibilidade.
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Normalmente, a prova de cone da OMS (OMS, 1998) é realizada em
paredes tratadas com inseticidas, onde o0s insetos ficam presos no interior dos
cones e pousam nas paredes, entrando em contato com produto. Nessas
provas objetiva-se avaliar principalmente a efetividade e residualidade dos
inseticidas nas paredes. Contudo, nesse trabalho, foi utilizada a metodologia
recomendada por (Pessoa et al. 2015) e a exposi¢cao ocorreu por meio de
papéis impregnados com alfacipermetrina a 3 pg/mL e/ou bendiocarb a 3
pug/mL. Para a impregnacdo dos papéis foram utilizados papéis-filtro do tipo
Whatman (n° 1) cortados em pedacos de 11,5 cm por 14 cm. Cada pedaco foi
apoiado sobre um aparato de impregnacéo, que consiste em um suporte de
madeira (40 cm x 40 cm) coberto por pequenos pregos de metal distribuidos
uniformemente em todo o suporte. O papel foi colocado sobre esse suporte e
com o auxilio de pipeta multicanal (Eppendorf Research Plus) ocorreu a
impregnacgdo dos papéis. Apds a impregnacdo, os papéis foram colocados
para secar durante 48 horas, ao abrigo da luz. Quando secos, 0s papéis foram
presos a uma placa de petri com auxilio de fitas adesivas. Depois disso, a
placa foi presa ao cone, de modo que os insetos ficassem expostos ao papel

impregnado.

4.5 Andlise dos parametros bioldgicos, idade, sexo e estado nutricional

Os bioensaios foram separados de acordo com a metodologia de
avaliacao, idade, sexo e estado nutricional dos insetos (Figura 11). Para cada
grupo (machos alimentados com acucar OU fémeas alimentadas com acgucar
OU fémeas alimentadas com sangue) foram expostos 10 exemplares por
réplica. Cada ensaio foi repetido trés vezes em dias diferentes, totalizando 30
insetos. A mortalidade dos insetos foi registrada a cada 10 minutos e o fim da
avaliacdo de suscetibilidade ocorreu apoés a verificacdo da morte de todos os

flebotomineos expostos.
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Dieta —— Fémeas alimentadas com sangue x agUcar

Garrafa Sexo —— Machos x fémeas
Idade —— Flebotomineos com trés dias x cinco dias
Dieta —— Fémeas alimentadas com sangue X agucar

Cone Sexo —— Machos x fémeas
Idade —— Flebotomineos com trés dias x cinco dias

Figura 11. Esquema organizacional dos bioensaios de garrafa e cone com a

espécie Lu. longipalpis expostas a 3 pg/mL de alfacipermetrina.

4.6 Comparacdao de populacfes para indicacdo de Linhagem Referéncia
de Suscetibilidade

As populacdes de Lu. longipalpis de Jacobina-BA e Teresina-PI,
potenciais LRS, e a populacéo de Lu. longipalpis de Montes Claros (utilizada
aqui como populacdo controle), foram avaliadas por meio de ensaios
biol6gicos com a metodologia de garrafas de Brogdon & McAllister (1998) e
uma metodologia adaptada de cones (Pessoa et al. 2015). Em ambas
metodologias, os flebotomineos foram expostos ao piretrdide alfacipermetrina
na concentracao de 3 ug/mL.

Vale ressaltar que Lu. longipalpis de Montes Claros foi caracterizada
por Alexander et al. (2009) como tolerante aos piretréides deltametrina e
permetrina. Dessa forma, essa populacao foi utilizada como controle positivo
nos experimentos para caracterizacdo de uma populacdo suscetivel de
flebotomineos.

Para as trés populacdes, os insetos foram separados em machos e
fémeas, em proporc¢des iguais e introduzidos nas garrafas e cones com auxilio
de um capturador de castro. Um total de 120 flebotomineos foram testados

por metodologia para avaliacdo da mortalidade. A cada 10 minutos, as

47



garrafas e o0s cones eram avaliados para contagem do numero de
flebotomineos que permaneciam vivos. Os bioensaios foram repetidos cinco
vezes e a leitura de mortalidade foi realizada por um uUnico pesquisador. Os
flebotomineos foram considerados mortos quando ndo conseguiam se manter

de pé e/ou apresentavam voos descoordenados.

4.7 Andlise dos parametros metodoldgicos, diluentes e critério de

mortalidade

Alcool etilico (PA) e acetona (PA) foram comparados para avaliagio do
melhor diluente para ensaios biolégicos de suscetibilidade com a metodologia
de garrafa e de cones. Para isto, flebotomineos fémeas com cinco dias de
idade foram avaliados durante trés e 24 horas de exposi¢cédo. Dez insetos
foram analisados por réplica e repetidos trés vezes.

Para avaliacdo da mortalidade dos flebotomineos, dois critérios foram
avaliados: critério A — 0s insetos que apresentaram incapacidade de voar ou
ficar de pé foram considerados mortos (OMS 1998, Brogdon & Chan 2010);
critério B — os insetos foram considerados mortos quando tinham auséncia
total de movimentos (Marcel6 et al. 2014, Denlinger et al. 2015).

Para essa avaliacdo, 60 insetos (30 machos e 30 fémeas) com trés dias
de idade e alimentados apenas com solucdo acucarada, foram expostos a
metodologia de garrafas do CDC.

4.8 Analise da perda de pernas dos flebotomineos a exposicdo de

inseticidas

Na andlise da perda de pernas da espécie Lu. longipalpis foram
utilizados dois métodos de avaliacdo (garrafas do CDC e cones da OMS
adaptados), assim como dois inseticidas com diferentes modos de acéo
(alfacipermetrina e bendiocarb). Um total de 30 flebotomineos foram expostos
aos dois inseticidas utilizando-se duas diferentes metodologias e avaliadas
durante uma hora. Ao final do experimento foi registrada a perda de pernas
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de cada inseto e estes classificados em: i) sem perda — quando apresenta
todas as pernas ao final do experimento e ii) com perda — quando perdia uma
ou mais pernas ao final do experimento.

Um segundo teste foi realizado para avaliar se flebotomineos que
perdiam pernas conseguiriam se alimentar. Neste ensaio, quatro grupos foram
testados: G1 — flebotomineos expostos a alfacipermetrina impregnada em
garrafas do CDC; G2 - flebotomineos submetidos somente a acetona na
metodologia de garrafa; G3 - flebotomineos apenas acondicionados na
garrafa sem impregnacdo com nenhum produto; G4 - flebotomineos néo
submetidos a técnica da garrafa e nem expostos a nenhum produto. Um total
de 30 flebotomineos, 15 machos e 15 fémeas, com idade entre trés e cinco
dias foram utilizados em cada grupo e o tempo de exposicao foi de 60 minutos.

Todos os grupos foram introduzidos em uma gaiola de acrilico
transparente, com 32 cm de altura, 32 cm de largura e 32 cm de comprimento,
com a presenca de um hamster (Mesocricetus auratus) anestesiado e de um
pedaco de algoddo embebido em solucdo acucarada a 30% (Figura 12).

Os flebotomineos foram colocados em uma extremidade da gaiola por
meio de um capturador de Castro. Na outra extremidade foi disponibilizado a
fonte alimentar e a solu¢do acucarada, na qual a distancia foi de 30 cm. Abaixo
da gaiola foi colocada uma régua para mensurar o deslocamento dos insetos.
A avaliacéao foi finalizada apds 60 minutos, sendo registrada a capacidade de

alimentacéo e deslocamento dos flebotomineos.
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Figura 12. Avahat;ao da allmenta(;ao dos flebotomineos em fontes sanguineas
e acucaradas apos exposicao a alfacipermetrina a 3 ug/mL e acetona com a
metodologia de garrafa do CDC.

4.9 Analise estatistica

Os dados de mortalidade dos flebotomineos, obtidos nos bioensaios,
foram utilizados para estimar o Tempo Letal (TL), ou seja, o intervalo de tempo
gue leva para matar um determinado nimero de insetos. Neste trabalho foi
estimado 0 TLso, TLeoo e TLos (mortalidade de 50%, 90% e 95%,
respectivamente) das amostras estudadas.

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

A comparacao da mortalidade dos flebotomineos expostos a diferentes
variaveis (diluentes, alimentacdo dos flebotomineos, metodologia) foi avaliada
pela andlise Qui-quadrado (X?)

As estimativas de TL, as curvas de sobrevivéncia e os testes de X? foram

calculadas utilizando o programa estatistico JMP 10 (SAS 2018).
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5. RESULTADOS

5.1 Revisao sistematica de bioensaios para deteccao de resisténcia de

flebotomineos a inseticidas

Foram encontrados 3481 artigos cientificos nas quatro bases de dados.
Apo6s a exclusao de artigos duplicados e de andlise do titulo e resumo dos
artigos restantes, foram excluidos 3406 artigos. Restavam 75 artigos para
serem lidos na integra, abordando o tema de interesse nesta revisdo. No
entanto, 13 desses artigos ndo atenderam aos critérios de inclusédo e foram
excluidos, dez por avaliar o controle de flebotomineos, dois pelo idioma e um
por lidar com andlises bioquimicas e / ou moleculares. Além disso, trés
estudos nao estavam disponiveis na literatura e ndo obtivemos resposta do
autor apoés a solicitagdo do manuscrito. Dois artigos, ndo detectados na busca
pelas bases de dados, foram adicionados. Ao final da pesquisa, foram

selecionados 61 artigos para o estudo (Figura 13).
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PubMed — 449
BVS - 138

Numero de artigos encontrados nas bases de dados:

Total - 3481

SCOPUS - 520
ScienceDirect - 2374

Duplicados
excluidos
313

Numero de artigos rastreados
para leitura de titulo e resumo:
3168

Excluidos apos a leitura de
titulo e resumo:
3093

Artigos selecionados para
leitura completa:
75

Excluidos por ndo estarem de acordo
com os critérios de inclusdo:

Controle de flebotomineos: 10

Idioma: 2

Ensaio bioquimico / molecular: 1

Total: 13

Incluidos
Artigos citados nas referéncias
de outros artigos:
02

Excluidos
Nao disponiveis na literatura:
03

Artigos selecionados para o
estudo:
61

Figura 13. Fluxograma de inclusdo e exclusdo de estudos a respeito dos

bioensaios de laboratorio de suscetibilidade/resisténcia de flebotomineos.
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Panorama de Resisténcia de Phlebotominae - A Tabela 1 mostra os
resultados de suscetibilidade/resisténcia de flebotomineos. Atualmente, ha 47
populacdes de Phlebotominae com resisténcia confirmada (Figura 14) para
um ou mais inseticidas e outras 28 populacdes consideradas tolerantes
(Figura 15). A India é o pais com o maior nimero de populacdes com
alteracbes de suscetibilidade. Com exce¢cdo de uma populacdo de
flebotomineos da Turquia e outra do Egito, todas as outras 45 sédo oriundas

da india.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Método  Status
Ph. clydei S
Kirk et al. 1949 Sudéo DDT Campo 3Q Tubo
Ph. papatasi S
DDT S
Hadjinicolaou et al. 1958 Grécia Ph. papatasi Campo 39 Tubo
Dieldrin S
DDT S
Falcdo 1963 Brasil Lu. longipalpis Campo Q OMS
Dieldrin S
DDT S, T
. . . « . Campo e :
Schmidt & Schmidt 1969 Egito e Sudéo Ph. papatasi Cold _p F1 Q OMS
Dieldrin olonia (F1) S, T
) DDT S
Kaul et al. 1978 India Ph. argentipes Campo Q OMS
Dieldrin S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status

) DDT R

Kaul et al. 1978 India Ph. papatasi Campo Q OMS
Dieldrin S
DDT S

Ph. argentipes

) Dieldrin S

Joshietal. 1979 India Campo Q OMS
DDT R

Ph. papatasi

Dieldrin S
Rahman et al. 1982 india Ph. papatasi DDT Campo Q OMS R
) DDT R!

Dhanda et al. 1983 India Ph. papatasi Campo Q OMS
Malation S
Ph. brevis S

Artemiev et al. 1984 Azerbaijao DDT Campo Q OMS
Ph. transcaucasicus S
Pener et al. 1987 Israel Ph. papatasi DDT Coldnia Q OMS S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Meétodo  Status

Metoxicloro T

Pener et al. 1987 Israel Ph. papatasi Coldnia Q OMS
Permetrina S
Falcdo et al. 1988 Brasil Lu. longipalpis Deltametrina Campo Q OMS S
Mukhopadhyay et al. 1990 india Ph. argentipes DDT Campo Q OMS T
DDT S
Ph. pernicious Malation Campo Q OMS S
Permetrina S

Lavagino & Ansaldi 1991 Italia
DDT S
Ph. perfiliewi Malation Campo Q OMS S
Permetrina S
. . Campo e
Mukhopadhyay et al. 1992 India Ph. argentipes DDT : OMS R
SRR ' Lo Colonia (F1)  *

Rashti et al. 1992 Ird Ph. papatasi DDT Campo Q OMS S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Método  Status

DDT S
BHC S
Aboul Ela et al. 1993 Egito Ph. papatasi Permetrina Campo Q OMS S
Malation S
Propoxur S
) Ph. argentipes R

Kaul et al. 1993 India DDT Campo Q OMS
Ph. papatasi R
DDT R
Kaul et al. 1994 india Se. shorttii Malation Campo Q OMS S
Fenitrotiona S
Basak & Tandon 1995 india Ph. argentipes DDT Campo Q OMS R
Chandra et al. 1995 india Ph. argentipes DDT Campo Q OMS S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Método  Status
) Dieldrin S
Chandra et al. 1995 India Ph. argentipes Campo Q OMS
Malation S
Das Grupta et al. 1995 india Ph. papatasi DDT Campo Q OMS R®
DDT R
Dieldrin R
) Malation S
Bansal & Singh 1996 India Ph. papatasi Campo Q OMS
Fenitrotiona S
Propoxur R
Permetrina S
DDT S
Bansal & Singh 1996b india Se. punjabaensis Dieldrin Campo Q OMS S
Malation S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Fenitrotiona S
Bansal & Singh 1996b india Se. punjabaensis Propoxur Campo Q OMS S
Permetrina S
DDT S
Dieldrin S
Malation S
Fahmy et al. 1996 Egito Ph. papatasi Campo 39 OMS
Propoxur S
Deltametrina S
Permetrina S
DDT R®
Singh & Bansal 1996 india Ph. papatasi Dieldrin Campo Q OMS S
Malation S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
) Fenitrotiona S
Singh & Bansal 1996 India Ph. papatasi Campo Q OMS
Propoxur S
DDT S
Propoxur S
Malation S
Fenitrotiona T
) . . Campo x
Mazzarri et al. 1997 Venezuela Lu. longipalpis c IP . Q OMS
Pirimifos olonia T
Deltametrina S
Lambda-cialotrina S
Permetrina S
) DDT T
Amalraj et al. 1999 India Ph. argentipes Campo 39 OMS
BHC T
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Meétodo  Status
Malation T
Deltametrina R
Ph. argentipes Permetrina Campo 39 OMS R
Lambda-cialotrina T
Bendiocarb S
) DDT T
Amalraj et al. 1999 India
BHC S
Malation T
Ph. papatasi Deltametrina T
Permetrina R
Lambda-cialotrina R
Bendiocarb S

61



Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status

DDT R*
) Dieldrin R

Dhiman & Mittal 2000 India Ph. papatasi Campo Q OMS
Malation R
Deltametrina S
Singh et al. 2001 india Ph. argentipes DDT Campo Q OMS R®
Ciflutrina S
Ph. bergeroti DDT S

. . Ph. langeroni . o
Tetrealt et al. 2001 Djibouti e Egito g . Malation Colbnia Q OMS S
Ph. sergenti
Ph. papatasi Permetrina S
Resmetrina S
: DDT S
. . Ph. t

Maroli et al. 2002 Italia Ph papa. ast C?TP O. X Q OMS

- PErniclosus Lambda-cialotrina olonia S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Método  Status
Maroli et al. 2002 Italia Ph. papatasi Permetrina CamP 0. X Q OMS S
Colbnia
Lu. longipalpis Colbnia S
Solventes (6leo de
Santamaria et al. 2002 Colémbia Lu. serrana oliva e 6leo de Colonia Q OMS S
silicone)
Lu. quasitownsendi Campo S
Santamaria et al. 2003 Coldémbia Lu. longipalpis Lambda-cialotrina Colbnia Q CDC S
DDT R
Dhiman et al. 2003 india Ph. argentipes Deltametrina Campo 39 OMS S
Malation S
Lambda-cialotrina S
Alvarez et al. 2006 Venezuela Lu. evansi Campo Q OMS
Fenitrotiona S
Fenitrotiona OMS e S
Alexander et al. 2009 Brasil Lu. longipalpis Campo 39 cDC
Malation S




Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status

Permetrina T

. . . OMSe
Alexander et al. 2009 Brasil Lu. longipalpis Deltametrina Campo 3 CDC T
Lambda-cialotrina S
Deltametrina S

Henriguez et al. 2009 Colombia Lu. evansi Campo Q CDC
Lambda-cialotrina S
DDT A R

. < . Colbnia e

Dinesh et al. 2010 India e Nepal Ph. argentipes C Q OMS
Deltametrina ampo S
: DDT S

Ph. papatasi

Afshar et al. 2011 Ird Ph pap " Campo 39 OMS
- Sergentl Deltametrina S
Lambda-cialotrina S
Faraj et al. 2012 Marrocos Ph. sergenti DDT Campo 39 OMS S
Malation S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Permetrina S
Hassan et al. 2012 Sudéo Ph. papatasi DDT C(c):lg:;gczlie 1) Q OMS >
Malation S
Propoxur S
DDT T
Permetrina S
Saeidi et al. 2012 Ird Ph. papatasi Deltametrina Campo 39 OMS S
Ciflutrina S
Lambda-cialotrina S
DDT R
Singh et al. 2012 india Ph. argentipes Malation Campo Q OMS S
Deltametrina S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
DDT S
Permetrina S
Saeidiet al. 2013 Ird Ph. papatasi Deltametrina C(C):Igrr:g(zlie 1) 39 OMS S
Ciflutrina S
Lambda-cialotrina S
Malation S
Marcelo et al. 2014 Coldémbia Lu. longipalpis Deltametrina Colbnia Q CDC S
Lambda-cialotrina S
Cipermetrina S
Denlinger et al. 2015 Estados Unidos L;hlopna?rjz:igiis Dettame-trlna- Colénia 49 OMS >
' Lambda-cialotrina S
Permetrina S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem  Sexo Método  Status
Clorpirifés S
Fenitrotiona S
Denlinger et al. 2015 Estados Unidos Lghlopn:rjz?;ziis Malétlon Colénia 49 OMS >
' Bendiocarb S
Propoxur S
DDT S
Kumar et al. 2015 india Ph. argentipes DDT Campo Q OMS R
Cipermetrina S
Deltametrina S
Lietal 2015 Estados Unidos ISE 33&?;3;" Ciflutrina Colbnia 3 Tubo S
Lambda-cialotrina S
Permetrina S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Praletrina S
Clorpirifos S
Coumafos S
Lietal 2015 Estados Unidos E E gjgg;i;ll D-laZIno,n Colbnia 3 Tubo >
Diclorvas S
Etofenprox S
Carbaryl S
Malation S
Pessoa et al. 2015 Brasil Lu. longipalpis Alfa-cipermetrina Campo Q Cone S
DDT R T
Singh et al. 2015 india Ph. argentipes Malation Campo Q oMS R, T
Deltametrina S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Clorpirifos S
Fenitrotiona S
Malation S
Bendiocarb S
Denlinger et al. 2016 Estados Unidos LSH?Opn:F:Z?;E:S I-Dropoxu-r Colbnia 3 CDC >
Cipermetrina S
Deltametrina S
Lambda-cialotrina S
Permetrina S
DDT S
Colbnia S
Fawaz et al. 2016 Egito Ph. papatasi Permetrina Q CDC
Campo R
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status

Deltametrina S
Nandi et al. 2016 india Ph. argentipes Lambda-cialotrina Campo Q OMS S
Alfa-cipermetrina S
Deltametrina S

Karakus et al. 2016 Turquia Phlebotominae Campo Q OMS
Permetrina S
DDT T
Azamani et al. 2017 Ird Ph. sergenti Bendiocarb Campo Q OMS T
Permetrina T
Deltametrina R

Karaku et al. 2017 Turquia Phlebotominae Campo Q OMS
Permetrina T
Rama et al. 2017 india Ph. argentipes DDT Colona 3¢9 OMS S
Bidabadi et al. 2017 Ird Ph. papatasi DDT Campo 39 OMS T
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Permetrina S
Deltametrina S
Bidabadi et al. 2017 Ird Ph. papatasi Campo 39 OMS
Ciflutrina S
Lambda-cialotrina S
Alfa-cipermetrina S
Deltametrina S
Chowdhury et al. 2018 Banlg\jllzdefh ¢ Ph. argentipes ambde-calofne Campo Q OMS >
pa Permetrina S
Malation S
Bendiocarb S
DDT R®
Sardar et al. 2018 India Ph. argentipes Deltametrina Campo 39 OMS S
Malation S
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Cont. da tabela 1. Principais caracteristicas dos estudos de suscetibilidade e resisténcia de flebotomineos a inseticidas.

