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Prefacio
O resultado deste estudo estd organizado em trés capitulos.

No primeiro capitulo descreve-se o histérico das avaliagdes de susceptibilidade
das populagdes de Aedes aegypti do estado de Sdo Paulo e os dados de
avaliagées de efetividade do controle quimico realizado em condigdes de campo.

No segundo capitulo estd descrito um estudo para avaliagdo de atividade de
enzimas envolvidas no metabolismo de inseticidas como instrumento de avaliagdo
do mecanismo de resisténcia de larvas a temephos.

No terceiro capitulo constam os dados de andlise de vinculo genético entre as
populagdes que sdo consideradas sentinelas para o monitoramento da
susceptibilidade a inseticidas.
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RESUMO

A necessidade de se controlar dengue com uso de inseticidas tem acarretado o
desenvolvimento de resisténcia aos produtos mais utilizados em ambito mundial. No Brasil,
0 Ministério da Saude monitora anualmente o nivel de susceptibilidade de populacdes de
Aedes aegypti aos inseticidas. Este estudo objetivou analisar os dados disponiveis para o
estado de Sdo Paulo visando avaliar ndo s6 o impacto das estratégias de manejo adotadas nos
niveis de resisténcia das populacfes, mas também o papel de resisténcia metabdlica como
um mecanismo da resisténcia detectada em larvas.

Foram analisados os dados do periodo de 1996 a 2009, relativos & caracterizagao
bioldgica da resisténcia de larvas e insetos adultos e os resultados de provas de efetividade
em campo. Para avaliagdo do papel atividade de enzimas metabodlicas na resisténcia
observada em larvas, foi feito um experimento em laboratério com medida de atividade
enzimatica durante o processo de incremento da resisténcia em populacdo originada do
campo. Os dados foram confrontados com os resultados da atividade enzimatica das
populagdes de campo.

Os dados do Programa de Monitoramento demonstraram ao longo do tempo um
aumento do numero de populacgdes resistentes ao principal larvicida utilizado (temephos);
que a resisténcia a adulticidas da classe dos piretrdides é disseminada em todo o estado
desde 2000 e que ha comprometimento do controle em campo nas populacles resistentes.
Enzimas do grupo das esterases foram caracterizadas como envolvidas no mecanismo de
resisténcia a temephos, embora tenham sido caracterizadas alteragfes em outras classes de
enzimas em populacdes resistentes dificultando a interpretacdo pontual de atividade
enzimatica. A caracterizacdo do vinculo genético apontou para um baixo fluxo génico entre
as populaces justificando a manutencdo da avaliacdo e manejo das sentinelas independente
de suas proximidades geografica.

Conclui-se que ha uma tendéncia geral de perda de susceptibilidade aos produtos
utilizados para o controle de Aedes aegypti. As estratégias de manejo utilizadas ndo foram
suficientes, até o presente, para reverter resisténcia. As acGes de controle em campo sdo
comprometidas em populagdes caracterizadas como “Resistentes” em laboratdrio indicando
que o manejo deva ser adotado para populacdes que apresentem ‘“‘Susceptibilidade

Diminuida”. O uso de inseticidas ¢ uma ferramenta auto limitada e que deve ser preservada.



ABSTRACT

The need to control dengue transmission with insecticides has led to the development
of resistance to the most used products all over the world. In Brazil the Ministry of Health
monitors annually the level of susceptibility of Aedes aegypti populations to insecticides.
This study aimed to evaluate data from S&o Paulo State in order to evaluate the impact of
management of resistance on resistance levels in vector populations and also evaluate the
role of metabolic enzymes on larval resistance to temephos.

Data of larval and adults resistance from 1996 to 2009 were analyzed together with
field efficacy tests response. In order to evaluate the role of metabolic enzymes on resistance
of larvae to temephos, an experiment for increasing resistance and measurement of enzyme
activity were compared with enzyme profile from field populations.

Results showed, along the period, a decrease in susceptibility to the temephos-based
larvicide in all populations; resistance to pyrethroids, observed in adult stage, was
disseminated in the state since 2000 and that in resistance impacts on field activities.
Enzymes from the esterase class were involved on temephos resistance of larvae, although
other classes of enzymes show alterations in resistant populations making it difficult the
interpretation of enzyme activity on single population. The characterization of the genetic
link pointed to a low gene flow among populations. This justifies the maintenance of the
assessment and management of sentinel regardless of their geographical origin.

The study concludes that there is a general trend for loosing susceptibility of Aedes
aegypti to the most used insecticides. To date management strategies adopted were not
enough to avoid this process. There is impact of field control on “resistant” populations
showing that management should be trigged on populations with “Decreased Susceptibility”

status. Insecticide use is a self imitating tool which should be preserved.



INTRODUCAO

Dengue

Dengue € uma arbovirose transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti e
existem quatro sorotipos do virus da Dengue. Até o momento ndo ha vacina disponivel
contra nenhum sorotipo. Existem duas formas de dengue: a classica e a hemorragica. A
dengue cléssica apresenta-se geralmente com febre, dor de cabega, no corpo, nas
articulacOes e por trés dos olhos, podendo afetar criancas e adultos, mas raramente mata. A
dengue hemorragica é a forma mais severa da doenca, pois além dos sintomas citados, é
possivel ocorrer sangramento, ocasionalmente choque e conseqliéncias como a morte
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). Os primeiros registros de dengue cléssico, na literatura
médica, ocorreram em 1779 com registro de transmissdo no Egito e na Indonésia e, em 1780,
nos Estados Unidos (GUBLER & TRENT, 1993). Nas Ameéricas, em 1827 registrou se uma
epidemia no Caribe e de 1881 a 1922 ocorreu expansao na regido, com transmisséo de
Dengue atingindo toda a &rea do Caribe e sul dos Estados Unidos (GOMEZ-DANTES,
1991). No final da década de 50 foi elaborado um Plano Continental para Erradicacdo do
vetor Aedes aegypti e, no inicio dos anos 60, o mosquito foi considerado erradicado da quase
totalidade da América do Sul de toda a América Central. Na América do Norte apenas uma
pequena area no Sul dos Estados Unidos da América ainda permanece infestada
(ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1983). Na década de 80,
novamente se detectou a presenca deste vetor em varios paises das Américas e, do Caribe e
como consequéncia, ocorreu transmissdo de dengue em varios deles: Bolivia (1987);
Paraguai e Equador (1988); Cuba (1977/1981), Venezuela (1989) (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 1989).

Atualmente, a transmissdo de dengue se mantém nas regides tropicais dos paises em
desenvolvimento.

A primeira ocorréncia de Dengue no Brasil data de 1846 quando se relatou
transmissdo nos Estados do Rio de Janeiro, Bahia, Pernambuco e Parana. No Estado de S&o
Paulo ha registro de epidemias em 1916 e no Rio Grande do Sul em 1917. Em 1923
registrou-se epidemia em Niterdi. Desde esta época até 1980 ndo havia registro de
transmissdo No verdo de 1981/82 reaparece a doenca e se registra a primeira epidemia
documentada clinica e laboratorialmente em Boa Vista, RR, com 12000 casos
(SHATZMAYR, 2000). Em margo de 1986, iniciou uma grande epidemia no Rio de Janeiro
e regido com 80000 casos registrados. Como conseqliéncia desta epidemia, ocorreu uma

expansdo das areas com transmissdo atingindo as regifes Sudeste (Sdo Paulo e Minas



Gerais) e Nordeste (Alagoas, Ceara, Pernambuco e Bahia) (MINISTERIO DA SAUDE,
1988) do pais. No final da década de 80 e na década seguinte, a despeito das tentativas de
controle do vetor, o que se observou foi um aumento do nimero de municipios infestados e
expansdo do numero de municipios com transmissédo de Dengue sendo que a grande maioria
dos casos se concentra nas regides Sudeste e Nordeste.

No Estado de S&o Paulo, posterior ao periodo de erradicagéo, foi detectada uma nova
infestacdo do mosquito Aedes aegypti em 1985 quando um amplo levantamento
entomoldgico foi realizado. Em 1986 ocorreu a primeira transmissao de Dengue, na regido
oeste do Estado (municipios de Aracatuba e Guararapes). Em 1991 ocorreu transmissdo na
regido norte do Estado (Ribeirdo Preto e regido) e a epidemia se expandiu para 58
municipios. Houve uma reducdo da transmisséo até 1994 onde se observaram casos em 25
municipios, porém de 1995 até 1999 o numero de municipios com transmissao tem oscilado
ao redor de uma centena sendo que no ano de 1998 houve o maior nimero de casos. A
transmissdo ocorre principalmente nas regides noroeste e litoranea do Estado, sendo
observado o maior nimero de casos na regido de Santos (cerca de 70 % dos casos). O
coeficiente de incidéncia em 1987 foi de 0,15; em 1998 de 30,27 e em 1999, de 42,36 casos
por 100.000 habitantes. Apds um periodo de baixa incidéncia, nos anos de 2001 e 2002
houve uma nova elevacdo da incidéncia da doenca no Estado com coeficientes,
respectivamente, 137,2 e 102,62. Apos declinio destes coeficientes a partir de 2003, um
novo ciclo de transmissdo ocorreu a partir de 2006 (84,26), 2007 (200,23), novo declinio
entre 2008 e 2009 e nova epidemia em 2010 a qual atingiu o recorde histérico de 443,6 casos
por 100.000 habitantes (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2010).