Referéncia Pais Espécie Inseticida Origem Sexo Método  Status
Deltametrina S
Gonzalez et al. 2019 Brasil Lu. longipalpis Campo 39 OMS
Lambda-cialotrina S

Ph. - Phlebotomus; Lu. - Lutzomyia; Se. - Sergentomyia; OMS - Organizacdo Mundial da Saude; CDC - Centro de Controle e
Prevencdo de Doencas; S - Suscetivel; T - Tolerante; R - Resistente.

1- Duas populacdes resistentes; 2- Duas populacdes resistentes; 3- Duas populacdes resistentes; 4- Duas populacdes resistentes;
5- Uma populacéo resistente e uma tolerante; 6- Dezesseis populacdes resistentes e 15 tolerantes; 7- Uma populacéo resistente e
seis tolerantes; 8- Cinco populacdes resistentes.

* - Os flebotomineos foram identificados apods os testes.
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Figura 14. Populacdes de flebotomineos resistentes para diferentes classes de

inseticidas.
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Figura 15. Populacdes de flebotomineos tolerantes para diferentes classes de

inseticidas.
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Linhagem Referéncia de Suscetibilidade (LRS) — Dos 61 estudos
selecionados, apenas trés trabalhos realizaram comparacdes entre 0s
flebotomineos de campo e LRS (Mazzari et al. 1997, Maroli et al. 2002, Gonzalez
et al. 2019). J& dois artigos relatam a utilizag&o de flebotomineos de campo como
populacdo de referéncia. Essa ado¢do ocorreu porque estes insetos sao
provenientes de uma area preservada e sem contato com inseticidas (Alexander
et al. 2009, Pessoa et al. 2015) (Tabela 2). Quarenta e cinco trabalhos realizaram
os testes com populagdes coletadas diretamente de campo ou com a geracao
F1. Outras oito pesquisas determinaram doses e tempos letais ou diagnosticos
e/ou simplesmente verificaram suscetibilidade de flebotomineos de colénia a
inseticidas (Pener et al. 1987, Tetreault et al. 2001, Marcelo et al. 2014, Denlinger
et al. 2015, Li et al. 2015, Denlinger et al. 2016, Fawaz et al. 2016, Rama et al.
2017). E outros trés estudos utilizaram populacdes de colonia para avaliar as
metodologias de tubos da OMS (Santamaria et al. 2002) e a de garrafas do CDC
(Santamaria et al. (2003), enquanto que Dinesh et al. (2010) avaliaram o impacto

da alimentacéo de flebotomineos de col6nia na suscetibilidade dos mesmos.
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Tabela 2. Coldnias de flebotomineos com potencial para Linhagem Referéncia de Suscetibilidade.

Referéncia Espécie Ano Origem Local de criacéo
Pener et al. 1987 Ph. papatasi 1983 Israel Laboratorio de entomologia, Ministério da Saude, Jerusalém
Mazzari et al. 1997 Lu. longipalpis 1994 Venezuela Universidade de Carabobo
Ph. papatasi 1989
Tetreault et al. 2001 Egito Terceira Unidade Naval de Pesquisa Médica dos EUA, Cairo, Egito
Ph. sergenti 1996
Maroli et al. 2002 Ph. papatasi 1990 Italia NI
Lu. longipalpis NI NI
Santamaria et al. 2002 Colombia
Lu. serrana NI NI
Santamria et al. 2003 Lu. longipalpis 1994 Colémbia NI
Alexander et al. 2009 Lu. longipalpis NI Brasil Gruta da Lapinha, Minas Gerais. Flebotomineos de campo
Dinesh et al. 2010* Ph. argentipes NI india Rajendra Memorial Research Institute of Medical Sciences (Patna, india)
Marcelo et al. 2014 Lu. longipalpis 1995 Colémbia Instituto Nacional de Salde, Bogota, Colombia
Lu. longipalpis 80s NI
Denlinger et al. 2015 Universidade de Salt Lake City, Utah, Estados Unidos
Ph. papatasi 80s NI
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Cont. da tabela 2. Col6nias de flebotomineos com potencial para Linhagem Referéncia de Suscetibilidade.

Referéncia Espécie Ano Origem Local de criacéo
Ph. papatasi NI Estados Unidos Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, Texas, Estados Unidos
Lietal 2015
Ph. duboscqi NI Quénia Unidade de Pesquisa Médica do Exército, Nairdbi, Quénia
Pessoa et al. 2015 Lu. longipalpis NI Brasil Gruta da Lapinha, Minas Gerais. Flebotomineos de campo
Lu. longipalpis 80s NI
Denlinger et al. 2016 Universidade de Salt Lake City, Utah, Estados Unidos
Ph. papatasi 80s NI
Fawaz et al. 2016 Ph. papatasi 1994 Egito Terceira Unidade Naval de Pesquisa Médica dos EUA, Cairo, Egito
Rama et al. 2017** Ph. argentipes 2014 india Instituto de Pesquisa de Ciéncias Médicas Memorial Rajendra (Patna, india)

Ph. — Phlebotomus; Lu. — Lutzomyia; NI — N&o identificado; * - Reabastecimento de flebotomineos; ** - Col6nia criada a partir de

insetos resistentes
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Dose e Tempo Letais de flebotomineos - Doses letais e tempos letais
estimados por diferentes autores para estudar a suscetibilidade de
flebotomineos de campo a inseticidas podem ser observados nas tabelas 3 e 4.
O TLso da espécie Ph. argentipes variou entre 10 min a 1,28 horas para DDT a
4% (Mukhopadhyay et al. 1992, Chandra et al. 1995, Rama et al. 2017). Para
este mesmo produto, Ph. papatasi apresentou TLso de 16 a 1312 min e TLoo de
40 min. a 2025 min. Esses valores sdo baseados em testes com papéis
impregnados da OMS (Afshar et al. 2011, Saeidi et al. 2012, 2013, Bidabadi et
al. 2017). TLso e TLoo para DDT a 4% da espécie Ph. sergenti foi 8 a 12 min. e
32 a 39 min., respectivamente (Afshar et al. 2011, Azamani et al. 2017).

Em relacdo a espécie Lu longipalpis, Santamaria et al. (2003) utilizando
teste de garrafas do CDC impregnadas com lambda-cihalotrina (10 ug/garrafa)
obtiveram valores de 24 e 60 min para TLso e TLos, respectivamente. Na
Colémbia, grupos de 10 a 15 insetos da espécie Lu. longipalpis ndo alimentadas
foram analisadas por meio de garrafas impregnadas do CDC tratadas com 50,
75, 100 e 150 ug/mL de malation; 5, 7, 10, 25 e 45 ug/mL de deltametrina e 3, 5,
10, 15, 25 e 50 ug/mL de lambda-cialotrina. As doses e os tempos diagnésticos
foram de 75 ug/mL e 25 min. para malation, de 10 ug/mL e 35 min. para
deltametrina e de 15 ug/mL e 30 min. para lambda-cialotrina (Marcel6 et al.
2014).

No Brasil, machos e fémeas da espécie Lu. longipalpis coletados na Gruta
de Lapinha/MG foram expostos a malation (200 ulL/garrafa) e fenitrothion (800
uL/garrafa) em testes de garrafa do CDC, cujos valores de TLso foram de 20 e
35 min, conforme Alexander et al (2009).

Doses diagnosticas acima de 7.0 ug/mL para Propoxur e Bendiocarb, 7.5
ug/mL para DDT, 4.0 ug/mL para lambda-cialotrina, 20.0 ug/mL para
cipermetrina e 15.0 ug/mL para deltametrina foram suficientes para produzir
100% de mortalidade em 40 min. para as espécies Lu. longipalpis e Ph. papatasi
(Denlinger et al. 2016).

Ensaios de deteccdo de resisténcia de flebotomineos - O método de
tubos e papéis impregnados da OMS é o mais utilizado para avaliacdo da
suscetibilidade de flebotomineos a inseticida (55 artigos), porém nao é o unico.
Ha também o teste de garrafas impregnadas do CDC (6 artigos) e algumas

metodologias adaptadas de tubos (3 artigos) e cones da OMS (1 artigo). Dois
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critérios de mortalidade sdo adotados nos estudos. O primeiro refere-se a
auséncia total e movimentos (Marcel6 et al. 2014, Denlinger et al. 2015). O
segundo considera insetos mortos quando ndo conseguem ficar de pé ou voar
coordenadamente (Dhiman et al. 2003, Singh et al. 2015, Rama et al. 2017).

Ensaios de parametros biolégicos de flebotomineos -
Independentemente do tipo de metodologia adotada, nota-se que ndo ha
padronizacdo quanto ao sexo para os testes de suscetibilidade, ou seja, existem
estudos que avaliaram apenas flebotomineos fémeas (Falcao 1963, Kaul et al.
1994, Dinesh et al. 2010), diferentemente daqueles que usaram apenas machos
(Li et al. 2015). Ainda, ha aqueles que misturam machos e fémeas (Hadjinicolaou
et al. 1958, Fahmy et al. 1996, Saeidi et al. 2013),

Alguns trabalhos utilizaram populagdes coletadas diretamente no campo.
ApOGs a captura, realizaram procedimentos de aclimatacdo dos insetos para
minimizar possiveis danos fisicos que poderiam aumentar o nimero de insetos
mortos, e logo depois, ja realizaram os ensaios (Joshi et al. 1979, Singh & Bansal
1996, Singh 2015). Por outro lado, outros testes utilizaram somente com a
geracdo F1 dos insetos de campo (Schmidt & Schmidt 1969, Mukhopadhyay et
al. 1992, Hassan et al. 2012).

Existem estudos que comparam o status nutricional dos insetos (Dinesh
et al. 2010), ou seja, se a alimentacao dos flebotomineos influencia ou ndo na
capacidade de sobreviver a exposi¢do a inseticida. Também existem trabalhos
a respeito da interferéncia da idade e geracdo nos experimentos de
suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas (Fawaz et al. 2016, Rama et al.
2015).

Rama et al. (2015) avaliaram a influéncia das geragdes na suscetibilidade
da espécie de Ph. argentipes ao DDT, cujo pico de resisténcia (100%) foi na F4,

diminuindo gradualmente até a geracéao F7.
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Tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por espécie e

inseticida.
Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg Dlgs DLgg DD
0,28
DDT
Hadjinicolaou 1958 . s
0 Ph. papatasi
(%) 0,20
Dieldrin
0,20
Falcdo 1963 . . poT 0,55
%) Lu. longipalpis
( Dieldrin 0,24
1,03
0,80
I i 0.96
Schimidt & Schimidt 1969 . ’
m 0 m Ph. papatasi DDT
(%) 1,50
1,01
0,97
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagndsticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia

Espécie

Inseticida

DLs,

DLy

DLgs

DLgg

DD

Schimidt & Schimidt 1969
(%)

Ph. papatasi

DDT

Dieldrin

1,93
1,40
0,63
0,80
0,72
1,07
1,03
0,95
0,90
0,48
0,42

0,47
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por
espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLsg DLy Dlgs DlLgg DD
DDT 0,6
Ph. papatasi
Kaul et al, 1978 Deeldrin 0.1
(%) DDT 22,8
Ph. argentipes
Dieldrin 0,1
DDT >4
Ph. papatasi
Joshi et al, 1979 Dieldrin 0,32
(%) DDT 0,48
Ph. argentipes
Dieldrin 0,16
DDT 1,21 26
Pener et al, 1987 . .
%) Ph. papatasi Metoxicloro 0,93 43
Permetrina 0,04 0,08
Falcdo et al, 1988 Lu. longipalpis ~ Deltametrina 0,00025

(%)
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagndsticas

espécie e inseticida.

encontradas nas avaliagfes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg Dlgs Dlgg DD
2,25
1,70
3,00
Rashti et al 1992 .
%) Ph. papatasi DDT 2,60
2,00
0,77
1,70
Singh & Bansal 1996 _ DDT 1,23 10,83
%) Ph. papatasi
(% Dieldrin 0,14 0,62
DDT 0,40 2,5
Fahmy et al. 1996 . ' :
my o Ph. papatasi
(%) Dieldrin 0,12 1,4
Tetreault et al. 2001 Ph. bergeroti Bendiocarb 0,05 0,105 0,177

ma A/mlL
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliacdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLsg DLy Dlgs DLy DD
Ciflutrina 0,04 0,155 0,446
DDT 1,10 3,05 6,99
Ph. bergeroti Malation 0,40 0,756 1,26
Permetrina 0,28 0,565 1,00
Resmetrina 0,02 0,067 0,156
Tetreault et al. 2001 Bendiocarb 0,12 0,383 0,957
AL Cifiutrina 0,03 0,202 0,823
DDT 1,88 6,97 20,25
Ph. langeroni
Malation 0,30 0,7 1,38
Permetrina 0,28 0,416 0,564
Resmetrina 0,12 2,52 -
Ph. sergenti Bendiocarb 0,05 0,095 0,156
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagfes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLsg DLy Dlgs DLy DD

Ciflutrina 0,05 0,113 0,212

DDT 3,28 6,27 10,6

Ph. sergenti Malation 0,49 1,23 2,57

Permetrina 0,38 0,864 1,66

Resmetrina 0,06 0,108 0,162
VS zE SEIEL, AU Bendiocarb 0,05 0,103 0,175

mg Al/mL

Ciflutrina 0,03 0,2 0,774

DDT 0,94 2,13 4,14

Ph. papatasi

Malation 0,54 1,23 2,38
Permetrina 0,36 0,63 0,988
Resmetrina 0,03 0,13 0,342

Alvarez et al, 2006 Lu. evansi  Lambda-cialotrina 0,00041 0,002

(%)
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLsg DLy Dlgs DLy DD
Aarez & =4 2008 Lu. evansi Fenitrotion 0,012 0,052
Cipermetrina 8,95 41,85 70,7
Deltametrina 0,92 28,7 92,43
Lambda-cialotrina 0,23 5 14,21
Permetrina 17,06 82,4 140,8
o Clorpirifos 0,45 5,73 13,53
De”"gggseg :’5015 L longipslpl L iotion 0,34 265 53
Malation 8,43 13,81 16,34
Bendiocarb 0,98 38,96 136
Propoxur 3,83 75,44 207,8
DDT 28,36 218,58 4371,7
Ph. papatasi Cipermetrina 8,89 73,27 150
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagfes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLsg DLy, Dlgs DLy DD
Deltametrina 9,9 90,24 191,3
Lambda-cialotrina 0,26 3,65 8,87
Permetrina 41,34 188,57 3159
Clorpirifos 0,32 6,41 17,65
Denligglezzrse()t :’LZOB Ph. papatasi Fenitrotion 1,36 7,33 13
Malation 20,01 77 121,8
Bendiocarb 0,28 2,5 5,22
Propoxur 55 39,13 76,26
DDT 15,04 295,97 815,2
Pessoa etal, 2015 Lu. longipalpis  Alfa-cipermetrina 0,78 10,55 31,06
mg/m2
Denligglezrseot ?T:,L2016 Lu. longipalpis Clorpirifos 22
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagndsticas

espécie e inseticida.

encontradas nas avaliacfes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg Dlgs DLgg DD
32
Fenitrotion
30
Malation 40
6
Bendiocarb
5
- 3
Denlinger et al. 2016 .
Ug/250 ml Ph. papatasi Propoxur ,
20
Cipermetrina
10
45
Deltametrina 15
5
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliacdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg Dlgs DLgg DD
Denlinger et al. 2016 Ph. papatasi Lambda-cialotrina *
ug/250 mL - papatast ot ,
Lambda-cialotrina 1
Permetrina 15
DDT 7,5
Clorpirifos 30
Denlinger et al. 2016 Ph. papatasi Fenitrotion 30
ug'250 mL Malation 130
2
Bendiocarb
1
3
Propoxur
2
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagndsticas

espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg DlLgs Dlgg DD
95
Cipermetrina
65
45
25
Deltametrina
15
Denlinger et al. 2016 .
Ug/250 L Ph. papatasi 5
4
Lambda-cialotrina
2
60
Permetrina
50
DDT 7,5

encontradas nas avaliacfes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por
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Cont. da tabela 3. Doses letais e diagnosticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por
espécie e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida DLs DLgg Dlgs Dlgg DD
Ph. tobbi
Karakus et al. 2016 Ph. pap_a_ta5|_ Deltametrina 0,002 0,027 0,184 0,368
%) Ph. perfiliewi
Ph. major Permetrina 0,007 0,238 0,450 0,9
Se. Dentata

Nota: DL — Dose letal; DD — Dose diagnostica; Ph — Phlebotomus; Lu — Lutzomyia; Se — Sergentomyia.
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Tabela 4. Tempos letais e diagnosticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por espécies

e inseticida.
Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso (Min)  TLgg (Min)  TLgs (Min)  TD (min)
Mukhopadhyay et al. 1992 Ph. argentipes DDT - 4% 76,8 2142
DDT - 4% 10,6
Chandra et al. 1995 Ph. argentipes Dieldrin - 0,4% 10,2
Malation - 5% 2,8
3,9 19
Malation - 5%
14 14
8,4 29
Propoxur - 0,1%
3,4 25
Fahmy et al. 1996 Ph. papatasi
1,65 10
Deltametrina - 0,025%
1,7 14,00
3 13,00
Permetrina - 0,25%
3 31
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso (Min)  TLgg (Min)  TLgs (mMin)
Malation 19 55,3
Singh & Bansal 1996 Ph. papatasi Fenitrotion 22,3 43,7
Propoxur 22 57,8
DDT - 4% 19,9 160,7
Ph. perniciosus Lambda-cialotrina - 0,06% 3,2 62,4
Permetrina - 0,2% 6,9 126,5
DDT - 2% 18 127,7
Maroli et al. 2002 Ph. papatasi Lambda-cialotrina - 0,06% 7,4 65,8
Permetrina - 0,2% 11 50,2
DDT - 2% 16,6 143,2
Ph(':g%?]?;a“c'i Lambda-cialotrina - 0,06% 4,9 43,5
Permetrina - 0,2% 7,8 258,3
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
Santamaria et al. 2003 Lu. longipalpis Lambda-cialotrina - 10ug/mL 24 60
30

Fenitrotion - 40 uL/L
45

35

15

Alexander et al. 2009 Lu. longipalpis 15
Malation - 10ul/L

20

20

45

Permetrina - 0,10% 25

60
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
Permetrina - 0,10% 25
60
30
Permetrina - 0,05%
Alexander et al. 2009 Lu. longipalpis 40
25
25
Lambda-cialotrina - 0,05%
15
16 40
DDT - 4% 20 55
Afshar et al. 2011 Ph. papatasi 26 97
10 29
Permetrina - 0,05%
13 41
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
Ph. papatasi Permetrina - 0,05% 17 73
8 32
DDT - 4% 21 76
Afshar et al. 2011 115 -
Ph. sergenti
14 38
Permetrina - 0,05% 17 51
22 82
711,09 2025
1104,97 3531,45
DDT - 4%
Saeidi et al. 2012 Ph. papatasi 1879,25 15418,4
973,51 8864,77
Permetrina - 0,75% 159,77 523,25
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
182,35 637,3
207,39 821
Permetrina - 0,75% 40,26 424
59,5 799,45
86,29 2299,1
19,37 238,7
Saeidi et al. 2012 Ph. papatasi
26,79 315,03
34,79 4472
Permetrina - 0,1%
0,665 42,54
4.4 80,29
9,32 329,63
Ciflutrina - 0,15% 10,05 147,39
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
15,42 202
20,94 315
Ciflutrina - 0,15% 0 54,75
2,65 117,56
11,07 8046,56
Saeidi et al. 2012 Ph. papatasi 0,71 35,62
1,48 44,8
2,48 58,14
Lambda-cialotrina 0,05%
0 9,2
1,5 30,3
6,03 231,37
Saeidiet al. 2013 Ph. papatasi DDT- 4% 1312,66
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso (Min)  TLgg (Min)  TLgs (Min)  TD (min)
DDT- 4% 1200,97
253,66
Permetrina - 0,75%
310,1
36,47
Permetrina - 0,1%
Saeidi et al. 2013 Ph. papatasi 18,63
9,38
Ciflutrina - 0,15%
6,08
1
Lambda-cialotrina - 0,05%
1
Malation - 50-150 ug/mL 12 23 25
Marcel6 et al. 2014 Lu. longipalpis Permetrina - 5-45 ug/mL 15 35 35
Lambda-cialotrina - 3,5-50 ug/mL 14 27 30
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)

30
Cipermetrina - 0,01-0,00001% 21,1
<20
29,9
Permetrina - 0,01-0,00001% <20
Lietal 2015 Ph. papatasi
32,1

Ciflutrina - 0,01-0,00001% 16,5

12,8

_ambda-cialotrina - 0,01-0,00001% <10
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
85,9
Permetrina - 0,01-0,00001% 34,2
14,2
13,8
Praletrina - 0,01-0,00001% <10
Lietal 2015 Ph. papatasi -
53,1
Clorpirifos - 0,01-0,00001% 28,3
77,6
Coumafos - 0,01-0,00001% 34,7
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.
Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
53,4
Diazinon - 0,01-0,00001% 25,5
Ph. papatasi
122
Diclovos - 0,01-0,00001% 58,4
Lietal 2015
109,2
Cipermetrina - 0,01-0,00001% 24,1
<10
Ph. duboscqi
57,1
Permetrina - 0,01-0,00001% 20,2
<10
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnosticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
25
Etofenprox - 0,01-0,00001% 32,5
17,9
65,3

_ambda-cialotrina - 0,01-0,00001% <20
<5
Lietal 2015 Ph. duboscqi
80,8
Permetrina - 0,01-0,00001% 33,1
<20
224
Praletrina - 0,01-0,00001% <10

<5
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por
espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)

32,2

Carbaril - 0,01-0,00001% -

26,8

21,4

Lietal 2015 Ph. duboscqi Clorpirifos - 0,01-0,00001% <10

<10

Malation - 0,01-0,00001% 13,1
30

Clorpirifds - 5-30 ug/250 mL

Denlinger et al. 2016 Lu. longipalpis 45
Fenitrotion - 2-32 ug/250 mL 45
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)

Fenitrotion - 2-32 ug/250 mL 60
Malation - 5-45 ug/250 mL 60
40

Bendiocarb - 1-8 ug/250 mL
60
30

Propoxur - 1-10 ug/250 mL
35

Denlinger et al. 2016 Lu. longipalpis
40
Cipermetrina - 5-20 ug/250 mL

60
35
Permetrina - 5-100 ug/250 mL 40
60
Lambda-cialotrina - 1-40 ug/250 mL 40
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso(Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
45
—ambda-cialotrina - 1-40 ug/250 mlL
60
Lu. longipalpis
Permetrina - 5-20 ug/250 mL 30
DDT - 2,5-700 ug/250 mL 30
Clorpirifos - 20-45 ug/250 mL 60
Fenitrotion - 4-45 ug/250 mL 60
Denlinger et al. 2016

Malation - 50-145 ug/250 mL 60
30

Ph. papatasi Bendiocarb - 1-6 ug/250 mL
40
30

Propoxur - 1-15 ug/250 mL
35
Cipermetrina - 20-95 ug/250 mL 45
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLgso (Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
Cipermetrina - 20-95 ug/250 mL 60
35
40
Permetrina - 5-100 ug/250 mL
45
60
Denlinger et al. 2016 Ph. papatasi
40
Lambda-cialotrina - 1-40 ug/250 mL
60
40
Permetrina - 10-50 ug/250 mL
60
DDT - 2,5-550 ug/250 mL 30
12,80 39,63
Azamani et al. 2017 Ph. sergenti DDT - 4%
15,37 51,09
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnosticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLgso (Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
18,33 73,14
16,47 39,63
Bendiocarb - 0,1% 19,15 47,4
Azamani et al. 2017 Ph. sergenti 40,62 60,98
4,47 14,15
Permetrina - 0,75% 6,31 18,56
8,13 27,71
60,33 128,04 133
Rama et al. 2017 Ph. argentipes DDT - 4%
282,36 389 472,07
164,08 990,08
Bidabadi et al. 2017 Ph. papatasi DDT - 4% 584,44 2631,11
3819,86  30412256,7
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLgso (Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)

DDT - 4% 564,07 10602,31

53,54 6754,81
110,1 44791,73

220,25 5094966,88
Bidabadi et al. 2017 Ph. papatasi Permetrina - 0,75%

38,08 1462,91

3,32 98,64

Permetrina - 0,05% 11,64 274,31

26,79 2515,6
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Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avaliagcdes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLgso (Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)

0,25 151,83

Permetrina - 0,05% 1,95 440,87
5,41 3914,76

0,41 106,84

1,53 281,05
3,34 1630,87

Bidabadi et al. 2017 Ph. papatasi Ciflutrina - 0,15%

0,04 11,54

0,6 25,34

1,72 122,78

0,0029 195,81

Lambda-cialotrina - 0,05% 16,91 928,8

51,04 -

109



Cont. da tabela 4. Tempos letais e diagnésticas encontradas nas avalia¢des de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas, por

espécies e inseticida.

Referéncia Espécie Inseticida - Dose TLso (Min)  TLgg(Min)  TLgs (Min)  TD (min)
1,88 246,19
Bidabadi et al. 2017 Ph. papatasi Lambda-cialotrina - 0,05% 9,78 804,27

19,82 25375,72

Nota: TL — Tempo letal; TD — Tempo diagnostico; Ph - Phlebotomus; Lu — Lutzomyia
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5.2 Andlise dos parametros bioldgicos de idade, sexo e estado

nutricional

As curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer apresentam a mortalidade
dos flebotomineos expostos ao longo do tempo por meio dos bioensaios de
garrafas do CDC e de cone da OMS.

Os resultados obtidos com a metodologia de garrafas mostraram
influéncia da dieta na mortalidade dos flebotomineos. As fémeas alimentadas
com sangue foram mais suscetiveis, quando comparadas as fémeas

alimentadas apenas com solucéo acucarada (X? = 7,86; p = 0,001) (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis
submetidas ao bioensaio de garrafas do CDC, conforme dieta ao inseticida

alfacipermetrina a 3 pg/mL.

As avaliag6es do sexo dos flebotomineos e das idades, trés e cinco dias,
ndo apontaram diferencas significativas (X? = 0,45; p = 0,501 e X?=0,02; p =
0,880, respectivamente) (Figuras 17 e 18).
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Figura 17. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis
submetidas ao bioensaio de garrafas do CDC, conforme sexo ao inseticida

alfacipermetrina a 3 pg/mL.
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Figura 18. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis
submetidas ao bioensaio de garrafas do CDC, conforme idade ao inseticida

alfacipermetrina a 3 pg/mL.
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Os bioensaios com cones demonstraram nao haver diferenca entre as
dietas (X? = 1,41; p = 0,22) (Figura 19) e os sexos (X? = 0,27; p = 0,59) dos
flebotomineos (Figura 20). No entanto, houve diferenca significativa quando
comparadas as idades. Os flebotomineos com cinco dias de idade foram mais

suscetiveis do que os flebotomineos com trés dias (p = 0,001) (Figura 21).
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Figura 19. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis

submetidas ao bioensaio de cones, conforme dieta ao inseticida alfacipermetrina

a 3 pg/mL.
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Figura 20. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis

submetidas ao bioensaio de cones, conforme sexo ao inseticida alfacipermetrina

a 3 pg/mL.

1.0 4

== Trés dias

0.8 1 == Cincodias

0.6

Sobrevivéncia

0.4

0.2

0.0 T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (minutos)
Figura 21. Curvas de sobrevivéncia, de Kaplan-Meyer, da espécie Lu. longipalpis
submetidas ao bioensaio de cones, conforme idade ao inseticida

alfacipermetrina a 3 pg/mL.
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5.3 Determinacgdo de Linhagem Referéncia de Suscetibilidade

A avaliagdo das curvas de sobrevivéncia de KM dos flebotomineos de
Jacobina/BA, Montes Claros/MG e Teresina/Pl nos bioensaios de garrafas
(Figura 22) e de cones (Figura 23) demonstraram diferenca significativa. Os
flebotomineos oriundos de Jacobina se mostraram mais suscetiveis do que os
flebotomineos de Teresina e Montes Claros no bioensaio de garrafa do CDC (p
= 0.000) e no bioensaio de cone da OMS (p = 0.006) para alfacipermetrina na

concentracéo de 3 ug/mL.
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Figura 22. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das populagcbes de
flebotomineos de Jacobina, Teresina e Montes Claros com a metodologia de

garrafas do CDC.
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Figura 23. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das populacbes de
flebotomineos de Jacobina, Teresina e Montes Claros com a metodologia de

cones.

Os valores de TLso, TLoo e TLos para as populagdes de Jacobina, Teresina
e Montes Claros nos bioensaio de garrafas e de cones sédo apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 5. Estimativas de TLso, TLoo € TLos para as populacdes de flebotomineos de Jacobina, Teresina e Montes Claros com a

metodologia de garrafas e cones.

Populacao n TLs, (IC 95%) TLg (IC 95%) TLgs (IC 95%)
Garrafa
Jacobina 120 14,53 (13,15 - 15,67) 22,60 (20,93 - 24,40) 24,97 (23,01 - 27,09)
Teresina 120 38,74 (36,42 - 41,21) 55,00 (52,05 - 58,12) 59,39 (55,96 -63,03)

Montes Claros 120

40,21 (37,52 - 43,09) 59,64 (55,75 - 63,80)

65,02 (60,40 - 70,01)

Cone

Jacobina 120
Teresina 120
Montes Claros 120

112,59 (104,37 - 121,46)
127,50 (116,42 - 139,64)
143,49 (125,62 - 163,91)

164,64 (147,12 - 184,24)
186,33 (160,08 - 216,97)
224,42 (178,67 - 281,88)

178,94 (157,68 - 203,05)
202,48 (170,87 - 239,95)
247,53 (192,19 - 318,81)
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5.4 Andlise dos parametros metodolégicos
5.4.1 Diluentes

A andlise de alcool e acetona no bioensaio de garrafas ndo mostrou
diferencas significativas quando avaliados com trés (X2=1,01e p=0,313) e
com 24 horas de exposicédo X2 = 0,88 e p = 0,347) (Figura 24).
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Figura 24. Analise de diluentes, com a metodologia de garrafas do CDC, na

avaliacdo da mortalidade de flebotomineos.
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5.4.2 Analise dos critérios de mortalidade na suscetibilidade de

flebotomineos ainseticidas

Os dois critérios de mortalidade descritos na literatura foram avaliados.
De acordo com o critério A (incapacidade de voar e ou ficar de pé), os
flebotomineos alcangaram TLsp com 22,33 e 26,36 minutos, TLg com 30,39 e
33,59 minutos e TLes com 32,51 e 35,42 minutos. Para o critério B (auséncia
total de movimentos), o TLso foi de 114,57 e 117,32 minutos, TLeo de 177,48
e 203,53 minutos e TLgs de 195,35 e 229,6 minutos (Tabela 6).

Tabela 6. Mortalidade dos flebotomineos de acordo com dois critérios de
mortalidade, expostos a 3 pg/mL de alfacipermetrina na metodologia de

garrafas do CDC.

Insetos expostos  n TLso (IC 95%) TLgo (IC 95%) TLgs (IC 95%)
Critério A
Machos 30 26,36 (25,09 - 27,98) 33,59 (31,03 - 35,79) 35,42 (33,76 - 37,66)
Fémeas 30 22,33 (21,01 - 24,88) 30,39 (28,25 - 32,96) 32,51 (30,28 - 35,02)
Critério B
Machos 30 117,32(110,10-125,00) 203,53 (182,94 - 224,77) 229,65 (203,58 - 259,49)
Fémeas 30 114,57 (107,88 -122,54) 117,48 (109,98 - 123,59) 195,35 (176,55 - 214,86)

5.5 Anélise da perda de pernas dos flebotomineos na suscetibilidade a

inseticida

Na comparagao entre bioensaios de garrafa e de cone com inseticida
alfacipermetrina foi possivel observar um valor de X? de 16,59 e p < 0,01
(Figura 25). Esse resultado demostra que perda de pernas esta associada ao
bioensaio de garrafa com alfacipermetrina. Em relacdo, aos bioensaios de
garrafa e de cone com inseticida bendiocarb nota-se um valor de X? de 10,41
e p = 0,001, demostrando que a perda de pernas esta estatisticamente

associada a exposicao de bendiocarb na metodologia de cone.
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Figura 25. Avaliacdo da perda de pernas dos flebotomineos por meio da
avaliacdo do piretrdide alfacipermetrina e do carbamato bendiocarb nos
métodos de garrafas e cones.

Nota: *Apresentou diferenca significativa (p < 0,05).
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A anadlise dos grupos G2 (submetidos ao bioensaio com garrafas
impregnadas com acetona), G3 (submetidos ao bioensaio com garrafas sem
presenca de diluente e inseticida) e G4 (submetidos diretamente a gaiola)
demonstrou que nenhum flebotomineo perdeu pernas e todos se deslocaram
até as fontes alimentares e comeram. Porém, em G1 todos os flebotomineos
perderam pernas (uma a seis) e nenhuma fémea conseguiu se alimentar.
Apenas duas fémeas alcancaram o hamster, contudo ndo se alimentaram
(uma com dois minutos e outra com 22 minutos de teste). Assim como as
fémeas, os machos também nao se alimentaram, embora tenham conseguido
voar de forma descoordenada e pousar de forma desequilibrada (X2 = 108,13;
p < 0,001) (Tabela 7).

Tabela 7. Impacto da perda de pernas dos flebotomineos na alimentacéo apés
exposicdo a alfacipermetrina a 3 pg/mL e acetona com a metodologia de
garrafa do CDC.

Teste X2

Se alimentaram Nao se alimentaram Total

Gl 1 (23,50) (21,54) 31 (8,50) (59,56) n=232
G2 31 (23,50) (2,39) 1 (8,50) (6,62) n=32
G3 31 (23,50) (2,39) 1 (8,50) (6,62) n=232
G4 31 (23,50) (2,39) 1 (8,50) (6,62) n=32
Total n=94 n=234 n=128
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6. DISCUSSAO

Até dezembro de 2019, foram detectadas 47 populacbes de
Phlebotominae com resisténcia confirmada, principalmente na india. Além
disso, dos 61 estudos avaliados sistematicamente, apenas trés trabalhos
realizaram comparacfes entre os flebotomineos de campo e flebotomineos
de colbnia. Observa-se também, que as doses e tempos letais usados nos
estudos sdo muito variados. Ademais, o método kit da OMS com papéis
impregnados € o mais utilizado para avaliacdo da suscetibilidade de
flebotomineos a inseticida (Tabela 1). As trés ultimas contribuicdes revelam
gue nao existe um protocolo especifico de avaliagdo de suscetibilidade de
flebotomineos a inseticidas.

Phlebotomus argentipes - vetora de Leishmania donovani, agente
etioldgico da leishmaniose visceral no subcontinente indiano, apresentou 31
registros de resisténcia a trés classes de inseticidas, organoclorado (DDT),
organofosforado (Malation) e piretréides (Permetrina e Deltametrina), e outros
19 registros de tolerancia. Ja a espécie Ph. papatasi - vetora de Leishmania
major, agente etiolégico da leishmaniose cutanea zoondética no Velho Mundo,
possui 23 registros de resisténcia para as quatro classes de inseticida,
organoclorado (DDT e Dieldrin), organofosforados (Malation), piretroides
(Permetrina e Lambda-cialotrina) e carbamato (Propoxur), e 5 de tolerancia
aos principais inseticidas utilizados no controle das leishmanioses. A
resisténcia de Ph. papatasi ao DDT é devida a sobreposicdo com a areas de
malaria, cujo controle é realizado, desde a década de 40 (Hadjinicolaou 1958),
enquanto que a resisténcia de Ph. argentipes € atribuida ao uso
indiscriminado de DDT em aplicacdes residuais intradomiciliares (Ostyn et al.
2008). Além disso, ha ainda o relato de resisténcia da espécie Sergentomyia
shorttii - espécie sem importancia médica. Ph. sergenti - vetor de Le. tropica,
agente etiologico da leishmaniose cutanea antroponética no Velho Mundo e o

flebotomineo Lu. longipalpis - vetor de Le. infantum, agente etioloégico da
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leishmaniose visceral no Novo Mundo, se mostraram tolerantes nos testes de
suscetibilidade (Azamani et al. 2017, Alexander et al. 2009).

Até o momento, existe apenas um protocolo para avaliacdo de
suscetibilidade de flebotomineos preconizado pela OMS (1981b) com kits de
papéis impregnados da OMS. Essa metodologia apresenta limitacdes (ver
abaixo) e ndo utiliza uma Linhagem Referéncia de Suscetibilidade (LRS). Um
dos grandes obstaculos para o desenvolvimento de estudos de
suscetibilidade/resisténcia a inseticidas tem sido determinar uma LRS que
possa ser utilizada de forma ampla e padronizada.

De acordo com os resultados das figuras 21 e 22, e da tabela 7, a
evidéncia de alta suscetibilidade de Lu. longipalpis de Jacobina-BA pode
resolver esse grande obstaculo que é a determinacdo de uma linhagem
suscetivel que possa ser utilizada como referéncia no Brasil. Esta populacao
se mostrou significativamente mais suscetivel do que a populacdo de
Teresina-Pl e do que a populagcéo de campo oriunda de Montes Claros-MG.

A partir da adocdo de uma LRS, ferramentas essenciais para o
monitoramento de populacbes de flebotomineos de campo podem ser
aprimoradas. Atualmente as concentragbes de inseticidas utilizadas para
deteccdo de resisténcia de flebotomineos sdo as mesmas utilizadas para
monitoramento de mosquitos (WHO 1998). Com uma populacéo de referéncia
sera possivel determinar essas doses para flebotomineos assim como
delimitar pontos de corte para confirmacéao de resisténcia.

Com a determinacdo de LRS, sera possivel avaliar populagcbes de
campo por meio da Razdo de Resisténcia (RR). A RR é extremamente util
para monitorar a evolucéo da resisténcia a inseticidas em uma populacéo de
campo. Esta, é calculada por meio da divisdo da DLso ou TLso de populacbes
de campo pela DLso ou TLso da LRS. Para triatomineos uma RR maior que
cinco implica resisténcia da populacao testada (Obara et al. 2011), enquanto
que para classificar a resisténcia em mosquitos como baixa, moderada ou
altamente resistente adota-se RRgs < 5, entre 50 e 10,0 e > 10,0,

respectivamente (Mazzari & Georghiou 1995). Para flebotomineos ainda nédo
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h& esses pontos de corte, 0 que mais uma vez demonstra a importancia da
adocdo de uma LRS.

Alexander et al. (2009) utilizaram a populacdo de Lu. longipalpis da
gruta da Lapinha, Lagoa Santa, Minas Gerais, como populacdo controle,
quando a comparou em bioensaios de resisténcia a inseticidas com
flebotomineos capturados em Montes Claros, também em Minas Gerais. Ja
Pessoa et al. (2015) indicaram os flebotomineos da Gruta da Lapinha como
LRS. Esta populacdo, embora seja silvestre, se mostrou suscetivel aos
bioensaios de campo realizados pelos autores e atende os critérios da OPAS.
No entanto, a populacao de Lu. longipalpis da Gruta Lapinha, é parasitada por
nematoides da Ordem Rhabditida e possivelmente da Familia
Steinernematidae. De acordo com um estudo, esses flebotomineos na
natureza apresentam taxa de infeccdo, pelos nematoides, extremamente
baixas (0,5%), mas em laboratorio a taxa de infeccdo desses parasitas
chegam a 50%, comprometendo a manutengdo da col6nia (Secundino et al.
2002). Por esses achados, ndo avaliamos esta populagcdo como candidata a
LRS.

Por outro lado, populacdes de flebotomineos coletadas no campo tem
apresentado maior suscetibilidade quando comparadas as populagdes
criadas em laboratério, dificultando a interpretacdo dos resultados. Por
exemplo, Lu. longipalpis criadas em laboratorio apresentaram TLso de 13,2
minutos, enquanto que nas populacdes de campo foi de 8,3 minutos para
DDT. Para malation foi de 10,1 minutos para cepa de laboratério, contra 7,2
minutos de campo e para o propoxur foi de 11,4 minutos e 6,3 minutos para
populacao de referéncia e campo, respectivamente (Mazzari et al. 1997). Esse
fendbmeno também pode ser observado para Ph. argentipes (Dinesh et al.
2010).

Provavelmente, tal fato pode ser explicado pela maior tolerancia a
inseticidas (Schmidt & Schmidt 1969) das populacdes de laboratério, cuja
alimentacéo € oferecida com maior frequéncia e as condicbes de abrigo e
protecdo seriam melhores, quando comparadas as condi¢cdes de campo.

Outro fator, que poderia explicar a maior mortalidade em populacdes de
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campo seria que durante a captura e o transporte as amostras poderiam sofrer
danos fisicos que aumentariam a sua mortalidade.

Lu. longipalpis, criados desde 2007, em condi¢cdes de laboratorio
também foram mais resistentes do que populagbes de campo oriundos do
municipio de Aracatuba/SP quando foram expostos aos kits da OMS com
papeis impregnados com lambda-cihalotrina (0,05%) e deltametrina (0,5%).
Os autores sugerem a nao utilizacao de populacdes de laboratério nos testes
de suscetibilidade, ou seja, os flebotomineos coletados em campo poderiam
ser usados como controle e comparadas com populacbes expostas
capturadas também na natureza (Gonzalez et al. 2019).

Os procedimentos adotados para estudos de suscetibilidade de
mosquitos do género Anopheles (WHO 2013) e da espécie Aedes aegypti
(WHO 2016), assim como para insetos da subfamilia Triatominae (Obara et
al. 2011) n&o sao os mais adequados, em termos de utilizac&o de LRS. Novos
critérios e indicadores necessitam ser produzidos para melhorar a detec¢éo
de populacdes resistentes de flebotomineos.