Vetor da Dengue no Brasil

O Aedes aegypti € um mosquito originario da Africa, onde existe uma forma silvestre
e uma forma mais adaptada as condi¢des urbanas. Esta ultima forma foi a que se expandiu e
que esta presente nas Ameéricas. Seu ciclo de vida depende da presenca de pequenas colecoes
de &gua onde ocorrem as fases de larva e pupa. Recipientes artificiais como latas, potes,
frascos plasticos, pneus, vasos e tanques se transformam em criadouros importantes quando
passam a acumular agua com pouca matéria organica. Uma vez que estes tipos de recipientes
sdo frequentemente encontrados em residéncias e devido ao fato deste mosquito ser
altamente antropofilico, o habitat humano retne todas as condigdes necessarias para sua
proliferagéo.



O controle deste vetor pode ser feito através de acBes mecanicas de eliminacdo ou
alteracdo da disposicao de criadouros (as formas aquaticas ndo sobrevivem fora da dgua) ou
atraves de controle quimico com uso de larvicidas. Para as formas adultas, mosquitos alados
0s quais sao os envolvidos na transmissao da doenca, a unica forma de controle realizada € a
quimica, uma vez que medidas de protecdo individual como telas e mosquiteiros tém pouca
aplicabilidade pratica, devido ao habito diurno do vetor (SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE, 2002).

A adocdo de medidas de controle mecanico depende de motivacdo da comunidade,
de conscientizacdo e adogdo de estratégias especificas para atingir este objetivo. Na pratica,
0 que se tem observado € que o controle se restringe ao uso de produtos quimicos, tanto para

o controle de focos como principalmente para interrupcéo de transmisséo da doenca.

Controle do vetor no Estado de S&o Paulo

No Estado de S&o Paulo, quando foi registrado, em 1985, o estabelecimento da
espécie em municipios do oeste paulista, a despeito de todas as orientacdes e tentativas de
controle, verificou-se, a partir dai, uma rapida expansdo geografica desse Culicideo do oeste
para o0 leste do Estado (GLASSER, 2000). Medidas de controle mecéanico e quimico
passaram a ser executadas desde 1985 pela Superintendéncia de Controle de Endemias -
SUCEN e, nos anos que se seguiram, por Prefeituras Municipais.

As medidas de controle quimico realizadas rotineiramente foram o controle larvario
com temephos e controle adulticida de acdo residual, também com acdo larvicida, por meio
de fenitrothion, ambos inseticidas organofosforados. O malathion foi utilizado em pequena
quantidade em substituicdo ao fenitrothion, nos anos de 1987 a 1993, em periodos de falta
deste Gltimo no mercado. O fenitrothion foi utilizado até final de 1999 quando se passa a
utilizar o piretroide cipermetrina. As nebulizacfes térmicas e atérmicas foram utilizadas
desde 1985, ficando restritas, de maneira geral, ao periodo de verdo e outono, quando a
densidade do vetor é mais elevada, e quando ocorre a maior incidéncia de dengue. Foram
varios os inseticidas empregados nessa atividade, destacando-se: propoxur (1986 a 1989),
malathion (1985 a 1992) e cipermetrina (1989 até 2000), os quais pertencem
respectivamente ao grupo dos carbamatos, organofosforados e piretrdides. Até o ano de 2000
a escolha de produtos para controle quimico obedeceu a critérios de disponibilidade por
parte do ministério da satde por este ser um insumo estratégico disponibilizado para Estados

e municipios.



A partir de 2000, com a deteccédo da resisténcia das populacbes de Aedes aegypti ao
adulticida cipermetrina, foi reintroduzido o uso de malathion (organofosforado) no Estado de
Séao Paulo.

As modalidades de controle quimico com uso de inseticidas para o controle de Aedes
aegypti empregadas nos programas de controle desde a década de 80 sdo (SECRETARIA
DE ESTADO DA SAUDE, 2002):

Tratamento Focal: Tratamento de recipientes contendo adgua que se constituem focos
pela presenca de larvas de culicideos no seu interior e/ou em condigdes para se tornarem
focos. O principal produto utilizado no Brasil desde a década de 80 é um larvicida
organofosforado a base de temephos em cuja formulagdo o principio ativo é aderido a
granulos de areia e, pela sua lenta liberacdo, possui efeito residual durante meses nos

recipientes tratados.

Tratamento Perifocal: Tratamento de superficies ao redor de focos larvarios, em
especial em locais de acimulo de potenciais criadouros como em cemitérios, borracharias,
depositos de materiais para construgdo. Esta modalidade de controle também foi
intensamente utilizada em municipios onde focos iniciais do vetor foram detectados, visando

impedir o estabelecimento da infestagéo do vetor.

Nebulizacdo: Tratamento espacial de inseticida, através de maquinas acopladas a
viaturas ou portateis (tipo moto - mochila). O alvo desta aplicacdo sdo os insetos adultos e
esta técnica € geralmente usada com objetivo de matar fémeas adultas contaminadas, em

areas de transmissdo ou de risco de transmissdo de Dengue.

Resisténcia a inseticidas

O controle da transmissdo de dengue, através de produtos quimicos, causa
consequéncias ndao sé para 0 meio ambiente, mas também para a propria eficacia do controle.
O uso de inseticidas, em diversas partes do mundo, propiciou o desenvolvimento de
populacdes resistentes aos produtos mais intensamente utilizados. O desenvolvimento de
resisténcia em mosquitos a inseticidas foi detectado pela primeira vez, em 1947 quando
populacdes de Aedes taenorhynchus e Aedes solicitans comecaram a apresentar resisténcia
ao DDT na Flérida (BROWN, 1986). Dados mais recentes indicam que populacdes de Aedes

aegypti presentes em diversas partes do mundo, exceto em certos paises da Africa,



apresentam resisténcia ao DDT (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). A
resisténcia a organofosforados, ndo evidenciada nas populacbes de Aedes aegypti que
fizeram parte de um inquérito mundial em 1969, foi detectada na Asia, em 1972
(GEORGHIOU, 1987) e no final da década de 80 ja se apresentou espalhada no Caribe e
paises vizinhos, incluindo América Central e do Sul DDT (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1992). A resisténcia aos piretroides sintéticos, inseticidas de utilizagdo
mais recente, ja foi evidenciada nos Estados Unidos, Porto Rico, Camboja, Taiwan, Malasia
e Tailandia (RANSON et al., 2009).

A capacidade de um inseto resistir a um determinado inseticida é uma caracteristica
genética que normalmente ocorre numa freqiiéncia muito baixa nas popula¢fes naturais.
Populacdes de insetos resistentes surgem através da selecéo exercida pela pressao do uso de
inseticidas, os quais matam os insetos suscetiveis, favorecendo o aumento da freqtiéncia de
genes resistentes. Deste modo, a escolha dos inseticidas utilizados nos programas de
controle, assim como o tempo de uso, e a seqiiéncia de classes dos produtos, sdo parametros
importantes que devem ser considerados numa avaliagdo de suscetibilidade a inseticidas.

O ideal é que se avalie o nivel de suscetibilidade de uma determinada espécie, antes
da introducdo do uso de um inseticida. Caso isto ndo seja realizado, ha alternativa de se
avaliar o nivel de suscetibilidade de modo comparativo com uma populagdo nunca exposta a
pressdo de selecdo com uso de produtos quimicos, cuja resposta biolégica (morte ou
sobrevivéncia) possa ser considerada padrdo para a espécie. A este tipo de populagdo se
denomina “populacgdo suscetivel”. Uma terceira alternativa para avaliagdo da suscetibilidade
é, na auséncia de uma populacéo suscetivel, avaliar a mesma populagédo ao longo do tempo.
Nesta ultima maneira, considera-se a primeira avaliacdo como a linha base que servira de
padrdo para comparacdes futuras.

Para a espécie Aedes aegypti, existem algumas populacdes, sabidamente, suscetiveis
aos inseticidas. Estas populacbes tém sido mantidas em laboratério (insetarios) ha muitos
anos, sendo periodicamente testadas quanto a sua suscetibilidade. Uma destas populacfes é a
chamada cepa Rockefeller, que tem sido mantida pelo laboratério do “Centers of Disease
Control”, em Porto Rico.

No Brasil, em 1995, registrou se a diminuicao da suscetibilidade a temephos em uma
populacdo proveniente do Estado de Goias (MACORIS et al, 1995). A partir de 1996 inicia-
se em Sdo Paulo um Programa de monitoramento da resisténcia de populacdes de Aedes
aegypti aos principais inseticidas utilizados para seu controle sob responsabilidade da

SUCEN. Através deste programa, em 1998 evidenciou-se, através de bioensaios, uma



diminuicdo da suscetibilidade ao temephos em popula¢fes dos municipios de Campinas e
Santos, ambos no Estado de Séo Paulo (MACORIS et al., 1999).

Com esta informacgdo, deu-se inicio a partir do segundo semestre de 1998, a
discusséo da necessidade de se avaliar a situacdo da suscetibilidade do vetor aos inseticidas
utilizados para seu controle no Brasil. Com a formag&o de um grupo de trabalho, esbogou-se
a proposta para implantacdo de um programa de monitoramento em nivel nacional, durante
0 | Seminario Internacional de Controle de Vetores e Reservatorios realizado em Belo
Horizonte, MG em Outubro 1998 (BRAGA & VALLE, 2007 b). Como prioridade optou-se
pelo monitoramento do Aedes aegypti devido ao registro da resisténcia e também pela sua
importancia epidemioldgica atual.