Dentre os indicadores destacam-se a DD e a DL. Estes indicadores
podem ser utilizados de forma qualitativa, ou seja, identificando individuos de
uma populagcdo que conseguem sobreviver a doses que seriam letais para
maioria da populacdo, portanto, altas taxas de sobrevivéncia sugerem
resisténcia dos flebotomineos. Para triatomineos, a OMS (OMS 1994) sugere
como DD a DLgo da LRS. Para larvas de mosquitos a recomendacgédo é que a
DD seja dobrada, ou seja, duas vezes a DLog da LRS, conforme OMS, 2016.

Para flebotomineos as informacgdes sédo escassas e confusas, pois nao
h& uma padronizacdo da DD. Por exemplo, experimentos com Lu. longipalpis
expostos em garrafas do CDC por 35 min. apresentaram diferentes DD para
um mesmo produto (deltametrina) — 10 pg/mL e 45 pg/mL (Marcelo et al. 2014,
Denlinger et al. 2016). Portanto, é de fundamental importancia a ado¢éao de
DD para flebotomineos em ensaios de laboratorio para detectar alteracfes de
suscetibilidade neste grupo de insetos.

Poucos estudos avaliaram resisténcia de flebotomineos separando

fémeas e machos. Como somente as fémeas sdo responsaveis pela
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transmissao de protozoarios do género Leishmania, parte dos poucos estudos
de suscetibilidade com esse grupo de insetos ndo utilizam machos. Neste
estudo, as comparacdes dentre os sexos dos flebotomineos, de acordo com
as curvas de sobrevivéncia de KM, para garrafas (Figuras 14) e cones
(Figuras 17), ndo demonstraram diferengas significativas, ou seja, indicando
gue machos e fémeas poderiam ser utilizados juntos nos bioensaios.

Alexander et al. (2009), demonstraram que machos de Lu. longipalpis
seriam mais suscetiveis do que fémeas para os inseticidas malation,
permetrina e fenitrotion, enquanto que as fémeas foram mais suscetiveis para
deltametrina e lambda-cialotrina. Cabe ressaltar que essas diferencas
poderiam influenciar na escolha do inseticida utilizado nos programas de
controle das leishmanioses, particularmente no caso de Lu. longipalpis s.l., na
qual sabe-se que o macho atrai a fémea para a cépula indicando por meio de
sinais quimicos (feromdnios, batimento de asas) o local para hematofagia
(Soares & Turco 2003).

Para flebotomineos do velho mundo, Saeidi et al. 2012 e 2013,
apontaram que os machos de Ph. papatasi seriam mais suscetiveis a DDT,
permetrina, deltametrina, ciflutrina e lambda-cialotrina, quando comparados
as fémeas. Bidabadi et al. 2017, relataram maior suscetibilidade dos machos
de Ph. papatasi para o inseticida DDT (p = 0,001), no entanto, ndo viram
diferenca significativa para os inseticidas permetrina, deltametrina, ciflutrina e
lambda-cialotrina. J& 0os machos da espécie Ph. argentipes foram mais
suscetiveis do que as fémeas para DDT (Rama et al. 2017).

Outro parametro importante € a padronizacdo da idade dos
flebotomineos para os bioensaios de suscetibilidade a inseticidas. Avaliando
esse parametro com a metodologia de cones (Figura 21), observou-se
diferenca significativa, no qual os flebotomineos com cinco dias de idade
morreram mais rapido do que os insetos com trés dias. Na metodologia de
garrafa, ndo houve diferenca (Figura 18).

A impossibilidade de selecionar flebotomineos de campo, de acordo
com a idade, agregara sempre um viés de selecdo aos bioensaios. Uma

solucao para tal adversidade, seria a criacdo de flebotomineos de campo em
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insetarios para obtencdo da geracdo F1 ou maior, que por sua vez seriam
utilizados nos experimentos, assim como fizeram Maroli et al. 2002 e Rama et
al. 2015. No entanto, a criacao de flebotomineos é uma tarefa muito dificil e
necessita de laboratdrio com infraestrutura adequada, boas condicbes de
biosseguranca e especialistas dedicados, quase que exclusivamente a
manutencdo das colbnias.

Neste estudo, os flebotomineos foram avaliados quanto a
suscetibilidade em relacdo a dieta. As fémeas de Lu. longipalpis que se
alimentaram com sangue, segundo as curvas de sobrevivéncia de KM (Figura
16) foram mais suscetiveis do que as fémeas que se alimentaram com acucar,
na metodologia de garrafas. Na comparacéao entre as dietas com o método de
cones, nao houve diferenca (Figura 19).

Esse resultado provavelmente ocorreu devido a maior distensao
abdominal das fémeas quando alimentaram com sangue. Embora os
alimentos acgucarados possam preencher uma parte consideravel do volume
total do abdémen dos flebotomineos, diferentemente da alimentacdo no
sangue, ele ndo pode distendé-lo completamente. Essa dilatac&o, que ocorre
quando ha um repasto sanguineo, que garante as fémeas os nutrientes
necessarios para a maturacdo dos ovos (Schlein & Warburg 1985). A
distensédo expbe as membranas intersegmentares abdominais, facilitando a
penetracdo do inseticida no corpo (Fontan & Zeerba 1987). Portanto, esse
resultado sugere que as fémeas que alimentaram sangue nao devem ser
usadas em ensaios que testem a suscetibilidade a inseticidas, pois podem
superestimar o efeito real do inseticida. Assim, a captura dessas fémeas
alimentadas com sangue deve ser evitada, o que em geral € uma estratégia
facil de ser adotada. No entanto, Bidabadi et al. 2017 e Dinesh et al. 2008,
nao encontraram diferencas significativas na suscetibilidade das fémeas de
flebotomineos ndo alimentadas, alimentadas, gravidas e meio-gravidas.

Como observado na tabela 1, trés métodos podem ser usados para
avaliacdo da suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas: o kit de tubos e
papéis impregnados da OMS (OMS 2013), os cones da OMS (Pessoa et al.

2015) e as garrafas do CDC (Brogdon & McAllister 1998). Nota-se que 34
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experimentos foram conduzidos usando kit de tubos e papéis impregnados da
OMS, cinco utilizaram as garrafas do CDC e dois os bioensaios de laboratério
com cones da OMS, conforme mostra a Tabela 1.

O kit de tubos e papéis impregnados da OMS é uma ferramenta
composta por dois tubos unidos por uma base. De um lado os insetos ficam
em repouso sem contato com inseticida e do outro sdo expostos aos papéis
impregnados. Na base ha uma porta que permite a passagem dos insetos de
um lado para o outro. Esta ferramenta vem sendo utilizada desde a década
de 50, sendo o método de avaliagdo de suscetibilidade mais antigo.
Limitagbes como alto custo, escape dos flebotomineos pelo portdo de
exposicao dos tubos e telas laterais, areas do tubo sem presenca de inseticida
e dificil observacdo do comportamento dos insetos durante os bioensaio de
laboratério dificultam a analise e monitoramento de populacdes de
flebotomineos (Schmidt & Schmidt 1969, OMS 2013).

O bioensaio com garrafas do CDC funciona com a impregnacéo de
garrafas com inseticidas diluidas em solvente. Os insetos séo introduzidos nas
garrafas e apos o fechamento das tampas, ha o inicio do bioensaio. Embora
apresente algumas vantagens sobre o kit de tubos da OMS como, baixo custo,
facilidade no transporte, ensaios com diferentes dosagens de inseticidas e
area de exposicéo totalmente revestida por inseticida (Santamaria et al. 2003),
destacam-se como desvantagens a dificuldade de introducéo e retirada dos
insetos no interior da garrafa (Brogdon & Chan 2010, WHO 2013), assim como
superficie com pouca aderéncia, como no caso do vidro, que dificulta o
repouso de flebotomineos nas paredes do frasco.

Experimentos que visam avaliar efeito knockdown em populacdes
expostas a organoclorados e piretroides, certamente terdo dificuldades de
transferir os espécimes vivos para potes livres de inseticidas. Também, o
solvente utilizado pode influenciar na mortalidade de espécies delicadas e de
tamanho menor, ou seja, Lu. longipalpis quando comparada com a maioria
das espécies do género Lutzomyia é uma espécie robusta, portanto, sua
recuperacdo é mais rapida diante dos efeitos toxicologicos do solvente

utiizado (Santamaria et al. 2003). Além disso, Henriquez et al. (2009)
128



relataram repeléncia dos flebotomineos em garrafas impregnadas com
lambda-cialotrina e deltametrina diluidos com acetona. Porém, as garrafas
impregnadas com 0s mesmos inseticidas misturados em alcool nao
interferiram no comportamento dos insetos.

Bioensaio de cone pode avaliar a residualidade de inseticidas em
paredes, como também pode ser utilizado como método de avaliacdo de
suscetibilidade de flebotomineos em laboratorio. Neste bioensaio, os insetos
sdo expostos a superficies tratadas com inseticida e preso por um cone de
plastico transparente. Diferente dos outros métodos, este simula a real
exposicao dos flebotomineos com ambientes impregnados com inseticida. A
desvantagem é que possuem area livre de inseticidas, como por exemplo, no
orificio de abertura, onde os flebotomineos podem permanecer em repouso,
sem contato com inseticida (OMS 1998).

Em relacdo aos dois critérios de mortalidade adotados na literatura de
suscetibilidade de flebotomineos a inseticida, observou-se diferenca
significativa entre eles, no qual de acordo com o critério A, os flebotomineos
alcancariam TLs entre 22 e 35 minutos. Ja com a adogé&o do critério B, esses
mesmos insetos levariam de 114 a 229 minutos para morrerem (Tabela 3). A
maioria dos estudos que avaliaram a suscetibilidade das populacbes de
flebotomineos ao inseticida ndo mencionou os critérios de mortalidade
aplicados. Nossos resultados recomendam que apenas 0 critério A seja
adotado em estudos futuros de suscetibilidade a flebotomineos. A adoc¢éo do
critério B exigiria muito tempo para avaliar a resisténcia do inseto ao inseticida
e poderia mascarar os dados de mortalidade de insetos durante o bioensaio.

Durante os experimentos, foi observado frequentemente a perda de
pernas dos flebotomineos. Esse fendmeno foi avaliado por Santamaria et al.
(2016) durante a exposicdo dos flebotomineos a piretroides. Os
pesquisadores levantaram a hipétese que este fato poderia se dar por um
evento denominado “autotomia”, onde animais liberam partes do corpo como
mecanismo de defesa, neste caso, devido a intoxicacdo por inseticidas. Esses
autores chegaram a conclusdo que a perda das pernas nos flebotomineos se

deu realmente pela exposi¢édo aos piretroides.
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Nesse trabalho, todos os flebotomineos que foram tratados com
alfacipermetrina no bioensaio de garrafa perderam uma ou mais pernas
(Figura 25) corroborando com os resultados de Santamaria et al. (2016).
Provavelmente, tal fato pode ser explicado devido a grande excitacdo e
tremores que sdo produzidos pelos inseticidas da classe dos piretréides
(Soderlund 2010).

Nos bioensaios de cone com o inseticida bendiocarb também foi
observado perda de pernas em flebotomineos (Figura 25). Esse é o primeiro
registro deste fendbmeno a esta classe de inseticida. No entanto, o ocorrido
pode néo ter relacdo com o inseticida, e sim com a metodologia. Santamaria
et al. (2016) observaram a perda de pernas dos insetos também no grupo
controle, o que pode ter sido causado pelo manuseio dos flebétomos, assim
como no caso dos flebotomineos expostos ao bendiocarb. Novos
experimentos avaliando estes efeitos devem ser realizados, a fim de
esclarecer o que de fato causa a perda das pernas de flebotomineos.

A analise da perda de pernas na alimentacdo dos flebotomineos
(Tabela 6) confirmou a suspeita levantada por Alexander et al. (2009) que
sugeriu que flebotomineos com auséncia de uma ou mais pernas nao
conseguiriam se alimentar. Embora Denlinger et al. (2015) e Santamaria et al.
(2016) tenham conseguido demonstrar a alimentacédo de flebotomineos em
condi¢cOes de laboratorio, talvez isto ndo se repita em condi¢cdes de campo.
Uma fotografia de Lu. longiflocosa, com apenas trés pernas, se alimentando
em um homem foi registrada por Santamaria et al. (2016). Segundo os
autores, tal fato poderia comprovar a capacidade de alimentacdo de
flebotomineos moribundos em condi¢gdes naturais. Porém, outros hospedeiros
reagiriam a tentativa de ataque deste inseto e dificultaria este repasto
sanguineo. Deste modo, sugerimos que novos trabalhos sejam realizados
para determinar a influéncia deste efeito na alimentacao de flebotomineos.

A metodologia de cone para avaliacdo da suscetibilidade de
flebotomineos, comumente utilizada em paredes impregnadas com inseticida,
foi aqui adaptada para testes em laboratorio. Os resultados dos ensaios

demonstram que este método se equipara ao de garrafas e kit de papéis
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impregnados e pode também ser utilizado para avaliacdo de resisténcia de
insetos em laboratorio. Nos bioensaios de garrafas do CDC, a acetona é o
diluente mais utilizado, porém sabe-se quando expostos durante muito tempo
produz efeito anestésico sobre insetos, 0os quais podem levar a morte.
Henriquez et al. (2009) verificaram a repeléncia de Pi. evansi em garrafas
impregnadas com lambda-cialotrina e deltametrina diluidos com acetona.
Porém, as garrafas impregnadas com os mesmos inseticidas misturados em
alcool ndo interferiram no comportamento dos insetos.

Certamente, o numero de populacdes de flebotomineos resistentes
poderia ser diferente, caso houvesse uma padronizagédo de metodologias e
parametros para os bioensaios de laboratério existentes. Ainda, seria possivel
a deteccao de resisténcia nas populacdes de maneira precoce, facilitando a
tomada de decis&o dos programas de controle das leishmanioses, em relagéo
ao manejo de inseticidas. Nota-se a necessidade de futuras pesquisas que
incorporem novas metodologias de exposi¢cdo, pontos de corte para
classificacdo de resisténcia e critérios de mortalidade para aprimorar a
deteccao de resisténcia em flebotomineos.

A principio, a metodologia de garrafa do CDC tem se mostrado mais
apropriada para estudos de suscetibilidade de flebotomineos. No entanto,
sugerimos a utilizacdo de LRS especifica para cada espécie com o intuito de
estimar DD e/ou TD. Esses parametros devem ser utilizados para detectar
popula¢cdes com alteracdes de suscetibilidade, cujos valores de RR permitirdo

quantificar os niveis de resisténcia, em comparacdo com a LRS.
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7. CONCLUSOES

v Até dezembro de 2019 foram detectadas 47 populacbes de
Phlebotominae com resisténcia confirmada para um ou mais inseticidas
e outras 28 populagdes consideradas tolerantes. As populacoes
resistentes compreenderam as espécies Ph. papatasi, Ph. argentipes,
Se. shorttii e um pool de cinco espécies de flebotomineos, enquanto as
populagcdes tolerantes compreenderam Ph. papatasi, Ph. argentipes,
Ph. sergenti, Lu. longipalpis e um pool de cinco espécies de
flebotomineos. Com excecdo de um registro de resisténcia no Egito e
um na Turquia, todos os demais registros de resisténcia de

flebotomineos ocorreram na india;

v' Idade e estado nutricional dos flebotomineos podem influenciar a
avaliacdo do perfil de suscetibilidade a inseticidas, uma vez que
flebotomineos com cinco dias de idade foram mais suscetiveis do que
os flebotomineos com trés dias, e as fémeas alimentadas com sangue
foram mais suscetiveis, quando comparadas as fémeas alimentadas
apenas com solucdo acucarada. Porém, o sexo dos insetos nédo
demonstra impactar nas analises. Essas informac¢des sdo importantes
para o0 desenvolvimento de protocolos especificos para o

monitoramento de resisténcia de flebotomineos a inseticidas;

v" A populacéao de Lu. longipalpis oriunda de Jacobina e criada na Fiocruz
do Rio de Janeiro deve ser adotada como a LRS no Brasil, em virtude
de esta atender aos requisitos da OPAS e se mostrar extremamente
suscetivel nos bioensaios. A partir da LRS sera possivel aprimorar os

experimentos de suscetibilidade de flebotomineos, no Brasil,
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v' N&o houve diferenca entre os diluentes alcool e acetona para o
bioensaio de garrafas do CDC, sugerindo a utilizacdo de ambos 0s

diluentes nos ensaios laboratoriais;

v O critério de mortalidade mais adequado numa avaliacdo de
suscetibilidade a inseticida € aquele que caracteriza como mortos 0s
flebotomineos que apresentaram incapacidade de voar e/ou voos

descoordenados;
v A perda de pernas pelos flebotomineos ocorreu devido a exposi¢cao ao

inseticida piretréide alfacipermetrina. A metodologia de garrafa também

influencia neste fenbmeno.
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Abstract

The classification of insecticide resistance in sand flies populations is based on
concepts and methodologies used to characterize the susceptibility profile in
mosquitoes. This can generate erroneous and subjective interpretations since they are
biologically different organisms. In this context, the goal of this review is to analyze
the works and/or articles that aimed at characterizing the susceptibility of sand flies
and describing the methodological parameters, in order to improve future works to
estimate more accurately the resistance of sand flies to insecticides. Using keywords
that refer to the purpose of this review, scientific studies in English, Spanish and
Portuguese published until December 2019 were analyzed. A total of 3481 articles
were found in searches in four databases (Pubmed, Scopus, BVS and ScienceDirect)
and 61 were selected. Records of sand-fly resistance are described for all classes of
insecticides, mainly for Phlebotomus papatasi and Ph. argentipes. World Health
Organization (WHO) kits with impregnated papers are the most widely used method
to assess the susceptibility of sand flies to insecticides. However, only two studies
presented comparisons between field sand flies with Susceptibility Reference Lineage
(SRL), and the lethal doses and lethal times of sand flies are very varied, revealing that
there is no specific protocol for assessing the susceptibility of sand flies to insecticides.
For a quick and early detection of sand flies’ resistance to insecticides, we suggest the
definition of SRL, as well as new research to analyze the interference of generation,
nutritional status, age and sex in sand-fly susceptibility experiments, in order to ensure

an effective resistance monitoring.
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Introduction

Leishmaniasis represent a set of infectious diseases that can manifest in humans
when they have contact with the transmission cycle of the more than 20 species of
Leishmania protozoa that cause the diseases (Lainson and Shaw, 1979). The main form
of transmission to humans occurs through the bite of female sand flies infected by
these parasites. The main clinical forms are visceral leishmaniasis (VL), post-kala-azar
dermal leishmaniasis (DL), cutaneous leishmaniasis (CL) and mucocutaneous
leishmaniasis (ML). VL, when left untreated, leads to death in 90% of cases (Killick-
Kendrick, 2010). Conversely, CL is the most common and spontaneously healing
form of the disease and affects around one million people annually worldwide (Bailey,
et al. 2019).

Due to the lack of a safe and efficient vaccine to fight leishmaniasis (Ghorbani
and Farhoudi, 2018), as well as the low adherence to treatment because of the scheme
of prolonged use of antimoniates (Romero and Boelaert, 2010) and the several side
effects caused by anti-Leishmania drugs (Burza et al., 2018), eliminating the vector is
the best way to interrupt human transmission in endemic areas (Alexander et al., 2003).
To reduce the incidence of the human disease, chemical control is used through the
application of insecticides. These applications have been done since the 1940s, often
without the desired residual effect (Romero and Boelaert, 2010). In addition, areas
where endemics overlap with the indiscriminate use of insecticides to control vector
insects provided the selection of populations of resistant sand flies (Dhiman and
Yadav, 2016).

The classification of sand-fly populations into resistant or susceptible to

insecticides is based on concepts and methodologies recommended for the detection
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of resistance in mosquitoes (WHO, 1981a; Brogdon and McAllister, 1998). These
methodologies are constantly updated (WHO, 2016a; WHO 2016b) and have often
been gradually adapted to estimate resistance in sand flies, without any specific
standardization for the group, however.

Saeidi et al. (2012) mentioned that laboratory bioassays for detecting resistance
in sand flies must follow their own protocol, aiming to delimit specific cutoff points
for the classification of susceptibility, tolerance and resistance. In addition, several
problems have been detected in relation to the existing methodologies. Among them
we can mention the use of inadequate tools (Schimidt and Schimidt, 1969; Santamaria
et al., 2002), different diagnosis doses for the same species (Henriquez et al., 2009;
Marcel6 et al., 2014; Denlinger et al., 2016) and the lack of a Susceptibility Reference
Lineage (SRL) for susceptibility testing with sand flies (Mazzarri et al., 1997,
Gonzélez et al., 2019).

In this context, the objective of this review was to assess the existing literature
that aimed to characterize the susceptibility/resistance of sand flies. In particular, the
review focused on the analysis of the methodologies and description of the existing
parameters to standardize future research that allows a more precise detection of

alterations in sand flies’ susceptibility to insecticides.