Foi organizada uma rede (MoReNAa) de laboratdrios para monitoramento da
resisténcia de Aedes aegypti, coordenado pela Secretaria de Vigilancia em Saiude (BRAGA
& VALLE, 2007b), e através de avaliacGes anuais foi evidenciada resisténcia elevada ao
larvicida organofosforado temephos em populagdes do Nordeste e Sudeste (LIMA et al.,
2003;MACORIS et.al.,, 2003; BRAGA et al., 2004). A partir de 2001 também foi
evidenciada resisténcia a piretrdides em mosquitos adultos (PEREIRA DA CUNHA et al.,
2005).

A avaliagéo da susceptibilidade das populagdes do vetor envolve a caracterizacdo da
resposta bioldgica dos estadios de larva e adulto segundo as metodologias padronizadas pela
Organizacdo Mundial de Saide (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1981 a b c; 1992;
1998; 2000); a mensuracdo do nivel de controle em situacGes de campo controlado nas
populacdes caracterizadas em laboratério como resistentes aos inseticidas e, numa terceira
etapa a avaliacdo de mecanismos de resisténcia através de medida de atividade de enzimas

envolvidas no metabolismo de inseticidas.

Deteccao e manejo da resisténcia

As trés etapas acima citadas objetivam subsidiar as a¢fes de manejo da resisténcia
fornecendo resposta aos gestores de programa se hé resisténcia nas popula¢des monitoradas,
qual o nivel de comprometimento das acBes de campo nas populacdes com resisténcia
caracterizada em laboratorio e a elucidacdo do mecanismo de resisténcia permite a escolha

de produtos para manejo.



Justificativa

Atualmente a Unica forma de controle da dengue é através do controle do vetor, uma
vez que ndo existe vacina ou mesmo drogas antivirais especificas (GUBLER, 1989). Dentre
as formas de controle do vetor, o controle quimico com uso de inseticidas é uma ferramenta
importante para interrupcdo de transmissdo da doenca e sua efetividade depende, alem das
questdes operacionais de aplicacdo, que a populacdo de insetos seja susceptivel aos
inseticidas utilizados.

Ha registro de resisténcia aos principais produtos utilizados para o controle de Aedes
aegypti no Brasil e ha evidencias de que o histérico de produtos utilizado influenciou o
desenvolvimento da resisténcia registrada nas populac6es do vetor provenientes das regides
Sudeste e Nordeste (BRAGA et al., 2004; LIMA et al., 2003; MACORIS et al., 1995, 1999,
2003; PEREIRA DA CUNHA et al., 2005).

A fixacdo da resisténcia na populacdo depende do custo adaptativo que esta confere
aos insetos, da continuidade da selecdo de individuos resistentes e da migracdo de
susceptiveis. Para o vetor Aedes aegypti, estudos populacionais tem demonstrado que ha
diferenciacdo de populacgdes, sinalizando para importante fluxo génico (BROWN, 2011).
Deste modo a anélise da evolugéo da resisténcia do vetor aos principais inseticidas utilizados
no Estado de S&o Paulo, assim como a caracterizacgdo da atividade de enzimas envolvidas no
metabolismo de inseticidas em populacfes de Aedes aegypti com diferentes niveis de
resisténcia e sua relacdo com a resposta das populacGes a dose utilizada em campo podera
evidenciar os mecanismos de resisténcia envolvidos além de contribuir para o entendimento
do processo de desenvolvimento da resisténcia, avaliar o impacto da resisténcia nas
operacOes de controle e fornecer subsidios para escolha de estratégias de manejo e em ultima

analise um controle mais efetivo do vetor.
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OBJETIVOS
Objetivo geral:

Avaliacédo dos dados do Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti
do estado de Sao Paulo para esclarecimento dos mecanismos de resisténcia a inseticidas em

populagOes de Aedes aegypti

Obijetivos especificos

Avaliar o historico dos niveis de susceptibilidade das populacGes de Aedes aegypti do Estado

de Sao Paulo monitoradas desde 1996

Avaliar o impacto da resisténcia a inseticidas em operac6es de rotina de controle.

Avaliar a atividade das principais enzimas relacionadas ao metabolismo de inseticida em

populacdes de Aedes aegypti com diferentes niveis de susceptibilidade a inseticidas.

Analisar a relacdo de vinculo genético entre as populacfes sentinelas do Programa de
Monitoramento da susceptibilidade de inseticidas do Estado de S&o Paulo visando fornecer
subsidios para a interpretacdo da diferenciacdo da evolucdo da resisténcia observada e seus

mecanismos.
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CAPITULO 1 AVALIACAO DO PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA

SUSCEPTIBILIDADE DE Aedes aegypti A INSETICIDAS DO ESTADO DE SAO
PAULO.

Histdrico dos niveis de susceptibilidade e impacto da resisténcia do vetor em atividades de
controle a campo.
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Resumo

OBJETIVO: Avaliar os dados do Programa de Monitoramento da susceptibilidade
de populacdes de Aedes aegypti do Estado de S&o Paulo e as estratégias de controle quimico
utilizadas. METODOS: O Estado de S3o Paulo integra a Rede de Monitoramento de
susceptibilidade de Aedes aegypti a inseticidas (Rede MoReNAa) coordenada pelo
Ministério da Saude. Anualmente uma amostra de populagdes de municipios sentinelas é
coletada e ¢é feita a caracterizacdo do nivel de susceptibilidade aos inseticidas utilizados na
rotina do controle do vetor. As populacfes sdo também submetidas a provas de efetividade
em campo com produtos utilizados na rotina do Programa de Controle e a provas
bioquimicas para avaliagdo de mecanismos de resisténcia. Foram analisados os dados do
programa do periodo de 1996 a 2009. As populag¢des de mosquitos dos municipios foram
agrupadas segundo os niveis iniciais de susceptibilidade, avaliadas em provas quantitativas
para larvas. Foram testadas associagcbes entre nivel de resisténcia em laboratorio e
efetividade em campo e por meio de analise de correlagdo. RESULTADOS: Embora tenha
se evidenciado uma tendéncia geral de evolucédo para resisténcia aos produtos utilizados para
seu controle, houve diferenciacdo entre as populacdes de Aedes aegypti analisadas.
Evidenciou-se diminuicdo da resposta em campo a partir do nivel de Raz&o de Resisténcia 3
na Concentracdo Letal 95% para o larvicida temephos. Para insetos adultos houve
comprometimento da efetividade em campo para todas as populacdes de Aedes aegypti
caracterizadas como resistentes a piretroides em laboratério. As estratégias de manejo
utilizadas com substituicdo de inseticidas nas regides com resisténcia e restricdo do uso de
controle quimico no Estado como um todo comecou a partir de 2001 e, até o presente, ndo
foi suficiente para reverter a resisténcia detectada, nem impedir o desenvolvimento de
resisténcia em outras regibes. CONCLUSOES: Os resultados indicaram uma tendéncia
geral de perda de susceptibilidade aos produtos utilizados para o controle de Aedes aegypti.
O nivel de corte indicativo para manejo da resisténcia a larvicidas adotado no Programa de
monitoramento é sensivel para detectar comprometimento. Para adulticidas, a caracterizacao
de resisténcia em ensaios qualitativos foi acompanhada, na maioria das populacdes
estudadas, por comprometimento do controle em campo. As estratégias de manejo utilizadas,
com substituicdo de produtos em populacdes ja resistentes, ndo foram suficientes, até o
presente, para reverter a resisténcia detectada. A estratégia de restricdo do uso de larvicidas
ndo impediu o desenvolvimento de resisténcia em algumas regides. A interrupcdo do uso de
piretroides no inicio da década de 2000 ainda ndo proporcionou alteracdo do status de

susceptibilidade a esta classe de produtos até 2009.
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Introduc¢ao

Diante da deteccdo da infestagdo do estado de Sdo Paulo Aedes aegypti pelo
mosquito, em 1985 foi implantado um programa de controle deste vetor com uso de medidas
de controle mecéanico e quimico visando inicialmente impedir a expansao geografica para 0s
municipios ndo infestados (GLASSER, 2000). Num segundo momento, diante da rapida
disperséo do vetor no estado, as atividades de controle passaram a ter como objetivo impedir
ou controlar transmissao de Dengue.

Trés modalidades de controle quimico sé@o empregadas nos programas de controle de
Aedes aegypti em Sio Paulo (SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2002) e no Brasil
(FUNASA, 2002): Tratamento focal: tratamento de recipientes contendo agua que se
constituem focos pela presenca de larvas de culicideos no seu interior e/ou em condigdes
para se tornarem focos. O principal produto utilizado no Brasil desde a década de 80 é um
larvicida organofosforado a base de temephos em cuja formulacdo o principio ativo é
aderido a granulos de areia e que, pela sua lenta liberacdo, possui efeito residual durante
meses nos recipientes tratados. Tratamento Perifocal: tratamento de superficies ao redor de
focos larvarios, em especial em locais de acumulo de potenciais criadouros como em
cemitérios, borracharias, depdsitos de materiais para construcdo. Esta modalidade de
controle também foi intensamente utilizada em municipios onde focos iniciais do vetor
foram detectados, visando impedir o estabelecimento da infestacdo do vetor. Nebulizagéo:
tratamento espacial de inseticida, através de maquinas portateis (tipo moto - mochila) ou
acopladas a viaturas O alvo desta aplicacdo sdo os insetos adultos e esta técnica é geralmente
usada com objetivo de matar fémeas adultas contaminadas, em areas de transmissdo ou de
risco de transmissao de Dengue.

O controle quimico implantado na década de 80 foi baseado no uso de produtos da
classe dos organofosforados: temephos, que tem acdo sobre a fase larvaria e o fenitrothion,
inseticida de acdo residual que, além de atuar sobre a fase adulta do vetor, possui também
acdo larvicida. O malathion, também organofosforado, foi utilizado em pequena quantidade,
em substitui¢do ao fenitrothion, nos anos de 1987 a 1993, em periodos de falta deste ultimo
no mercado. O fenitrothion foi utilizado até final de 1999, quando entdo passou a ser
utilizado o piretréide sintético cipermetrina. Nas nebulizacdes varios inseticidas foram
utilizados iniciando com a classe dos carbamatos - propoxur (1986 a 1989), passando para
uso de organofosforados - malathion (1985 a 1992 e a partir de 2001 até 2010) e piretroide -
cipermetrina (1989 a 2001)
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A estratégia de controle quimico pressupde que a espécie alvo seja susceptivel aos
produtos utilizados. Buscando garantir a eficAcia do Programa de Controle, a
Superintendéncia de Controle de Endemias — SUCEN — introduziu em 1996 um Programa de
Monitoramento da Suscetibilidade de Aedes aegypti aos inseticidas e a partir de 1999 passou
a integrar a Rede Nacional de Monitoramento de Aedes aegypti aos inseticidas — MoReNAa,
coordenada pelo Ministério da Saude (BRAGA & VALLE, 2007b).

O presente trabalho objetiva avaliar os dados obtidos no Programa de monitoramento
quanto a evolucdo dos niveis de susceptibilidade das populacbes de Aedes aegypti
provenientes do Estado de Sdo Paulo e o impacto da resisténcia nas diferentes modalidades

de controle gquimico na rotina do controle do vetor.

Metodologia

O Programa de monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti aos inseticidas
avalia anualmente populac@es do vetor provenientes de alguns municipios selecionados por
terem sido alvo de uso intenso de inseticidas em fungdo da transmissdo de dengue e/ou
municipios onde houvesse a possibilidade de introducdo de mosquitos de outras areas, por
dispersdo passiva, em funcdo da relevante importancia econdémica desse municipio na
regido. Inicialmente foram selecionados nove municipios que seriam considerados como
sentinelas para as suas respectivas regifes. Por sentinela subentende-se que a populacdo
amostrada represente o perfil de susceptibilidade das populacbes do vetor da regido
(BRAGA & VALLE, 2007b). Assim, uma resposta biolégica compativel com status
resistente deflagra acdes de manejo (substituicdo de inseticidas ou moderacdo de uso) nédo
apenas para 0 municipio sentinela, mas também para a regido que este representa.

O Programa de monitoramento compreende trés etapas: caracterizacdo da
susceptibilidade, identificacdo de mecanismos de resisténcia e avaliacdo do impacto da
resisténcia na rotina dos tratamentos quimicos. A caracterizacdo da susceptibilidade aos
inseticidas é realizada através de provas bioldgicas. Quanto a identificacdo de possiveis
mecanismos de resisténcia sdo realizadas provas bioquimicas para avaliacdo de atividade de
enzimas envolvidas na degradacédo de inseticidas. A avaliacdo do impacto da resisténcia em
campo é feita pela avaliacdo da resposta biolégica em situacdo de uso do inseticida na
técnica utilizada na rotina do controle de campo para as populacGes que apresentaram, em

laboratdrio, algum nivel de resisténcia nas provas biolégicas.
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Caracterizacdo da susceptibilidade

A resposta bioldgica de larvas e insetos adultos é avaliada em bioensaios através de
metodologia padronizada pela Organiza¢do Mundial de Satde — OMS/WHO. Para larvas sdo
realizados ensaios qualitativos com uso de dose diagnostica (ORGANIZATION MUNDIAL
DE LA SALUD, 1960; WHO 1981 a, b, 1992, 1998) e quantitativos com ensaios de dose-
resposta em gradiente de dose e estimativa de Razdo de Resisténcia (R.R.) pela comparacao
das concentraces letais das popula¢fes de campo com as obtidas para uma cepa susceptivel
de referéncia (WHO 1981c, 2000; MACORIS et al., 2005). A cepa susceptivel de referéncia
utilizada é a Rockefeller, gentilmente cedida pelo Centers of Diseasse Control - CDC - de
Porto Rico. Com os insetos adultos séo realizados apenas ensaios qualitativos com uso de
dose diagnostica em provas com papéis impregnados (WHO 1981 b,c, 1992, 1998). A
avaliagdo da susceptibilidade é realizada com os principios ativos dos produtos que sao
utilizados na rotina do Programa de Controle de Dengue (PNCD), temephos e fenitrothion
para larvas, cipermetrina, deltametrina e malathion para as formas adultas. Os critérios de
interpretacdo dos bioensaios com dose diagnéstica sdo os preconizados pela Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 1998), onde o percentual de mortalidade igual ou superior a 98%
caracteriza a populacdo como “Susceptivel”, menor que 80% caracteriza-a como
“Resistente” e valores entre 80 e 98 % caracterizam a populacdo com “Susceptibilidade
Diminuida™. Para a Razédo de resisténcia, o critério de interpretacdo é considerar resistente
populacdo com R.R. maior que 10 (MAZZARI & GEORGHIOU, 1995; BROWN, 1986).

Avaliacgéo da atividade de enzimas envolvidas na degradacéo de inseticidas.

Pelo fato da resisténcia a inseticidas ser comumente relacionada a atividade de
enzimas envolvidas no metabolismo desses produtos, a identificacdo de mecanismos da
resisténcia detectada nos bioensaios é feita através da quantificacdo da atividade das enzimas
carboxilesterase (alfa e beta); oxidase multi-funcdo (MFO) e glutathion-S-transferase (GST).
A metodologia utilizada € a proposta pelo CDC em provas bioquimicas em placas de
microtitulacdo, onde o produto da reacdo entre um substrato e a enzima presente nos insetos
é corada e medido em espectrofotémetro (CDC, 1998; BROGDON 1984, 1989; BROGDON
& BARBER 1990; BROGDON & MCALLISTER 1997, 1998). A atividade enzimética da
cepa Rockefeller é considerada como padrdo normal de atividade. A analise da atividade

enzimatica das populacdes é feita segundo metodologia proposta pelo MINISTERIO DA
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SAUDE (2006), onde se calcula o percentil 99 da atividade enzimatica da cepa susceptivel
de referéncia e a anélise da populacdo de campo baseia-se no percentual de individuos que
possuem atividade enzimatica superior a este valor. Um percentual acima de 50% de
individuos com atividade superior ao percentil 99 da cepa susceptivel caracteriza a
populagdo com atividade “Muito Alterada™; entre 15 e 50% dos individuos, atividade

“Alterada” e abaixo de 15 % dos individuos, atividade normal.

Avaliacgéo da efetividade de tratamento com inseticidas em condigdes de campo

simulado.

Para avaliacdo do impacto da resisténcia detectada em laboratorio no tratamento
realizado na rotina, sdo feitas provas de efetividade com os produtos comerciais e as técnicas
de aplicacdo utilizadas no Programa de Controle — tratamento focal, perifocal e espacial.
Para avaliagdo da efetividade do tratamento focal sdo realizadas provas biologicas para
avaliacdo do efeito residual de larvicidas segundo metodologia preconizada pela OMS
(WHO, 2005), enquanto que para tratamento perifocal a avaliacdo é feita em provas de
parede (WHO 1996; 2006) em superficies tratadas e para tratamento espacial, bioensaios
com gaiolas sentinelas (REZENDE et al. 1998; WHO 2001, 2003).

Critérios do PNCD para se deflagrar estratégias de manejo da resisténcia.

A Rede MoReNAa utiliza como critério indicar a substituicdo de larvicida quando
for identificada em laboratorio Razédo de Resisténcia igual ou maior que 3 no nivel de
concentrago letal 95%.(SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2006).

Para as provas de efetividade em campo, considera-se satisfatdério um percentual de
mortalidade superior a 80% (WHO 1982; 1996; 2005; 2006). O critério de interpretacdo
agrega também a comparacdo da resposta com a cepa susceptivel de referéncia
(Rockefeller): um percentual inferior a 70% da resposta da cepa sensivel € sugestivo de
indicacio de substituicio do produto avaliado (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2004).

Resultados
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Incidéncia de Dengue

Como o Programa foi desenhado para detectar resisténcia a inseticidas nos
municipios onde houve maior incidéncia de Dengue - o0 que indiretamente reflete maior uso
de inseticida ou maior pressdo de selecdo de populagdes resistentes - no grafico 1 esta
ilustrada a distribuicdo da incidéncia acumulada de Dengue no periodo de 1996 a 2008 nos
municipios de origem das populacdes de Aedes aegypti monitoradas (Total de casos de
dengue do periodo/populacdo do inicio do periodo por 100 mil habitantes). Nota-se uma
distribuicdo desigual da doenca no estado de S&o Paulo com as maiores incidéncias nos
municipios da regido litordnea (Santos e Sdo Sebastido) e regibes Norte e oeste (Ribeirdo
Preto, Barretos, Sao Jose do Rio Preto, Aracatuba,).

Gréfico 1. Incidéncia acumulada de Dengue no periodo de 1996 a 2008, segundo municipio
ou regido. Casos por 100.000 habitantes.
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Fonte: Centro de Vigilancia Epidemioldgica. SECRETARIA DE ESTADO DA
SAUDE (2010).
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Susceptibilidade de larvas

A série temporal de 13 anos de monitoramento permite que se avalie a tendéncia
geral da evolucgéo da resisténcia. A comparacdo dessa evolucao entre as populacfes € mais
importante do que os dados pontuais. Vamos centralizar a anélise nas onze populacfes que
constam no programa de monitoramento desde seu inicio. Na regido metropolitana de Sé&o
Paulo as unidades sentinelas compreenderam dois bairros (Ipiranga e Pirituba) e trés outras
regides onde houve intensidade de controle quimico (Jandira, Itapevi, Santana do Parnaiba).
Os dados das cinco localidades foram agrupados como média da Grande Séo Paulo.