Material and methods

The Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis
(PRISMA) statement was used to guide the process and reporting of this review
(Supplement 1 - checklist). The resources and strategies for searching and selecting

studies were defined and selected based on four fundamental items: i) Search sources
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— four indexed electronic databases, Pubmed, Scopus, BVS and ScienceDirect, and
search for citations in the articles found; ii) Language — English, Spanish and
Portuguese; iii) Keywords — the terms MeSH (Medical Subject Headings) were
selected according to the PICO strategy, considering the population, the intervention
used and the outcomes which were adopted (Supplement 2 — search strategy); and iv)
Date of publication — articles published between 1940 and December 2019. The
strategy adopted for the different databases was validated by a group specialized in
systematic revision and is described in an additional file. The literature search was
carried out on December 27, 2019.

The works retrieved from the databases were initially stored in the EndNote X7
software for organizing bibliographic references. After that, the studies that were
duplicated between the databases were identified. Then, the abstracts of the stored
scientific articles were read. When this reading was not sufficient to establish whether
the article should be included, considering the defined inclusion criteria, the article
was read in its entirety to determine its eligibility.

The criteria for inclusion in the selection of studies were based on the following
items: 1 - scientific articles that address biological tests for assessing resistance of sand
flies to insecticides; 2 - articles that used a possible SRL of sand flies to insecticides;
3 - articles on standardization of techniques for assessing the susceptibility of sand
flies to insecticides and; 4 - articles that indicated parameters for evaluating the
susceptibility status of sand flies populations.

The following items were used as exclusion criteria: 1 - articles about
insecticides not used to control vectors of medical importance; 2 - articles on sand flies

control with insecticides; 3 - articles assessing the residue of insecticides on walls or
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mosquito nets; 4 - articles on collars impregnated with insecticides; 5 - articles
evaluating immature forms of sand flies and; 6 - articles that dealt with the
characterization of susceptibility through biochemical and/or molecular tests of sand
flies.

The selection of articles and data extraction was carried out by two independent
researchers considering the predefined inclusion and exclusion criteria. After applying
the exclusion criteria, all the articles included were categorized and the information
about authors, period and place of the study, objectives, target species, type of
insecticide, origin of the population, sex, type of methodology, as well as the criteria
for resistance classification and conclusions were drawn. In the discussion, no article

was excluded because of the quality of the research.

Results

A total of 3481 scientific articles were found in the four databases. After
excluding duplicate articles and analyzing the title and summary of the remaining
articles, 3406 articles were excluded. 75 articles remained to be fully read, addressing
the topic of interest in this review. However, 13 of these articles did not comply with
the inclusion criteria and were excluded, ten for evaluating the control of sand flies,
two due to the language and one for dealing with biochemical and/or molecular
analysis. In addition, three study was not available in the literature and we did not
obtain a response from the author after requesting the manuscript. Two articles, not
detected in the search through the databases, were added. At the end of the research,

61 articles were selected for the study (Figure 1).
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Sand flies Resistance Status - Table 1 shows the results of
susceptibility/resistance of sand flies. Currently, there are 47 populations of sand flies
with confirmed resistance (Figure 2A) for one or more insecticides and another 28
populations considered tolerant (Figure 2B). India is the country with the largest
number of resistant populations. With the exception of one population of sand flies in
Turkey and another in Egypt, all the other 45 originate from India.

The first record of resistance in sand flies was done in relation to the species
Phlebotomus papatasi, in 1978, in India, where 80% of the insects exposed to
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) 4% remained alive after one hour of exposure
(Kaul et., 1978). In the following year, Joshi et al. (1979) detected resistance for the
species Ph. papatasi to organochlorine DDT 4% also in India. This same species was
also classified in India as resistant to DDT 4% by Rahman et al. (1982). Dhanda et al.
(1983) evaluated two populations of Ph. papatasi in India for the insecticides DDT
4% and malathion 5%, and both populations were susceptible to malathion and
resistant to DDT, with only 42% mortality. Also in India, Kaul et al. (1993) indicated
resistance of Ph. papatasi and Ph. argentipes to DDT 4%, when the mortality rate for
these species was 2% and 15%, respectively. In 1992, in India, Mukhopadhyay et al.
(1992) detected resistance in populations of Ph. argentipes. Their experiments
recorded only 40% mortality when exposed to 4% DDT.

Sergentomyia shorttii was the first species of no medical importance to be
classified as resistant. Kaul et al. (1994) tested the susceptibility of this sand-fly, in
India, to the insecticides DDT 4%, malathion 5% and fenitrothion 1%. Their results
showed resistance to DDT with 60% mortality, but high susceptibility to malathion

and fenitrothion with 75% a 90% mortality, respectively. Basak and Tandon (1995)
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and Das Gupta et al. (1995) recorded populations of Ph. argentipes and Ph. papatasi
resistant to the insecticide DDT 4% in 1995 in India.

Singh et al. (2001), Dhiman et al. (2003), Dinesh et al. (2010) and Singh et al.
(2012) also found resistance of Ph. argentipes sand-fly populations to DDT. In a large
survey of sand-fly susceptibility in India, Singh et al. (2015) assessed 42 villages. In
this study, 16 populations of Ph. argentipes were resistant to DDT and another 15 were
tolerant.

In 1996, Ph. papatasi showed resistance to a new class of insecticide:
carbamate propoxur 0.1%. In this study, only 44% of sand flies remained alive after
an hour of exposure (Bansal et al., 1996). In addition, this population was also resistant
to DDT 4% and Dieldrin 0.4%, with mortality rates of 47% and 57% respectively.
Also in India, Bansal and Singh (1996) evaluated two species of sand flies, Ph.
papatasi and Se. punjabaensis, in relation to DDT, dieldrin, malathion, fenitrothion,
propoxur and permethrin insecticides. The Ph. papatasi species was resistant to DDT
4% and dieldrin 0.4% and propoxur 0.1%. Singh and Bansal (1996) exposed two
populations of Ph. papatasi to DDT 4%, dieldrin 0.8%, malathion 5%, fenitrothion 1%
and propoxur 0.1%. Both populations were resistant to DDT.

The first record of sand-fly resistance to organophosphates occurred in 2000 in
India. When studying the susceptibility of Ph. papatasi sand flies against DDT,
dieldrin, malathion and deltamethrin, Dhiman and Mittal (2000) detected resistance to
the insecticides DDT, dieldrin and malathion.

In relation to pyrethroids, Ph. papatasi registered resistance to permethrin and

lambda-cyhalothrin, and tolerance to deltamethrin, while Ph. argentipes showed
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resistance to deltamethrin and permethrin (Amalraj et al., 1999), both in India. These
were the first records of sand-fly resistance to pyrethroid insecticides.

In 2016, Fawaz et al. (2016) performed the first record of sand-fly resistance
outside India. In a study carried out in Egypt, the species Ph. papatasi was classified
as resistant to the pyrethroid permethrin. The following year, in Turkey, Karakus et al.
(2017) evaluated a pool of six species of sand flies (Ph. papatasi, Ph. tobbi, Ph.
neglectus/syriacus, Ph. alexandri, Se. dentata and Se. minuta). Laboratory bioassays
demonstrated resistance to deltamethrin and tolerance to permethrin.

Sardar et al. (2018) evaluated the susceptibility of Ph. argentipes in India to
the insecticides DDT, deltamethrin and malathion using the WHO tubes methodology.
In this study, five sand-fly populations were resistant to DDT. The mortality of these
insects varied from 65 to 76%.

Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and
resistance of sand flies to insecticides.

Note: Ph. — Phlebotomus; Lu. — Lutzomyia; Se. — Sergentomyia; WHO — World Health
Organization; CDC — Centre for Disease Control and Prevention; S — Susceptible; T —
Tolerant; R — Resistant; Un — Uninformed. ¥Two resistant populations; "One resistant
and one tolerant population; Sixteen resistant and fifteen tolerant populations; “One
resistant population and six tolerant; °Five resistant populations. *The sand flies were

identified after the tests.

Susceptibility Reference Lineage (SRL) - Of the 61 studies selected, only two
developed comparisons between field sand flies and SRL (Mazzari et al., 1997; Maroli

et al., 2002). Two articles report the use of field sand flies as a reference population.
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This was done because these insects come from a preserved area and without contact
with insecticides (Alexander et al., 2009; Pessoa et al., 2015) (Table 2). Forty-five
studies carried out the tests with populations collected directly from the field or with
the F1 generation. Another eight studies determined lethal doses (LD), lethal times
(LT), dose/time diagnostics (DD or TD) and/or simply verified the susceptibility of
colony sand flies to insecticides (Pener et al., 1987; Tetreault et al., 2001; Marcel¢ et
al., 2014; Denlinger et al., 2015; Li et al., 2015; Denlinger et al., 2016; Fawaz et al.,
2016; Rama et al., 2017). Three other studies used colony populations to assess WHO
tubes methodologies (Santamaria et al., 2002) and CDC bottles methodology
(Santamaria et al., 2003), while Dinesh et al. (2010) evaluated the susceptibility of fed

and non-fed sandflies.

Table 2. Sand fly colonies with potential for Susceptibility Reference Lineage.
Ph. — Phlebotomus, Lu. — Lutzomyia.
Note: * Wild sand flies. ** Colony replenished frequently. *** Colony assembled from

resistant sand flies

Sand flies’ lethal time and lethal dose - LT and LD estimated by different authors to
study the susceptibility of field sand flies to insecticides can be seen in Supplements 3
and 4. LTso of the species Ph. argentipes ranged from 10 min to 77 min for DDT 4%
(Mukhopadhyay et al., 1992; Chandra et al., 1995; Rama et al., 2017). For this same
product, Ph. papatasi presented LTso from 16 to 1312 min and LTgo from 40 to 2025

min. These values are based on tests with WHO impregnated papers (Afshar et al.,
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2011; Saeidi et al., 2012; Saeidi et al., 2013; Bidabadi et al., 2017). LTso and LTgo for
DDT at 4% of the Ph. sergenti species was 8 to 12 min. and 32 to 39 min., respectively
(Afshar et al., 2011; Azamani et al., 2017).

Regarding the Lu. longipalpis species, Santamaria et al. (2003) obtained values
of 24 and 60 min for LTsg and LTgs, respectively, using a test of CDC bottles
impregnated with lambda-cyhalothrin (10 ug/bottle). In Colombia, groups of 10 to 15
insects of the Lu. longipalpis species, not fed, were analyzed using bottles impregnated
with the CDC treated with 50, 75, 100 and 150 ug/mL of malathion; 5, 7, 10, 25 and
45 ug/mL of deltamethrin and 3, 5, 10, 15, 25 and 50 ug/mL of lambda-cyhalothrin.
The diagnostic doses and times were 75 ug/mL and 25 min. for malathion, 10 ug/mL
and 35 min. for deltamethrin and 15 ug/mL and 30 min. for lambda-cyhalothrin
(Marcelo et al., 2014).

In Brazil, males and females of the Lu. longipalpis species collected in Gruta
de Lapinha/MG were exposed to malathion (200 ul/bottle) and fenitrothion (800
ug/bottle) in CDC bottle tests, whose LTso values were of 20 and 35 min., according
to Alexander et al. (2009).

Diagnostic doses above 7.0 ug/mL for Propoxur and Bendiocarb, 7.5 ug/mL
for DDT, 4.0 ug/mL for lambda-cyhalothrin, 20.0 ug/mL for cypermethrin and 15.0
ug/mL for deltamethrin were sufficient to produce 100% mortality in 40 min. for the
Lu. longipalpis and Ph. papatasi species (Denlinger et al., 2016).

Tests for the detection of sand-fly resistance - The WHO method of impregnated
tubes and papers is the most used method for assessing the susceptibility of sand flies
to insecticides (55 articles), but it is not the only one available. There is also the test

of impregnated bottles from the CDC (6 articles) and some methodologies that adapt
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WHO’s tubes (3 articles) and cones (1 article). Two mortality criteria are adopted in
the studies. The first refers to the total absence of movement (Marcelo et al., 2014;
Denlinger et al., 2015) while the second considers insects dead when they are unable
to stand or fly coordinately (Dhiman et al., 2003; Singh et al., 2015; Rama et al., 2017).
Tests of sand flies’ biological parameters - Regardless of the type of methodology
adopted, it is noted that there is no standardization regarding sex for in the
susceptibility tests. There are studies which evaluated only female sand flies (Falcao,
1963; Kaul et al., 1994; Dinesh et al., 2010), others which used only males (Li et al.,
2015), and there are those which mix males and females (Hadjinicolaou et al., 1958;
Fahmy et al., 1996; Saeidi et al., 2013).

Some studies used populations collected directly in the field. After capture,
they performed procedures for acclimatizing the insects to minimize possible physical
damage or stress that could increase the number of deaths, and soon after that they
performed the tests (Joshi et al., 1979; Singh and Bansal, 1996; Singh, 2015). Other
tests, however, used only the F1 generation of field insects (Schmidt and Schmidt,
1969; Mukhopadhyay et al., 1992; Hassan et al., 2012).

There are studies that compare the nutritional status of insects (Dinesh et al.,
2010), that is, whether the feeding of sand flies influences or not their ability to survive
exposure to insecticides. There are also studies on the interference of age and
generation in the experiments on the susceptibility of sand flies to insecticides (Fawaz
et al.,, 2016). Rama et al. (2015) evaluated the influence of generations on the
susceptibility of the Ph. argentipes species to DDT, whose peak of resistance (100%)

was at F4, gradually decreasing until generation F7.
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Discussion

The main contributions of this systematic review were: a) the panorama of
sand-fly resistance revealed 47 populations of sand flies with confirmed resistance,
mainly in India; b) of the 61 selected studies, only two studies performed comparisons
between field and reference sand flies; c) the lethal doses and times of sand flies used
in the studies are very varied; and d) the WHO kit method with impregnated papers is
the most utilized to assess the susceptibility of sand flies to insecticide. The last three
contributions reveal that there is no specific protocol for assessing the susceptibility of
sand flies to insecticides.

Phlebotomus argentipes - vector of Leishmania donovani and etiological agent
of VL in the Indian subcontinent, presented 31 records of resistance to three classes of
insecticides, organochlorine (DDT), organophosphate (malathion) and pyrethroids
(permethrin and deltamethrin), and another 19 records of tolerance. The species Ph.
papatasi - vector of Le. major and etiological agent of zoonotic cutaneous
leishmaniasis in the Old World, has 23 resistance records for the four classes of
insecticide, organochlorine (DDT and dieldrin), organophosphates (malathion),
pyrethroids (permethrin and lambda-cyhalothrin) and carbamate (propoxur), and 5
records of tolerance to the main insecticides used to control leishmaniasis. The
resistance of Ph. papatasi to DDT is due to the overlap with areas of malaria, whose
control has been carried out since the 1940s (Hadjinicolaou, 1958), while that of Ph.
argentipes is attributed to the indiscriminate use of DDT in residual household
applications (Singh et al., 2004; Ostyn et al., 2008). In addition, there is also a report
of resistance of the species Sergentomyia shorttii - a species of no medical importance.

Ph. sergenti - vector of Le. tropica, etiologic agent of anthroponotic cutaneous
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leishmaniasis in the Old World and the sand-fly Lutzomyia longipalpis — vector of Le.
infantum, the etiological agent of visceral leishmaniasis in the New World, proved to
be tolerant in susceptibility tests (Azamani et al., 2017; Alexander et al., 2009).

The lack of standardization regarding age, sex and physiological status,
associated with the use of different concentrations of insecticide, types of WHO or
CDC tests and time of exposure limited the comparisons between published studies.
The resistance of sand flies to insecticides is irregular in space, dependent on the
species and is not continuous over time.

So far, there is only one protocol for assessing the susceptibility of sand flies
recommended by WHO (1981b), with WHO impregnated paper Kits. This
methodology has limitations (see below) and does not use a Susceptibility Reference
Lineage (SRL). One of the major obstacles to the development of studies on
susceptibility/resistance to insecticides has been to determine a SRL that can be used
in an ample and standardized manner.

The Pan American Health Organization (PAHO) (PAHO, 2005) suggests that
SRL should: i) present at least more than five generations raised in laboratory
conditions without contact with insecticides; ii) not have new insects added to the
colony during the last five generations and iii) the population must not have had
contact with insecticides. Among the works that mention the use of colony of sand
flies (Table 2) in the characterization of susceptibility to insecticides, two articles made
it clear that these populations were not in accordance with the recommendations of
PAHO due to two factors: i) routine replacement of biological material (Dinesh et al.,

2010) and ii) being formed with possibly resistant populations (Rama et al., 2017).
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In Brazil, Alexander et al. (2009) and Pessoa et al. (2015) indicated the
population of sand flies coming from Gruta da Lapinha (Lagoa Santa, Minas Gerais)
as SRL. This population, although wild, proved to be susceptible to the field bioassays
carried out by the authors and meets PAHO criteria.

In opposition, populations of sand flies collected in the field have shown
greater susceptibility when compared to populations created in a laboratory. This fact
represents the intraspecific variability of insecticide susceptibility tests and, therefore,
may make it difficult to compare results derived from wild populations. For example,
Lu. longipalpis created in a laboratory showed a LTso of 13.2, while in field
populations it was 8.3 for DDT. For malathion it was 10.1 for the laboratory strain,
against 7.2 for the field population; and for propoxur it was 11.4 and 6.3 for reference
and field populations, respectively (Mazzari et al., 1997). This phenomenon can also
be observed for Ph. argentipes (Dinesh et al., 2010).

This fact can probably be explained by the greater tolerance to insecticides
(Schmidt and Schmidt, 1969) of laboratory populations, whose food is offered more
frequently and whose conditions of shelter and protection are better when compared
to field conditions. Another factor that could explain the higher mortality in field
populations would be that during capture and transport the samples could suffer
physical damage or stress that would increase their mortality.

Lu. longipalpis raised since 2007 under laboratory conditions were also more
resistant than field populations from the municipality of Aracatuba/SP when they were
exposed to WHO Kits with papers impregnated with lambda-cyhalothrin (0.05%) and
deltamethrin (0.5%). The authors suggest not using the F1 generation of field sandflies

in susceptibility tests, that is, sand flies collected in the field could be used as control
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groups and compared to exposed populations also captured in the wild (Gonzélez et
al., 2019).

The procedures adopted for studies on the susceptibility of the Anopheles
gender mosquitoes (WHO, 2013), of the Aedes aegypti species (WHO 2016a), as well
as those for insects of the subfamily Triatominae (Obara et al., 2011) are not the most
appropriate ones in terms of using SRL. New criteria and indicators need to be
produced to improve the detection of resistant sand-fly populations.

Among the indicators, the Diagnostic Dose (DD) and Lethal Doses (LD) stand
out. DD is the lowest dose of a given insecticide that kills 99% of susceptible sand
flies within a specific time frame. This way, this indicator can be used qualitatively,
that is, identifying individuals from a population that can survive doses that would be
lethal for the majority of the population, therefore, high survival rates suggest sand-fly
resistance.

For triatomines, the WHO (1994) suggests the DD the LDgy as SRL. For
mosquito larvae, the recommendation is that the DD be doubled, that is, twice the LCogg
of the SRL, according to WHO (2016b). For this, 20 to 25 larvae of 3" and/or 4" stages
are exposed to 4 to 5 concentrations, in four or more repetitions. After the 24-hour
mortality reading, LD are estimated, which result in 50%, 90% and 99% mortality of
the SRL. LCgg is used as a diagnostic concentration DD to test resistance in field
populations.

The information on sand flies is scarce and from variable methodologies, as
there is no standardization of DD. For example, experiments with Lu. longipalpis
exposed in CDC bottles for 35 min. presented different DD for the same product

(deltamethrin) — 10 pg/mL and 45 pg/mL (Marcelo et al., 2014; Denlinger et al., 2016).
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Therefore, it is of fundamental importance to adopt DD for sand flies in laboratory
tests to detect alterations of susceptibility in this group of insects.

Resistance Ratios (RR) are also extremely useful for monitoring the evolution
of insecticide resistance in a field population. The RR are calculated by dividing the
LDso or LTso of field populations by the LDso or LTso of the SRL. For triatomines, a
RR greater than five implies resistance of the tested population (Obara et al., 2011),
while to classify mosquitoes’ resistance as low, moderate or highly resistant, RRgs <5,
between 5.0 and 10.0 is and> 10.0, are respectively adopted (Mazzari and Georghiou,
1995). The importance of this criterion to quantify the resistance in populations of field
sand flies is emphasized.

Three methods can be used to assess the susceptibility of sand flies to
insecticides: the WHO kit of impregnated papers and tubes (WHO, 2013), the WHO
cones (Pessoa et al., 2015) and the CDC bottles (Brogdon and McAllister, 1998). It is
noted that 34 experiments were conducted using WHO kits of tubes and impregnated
papers, five used CDC bottles and one used laboratory bioassays with WHO cones, as
shown in Table 1.

The WHO kit of impregnated papers is a tool composed of two tubes joined by
a base. On one side the insects rest without contact with the insecticide and on the
other they are exposed to the impregnated papers. At the base there is a door that allows
the insects to pass from one side to the other. This tool has been used since the 1950s,
being the oldest susceptibility assessment method. Limitations such as high cost,
escape of sand flies through the tubes’ exposure gate and side screens, areas of the tube

without the presence of insecticide, and difficulty in observing the insects’ behavior
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during laboratory bioassays hamper the analysis and monitoring of sand-fly
populations (Schmidt and Schmidt, 1969; WHO, 2013).