Para o larvicida temephos foram analisados os dados de Razdo de Resisténcia
(C.L.95%- R.R.95) (tabela 1) e o percentual de mortalidade obtido em provas com dose
diagnostica (tabela 2) no periodo de 1996 a 2009. As populacdes de Aedes aegypti foram
agrupadas segundo os valores de R.R.gs inicialmente apresentados. No primeiro grupo,
populagbes com R.R.gs menor que 2 (Bauru, Marilia e Presidente Prudente), seguidas do
grupo com R.R.gs entre 2 e 3 (Aracatuba, Barretos, Campinas, S&o Jose do Rio Preto e
Grande Séo Paulo) e num terceiro grupo, populagdes com R.R.gs maior que 3 (Ribeirdo
Preto, Santos, Sdo Sebastido e Sorocaba).

Os trés grupos tiveram, no periodo, suas medias de R.R.gs comparadas através de
teste ndo paramétrico (Mann-Whitney) excluindo-se o dado inicial (critério de inclusdo no
grupo) e todos diferiram significativamente entre si (p<0.005). As diferencas de niveis de
susceptibilidade observadas inicialmente evoluiram ao longo do tempo, no sentido de perda
da susceptibilidade, de modo semelhante entre os dois primeiros grupos (R.R.95 < 2 e
R.R.95 entre 2 e 3), com aumento de R.R.gs em quase duas vezes os valores iniciais. No
terceiro grupo (R.R.95 > 3), embora com oscilagdo dos niveis de R.R.95, houve tendéncia de
manutencdo dos niveis de resisténcia ao temephos (Tabela 1).

Foi feita andlise da evolucdo da resisténcia comparando a média de cada sentinela
com a média geral do Estado. No primeiro grupo (R.R. g5 < 2) a média das 3 populacfes -
Bauru, Marilia e Presidente Prudente - foi significativamente menor do que a média do
Estado (respectivamente p= 0,0367; 0,0006 e 0,0, teste Mann-Whitney). No segundo grupo
(R.R.gs < 2 > 3), apenas duas populacGes diferiram da média do estado: Campinas, com
média significativamente menor (p=0,0185) e Sdo José do Rio Preto, com média
significativamente maior que a observada para o Estado (p=0,0422). No terceiro grupo
(R.R.95 > 3), a populacdo de Santos se diferencia por apresentar média de resisténcia maior
que o Estado (p=0,0064).
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Tabela 1. Evolugdo da Razéo de Resisténcia a temephos. Estimativa em Concentracdo Letal

95% (Rockefeller). S&o Paulo, 1998 a 2009.

Populacao | 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
RR.<2
Bauru 15 23 15 18 18 20 22 - 26 - 57 38
Marilia 16 24 17 19 18 18 21 18 - 26 2.7
Presidente
Prudente 17 18 12 15 24 21 17 - 25 30 41 42
R.R. entre
2e3
Aracatuba | 20 32 22 22 25 26 34 31 34 36 31 33
Barretos 24 29 24 28 31 34 27 27 37 - 36 52
Campinas | 27 29 26 29 19 28 25 22 - 28 - 31
SJ RioPreto| 25 - 24 30 43 51 35 31 50 48 56 54
Grande Séo
Paulo . - 248 276 - 35 29 29 38 - 38 40
RR.>3
Ribeirdo Preto, - 35 28 29 25 38 28 35 31 33 27 31
Santos 63 58 29 48 41 46 41 106 67 33 38 50
Sao Sebastido| - - - 3,4 - 41 105 28 41 3,7 27 48
Sorocaba - - - - - 33 38 33 - 3,5 41
Médiado | 55 39 22 27 27 33 35 36 39 34 39 41

Estado SP
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Os dados contidos na tabela 2 demonstram a mudanca do status das populaces e,
novamente, fica evidente a tendéncia de aumento da resisténcia. No final do periodo,
nenhuma das onze populagbes monitoradas esta classificada como susceptivel. Sete sdo
classificadas como resistentes e quatro com “Susceptibilidade Diminuida”. Embora seja
evidenciada alguma variagdo no nivel de mortalidade, a tendéncia geral observada foi de
perda do status “Susceptivel”, manutengdo por um periodo de seis a sete anos no status de
“Susceptibilidade Diminuida” e, posterior a este periodo, evolugdo para o status
“Resistente”. A diferenga entre os grupos se observa no tempo em que a mudanca de status
ocorre. Enquanto que no primeiro grupo (o qual tinha R.R.gs menor que 2 no inicio do
Programa) a evolucdo para o status de “Susceptibilidade Diminuida” ocorreu a partir de

2003, nos outros dois grupos a mudanga ocorreu a partir de 1998.

Tabela 2. Evolugéo da resposta bioldgica expressa em percentual médio de mortalidade. Larvas
expostas a dose diagnostica de temephos, 0,012 mg/L. Sdo Paulo, 1996 a 2009.

TEMEPHOS Ano

Populagdo  [1996(1997/19981999/2000|2001 /2002|2003 2004|2005 2006|2007 |2008|2009
Bauru 100/100({100|100| 100 {99,8 /99,6 |95,8 |96,5 95,7 61,4 |83,6
Marilia 100/100{100|100| 100 {99,4| 100 |98,0 (97,4 (99,5 97,8 86,7
Presidente
Prudente 100/100({100|100| 100 {99,4|98,9/98,5|98,2 92,4193,9|72,9|63,0
Aracatuba 100/100(100(92,4| 97 |97,3/97,8/95,3|92,1/79,8|78,9|78,3|70,8|77,7
Barretos 100(100(90,6| 94 |97,8|97,3|89,0|94,3|87,3|78,0 76,6 | 64,9
Campinas 96,6/99,5/91,0/93,6/99,690,9|98,8|97,3 97,9 87,7
Ribeirdo Preto 98,7 75,9/87,5|94,693,2196,3|90,6 | 74,9|76,4190,4|72,2|85,0
S.J. Rio Preto |99,5/100 95,5(81,5(93,1|84,9|84,3|82,1|67,8|76,4|63,2|64,4
Grande Sao
Paulo 88,7194,3 81,3|52,9|94,2|75,8 83,9 66,0
Santos 98,6 56,5/79,054,7|81,6|71,2|43,2|58,1|53,8|73,5|44,3|48,6
Sao Sebastido 79,2 51,2122,1|85,3|45,9|60,1|66,9|55,9
Sorocaba 86,9(79,9/98,1(66,3|79,5 76,9

“Susceptivel” (mortalidade entre 98 ¢ 100%); “Susceptibilidade Diminuida” (mortalidade
entre 80 e 97%) e “Resistente” (mortalidade abaixo de 80%).
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Avaliacgéo da efetividade do tratamento com temephos em situacdo de campo

simulado.

A resisténcia ao temephos pode causar a reducdo no tempo de seu efeito residual
(RAWLINS, 1998).
Foi feita avaliagéo do efeito residual de formulagGes comerciais de temephos em 20

populacdes de Aedes aegypti que apresentaram algum R.R.gs superior a 3. A metodologia
dos bioensaios foi realizada conforme descrito por ANDRIGHETT] et al. (2008) e WHO
(2005). As populacdes de Aedes aegypti de campo foram expostas de modo pareado com a
cepa Rockefeller e a resposta biolégica, medida como percentual de mortalidade das larvas
expostas ao tratamento, foi relativizada tendo como resposta esperada a mortalidade
observada para a cepa Rockefeller. Foi considerado satisfatorio o percentual de mortalidade
superior a 80 %.

Os resultados foram agrupados de acordo com a R.R.g5 apresentada sendo o grupo |
formado por 4 populagdes com R.R.gs >3.0; grupo 11, 12 populagdes com R.R.gs entre 3 e 5
e grupo I11, 4 populagdes com R.R.g5s >5.0. O percentual de mortalidade observado em cada
tipo e réplica de recipiente foi agrupado segundo os grupos de R.R.gs. O percentual médio de
mortalidade (desvio padrdo) para cada grupo foi, respectivamente: 85,7 (12,0), 67,5 (7,4) e
59,2 (13,2). A diferenca entre os percentuais médios de mortalidade entre os grupos foi
significante (ANOVA, p=0.0003). Os dados estdo ilustrados no grafico 2.

Gréfico 2. Percentual médio de mortalidade de populacbes de Aedes aegypti, segundo nivel
de resisténcia, expresso como R.R.gs.
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Para o Programa de Controle, no entanto, houve necessidade de se caracterizar a
resposta em campo segundo origem da populagdo. A Rede MoReNAa indica substitui¢do de
produto quando o percentual de mortalidade for inferior a 70% do que foi observado para
cepa susceptivel. Seguindo este critério, a populacdo de Santos foi a primeira a apresentar
comprometimento de efetividade, tendo sido necessaria a substituicdo do temephos em 2001,
pelo biolarvicida & base de Bacillus thuringiensis var. israelensis. Os testes de efetividade
realizados entre 2005 e 2008 demonstraram haver comprometimento do efeito residual do
larvicida em todas as populagdes testadas e apontaram a necessidade de substituicdo, em
médio prazo, do temephos nas regides de Aracatuba, Ribeirdo Preto e Sdo José do Rio Preto
e Sorocaba e, em longo prazo, nas regides de Bauru, Marilia e Presidente Prudente. Os dados
dos ensaios obtidos em provas de efetividade com temephos no periodo de 2000 a 2008
encontram-se no grafico 3. A média de efeito residual obtido para as popula¢cdes de campo

esta relativizada pelo tempo de efeito obtido para a cepa Rockefeller.

Gréfico 3. Percentual médio de mortalidade de populacGes de Aedes aegypti expostas ao
tratamento com larvicida temephos, segundo origem e ano de avaliag&o.
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Para o produto fenitrothion, que apresenta efeito larvicida e adulticida, os dados dos
ensaios com estimativa de R.R.gs e dose diagndstica encontram-se, respectivamente nas
tabelas 3 e 4.

A evolucéo da resisténcia ao fenitrothion ocorreu, porem se deu num menor nivel do
que a do temephos. Os dados de resposta a dose diagndstica de fenitrothion demonstram que
a tendéncia da alteracdo do status “Susceptivel” para o status de “Susceptibilidade
Diminuida” € generalizada no estado. A “Susceptibilidade Diminuida”, evidenciada a partir
de 2001, coincide com o periodo de introducdo deste produto no tratamento perifocal. Na
série de dados de 2000 a 2009, o incremento de R.R.gs foi em média de 50%. Apenas a
populagéo de Santos apresentou, na primeira avaliagdo R.R.gs superior a 3. Ao longo do
periodo apenas 3 populacdes evoluiram para R.R.gs superior a 3: Barretos, Sdo José do Rio
Preto e Presidente Prudente

A avaliacdo de efetividade ao fenitrothion foi realizada apenas com insetos adultos

por ser esta a fase principal do controle na modalidade que o produto é utilizado.
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Tabela 3. Evolugéo da Razdo de Resisténcia a fenitrothion. Estimativa em Concentragéo Letal
95%. Séo Paulo, 2000 a 2009.

Populagao 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
R.R.<?2

Bauru 15 11 1,7 2,5 2,0 - 1,3 - 20 28
Campinas 1,9 1,7 2,0 2,2 1,9 1,8 - 1,6 - 2,5
Marilia 1,8 1,9 1,8 2,5 1,8 1,9 - 1,6 - 2,9
Presidente
Prudente 1,6 1,3 2,0 2,5 1,7 - 2,2 1,8 22 34
R.R. entre

2e3
Aracatuba 2,2 1,7 2,7 3,4 2,6 2,6 2,0 2,4 23 29
Barretos 2,4 1,8 2,6 3,4 2,0 2,6 2,4 - 28 3,7
Grande Sdo Paulo| 2,6 2,5 - 1,9 1,9 2,4 1,9 - 21 26

Ribeirdo Preto 2,6 2,4 2,7 2,9 1.8 2,5 2,0 2,4 2,4 2,9
Sao José do Rio

Preto 2,7 23 2,5 2,5 2,2 2,5 2,1 22 25 32
Séo Sebastido - 19 - 3,5 2,1 2,2 2,5 2,1 23 29
Sorocaba - - - 2,5 2,2 2,2 - 2,2 - 2,5
RR.>3

Santos 32 25 2,8 4,0 2,2 3,1 2,0 21 25 31

Meédia Estado
SP 2,2 1,9 2,3 2,8 2,0 2,4 2,0 2,0 2,3 3,0
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Tabela 4. Evolucédo da resposta bioldgica expressa em percentual médio de mortalidade.

Larvas expostas a dose diagnostica de fenitrothion, 0,01 mg/L. Séo Paulo, 1996 a 2009.

FENITROTHION Ano
Populagio 1996/1997/1998/1999/2000(2001 2002 |2003[2004|2005 |2006|2007 | 2008|2009
Bauru 100/100]100(99,9/99.8| 100 [98,4(98,1/99.8] - | 99 | - [97,9]957
Marilia 100/100]100]100] 100 | 100 |98,4[97,3/99,6 | 95,7 98,7 94,4
Campinas 99,8/100]100[99,1]/99,5[97,6]/97,5/96,7 98,3 97,7
Presidente 100(100|100(100| 100 [99.1[99.7|97,5|985 95,297.9/96,3/89.3
Prudente

Aracatuba 99,8[100/100199.9] 100 [94,0[97,3[84,887,8(86,9(83,8]92,7[95,4[97.,0
Barretos 100[99,9] 100 99,6 |91,7/87,8/95,1[80,7/81,3 85,0/86,2
Grande S3o Paulo 99,7/197,0 97,0/98,0(97,0/97,0 98,0/97.0
Ribeirdo Preto 99,0 100]100]94,6]/93,9]91,5(98,7192,3194,6(92,9]92,5(/93,8
S40 J. Rio Preto [100]100(100 100/95,9]96,5]78,3]93,4(88,0/93,7/95,6/90,7(94,0
S40 Sebastido 99,2 93,4]96,0(94,5(86,8196,2(97,3]93,1
Sorocaba 93,0190,5(95,5 94 4 97,3
Santos | |100(99,9/99,8]87,1]83,0]76,3]90,4|83,4|94,7]|96,3]95,1]91,6

“Susceptivel” (mortalidade entre 98 e 100%); “Susceptibilidade Diminuida” (mortalidade
entre 80 e 97%) e “Resistente” (mortalidade abaixo de 80%).
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Suscetibilidade de insetos adultos

O Estado de Sao Paulo fez opcdo pelo uso de piretroides em tratamentos ambientais
para o controle das formas adultas de Aedes aegypti em 1989 quando o produto cipermetrina
foi introduzido. No Programa de Monitoramento a avaliacdo da susceptibilidade a este
produto so6 teve inicio em 2000 pela falta de definicdo de uma dose diagndstica para papéis
impregnados.

As primeiras provas realizadas indicaram que, com excecao das populacdes de Aedes

aegypti de Marilia e Campinas, a resisténcia a este produto ja estava disseminada no estado.

Tabela 5. Percentual médio de mortalidade de adultos de Aedes aegypti pela exposicédo a
Dose Diagnostica de Cipermetrina: 146 mg i.a./m?. Papéis impregnados pela Sucen. S&o
Paulo, 2000 a 2009.

Populagdo/ Ano 2000 |2003/2004 |2005/2006 | 2007/2008] 2009
Aracatuba 71,7 42,4 28,7 51,4 79,4
Barretos 71,4 83,8 20,8 52,1 77,4
Bauru 14,7 82,2 67,5 - 76,7
Campinas 88,0 82,9 88,9 93,5 72,3
Marilia 87,7 92,6 83,7 93,4 93,6
Presidente Prudente 72,8 70,9 42,9 66,4 53,2
Ribeirdo Preto 56,4 71,1 58,4 57,2 79,2
Santos 42,2 64,5 46,0 48,5 76,4
S.J.R. Preto 50,1 55,9 54,5 70,1 66,4
Sao Sebastido - 68,3 32,0 60,7 78,3
Sorocaba - 74,2 77,0 83,1 94,0

“Susceptivel” (mortalidade entre 98 e 100%); “Susceptibilidade Diminuida” (mortalidade
entre 80 e 97%) e “Resistente” (mortalidade abaixo de 80%).

A partir de 2006 também foi monitorada a susceptibilidade das populagdes a outro
piretroide, deltametrina, uma vez que este produto passou a ser disponibilizado pelo
Ministério da Salde para uso em tratamento ambiental. A resposta para deltametrina (Tabela
6), assim como para cipermetrina, demonstra, ao longo do tempo, a manutencdo da

resisténcia das populacdes do vetor a classe dos piretréides no estado de Sdo Paulo.
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Tabela 6. Percentual medio de mortalidade de adultos de Aedes aegypti pela exposicédo a
Dose Diagnostica de Deltametrinal8 mg i.a./m?. S&o Paulo, 2006 a 2009.

Populagédo/ Ano 2006 2007/2008 2009
Aracatuba 45,1 34,0 38,1
Barretos 39,8 46,5 55,9
Bauru 64,5 69,0 83,0
Campinas - 56,3 53,6
Marilia - 68,8 81,3
Presidente Prudente 53,4 32,7 46,0
Ribeirdo Preto 38,8 24,1 49,1
Santos 25,4 24,3 58,0
S. J. R. Preto 65,6 57,0 47,4
Sao Sebastido 30,1 46,7 55,7
Sorocaba - 48,8 68,1

“Susceptivel” (mortalidade entre 98 e 100%); “Susceptibilidade Diminuida” (mortalidade
entre 80 e 97%) e “Resistente” (mortalidade abaixo de 80%).
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Com relacdo a susceptibilidade ao organofosforado malathion, o status “Susceptivel”
é geral no Estado, conforme descrito na tabela 7. Nos primeiros anos de avaliacdo houve
diferenciacdo de resposta com “Susceptibilidade Diminuida” em 4 populacdes (Aragatuba,
Campinas, Santos e Sao Sebastido). No entanto, ao longo do tempo, apenas as populacdes de
Aracatuba e S&o Sebastido apresentaram, por mais de um ano, pequena “Susceptibilidade

Diminuida”.

Tabela 7. Percentual médio de mortalidade de adultos de Aedes aegypti pela exposicéo a
Dose Diagnéstica de Malathion 292 mg i.a./m?. S&o Paulo, 2001 a 2009.