The CDC bottles bioassay works by impregnating bottles with insecticides
diluted in solvent. The insects are introduced into the bottles and the bioassay begins
after closing the lids. Although it presents some advantages over the WHO tubes Kit,
such as low cost, ease of transport, tests with different dosages of insecticides and an
exposure area totally covered by insecticide (Santamaria et al., 2003), it also poses
disadvantages such as the difficulty of introducing and removing the insects from
inside the bottle (Brogdon and Chan, 2010; WHO, 2013), as well as a surface with
little adhesion, as in the case of glass, which makes it difficult for the sand flies to rest
on the walls of the bottle.

Experiments that aim to evaluate the susceptibility of sand fly populations
exposed to organochlorines and pyrethroids, will certainly have difficulties in
transferring live specimens to insecticide-free containers. Also, the solvent used can
influence the mortality of delicate and smaller species. Lu. Longipalpis, for example,
Is a robust species when compared to most species of the genus Lutzomyia, therefore,
its recovery of the toxicological effects of the solvent used is faster (Santamaria et al.,
2003). In addition, Henriquez et al. (2009) reported repulsion of sand flies in bottles
impregnated with lambda-cyhalothrin and deltamethrin diluted with acetone.
However, bottles impregnated with the same insecticides mixed with alcohol did not
interfere with the behavior of insects.

The cone bioassay can evaluate the residual insecticides on walls, and it can
also be used as a method of assessing the susceptibility of sand flies in the laboratory,

according Pessoa et al. (2015). In this bioassay, the insects are exposed to insecticide-
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treated surfaces and held in place by a transparent plastic cone with paper impregnated
with insecticide in the vertical position. Unlike other methods, it simulates the real
exposure of sand flies to environments impregnated with insecticide. The disadvantage
is that they have insecticide-free areas, such as the opening orifice, where sand flies
can rest, without contact with the insecticide (WHO, 1998).

Few studies have evaluated sand-fly resistance separating females and males.
Since only females are responsible for the transmission of protozoa of the gender
Leishmania, part of the few susceptibility studies with this group of insects do not use
males. Alexander et al. (2009) showed that male Lu. longipalpis are considered more
susceptible than females to the insecticides malathion, permethrin and fenitrothion,
while females were more susceptible to deltamethrin and lambda-cyhalothrin. Dinesh
et al. (2008) found that males of the species Ph. argentipes were more susceptible to
permethrin compared to females of the same species. These differences could
influence the choice of the insecticide used in leishmaniasis control programs,
particularly in the case of Lu. longipalpis s.l., whose males attracts the females to
copulate indicating the location for hematophagy through chemical signals
(pheromones, wing flapping) (Soares and Turco, 2003).

Another important parameter is the standardization of the age of the sand flies
for insecticide susceptibility bioassays. This standardization can provide greater
reliability regarding the mortality rate of the exposed insects, that is, populations
collected in the field should be raised in insectaries to obtain the F1 generation or more,
which in turn would be used in the experiments (Maroli et al., 2002; Ramaetal., 2015).
However, the creation of sand flies is a very difficult task and requires a laboratory

with adequate infrastructure, good biosafety conditions, and specialists dedicated
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almost exclusively to the maintenance of the colonies. This probably accounts for the
lack of studies to monitor insecticide resistance.

The number of populations of resistant sand flies could certainly be different if
there were a standardization of methodologies and parameters for the existing
laboratory bioassays. Still, it would be possible to detect resistance in populations at
an early stage, facilitating the decision making of leishmaniasis control programs in
relation to the management of insecticides. There is a need for future research that
incorporates new exposure methodologies, cut-off points for classification of
resistance and mortality criteria to improve the detection of resistance in sand flies.

The CDC bottle methodology has been shown to be the most appropriate for
studies on the susceptibility of sand flies. However, we suggest the use of specific SRL
for each species in order to estimate DD and/or Diagnostic Time. These parameters
must be used to detect populations with alterations in susceptibility, whose RR values
will allow the quantification of resistance levels in comparison with SRL.

Our review, though systematic, was subject to several methodological and
substantive limitations. Firstly, the variability of the outcome measures encountered
for lethal doses, lethal times, diagnostic doses and methodologies limit the
comparability of the studies, especially when relating outcomes to insecticide
resistance in sand flies. Secondly, we did not develop a systematic review of the
biochemical, molecular and field assays for detecting resistance or susceptibility in
sand flies. We hope this component will be covered in a separate systematic review.
Thirdly, we restricted our review to literature in the English, Spanish and Portuguese
languages. However, we are aware that the majority of the research work on resistance

has come from a relatively small community of researchers and institutes and since we
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adopted this specific search strategy in order to increase sensitivity in the search for
susceptibility articles of sand flies, it is unlikely that we may have missed out on any

substantive evidence.

Conclusions

Monitoring the resistance of sand-fly populations to insecticides is extremely
relevant for the success of leishmaniasis control in the world, since residual spraying
is one of the main strategies adopted. We conclude that the experiments to detect sand-
fly resistance to insecticides need to be improved through new research to analyze the
interference of generation, nutritional status, age, and sex. In order to guarantee a quick
and early detection of resistance in sand flies, it is necessary to standardize biological
bioassays, associated with biochemical and molecular tests, in order to analyze the

mechanisms responsible for the phenotype of resistance of sand flies to insecticides.
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Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Ph. clydei S
Kirk et al. 1949 Sudan DDT Field 39 Tube
Ph. papatasi S
DDT S
Hadjinicolaou et al. 1958 Greece Ph. papatasi Field 39 Tube
Dieldrin S
DDT S
Falcdo 1963 Brazil Lu. longipalpis Field Q WHO
Dieldrin S
Chlorpyriphos S
Zhogolev & Kachanova 1968 Turkmenistan Ph. papatasi Field Q WHO
DDT S
DDT Field and ST
Schmidt & Schmidt 1969 Egypt e Sudan Ph. papatasi Colony Q WHO
Dieldrin (F1) S, T
DDT S
Kaul et al. 1978 India Ph. argentipes Field Q WHO
Dieldrin S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
DDT R
Kaul et al. 1978 India Ph. papatasi Field Q WHO
Dieldrin S
DDT S
Ph. argentipes
Dieldrin S
Joshi et al. 1979 India Field Q WHO
DDT R
Ph. papatasi
Dieldrin S
Rahman et al. 1982 India Ph. papatasi DDT Field Q WHO R
DDT R?
Dhanda et al. 1983 India Ph. papatasi Field Q WHO
Malathion S
Ph. brevis S
Artemiev et al. 1984 Azerbaijan DDT Field Q WHO
Ph. transcaucasicus S
Pener et al. 1987 Israel Ph. papatasi DDT Colony Q WHO S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

Methoxychlor T

Pener et al. 1987 Israel Ph. papatasi Colony Q WHO
Permethrin S
Falcdo et al. 1988 Brazil Lu. longipalpis Deltamethrin Field Q WHO S
Mukhopadhyay et al. 1990 India Ph. argentipes DDT Field Q WHO T
DDT S
Ph. pernicious Malathion Field Q WHO S
Permethrin S

Lavagino & Ansaldi 1991 Italy
DDT S
Ph. perfiliewi Malathion Field Q WHO S
Permethrin S
Field and
Mukhopadhyay et al. 1992 India Ph. argentipes DDT Colony Q WHO R
(F1)

Rashti et al. 1992 Iran Ph. papatasi DDT Field Q WHO S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

DDT S
BHC S
Aboul Ela et al. 1993 Egypt Ph. papatasi Permethrin Field Q WHO S
Malathion S
Propoxur S
Ph. argentipes R

Kaul et al. 1993 India DDT Field Q WHO
Ph. papatasi R
DDT R
Kaul et al. 1994 India Se. shorttii Malathion Field Q WHO S
Fenitrothion S
Basak & Tandon 1995 India Ph. argentipes DDT Field Q WHO R
Chandra et al. 1995 India Ph. argentipes DDT Field Q WHO S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

Dieldrin S

Chandra et al. 1995 India Ph. argentipes Field Q WHO
Malathion S
Das Gupta et al. 1995 India Ph. papatasi DDT Field Q WHO R?
DDT R
Dieldrin R
Malathion S

Bansal & Singh 1996 India Ph. papatasi Field Q WHO
Fenitrothion S
Propoxur R
Permethrin S
DDT S
Bansal & Singh 1996b India Se. punjabaensis Dieldrin Field Q WHO S
Malathion S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Fenitrothion S
Bansal & Singh 1996b India Se. punjabaensis Propoxur Field Q WHO S
Permethrin S
DDT S
Dieldrin S
Malathion S
Fahmy et al. 1996 Egypt Ph. papatasi Field 39 WHO
Propoxur S
Deltamethrin S
Permethrin S
DDT R®
Singh & Bansal 1996 India Ph. papatasi Dieldrin Field Q WHO S
Malathion S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Fenitrothion S
Singh & Bansal 1996 India Ph. papatasi Field Q WHO
Propoxur S
DDT S
Propoxur S
Malathion S
Fenitrothion Eield vs T
Mazzarri et al. 1997 Venezuela Lu. longipalpis Colon Q WHO
Pirimiphos y T
Deltamethrin S
Lambda-cyalothrin S
Permethrin S
DDT T
Amalraj et al. 1999 India Ph. argentipes Field 3 WHO
BHC T
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Malathion T
Deltamethrin R
Ph. argentipes Permethrin Field 39 WHO R
Lambda-cyhalothyn T
Bendiocarb S
DDT T
Amalraj et al. 1999 India
BHC S
Malathion T
Ph. papatasi Deltamethrin T
Permethrin R
Lambda-cyhalothyn R
Bendiocarb S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

DDT R*
Dieldrin R

Dhiman & Mittal 2000 India Ph. papatasi Field Q WHO
Malathion R
Deltamethrin S
Singh et al. 2001 India Ph. argentipes DDT Field Q WHO R®
Cyfluthrin S
Ph. bergeroti == .

Djibouti e Ph. langeroni :
Tetrealt et al. 2001 . Malathion Colony Q WHO S
Egypt Ph. sergenti
Ph. papatasi Permethrin S
Resmethrin S
: DDT . S
. Ph. papatasi Field x
Maroli et al. 2002 Italy Ph. perniciosus Colony Q WHO

Lambda-cyhalothyn
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Maroli et al. 2002 Ital Ph. papatasi Permethrin Field x Q WHO S
' y -Pap Colony

Lu. longipalpis Colony S
Santamaria et al. 2002 Colombia Lu. serrana Solvents Colony Q WHO S
Lu. quasitownsendi Field S
Santamaria et al. 2003 Colombia Lu. longipalpis  Lambda-cyhalothyn ~ Colony Q CDC S
DDT R
Dhiman et al. 2003 India Ph. argentipes Deltamethrin Field 39 WHO S
Malathion S
Lambda-cyhalothyn S

Alvarez et al. 2006 Venezuela Lu. evansi Field Q WHO
Fenitrothion S
Fenitrothion S

Alexander et al. 2009 Brazil Lu. longipalpis Field 3Q UL

: CDC
Malathion S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

Permethrin T

: . . : . WHO e
Alexander et al. 2009 Brazil Lu. longipalpis Deltamethrin Field 39 CDC T
Lambda-cyhalothyn S
Deltamethrin S

Henriquez et al. 2009 Colombia Lu. evansi Field Q CDC

Lambda-cyhalothyn S
DY Colony and X

Dinesh et al. 2010 India e Nepal Ph. argentipes Fie)lld Q WHO
Deltamethrin S
: DDT S

Afshar et al. 2011 Iran I;T] ggfa;ﬁfi' Field 39 WHO
- Serg Deltamethrin S
Lambda-cyhalothyn S
Faraj et al. 2012 Marocco Ph. sergenti DDT Field 39 WHO S
Malathion S

194



Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Permethrin S
DDT Field and S
Hassan et al. 2012 Sudan Ph. papatasi Colony Q WHO
Malathion (F1) S
Propoxur S
DDT T
Permethrin S
Saeidi et al. 2012 Iran Ph. papatasi Deltamethrin Field 39 WHO S
Cyfluthrin S
Lambda-cyhalothyn S
DDT R
Singh et al. 2012 India Ph. argentipes Malathion Field Q WHO S
Deltamethrin S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
DDT S
Permethrin S
Field and
Saeidi et al. 2013 Iran Ph. papatasi Deltamethrin Colony 3Q WHO S
(F1)

Cyfluthrin S
Lambda-cyhalothyn S
Malathion S
Marcel6 et al. 2014 Colombia Lu. longipalpis Deltamethrin Colony Q CDC S
Lambda-cyhalothyn S
Cypermethrin S
Lu. longipalpis Deltamethrin S

Denlinger et al. 2015 United States Plh 3 gtagi Colony 39 WHO
-pap Lambda-cyhalothyn S
Permethrin S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Chlorpyriphos S
Fenitrothion S
Denlinger et al. 2015 United States Lg'h{oggggggiis Malafthlon Colony 3Q WHO >
Bendiocarb S
Propoxur S
DDT S
Kumar et al. 2015 India Ph. argentipes DDT Field Q WHO R
Cypermethrin S
Deltamethrin S
Lietal. 2015 United States EE gsgggizii Cyfluthrin Colony ) Tube S
Lambda-cyhalothyn S
Permethrin S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Pralethrin S
Chlorpyriphos S
Coumaphos S
Li et al. 2015 United States EE gjggéizii IZ.)IaZInon Colony J Tube °
Dichlorvos S
Etofenprox S
Carbaryl S
Malathion S
Pessoa et al. 2015 Brazil Lu. longipalpis Alfa-cypemethrin Field Q Cone S
DDT R, T®
Singh et al. 2015 India Ph. argentipes Malathion Field Q WHO R, T’
Deltamethrin S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Chlorpyriphos S
Fenitrothion S
Malathion S
Bendiocarb S
Denlinger et al. 2016 United States Lg.h{ogsgg?;giis PFODOXUI'- Colony 39 CDC >
Cypermethrin S
Deltamethrin S
Lambda-cyhalothyn S
Permethrin S
DDT S
Colony S
Fawaz et al. 2016 Egypt Ph. papatasi Permethrin . Q CDC o
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status

Deltamethrin S
Nandi et al. 2016 India Ph. argentipes Lambda-cyhalothyn Field Q WHO S
Alfa-cypermethrin S
Deltamethrin S

Karakus et al. 2016 Turkey Phlebotominae Field Q WHO
Permethrin S
DDT T
Azamani et al. 2017 Iran Ph. sergenti Bendiocarb Field Q WHO T
Permethrin T
Deltamethrin R

Karaku et al. 2017 Turkey Phlebotominae Field Q WHO
Permethrin T
Rama et al. 2017 India Ph. argentipes DDT Colony 39 WHO S
Bidabadi et al. 2017 Iran Ph. papatasi DDT Field 39 WHO T
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Permethrin S
Deltamethrin S
Bidabadi et al. 2017 Iran Ph. papatasi Field 3Q WHO
Cyfluthrin S
Lambda-cyhalothyn S
Alfa-cypermethrin S
Deltamethrin S
Chowdhury et al. 2018 Ban’%l;?;lsh ¢ Ph. argentipes Lambda-cyhafothyn Field Q WHO >
Permethrin S
Malathion S
Bendiocarb S
DDT RS
Sardar et al. 2018 India Ph. argentipes Deltamethrin Field 3Q WHO S
Malathion S
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Cont. Table 1. Main characteristics of the selected studies that report susceptibility and resistance of sand flies to insecticides.

Reference Country Specie Insecticide Origem Sex Method  Status
Deltamethrin S
Gonzalez et al. 2019 Brazil Lu. longipalpis Field 39 WHO
Lambda-cyhalothyn S

Note: Ph. — Phlebotomus; Lu. — Lutzomyia; Se. — Sergentomyia; WHO — World Health Organization; CDC — Centre for Disease Control
and Prevention; S — Susceptible; T — Tolerant; R — Resistant; Un — Uninformed. Two resistant populations; °One resistant and one tolerant
population; °Sixteen resistant and fifteen tolerant populations; “One resistant population and six tolerant; ¢Five resistant populations. *The

sand flies were identified after the tests.
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Table 2. Sand fly colonies with potential for Susceptibility Reference Lineage.

Reference Specie Year Source Breeding place
Pener et al. 1987 Ph. papatasi 1983 Israel Entomology laboratory, Ministry of Health, Jerusalem, Israel
Mazzari et al. 1997 Lu. longipalpis 1994  Venezuela University of Carabobo, Carabobo, Venezuela
Ph. papatasi 1989 . . . .
Tetreault et al. 2001 Egypt United State Naval Medical Résear;:h Unit Number Three, Cairo,
Ph. sergenti 1996 9yp
Maroli et al. 2002 Ph. papatasi 1990 Italy NI
Lu. longipalpis NI NI
Santamaria et al. 2002 Colombia
Lu. serrana NI NI
Santamria etal. 2003  Lu. longipalpis 1994  Colombia NI
Alexander et al. 2009  Lu. longipalpis NI Brazil Lapinha Cave, Minas Gerais, Brasil*
Dinesh et al. 2010% Ph. argentipes NI India IF;%Jieandra Memorial Research Institute of Medical Sciences, Bihar,
Marceld et al. 2014 Lu. longipalpis 1995  Colombia Entomol_ogy Group of the National Institute of Health, Bogota,
Colombia
Lu. longipalpis  80s NI
Denlinger et al. 2015 Utah State University, Utah, United States of America
Ph. papatasi 80s NI
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Table 2. Sand fly colonies with potential for Susceptibility Reference Lineage.

Reference Specie Year Source Breeding place
. United Livestock Insect Research Laboratory, Kerrville, Texas, United
PI, [EREE AL States States
Li et al. 2015
Ph. duboscqi NI Kenya Army Medical Research Unit, Nairobi, Kenya
Pessoa et al. 2015 Lu. longipalpis NI Brazil Lapinha Cave, Minas Gerais, Brasil*
Lu. longipalpis 80s NI
Denlinger et al. 2016 Utah State University, Utah, United States of America
Ph. papatasi 80s NI
Fawaz et al. 2016 Ph. papatasi 1994 Egypt NAMRU-3 Vector Biology Research Program, Cairo, Egypt
Rama et al. 2017+ Ph. argentipes 2014 India Rajendra Memorial Research Institute of Medical Sciences, Bihar,

India

Table 2. Sandfly colonies with potential for Susceptibility Reference Lineage.

Ph. — Phlebotomus; Lu. — Lutzomyia; NI - Not identified.

* Wild sandflies
** Colony replenished frequently

*** Colony assembled from resistant sandflies
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Figure 1 - Flowchart of inclusion and exclusion of studies regarding the laboratory

bioassays of susceptibility/resistance of sand flies.

Number of articles found in searches of databases:
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Total - 3481
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for reading title and abstract:
3168

Excluded after reading title
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3093
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reading:
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Figure 2 — Distribution of insects of the sand fly subfamily (Diptera: Pshycodidade) according to resistance or tolerance for different

classes of insecticides, in 2019. A: Resistance confirmed. B: Tolerant to insecticides.
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Supplement 1. Checklist PRISMA

. . e Reported
Section/topic # Checklist item P
on page #
TITLE
Title 1 Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both. 1
ABSTRACT
Structured Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; data sources; study eligibility
2 | criteria, participants, and interventions; study appraisal and synthesis methods; results; limitations; conclusions 1
summary L T : . . .
and implications of key findings; systematic review registration number.
INTRODUCTION
Rationale 3 Describe the rationale for the review in the context of what is already known. 0O1/mar
S Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to participants, interventions,
Objectives 4 _ . 3
comparisons, outcomes, and study design (PICOS).
METHODS
Protocol and 5 Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web address), and, if available, provide NA
registration registration information including registration number.
Eligibility 6 Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report characteristics (e.g., years considered, 03/mai
criteria language, publication status) used as criteria for eligibility, giving rationale.
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Cont. Supplement 1. Checklist PRISMA

Section/topic #

Checklist item

Reported

on page #

Information 7 Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to identify 3
sources additional studies) in the search and date last searched.
Search 8 Present full electronic search strategy for at least one database, including any limits used, such that it could be 4 (Sup 1)
repeated.
Study selection| 9 State the process for selecting stu_dles (|.e_., screerjlng, eligibility, mclt_Jded in systematic review, and, if 45
applicable, included in the meta-analysis). ’
Data collection 10 Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and any 45
process processes for obtaining and confirming data from investigators. ’
Data items 11 List and define all variables for which data Were_sou_g_ht (_e.g., PICOS, funding sources) and any assumptions and 6.10
simplifications made. !
Risk of bias in . L . L L . e .
L Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including specification of whether this was
individual 12 L . ) . NA
studies done at the study or outcome lewvel), and how this information is to be used in any data synthesis.
Summary . . L .
13 State the principal summary measures (e.qg., risk ratio, difference in means).
measures princip Y eg ) 30,31
Synthesis of 14 Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, including measures of NA
results consistency (e.q., IZ) for each meta-analysis.
Risk of bias 15 Specify any assessment of risk of bias that may affect the cumulative evidence (e.g., publication bias, selective NA
across studies reporting within studies).
Additional 16 Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if done, NA
analyses indicating which were pre-specified.
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Cont. Supplement 1. Checklist PRISMA

Section/topic #

Checklist item

Reported

RESULTS

on page #

Give numbers of studies screened, assessed for eligibility, and included in the review, with reasons for exclusions

Study selection| 17 ) . .
y at each stage, ideally with a flow diagram. 6
Study 18 For each study, present characteristics for which data were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up period) | 11-14 Tab
characteristics and provide the citations. 1
Risk of bias . . . . .
s . 19 Present data on risk of bias of each study and, if available, any outcome level assessment (see item 12). NA
within studies
Results of . i . .
o For all outcomes considered (benefits or harms), present, for each study: (a) simple summary data for each
individual 20 . . . ) . . NA
ctudies intervention group (b) effect estimates and confidence intervals, ideally with a forest plot.
Synthesis of . . . i . .
results 21 Present results of each meta-analysis done, including confidence intervals and measures of consistency. NA
Risk of b|qs 22 Present results of any assessment of risk of bias across studies (see Item 15). NA
across studies
Additional . " . I .
analysis 23 |Giwe results of additional analyses, if done (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression [see ltem 16]). NA
DISCUSSION
Summary of 24 Summarize the main findings including the strength of evidence for each main outcome; consider their relevance 28-29
evidence to key groups (e.g., healthcare providers, users, and policy makers). )
Limitations o5 Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk of bias), and at review-level (e.g., incomplete retrieval of 33

identified research, reporting bias).
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Cont. Supplement 1. Checklist PRISMA

: : _ Reported
Section/topic # Checklist item P

on page #

Conclusions 26 |Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence, and implications for future research. 18

FUNDING
. Describe sources of funding for the systematic review and other support (e.g., supply of data); role of funders for
Funding 27 . . 34
the systematic review.
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Supplement 2. MesH descriptors and terms used in the systematic search
strategy for phlebotomine susceptibility studies to insecticides.