Populagéo/ Ano 2001 2003/3004 | 2005/2006 | 2007/2008 2009
Aracatuba 97,6 90,3 87,0 100 100
Barretos 98,4 100 99,8 97,3 99,0
Bauru 99,5 98,4 100 100 100
Campinas 91,4 100 100 100 99,8
Marilia 99,7 100 100 99,8 100
Presidente Prudente 100 100 100 99,4 99,5
Ribeirdo Preto 99,8 100 100 99,8 100
Santos 96,7 100 98,3 99,4 99,5
S.J. R. Preto 100 100 100 96,7 100
Sdo Sebastido 95,8 97,0 88,6 99,6 100
Sorocaba - 99,4 100 100 99,5

“Susceptivel” (mortalidade entre 98 e 100%); “Susceptibilidade Diminuida” (mortalidade
entre 80 e 97%) e “Resistente” (mortalidade abaixo de 80%).
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Provas de efetividade com insetos adultos

Avaliacéo de efetividade do tratamento espacial a Ultra Baixo Volume (UBV)

Diante da caracterizagdo da resisténcia a cipermetrina em 2000 foi necesséario avaliar
se a resisténcia observada em laboratdrio causava algum impacto nas acdes de controle em
campo. Foram realizadas provas de efetividade com gaiolas sentinelas nos municipios onde
havia na época transmissdo de Dengue: Barretos, Ribeirdo Preto e Santos. Para comparar a
resposta com uma populacdo que apresentava em laboratorio apenas diminuicdo de
susceptibilidade, também foram realizadas provas com as populagdes de Marilia e
Campinas. Os resultados, ilustrados no Gréafico 4, evidenciaram que o percentual medio de
mortalidade foi abaixo de 70% para as populagdes caracterizadas como “Resistente” e,

portanto, dentro do critério para manejo com substitui¢do do produto.

Gréfico 4.Percentual médio de mortalidade observado em populacGes de Aedes aegypti
expostas em gaiolas sentinelas ao tratamento com cipermetrina (dose 0,6 g i.a/imdvel).
Provas realizadas em 2000/2001.

SJRP=Sdo José do Rio Preto

Provas de efetividade com outros piretroides foram realizadas no intuito de se
testarem alternativas dentro dessa classe de produtos. Provas com gaiolas sentinelas em

tratamento espacial com permetrina foram realizadas em 2002 para as populacbes de Marilia
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e Santos por estas representarem os dois perfis de, respectivamente, “Susceptibilidade
Diminuida” e resisténcia a piretroide. Os dados ilustrados no Grafico 5 demonstraram que

para a populacdo de Santos ndo apresentou nivel de controle satisfatorio para este produto.

Gréfico 5. Percentual médio de mortalidade em populacfes de Aedes aegypti em tratamento
espacial com permetrina. Provas realizadas em 2002.
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Visando avaliar a resposta em campo ao tratamento com o organofosforado
malathion, para o qual em laboratério as populagdes do vetor eram susceptiveis, foram
também realizadas provas com gaiolas sentinelas em tratamento a U.B.V. com este produto.
Os resultados, ilustrados no Gréafico 6, indicaram niveis elevados de mortalidade em campo

para todas as populagdes.

Gréfico 6. Percentual médio de mortalidade de populacdes de Aedes aegypti expostas em
gaiolas sentinelas ao tratamento com malathion. Provas realizadas em 2002/2003.
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Avaliacdo de efetividade do tratamento de superficies

Para avaliar a efetividade da modalidade de tratamento perifocal com adulticidas,
onde superficies sdo borrifadas com inseticidas, foi realizada uma série de bioensaios com
insetos expostos & areas tratadas, segundo a metodologia de prova biol6gica de parede
(WHO 1996; 2006). Avaliou-se a resposta ao tratamento de superficies com os trés grupos
de inseticidas: piretrdides (cipermetrina e deltametrina), organofosforados (fenitrothion) e
carbamato (bendiocarb). Nos bioensaios sempre foi pareada a resposta de populagdes com
diferentes niveis de resisténcia a piretroides. A resposta foi expressa como média de
mortalidade em comparacgdo com a resposta observada para a cepa Rockefeller.

Os dados ilustrados no grafico 7 demonstram que, enquanto para a populacdo de
mosquitos provenientes de Marilia o nivel de controle obtido era adequado para os trés
grupos de inseticidas, para os mosquitos de Santos ndo houve resposta adequada para

nenhum produto testado.

Gréafico 7. Percentual médio de mortalidade de populacdes de Aedes aegypti expostas a
superficies tratadas com piretréides, carbamato e organofosforado. Provas realiazadas em
2002/2003.

C= cipermetrina D- deltametrina B- bendiocarb F- fenitrotion
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Ainda foi comparada a resposta bioldgica entre os organofosforados fenitrothion e
pyrimiphosmetyl. Os resultados, ilustrados no grafico 8, demonstraram um maior nivel de

controle com o produto a base de fenitrothion.

Gréfico 8. Percentual médio de mortalidade de populagGes de Aedes aegypti expostas
superficies tratadas com inseticidas fenitrothion e pyrimiphosmetyl. Provas realizadas em
2002/2003.

F= fenitrothion P= pyrimiphosmetyl

Diante dos resultados das provas de efetividade nas duas modalidades de tratamento
adulticida a op¢do do manejo foi interromper o uso de piretréides em todo o Estado de Séo
Paulo. Entre 2001 e 2003, gradualmente, a cipermetrina foi substituida pelos
organofosforados malathion e fenitrothion.

Mesmo com a interrupcdo do uso de piretréides para o controle de formas adultas, o
nivel de susceptibilidade ao produto cipermetrina continuou sendo monitorado e, a partir da
disponibilizacdo pelo Ministério da Saude, em 2006 do produto deltametrina, este também
passou a ser avaliado no Programa de Monitoramento, conforme dados da Tabela 6.

Visando avaliar o nivel de efetividade em tratamento a ultra baixo volume com
piretréides ap6s um periodo de interrupcdo de seu uso, em 2007 foram realizadas novas
provas bioldgicas com gaiolas sentinelas com mosquitos das populacdes de Aracatuba
(“Resistente”) e Marilia (“Susceptibilidade Diminuida”). Os resultados, no entanto,
demonstraram comprometimento da efetividade, conforme ilustrado no gréafico 9, impedindo

a recomendag&o de seu uso em campo.
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A resposta ao adulticida organofosforado malathion também teve uma avaliagcdo em
provas com gaiolas sentinelas expostas ao tratamento espacial mais recente. Testes
realizados em 2009 com as populacdes de Barretos e Marilia sdo comparados aos resultados

obtidos em 2000 para as mesmas populacgdes, conforme ilustrado no grafico 10.

Gréfico 9. Percentual médio de mortalidade de populacdes de Aedes aegypti expostas a

tratamento UBV com deltametrina. Provas com gaiolas sentinelas realizadas em 2007.

Gréfico 10. Percentual médio de mortalidade de populacfes de Aedes aegypti expostas ao
tratamento UBV com malathion. Provas com gaiolas sentinelas realizadas em 2008/ 2009.
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Discussao

O conhecimento do nivel de susceptibilidade de vetores a inseticidas é fundamental
para a definicdo de estratégias eficazes de controle das doencas por eles transmitidas.

A capacidade de um inseto resistir a um determinado inseticida & uma caracteristica
genética que normalmente ocorre em frequéncia muito baixa nas popula¢Bes naturais.
Populagdes de insetos resistentes surgem devido & selecdo exercida pelo uso continuo de
inseticidas, uma vez que a eliminacdo de insetos suscetiveis favorece o aumento da
frequéncia de genes resistentes (FERRARI, 1996). Assim, o uso continuo de um
determinado produto pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia na populagéo alvo de
controle. O uso continuo e disseminado de DDT para erradicacdo de Aedes aegypti na
década de 50 propiciou o desenvolvimento da resisténcia deste vetor em praticamente todo o
mundo (WHO, 1992).

Diante da identificacdo do impacto da resisténcia a inseticidas nos programas de
controle de vetores - em especial no controle da malaria - a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) reconheceu a necessidade de se avaliar a suscetibilidade de insetos a inseticidas e
prop0s a padronizagdo de bioensaios em 1960 (OMS, 1960). Tal padronizagdo buscava
permitir a comparagdo dos resultados e também a eficacia dos programas de controle de
vetores, por meio de monitoramento periodico.

A partir da disponibilidade de métodos para identificagdo e quantificacdo da
resisténcia a inseticidas, varios estudos tem sido relatados descrevendo o nivel de
susceptibilidade de vetores aos principais produtos utilizados (RANSON, 2009).

No entanto, os dados sobre susceptibilidade no geral se referem a avaliagcdes
pontuais. Poucos paises monitoram continuamente o nivel de susceptibilidade dos vetores.
Destacam-se Cuba e Brasil. O Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes
aegypti coordenado pelo Ministério da Saude do Brasil é o Unico a realizar avaliacGes
periddicas em grande extensdo territorial. Um bom exemplo € o trabalho realizado no estado
de Sao Paulo, onde o Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti aos
inseticidas, coordenado pela SUCEN, com informacgéo do anual desde 1996, pode permitir a
compreensdo da evolucdo da resisténcia deste vetor e contribuir para definicdo de estratégias
de manejo.

O uso do critério da incidéncia de dengue para a definicdo de municipios sentinelas
para serem monitorados foi adequado para a deteccdo de diferentes niveis de

susceptibilidade aos inseticidas. A pressdo de selecdo de populacdes resistentes pelo uso
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intenso e continuado de inseticidas pode ter contribuido para o estabelecimento de niveis
mais elevados de resisténcia em populag¢Ges do vetor provenientes dos municipios de Santos,
Sdo José do Rio Preto, Aracatuba e Barretos - historicamente com maior incidéncia da
doenca - do que os niveis em municipios com menor incidéncia: Bauru, Campinas, Marilia e
Presidente Prudente.