Pubmed

(((*“lutzomyia”[ All Fields] OR “phlebotomus”[All Fields]) AND
“mnsecticide”[All Fields]) AND “insecticide resistance”[All Fields]) OR
“insecticide susceptibility”[ All Fields]

Scopus

( ALL ( lutzomyia ) OR ALL ( phlebotomus ) AND ALL (insecticide )
AND ALL ( “insecticide resistance” ) OR ALL ( “insecticide
susceptibility” ))

BVS

tw:((tw:(“lutzomyia™)) OR (tw:(“phlebotomus”)) AND
(tw:(““insecticide’)) AND (tw:(“insecticide resistance”)) OR
(tw:(““insecticide susceptibility’)))

ScienceDirect

lutzomyia OR phlebotomus AND insecticide AND “insecticide
resistance” OR “insecticide susceptibility”
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Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference

Specie

Insecticide

LDso

LDoo

LDos

LDgg

DD

Hadjinicolaou (1958)
(%)

Falcédo (1963)
(%)

Schimidt and Schimidt
(1969)
(%)

Ph. papatasi

Lu. longipalpis

Ph. papatasi

DDT

Dieldrin

DDT
Dieldrin

DDT

Dieldrin

0.28
0.75
0.2
0.2
0.55
0.24
1.03
0.8
0.96
15
1.01
0.97
1.93
1.4
0.63
0.8
0.72
1.07
1.03
0.95
0.9
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs L Doy DD
0.48
Schimidt and Schimidt . s
(1969) (%) Ph. papatasi Dieldrin 0.42
0.47
Ph. papatasi bDT 06
Kaul et al. (1978) -Pap Dieldrin 0.1
) Ph. argentipes bDT 2-28
- argentip Dieldrin 0.1
Ph. papatasi bDT >4
Joshi et al. (1979) -Pap Dieldrin 0.32
(%) : DDT 0.48
Ph. argentipes Dieldrin 0.16
P t al. (1987 DT 121 2.6
ener e((j;)'( ) Ph. papatasi Methoxychlor 0.93 43
Permethrin 0.04 0.08
FelEE e(to/f)‘; () Lu. longipalpis Deltamethrin <0.01
_ 2.25
Rashti et al. (1992) Ph. papatasi DDT 17
() 3,00
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs LDog DD
2.6
Rashti e(to/ao I) (1992) Ph. papatasi DDT (2)33
1.7
Fahmy et al. (1996 . DDT 0.4 2.5
’ (%) e Ph. papatasi Dieldrin 0.12 14
Singh and Bansal (1996) Ph. papatasi I_I)DT_ 1.23 10.83
(%) Dieldrin 0.14 0.62
DDT 1.1 3052,00 6992,00
Bendiocarb 0.05 0.11 0.18
Ph. bergeroti Malathion 04 0.76 1256,00
Cyfluthrin 0.04 0.16 0.45
Permethrin 0.28 0.57 1002,00
Resmethrin 0.02 0.07 0.16
Tetreault et al. (2001) DDT 1.88 6970,00 20.25
mg AL/mL Bendiocarb 0.12 0.39 0.96
<[y [araEar Malathion 0.3 0.7 1380,00
Cyfluthrin 0.03 0.2 0.82
Permethrin 0.28 0.42 0.56
Resmethrin 0.12 2519,00 -
H . DDT 3.28 6266,00 10.6
Ph. sergentl Bendiocarb 0.05 0.1 0.16
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs LDog DD
Malathion 0.49 1231,00 2568,00
Ph. Sergenti Cyfluthrin 0.05 0.11 0.21
Permethrin 0.38 0.86 1662,00
Resmethrin 0.06 0.11 0.16
gtz eiell, (on, DDT 094  2130,00 4139,00
mg AL/mL Bendiocarb 0.05 0.1 0.18
I Malathiqn 0.54 1231,00 2383,00
Cyfluthrin 0.03 0.2 0.77
Permethrin 0.36 0.63 0.99
Resmethrin 0.03 0.13 0.34
Alvarez et al. (2006) LU, evansi Fenitrothion ' 0.012 0.052
(%) Lambda-cyhalothin ~ 0.012 0.012
DDT 28.36 218.58 437.68
Bendiocarb 0.98 38.96 136.04
Chlorpyrifos 0.45 5.73 13.53
) Fenitrothion 0.34 2.65 5.3
De”"”ge';s;tfl'é (2019) Ly longipalpis Malathion 843 1381  16.34
. Propoxur 3.83 75.44 207.76
Cypermethrin 8.95 41.85 70.7
Deltamethrin 0.92 28.7 92.43
Lambda-cyhalothin 0.23 5,00 14.21
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs LDog DD
Lu. longipalpis Permethrin 17.06 82.4 140.75
DDT 15.04 295.97 815.17
Bendiocarb 0.28 2.5 5.22
Chlorpyrifos 0.32 6.41 17.65
Denlinger et al. (2015) Fenitrothion 1.36 7.33 13,00
ug/bottle Ph. papatasi Malathion 20.01 77,00 121.77
-pap Propoxur 55 3913  76.26
Cypermethrin 8.89 73.27 150.01
Deltamethrin 9.9 90.24 191.29
Lambda-cyhalothin 0.26 3.65 8.87
Permethrin 41.34 188.57 315.95
Pessoa et al. (2015) Lu. longipalpis Alpha- - 0.78 1055  31.06
mg/m? cypermethrin
DDT 7.5
6,00
Bendiocarb ’
endiocar 500
Denlinger et al. (2016) N : 25,00
ug/mL Lu. longipalpis Chlorpyrifos 20,00
. . 32,00
Fenitrothion 30,00
Malathion 40,00
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs LDog DD
3,00
Propoxur
2,00
. 20,00
Cypermethrin 10,00
45,00
Lu. longipalpis Deltamethrin 15,00
5,00
4,00
Lambda-cyhalothin 3,00
) 1,00
Denlinger et al. (2016) Permethrin 15.00
ug/mL '
DDT 7.5
. 2,00
Bendiocarb 100
Chlorpyrifos 30,00
) Fenitrothion 30,00
Ph. papatasi Malathion 130,00
Propoxur 300
2,00
Cypermethrin 95,00
65,00
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Cont. Supplement 3. Lethal doses and diagnostic doses found in the assessments of sand-fly susceptibility to insecticides.

Reference Specie Insecticide LDso LDgo LDgs LDog DD
45,00
Deltamethrin 25,00
Denli l. (2016 1500
enlingeretal. (2016) b papatas 5,00
Lambda-cyhalothin Ll
y 2,00
) 60,00
Permethrin 5000
Phlebotominae ]
(Ph. tobbi. Deltamethrin 0.01 0.027 0.184 0.368
Karakus et al. (2016) Ph. papatasi.
(%) Ph. perfiliewi.
Ph. major. Permethrin 0007 0238 045 0.9

Se. dentata)

Note: DD: Diagnostic dose; LD: Lethal dose
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Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose LTso(min)  LTg(min) LTg(min) DT (min)
Mukhopadhyay et al. (1992) Ph. argentipes DDT - 4% 78 214
DDT - 4% 10,6
Chandra et al. (1995) Ph. argentipes Dieldrin - 0,4% 10,2
Malathion - 5% 2,8
8,4 29
Propoxur - 0,1% 34 o5
Malathion - 5% ii 12
Fahmy et al. (1996) Ph. papatasi '
Deltamethin - 0,025% 165 10
’ 1,7 14
. 3 13
Permethrin - 0,25% 3 31
Propoxur - 0,1% 22 57,8
Singh and Bansal (1996) Ph. papatasi Malathion - 5% 19 55,3
Fenitrothion - 1% 22,3 43,7
DDT - 4% 19,9 160,7
Ph. perniciosus  Lambda-cialotrin - 0,06% 3,2 62,4
Permethrin - 0,2% 6,9 126,5
DDT - 2% 18 127,7
Maroli et al. (2002) Ph. papatasi  Lambda-cyhalothin - 0,06% 7,4 65,8
Permethrin - 0,2% 11 50,2
) DDT - 2% 16,6 143,2
Ph'c g?g’r?;as' Lambda-cyhalothin - 0,06% 49 435
Permethrin - 0,2% 7.8 258,3
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso(Min) TLg (Min) TLgs(min)  TD (min)

Santamaria et al. (2003) Lu. longipalpis  Lambda-cyhalothin - 10ug/mL 24 60
30
45
35
15
15
20
20
25
15
45
25
60
25
60
30
40
25

Fenitrothion - 40 uL/L

Malathion - 10uL/L

Alexander et al. (2009) Lu. longipalpis Lambda-cyhalothin - 0,05%

Permethrin - 0,10%

Permethrin - 0,05%
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso(min) TLg (Min) TLes(mMin)  TD (min)
16 40
DDT - 4% 20 55
. 26 97
Ph. papatasi 10 29
Permethrin - 0,05% 13 41
17 73
Afshar et al. (2011) g 32
DDT - 4% 21 76
. 115 -
Ph. sergenti 14 38
Permethrin - 0,05% 17 51
22 82
711,09 2025
1104,97 3531,45
- i 1879,25 15418,4
Saeidi et al. (2012) Ph. papatasi DDT - 4%
973,51 8864,77
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso(min) TLg (min) TLos(min) TD (min)
10,05 147,39
15,42 202
20,94 315
- _ 0 i)
Cyfluthrin - 0,15% 0 5475
2,65 117,56
11,07 8046,56
159,77 523,25
182,35 637,3
207,39 821
- _ 0 )
Permethrin - 0,75% 4026 424
59,5 799,45
- ) 86,29 2299,1
Saeidi et al. (2012) Ph. papatasi 19,37 238.7
26,79 315,03
34,79 4472
- _ o ) 1
Permethrin - 0,1% 0,66 4254
4.4 80,29
9,32 329,63
0,71 35,62
1,48 44,8
2,48 58,14
Lambda-cyhalothin - 0,05%
0 9,2
1,5 30,3
6,03 231,37
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso(min)  TLg (mMin) TLgs(min) TD (min)
1312,66
- 40
DDT - 4% 1200,97
. 9,38
- 0, !
Cyfluthrin - 0,15% 6.08
Saeidi et al. (2013) Ph. papatasi Permethrin - 0,75% 235136616
. 36,47
- 0, '
Permethrin - 0,1% 18,63
. 0,1
Lambda-cyhalothin - 0,05% 01
Malathion - 50-150 ug/mL 12 23 25
Marceld et al. (2014)  Lu. longipalpis Lambda-cyhalothin - 3,5-50 ug/mL 14 27 30
Permethrin - 5-45 ug/mL 15 35 35
53,1
Chlorpyrifos - 0,01-0,00001% 28,3
77,6
Coumaphos - 0,01-0,00001% 34,7
Lietal. (2015) Ph. papatasi 53,4
Diazinon - 0,01-0,00001% 255
122
Dichlorvos - 0,01-0,00001% 58,4
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose

TLso(Min) TLgo (Min) TLos (Min)

TD (min)

Cyfluthrin - 0,01-0,00001%

Cypermethrin - 0,01-0,00001%

Lambda-cyhalothin - 0,01-0,00001%

Ph. papatasi
Permethrin - 0,01-0,00001%
Li et al. (2015) Permethrin - 0,01-0,00001%
Pralethrin - 0,01-0,00001%
Carbaryl - 0,01-0,00001%
Ph. duboscqi Chlorpyrifos - 0,01-0,00001%

Malathion - 0,01-0,00001%

32,1
16,5
30
211
<20

12,8
<10

29,9
<20
85,9
34,2
14,2
13,8
<10

32,2

26,8
21,4
<10
<10

13,1
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso (Min) TLg (mMin)  TLgs(min) TD (min)
. 109,2
Cypermethrin - 0,01- 041
0,00001% ’
<10
Etof 0,01 25
ofenprox - 0,01-
0,00001% 325
17,9
. 65,3
Lambda-cyhalothin - 0,01- <20
0,00001% .
Li et al. (2015) Ph. duboscqi 571
Permethrin - 0,01- ’
0,00001% 20,2
<10
P thrin - 0,01 508
ermethrin - 0,01-
0,00001% 331
<20
Prallethrin - 0,01 2o
rallethrin - 0,01-
0,00001% <10
<5
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso(min) TLg(Mmin) TLes(Min)  TD (min)
DDT - 2,5-700 ug/garrafa 30
. 40
Bendiocarb - 1-8 ug/garrafa 60
. 30
Chlorpyrifos - 5-30 ug/garrafa 45
. . 45
Fenitrothion - 2-32 ug/garrafa 60
Malathion - 5-45 ug/garrafa 60
30
i . . Propoxur - 1-10 ug/garrafa
Denl(lggtle(rs)et il Lu. longipalpis poxu 1o’ 35
Cypermethrin - 5-20 40
ug/garrafa 60
. 40
Lambda-cyhalothin - 1-40
45
ug/garrafa
60
35
Permethrin - 5-100 ug/garrafa 40
60
Permethrin - 5-20 ug/garrafa 30
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso (Min) TLgo (Min) TLgs (Min) TD (min)
DDT - 2,5-550 ug/garrafa 30
. 30
Bendiocarb - 1-6 ug/garrafa 40
Chlorpyrifos - 20-45 ug/garrafa 60
Fenitrothion - 4-45 ug/garrafa 60
Malathion - 50-145 ug/garrafa 60
30
Propoxur - 1-15 ug/garrafa 35
Denlinger et al. : NI 45
(2016) Ph. papatasi Cypermethrin - 20-95 ug/garrafa 60
Lambda-cyhalothin - 1-40 40
ug/garrafa 60
35
. 40
Permethrin - 5-100 ug/garrafa 45
60
. 40
Permethrin - 10-50 ug/garrafa 60
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso (Min) TLoo(min)  TLgs(min) TD (min)
12,80 39,63
DDT - 4% 15,37 51,09
18,33 73,14
16,47 39,63
Azamani et al. (2017) Ph. sergenti Bendiocarb - 0,1% 19,15 47,4

40,62 60,98
4,47 14,15
Permethrin - 0,75% 6,31 18,56
8,13 27,71
164,08 990,08

584,44 2631,11

DDT - 4% 3819,86 30412256,7

564,07 10602,31
Bidabadi et al. (2017) Ph. papatasi 0.41 106,84
1,53 281,05

. 3,34 1630,87
Cyfluthrin - 0,15% 0,04 11,54
0,6 25,34
1,72 122,78
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Cont. Supplement 4. Lethal and diagnostics times of different insecticides for various species of sandflies tested in susceptibility bioassays.

Reference Specie Insecticide - Dose TLso (Min) TLoo(min) TLe(min)  TD (min)
0,1 195,81
16,91 928,8
51,04 -
- in - 0, !
Lambda-cyhalothin - 0,05% 188 246.19
9,78 804,27
19,82 25375,72
53,54 6754,81
110,1 44791,73
. . . . 220,25 5094966,88
Bidabadi et al. (2017) Ph. papatasi Permethrin - 0,75% ) )
38,08 1462,91
3,32 98,64
11,64 274,31
26,79 2515,6
= _ 0 i) 1
Permethrin - 0,05% 0.25 15183
1,95 440,87
541 3914,76
. 60,33 128,04 133
Rama et al. (2017) Ph. argentipes DDT - 4%
282,36 389 472,07

Note: min: minutes; DT: Diagnostic time; LT - Lethal time
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10. ANEXO I

Artigo Il - A ser submetido. Revista nao definida.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate whether the variables sex and feeding have different
impacts on insecticide susceptibility, and whether the mortality criterion adopted could
interfere with insecticide susceptibility in sandflies. Lutzomyia longipalpis (Diptera:
Psychodidae) was submitted to susceptibility tests in which Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) bottle and the World Health Organization (WHO) cone test were
used. The sandflies were exposed to the alpha-cypermethrin pyrethroid at concentrations
of 3 pg/mL. Males, sugar-fed females, and blood-fed females were evaluated. Mortality
curves were generated and analyzed using the JMP 10 program. Blood-fed females were
more susceptible to alpha-cypermethrin when compared to sugar-fed females, when
analyzed with the CDC bottle methodology. Males and females feeding sugar solution
did not show significant difference. Using an adapted version of the WHO cone
methodology, we found no differences in overall survival for the biological parameters
feeding and sex. We also observed that when death criterion A (unable to fly or stand)
was applied, sandflies were considered dead earlier than when applying criterion B for
death. Our results show that feeding but not sex, affects insecticide susceptibility in
female sandflies. We also found that the mortality criterion adopted affect results

significantly.

Keywords: Phlebotominae, bioassays, insecticide resistance, insecticide susceptibility,

Leishmaniasis
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Background

Leishmaniasis represents a set of parasitic infectious diseases produced by
different species of flagellated protozoa of the genus Leishmania. These diseases,
considered zoonoses, are present in 98 countries, distributed in the Americas, Europe,
Africa, and Asia, of which 75 are endemic for visceral leishmaniasis (VL) and 87 for
cutaneous leishmaniasis (CL). Currently, it is estimated that approximately 350 million
people worldwide are exposed to these parasites (WHO Leishmaniasis 2019).

There is no effective and safe vaccine against leishmaniasis. Thus, prevention and
control measures are based on: i) early diagnosis and treatment of cases in humans; (ii)
serological surveys of canine populations and elimination of seropositive animals; iii)
environmental management to clean houses and surrounding areas of sandflies; and iv)
chemical control of vectors, particularly Lutzomyia longipalpis “sensu latu” (s.1.), for VL
in Brazil (MS/SVS/DVE, 2017).

Chemical control can select individuals resistant to a particular insecticide.
Insecticide resistance becomes a reality when insects are exposed to chemical compounds
but remain alive. There are some methodologies for detecting insecticide resistance in
sandflies, which were adapted from methodologies used for mosquitoes. These
methodologies are the World Health Organization (WHQO) impregnated paper kit and
cone test (WHO, 1998; WHO, 2013) and trial Disease Control and Prevention Center
(CDC) bottles (Brogdon & Chan, 2010). However, these methodologies do not specify
the characteristics of the phlebotomine sample to be evaluated. Sex and feeding of
sandflies, for example, may affect their susceptibility status. Females are responsible for
stinging and transmitting Leishmania, and are usually used in trials (Falcdo, 1963; Kaul
et al., 1978, Dhanda et al., 1983; Dinesh et al., 2010; Singh et al., 2015), however there

are studies that use males and females together (Dhiman et al., 2003; Afshar et al., 2011,
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Denlinger et al., 2016) and a single study that evaluated male sandflies only (Li et al.,
2015). This nonconformity in relation to sex is mainly because capturing a large number
of sandflies of the same gender is difficult. Besides the nonconformity related to sample
collection, there is the hypothesis that a given gender may be more susceptible to
insecticide exposure than the other. Also, the type of diet fed to sandflies varies across
studies. Some studies evaluate susceptibility of blood-fed females (Schimidt & Schimidt,
1969; Falcéo et al., 1988) while others evaluate only sugar-fed females (Denlinger et al.
2016; Rama et al., 2017). To date, there are no studies comparing blood- or sugar-fed
female sandflies in laboratory conditions. This information is important to improve the
susceptibility assay and thus detect resistant populations.

Guidelines for assessing vector insecticide resistance from the CDC and WHO
(WHO, 1998; Brogdon & Chan, 2010) consider that insects that are inept to fly or cannot
stand are dead. However, some authors believe that these criteria are subjective, which
may lead to errors when stablishing death rates. Thus, lack of any motion is also
considered as a criterion for death in sandflies (Perea et al., 2009; Marcelo et al., 2014;
Denlinger et al., 2015). Thus, the aims of this study were to evaluate whether the variables
sex and feeding have different impacts on insecticide susceptibility. We also evaluated
the different criteria used for death, as explained above, to see if they provide different
results related to insecticide susceptibility in sandflies.

Material and methods

Phlebotomines - Lutzomyia longipalpis sensu lato from Teresina (Piaui - Brazil) and
raised at the Laboratory of Hematophagous Insect Physiology of the Federal University
of Minas Gerais (UFMG) were used in the study. This is a colony kept in insectarium

since 2010, without input of external material and free of contact with insecticide.
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Insectaries were maintained under controlled temperature (26 + 2°C) and humidity (70
10%).
Biological Assays

Biological assays were performed according to the Brogdon & Chan (2010) bottle
methodology and also the WHO cone methodology, with modifications (2013). For the
evaluation of sandflies with the adapted cone, 1 mm filter papers were impregnated with
3ug/m? alpha-cypermethrin insecticide and diluted in chloroform with the aid of a
multichannel pipette. For 48 hours the papers were not exposed to the drying light. After
impregnation, the papers were attached to a petri dish with the aid of adhesive tapes so
that the cone was also attached in order for the insects to be exposed to the impregnated
paper.

Male and female sandflies that fed sugary solution 30%, and females fed hamster
(Cricetus cricetus) on the day before the tests were collected and added to bottles and
cones. Ten insects per flask were tested for mortality evaluation. The exposure time
started to count only after all insects were added to each vial. . In the control group, only
acetone was used. At every 5 minutes, the flasks were evaluated by counting the number
of sandflies still alive. Biological bioassays were repeated three times and the mortality
reading was performed by a single researcher.

Two mortality criteria were adopted and evaluated in this study: criterion A -
insects were considered dead if they were inept to fly or stand; criterion B - flies were

considered dead if they did not show any motion.

Statistical analysis
Lethal times of 50% (LT50) 90% (LT90) and 95% (LT95), i.e., the 50%, 90% and

95% death interval of the exposed insects of each population, respectively, were inferred
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by analysis of Kaplan-Meier survival curves (KM) and compared by Log-rank test
(Bustamante-Teixeira et al., 2002). Estimates were calculated using the JMP 10 statistical
program.
Results

We observed a significant difference according to the feeding type of female
sandflies when analyzed with the CDC bottle methodology (Fig. 1). Females fed blood
meal were more susceptible to alpha-cypermethrin at a concentration of 3 pg/mL when
compared to females fed sugar solution (p = 0.005). When comparing males and females
fed sugar solution (p = 0.501) we did not observe significant difference. Using adapted
WHO cone methodology, our results show no differences in overall survival for the type
of feeding of sandflies (p = 0.223) and sex (p = 0.598) (Fig. 2).

According to criterion A, flies are considered dead if they are inept to fly or cannot
stand (WHO, 1998; Brogdon & Chan, 2010) while other authors (Perea et al., 2009;
Denlinger et al., 2015) consider that flies are dead if they do not show any motion
(criterion B). When criterion A was adopted, (sandflies unable to fly or stand) sandflies
were considered dead earlier than when criterion B was adopted (lack of motion) (p =

0.000) (Table 1).

Figure 1. Blood-fed females (Cricetus cricetus) were more susceptible to alpha-
cypermethrin at a concentration of 3 pg/mL using the CDC bottle methodology.

Kaplan-Meier Survival Curve Analysis in CDC Bottle Methodology: (a) blood-fed
females died faster if compared to sugar-fed females (p = 0.005); (b) the comparison
between males and females fed sugar solution showed no significant difference (p =

0.501).
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Figure 2. Biological parameters using adapted WHO cone methodology showed no
significant difference when exposed to 3 pg/mL alpha-cypermethrin.

Kaplan-Meier survival curve analysis using adapted WHO cone methodology: (a) there
was no significant difference between females fed blood meal (Cricetus cricetus) and
those fed a sugar solution (p = 0.223); (b) the same occurred in the comparison between

males and females fed sugar solution (p = 0.598).

Table 1. Phlebotomine mortality occurred earlier by criterion A compared to criterion B.
Mortality criteria A - flies are considered dead if they cannot fly or stand; Mortality

criteria B - flies are considered dead if they do not show any motion.

Discussion

In this study, we evaluated whether the variables sex and feeding have different
impacts on insecticide susceptibility. We also evaluated the different criteria used for
death to see if they provide different results related to insecticide susceptibility in
sandflies. We found that feeding, but not sex, affects insecticide susceptibility in female
sandflies. We also found that depending on the mortality criterion adopted results may
differ significantly.

A shown in Figure 1, females that fed only blood were significantly more
susceptible than those that fed only sugar (p = 0.005). This result was probably due to the
larger abdominal distension of females when they fed blood. Although sugary foods can
fill more than half of the total volume of the abdomen of sandflies, differently than blood
feeding it cannot completely distend it because they lack the nutrients needed for egg
maturation (Schlein & Warburg, 1985). The distension exposes the abdominal

intersegmental membranes, facilitating the penetration of the insecticide in the body
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(Fontan & Zerba, 1987). Therefore, this result suggests that females that fed blood should
not be used in assays testing insecticide susceptibility as it may overestimate the real
effect of the insecticide. Thus, the capture of these blood-fed females should be avoided,
which in general is an easy strategy to be adopted.

Kaplan Meier survival curves (Figures 1 and 2) showed no differences between
male and female sandflies when tested using either bottle (p = 0.501) or cone (p = 0.598)
methodologies. Some studies show that male insects are more susceptible to a particular
insecticide (Alexandre et al., 2009, Rama et al., 2017) while exposure to other
insecticides are more effective against females (Dinesh et al., 2010; Saeidi et al., 2012).
Our results suggest that the susceptibility analysis of sandflies to insecticides can be
performed using either sex, that is, without the need to separate sandflies by sex.

The cone methodology for sandfly susceptibility evaluation, commonly used in
insecticide-impregnated walls, was adapted for the first time, as described in this study,
for laboratory tests with sandflies. Our results show that this method is similar to that of
impregnated bottles and paper kits and can also be used to evaluate insect resistance in
the laboratory.

When lack of motion was adopted as the criterion for death (B), the experiments
lasted longer than when adopting the other criterion (A) for death. Using criterion B,
sandflies were exposed to LT95 for 230 minutes before they could be considered dead
(Table 1). The same insects were evaluated for not being able to stand or fly (A) which
in this case took about 42 minutes before they would be considered dead. Most studies
that evaluated the susceptibility of sandfly populations to insecticide did not mention the
mortality criteria applied. Our results recommend that only criterion A should be adopted

in future studies of sandfly susceptibility. The adoption of criterion B would require a
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very long time to evaluate insect resistance to insecticide and could mask the insect
mortality data during the bioassay.

We suggest that the selection of sandflies to be tested in insecticide susceptibility
studies should take feeding, and the mortality criteria to be applied, under consideration.
The fact that we did not find any difference between females and males regarding
insecticide susceptibility, may simplify sample collection in future studies. However, care
should be taken when selecting sandflies, as the type of feeding may impact insecticide
susceptibility. Lastly, the mortality criterion adopted is also relevant and our results
indicate that criterion A should be adopted in future studies because it can quickly identify
the susceptibility profile of sandflies to insecticides. For future analysis, the WHO cone
methodology can be adapted to evaluate sandflies susceptibility to insecticide in the
laboratory settings.

The limitations of this study were the significant drop in the number of sandflies
of the Lu. longipalpis UFMG colony, which not allowed us to do continuous analysis and
assays. Another factor was that the WHO impregnated paper kit was not used in all assays.
Pilot tests were performed with the kit, however, phlebotomine scape from insecticide-
treated tubes was seen, which may affect the number of sandflies in the experiment. We
stop using the tube also due to laboratory biosafety issues.

In future studies, sandflies that suffered leg loss and are unable to fly after
exposure to insecticide should be evaluated to confirm that they cannot perform vital
activities such as feeding and reproduction. Our results show the need to standardize the
parameters applied when performing biological assays for stablishing insecticide
resistance to sandflies Because it will allow the comparison of results from different
studies and consequently a better monitoring of sandflies populations over time, which

will help us develop better programs to monitor sandfly populations.
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Conclusion

Herein we found that that feeding, but not sex, affects insecticide susceptibility in
sandflies females. Because there is no difference between females and males regarding
insecticide susceptibility, future studies can use a mix of the two in their sample analysis.
We also found that the mortality criterion adopted affect results significantly. Thus, there
is an urgent need to standardize the parameters applied when performing biological assays

for stablishing insecticide resistance to sandflies.
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Table 1. Phlebotomine mortality occurred earlier by criterion A compared to criterion B.

242



Insect exposed LT50 LT90 LT95

Criteria A
Males 26.36 33.59 35.42
Females Sugar Fed 22.33 30.39 32.51
Females Blood Fed 20.18 36.74 41.89
Criteria B
Males 117.32 203.53 229.65
Females Sugar Fed 11457 17748  195.35
Females Blood Fed 96.56 163.41 183.38

Mortality criteria A - flies are considered dead if they cannot fly or stand; Mortality

criteria B - flies are considered dead if they do not show any motion.

Figure 1. Blood-fed females (Cricetus cricetus) were more susceptible to alpha-

cypermethrin at a concentration of 3 pg/mL using the CDC bottle methodology.
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between males and females fed sugar solution showed no significant difference (p =
0.501).

Figure 2. Biological parameters using adapted WHO cone methodology showed no

significant difference when exposed to 3 pg/mL alpha-cypermethrin.
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Introducéo

As leishmanioses representam um conjunto de doengas infecciosas, consideradas
zoonoses, podendo manifestar-se no ser humano quando este entra em contato com 0
ciclo de transmissdo do protozoario causador das doencas. Suas principais formas clinicas
séo a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT). A LV tem como
principais sintomas a febre irregular, perda de peso, anemia e aumento do baco e figado.
Quando ndo tratada, leva a Obita em 90% dos casos. Além disso, h& estimativas que
acometa 90.000 pessoas a cada ano em todo o mundo. A LT é caracterizada por lesdes na
pele e mucosas, e embora 6bitos sejam raros nessa forma da doenca as cicatrizes deixadas
causam graves estigmas sociais. Cerca de um milh&o de casos ocorrem anualmente em
todo mundo (OMS, 2019).

Devido a falta uma vacina segura e eficiente para combater as leishmanioses,
assim como a baixa adesdo ao tratamento e diversos efeitos colaterais causados pelos
antimoniais pentavalentes, a eliminacdo do vetor € a melhor forma de interromper a
transmissdo humana, nas areas endémicas (Uribe-Restrepo et. al., 2018). Para reduzir a
incidéncia da doenca humana utiliza-se o controle quimico, cujas aplicaces ocorrem,
desde a década de 40 (Kirk, 1958), muitas vezes sem o efeito desejado. Além disso, a
sobreposicao de endemias e o uso indiscriminado de inseticidas para controle de insetos
vetores proporcionou o surgimento de populacdes de flebotomineos resistentes
(Mukhopadhyay et al., 1992).

Atualmente ha registro de populagtes de flebotomineos resistentes para as quatro
classes de inseticidas (Dhanda et al., 1983; Bansal & Singh, 1996; Amauraj et al., 1999;
Singh et al., 2015). No entanto, a definicdo de populacdes de flebotomineos resistentes é
baseada em conceitos e metodologias frequentemente utilizadas com mosquitos (WHO,

1998). Para definicdo de um protocolo préprio do grupo (Sardar et al. 2018) se faz
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necessario a ado¢do de uma populacdo de referéncia (Dinesh et al., 2010) e a delimitacao
de pontos de cortes especificos para flebotomineos (Saeidi et al., 2012; Pessoa et al.,
2015). Neste contexto, o objetivo deste estudo é avaliar duas possiveis populagdes de
referéncia de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis para determinacéo de uma

populacéo de referéncia.

Material e métodos
Flebotomineos

Lutzomyia longipalpis procedentes de Teresina (Piaui) e criados no Laboratério
de Fisiologia de Insetos Hematofagos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
foram utilizados no estudo. Trata-se de uma coldnia mantida em insetario desde 2010,
sem aporte de material externo.

Lutzomyia longipalpis procedentes de Jacobina (Bahia) e criados no Laboratorio
de Bioquimica e Fisiologia de Insetos do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro foram
(Fiocruz) utilizados no estudo. Trata-se de uma coldnia mantida em insetario desde 1970,
sem aporte de material externo.

Lutzomyia longipalpis capturados Montes Claros (Minas Gerais), area endémica
de leishmaniose visceral e com histdrico de controle quimico, também foram utilizados

no estudo.

Bioensaios

Os ensaios bioldgicos foram realizados conforme a metodologia de garrafas de
Brogdon & Chan (2010) e uma metodologia adaptada de cones da OMS (1998). Garrafas
do tipo Wheaton de 250 ml foram revestidas com 1 ml de acetona (controle) ou de

inseticida (alfacipermetrina) na dosagem de 3ug/ml, sendo que os frascos foram girados
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de modo que todo seu interior tenha sido impregnado pela solucéo. Apds a impregnacao,
as garrafas foram abertas para evitar condensacdo e ficaram armazenadas em locais
protegidos da luz, durante 24 horas.

Para avaliacao dos flebotomineos com cones, papéis vegetais foram impregnados
com inseticida (alfacipermetrina) na dosagem de 3ug/mL, com auxilio de uma pipeta
multicanal. Os papéis permaneceram por 24 horas sem contato com a luz para secagem.
Apo6s a impregnacado, os papéis foram presos a uma placa de petri com auxilio de fitas
adesivas, assim também foi preso o cone, de modo que os insetos ficassem expostos ao
papel impregnado.

Flebotomineos machos e fémeas, em propor¢ées iguais, introduzidos nas garrafas
e cones com auxilio de um capturador de castro. Entre 10 e 20 flebotomineos foram
testados por metodologia para avaliagdo da mortalidade. A cada 10 minutos, as garrafas
e 0s cones eram avaliados para contagem do numero de flebotomineos que permaneciam
vivos. Os bioensaios bioldgicos foram repetidos cinco vezes e a leitura de mortalidade foi
realizada por um Unico pesquisador. Os flebotomineos foram considerados mortos

quando ndo conseguiam se manter de pé e/ou apresentavam voos descoordenados.

Estatistica

Tempos letais de 50% (LT50) 90% (LT90) e 95% (LT95), ou seja, o intervalo de
50%, 90% e 95% de mortes dos insetos expostos de cada populagdo, respectivamente,
foram inferidos pela analise da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (KM) e
comparadas pelo teste de Log-rank (Bustamante et al., 2002). As estimativas foram

calculadas usando o programa estatistico JMP 10.
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Resultados

No6s observamos uma diferenca significativa de acordo com as curvas de
sobrevivéncia KM para as analises dos bioensaios de garrafas do CDC e de cones da OMS
(Figura 1 e 2). Os flebotomineos oriundos de Jacobina se mostraram mais suscetiveis do
que os flebotomineos de Teresina e Montes Claros no bioensaio de garrafa do CDC (p =
0.000) e no bioensaio de cone da OMS (p = 0.006) para alfacipermetrina na concentracdo
de 3 ug/mL.

Os valores de LT50, LT90 e LT95 para as populagdes de Jacobina, Teresina e
Montes Claros nos bioensaio de garrafas do CDC e de cones da OMS sédo apresentados

na Tabela 1.
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das populac6es de flebotomineos de
Jacobina, Teresina e Montes Claros com a metodologia de garrafas do CDC.
MOC — Montes Claros
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Figura 2. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das populacGes de flebotomineos de
Jacobina, Teresina e Montes Claros com a metodologia de garrafas do CDC.
MOC — Montes Claros
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Tabelal. Estimativas de LT50, LT90 e LT95 para as populacGes de flebotomineos de Jacobina, Teresina e Montes Claros com a metodologia de

garrafas do CDC e cones da OMS.

Population LT50 (IC 95%) LT90 (IC 95%) LTo5 (IC 95%)
Bottle
JACOBINA 14.53 (13.15 - 15.67) 22.60 (20.93 - 24.40) 24.97 (23.01 - 27.09)
TERESINA 38.74 (36.42 - 41.21) 55.00 (52.05 - 58.12) 59.39 (55.96 - 63.03)
MOC 40.21 (37.52 - 43.09) 59.64 (55.75 - 63.80) 65.02 (60.40 - 70.01)
Cone
JACOBINA 112.59 (104.37 - 121.46)  164.64 (147.12 - 184.24)  178.94 (157.68 - 203.05)
TERESINA 127.50 (116.42 - 139.64) 186.33 (160.08 - 216.97) 202.48 (170.87 - 239.95)
MOC 143.49 (125.62 - 163.91) 224.42 (178.67 - 281.88) 247.53 (192.19 - 318.81)
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Discussdo

Neste estudo, avaliamos trés populacGes de flebotomineos da espécie
Lutzomyia longipalpis, principal vetora de leishmaniose visceral no Novo Mundo,
sendo duas de coldnia e uma de campo, para definir uma populacao de referéncia para
testes de suscetibilidade de flebotomineos a inseticidas. Os testes foram realizados por
meio de duas metodologias diferentes: garrafas dos CDC e cones adaptados da OMS.
Descobrimos que a populacdo de Lu. longipalpis de Jacobina é a mais suscetivel dentre
as populaces testadas.

A evidéncia de alta suscetibilidade de Lu. longipalpis de Jacobina pode
resolver uma das grandes dificuldades em se desenvolver estudos de resisténcia a
inseticidas que é a determinacdo de uma linhagem suscetivel que possa ser utilizada
como referéncia. Como preconizado da Organizacdo Panamericana de Satde (OPAS)
(OPAS, 2005) entende-se por linhagem referéncia de suscetibilidade (LRS) aquela
populacdo que: i) apresentar pelo menos mais de cinco geracdes criados sob condicdes
de laboratdrio, sem contato com inseticidas; ii) ndo ter acréscimo de novos insetos na
coldnia durante as Gltimas 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 informagéo é essencial para tomadas de
decisdo no controle desses vetores.

Pessoa et al., (2015) recomendaram como LRS a populagéo de Lu. longipalpis
oriunda da caverna da Lapinha (Lagoa Santa, Minas Gerais — Brasil). No estudo os
autores encontraram alta suscetibilidade dessa populagdo para o inseticida
alfacipermetrina na metodologia de cones da OMS. No entanto, trata-se de uma

populacdo de flebotomineos silvestre, na qual as coldnias sdo rotineiramente
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abastecidas devido os individuos estarem  infectados com o protozoario
Ascogregarina chagasi, conhecido por ocasionar significativa reducdo da longevidade
de adultos (Wu & Tesh, 1989).

A partir da adocdo de uma LRS, ferramentas essenciais para 0 monitoramento
de populagdes de flebotomineos de campo podem ser aprimoradas. Atualmente as
concentracOes de inseticidas utilizadas para detecgéo de resisténcia de flebotomineos
sdo as mesmas utilizadas para monitoramento de mosquitos (WHO, 1998). Com uma
populacéo de referéncia sera possivel determinar essas doses para flebotomineos assim
como delimitar pontos de corte para confirmacéo de resisténcia.

A dose diagndstica, dose que mata 99% de uma populacédo de referéncia, pode
ser estabelecida para os principais inseticidas utilizados no controle de flebotomineos
no Brasil. A partir dela, o monitoramento de populacdes de campo sera facilitado. A
taxa de mortalidade de flebotomineos de campo sobre a taxa de mortalidade da
populacédo de referéncia nos aponta a Razdo de Resisténcia (RR). Para mosquitos foi
estabelecido que uma RR > 3 indica populacdes de campo resistentes (Brasil, 2006),
enguanto que para triatomineos este valor seria de RR > 5 (Opas, 2005). Para
flebotomineos ainda ndo tem esse ponto de corte.

Como limitagdo do estudo, podemos apontar a avaliacdo apenas de duas
populacGes de coldnia brasileiras. De acordo com Lawyer et al. (2017) existem outras
seis populagdes de Lu. longipalpis sendo criados no Brasil e talvez possam apresentar
0s requisitos da OPAS para LRS.

Deste modo, para um melhor monitoramento da suscetibilidade de populag6es

de flebotomineos de campo é essencial que haja a ado¢do de uma LRS e que
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ferramentas como DD e pontos de cortes de RR sejam estimados. A populacéo de Lu.

longipalpis de Jacobina apresenta os requisitos para LRS e pode ser essa populagéo.

Conclustes

Nos resultados apontam a populacdo de flebotomineos de Jacobina e criados
na Fiocruz do Rio de Janeiro como uma populacdo que apresenta 0s requisitos
solicitados pela OPAS para LRS. Recomendamos a utilizacdo desta populacdo para
definicdo de doses e pontos de corte de resisténcia para melhorar o monitoramento da

suscetibilidade de populacgdes de flebotomineos brasileiros.
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