A susceptibilidade de larvas ao principal produto utilizado (temephos) foi sendo
gradativamente diminuida em todo Estado. E importante ressaltar que, a partir de 2001, o
uso de larvicida saiu da rotina de controle durante as visitas dos agentes nos imoveis ficando
restrita a sua utilizacdo em casos onde o supervisor da &rea concordasse em ndo haver
possibilidade de solugdo do possivel foco através de controle mecéanico e na atividade de
bloqueio durante transmissdo de dengue. Tal restricdo deveu-se ao fato de que no periodo de
1996 a 2000 j& foi possivel evidenciar mudanca do status “Susceptivel” para
“Susceptibilidade Diminuida” em cinco municipios sentinelas. Mesmo com uso restrito, a
susceptibilidade foi decrescendo. E desde 2006 ndo ha mais nenhum municipio classificado
como “Susceptivel”. Sete municipios se caracterizaram como “Resistentes”, e quatro com
“Susceptibilidade Diminuida”.

O nivel de R.R.gs igual ou maior que 3, critério de substituicdo do larvicida
temephos, foi atingido em todas as populagdes avaliadas, exceto a populagcdo do municipio
de Marilia. As provas de efetividade do larvicida em situacdo de campo simulado
demonstram a adequacdo do critério citado acima: a partir deste nivel de R.R. ja € possivel
ocorrer diminuicdo do efeito residual do produto. Uma vez que o Programa de Controle da
Dengue preconiza uma periodicidade de visitas bimestrais, espera-se que o larvicida
utilizado promova controle durante esse periodo. Estudos em Manaus realizados em 2001
(PINHEIRO & TADEI, 2002) demonstraram variacdo da duracdo do efeito de temephos em
funcdo do tipo de recipiente tratado e também da formulacdo comercial disponivel. Uma
diminuicdo do efeito pela resisténcia pode contribuir com essas variaveis para um menor
controle a campo.

Comparando-se 0s niveis de resisténcia ao temephos das populacdes de Aedes
aegypti do estado de Sdo Paulo, verifica-se que estes estdo bastante inferiores em relacdo as
demais regiGes do Brasil. Ha registros de identificacdo de R.R.go95 Superiores a 10 em
Alagoas, Sergipe e Rio de Janeiro, em 2000, superiores a 20 nos estados de Sergipe e Para
em 2004 e superiores a 50 em Pernambuco e Bahia em 2008, 2009 (MONTELA et al, 2007,
MELO-SANTOS, 2010; SUCEN, 2010). A diferenca entre os niveis de resisténcia

observados entre Sdo Paulo e os demais estados pode ser atribuido a diferenca de estratégia
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de manejo. Enquanto todos estados utilizavam o larvicida organofosforado & base de
temephos, houve diferenca com relacdo ao uso de adulticidas. Enquanto S&o Paulo utilizou
produtos do grupo dos piretrdides de 1989 a 2000 (cipermetrina), os demais estados
utilizaram também para as formas adultas, durante este periodo, produtos do grupo dos
organofosforados (fenitrothion e malathion). A presséo de selecdo com 0 mesmo grupo de
inseticidas tanto para larvas como para insetos adultos pode ter contribuido para esta
diferenciacdo (MACORIS, 2007), além da politica de restri¢cao de uso do produto.

O comprometimento da efetividade do temephos em condi¢bes de campo para
populacdes resistentes foi caracterizado no Caribe na década de 90 (RAWLINS, 1998). Tal
fendmeno ja havia sido caracterizado no Brasil para populagcbes com niveis de resisténcia
(R.R.) superior a 10 (MONTELLA et al, 2007) e também no nivel entre 5 e 10
(ANDRIGHETTI et al., 2008). Pelos dados das populagdes do estado de Sdo Paulo se
caracterizou que os niveis de R.R. entre 3 e 5 ja apresentam algum grau de
comprometimento do efeito residual.

Em Sé&o Paulo, a regido de Santos foi a primeira a ser alvo de manejo, por sua
sentinela apresentar comprometimento do controle com temephos em condi¢des de campo
em 2000. Um aspecto que torna dificil avaliar tal estratégia em Santos é a possibilidade de
introducgdo de individuos resistentes de outras regides, uma vez que a cidade abriga 0 maior
porto do pais. Diferentes estudos com caracterizacdo genética apontam para uma
diferenciacdo da populacdo de Aedes aegypti de Santos em relacdo ao restante do Estado de
Sdo Paulo (BRACCO et al.,, 2007; MARQUES-DOS-SANTOS, 2003; PADUAN et al.
2006; PADUAN & RIBOLLA, 2008), sinalizando para a possibilidade de ter havido
diferenciacdo no estabelecimento da espécie entre as regides de Sdo Paulo. Tal fato pode
também explicar a diferenciacdo no nivel de resisténcia observado em Santos, que €
significantemente superior & média do estado.

Mesmo com essa ressalva, parece que a resisténcia a este produto seja de dificil
reversao: a substituicdo de temephos por biolarvicidas na regido de Santos ocorreu em 2001
e, até 2009, a populacdo permanece com niveis semelhantes de resisténcia. BRAGA et al
(2004) registra que o mesmo manejo realizado no Rio de Janeiro ndo foi suficiente para
reverter a resisténcia, mesmo apds 4 anos de troca de produto. Em estudo para comparagao
de técnicas de manejo em laboratério, MELO-SANTOS (2010) conclui que ap6s 9 geracdes
do vetor criadas sem exposicdo ao temephos, houve diminuicdo do nivel de resisténcia,
porém sem a reversdo para o status ‘“‘susceptivel”’. De modo semelhante, WIRTH &

GEORGHIOU (1999) registraram diminuicdo da resisténcia a temephos em uma cepa de
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Tortola (Ilhas Virgens) de 46,8 em 1985 para 6,3 em 1995/6, ou seja, em 10 anos. Os niveis
obtidos no final deste periodo, no entanto, ndo garantem efetividade em campo, segundo se
pode concluir pelos nossos estudos.

Com relagdo a susceptibilidade de formas adultas de Aedes aegypti, 0 uso de
cipermetrina por 11 anos no Estado de S&o Paulo (1989 — 2000) parece ter contribuido para
desenvolvimento de resisténcia ao grupo de piretroides, pois esta resisténcia se evidenciou
também para produtos ndo utilizados na rotina do programa de controle da dengue
(deltametrina e permetrina).

Nenhuma das popula¢fes monitoradas no estado foi considerada “Susceptivel”. Com
excecdo das populacdes de Campinas e Marilia, todas as demais foram consideradas
resistentes. As provas com dose diagnostica ndo quantificam o nivel de resisténcia. No
entanto, a caracterizagdo da resposta biologica aos piretrdides, ao longo do periodo, embora
oscilante, parece ndo ter sido alterada. Apenas houve mudanca de status — de “Resistente”
para “Susceptibilidade Diminuida”, na populagdo de Sorocaba a partir de 2007 e de
“Susceptibilidade Diminuida” para “Resistente”, na populacdo de Campinas a partir de
2009.

Mesmo sem discriminar niveis de resisténcia, no entanto, a prova com dose
diagnostica para adultos foi sensivel para detectar status nos quais hd comprometimento da
efetividade em campo. Todas as populacgdes, caracterizadas como “Resistentes” nessas
provas apresentaram resposta em campo abaixo dos niveis estipulados como aceitaveis (>
80% mortalidade ou > 70% da resposta da cepa susceptivel de referéncia). As populacdes
caracterizadas em laboratorio como “Susceptibilidade Diminuida” apresentaram resposta em
campo dentro dos niveis aceitaveis.

N&o h& registro na literatura sobre efetividade de formas adultas em campo em
funcéo do status de resisténcia para populacdes de Aedes aegypti e, portanto, nossos dados
ndo podem ser comparados.

Com o comprometimento da efetividade de piretroides em campo, a estratégia de
manejo utilizada foi substituicdo de cipermetrina pelos organofosforados malathion e
fenitrothion para o controle de formas adultas. Nesse manejo h4 uma excecdo, que é a
utilizacdo de piretréides em Aracatuba para o controle da leishmaniose visceral americana
desde 2002 e, portanto, ndo houve interrupcao da exposicdo de Aedes aegypti a esta classe

de produtos.
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Ainda devemos considerar que o referido manejo se restringe unicamente ao uso em
acOes de saude publica pelo repasse de inseticidas do ministério da salde para 0s
municipios. O uso domeéstico de inseticidas ndo é controlado e tampouco mensuravel, ja que
ndo ha disponibilidade de dados de consumo. Sabe-se que as formulagdes comerciais
disponiveis no mercado sdo principalmente a base de piretroides e, pela escassez desses
produtos em épocas de transmissao de dengue (verdo), pode se inferir que seu consumo seja
intenso. Estes aspectos dificultam a avaliacdo da estratégia de manejo adotada.
Aparentemente, a resisténcia a piretrdides em Sao Paulo se manteve inalterada por cerca de
sete anos apds sua interrupcdo de uso e os dados de efetividade de 2007 a 2009 sinalizam
que o malathion seja ainda a indicagao adequada.

Ressalta-se aqui 0 comentario de que a atual estratégia de utilizacdo de inseticidas em
S&o Paulo (grupo de organofosforados para larvas e insetos adultos) € a mesma utilizada no
passado em outros estados e que, aparentemente, pode ter contribuido para os altos niveis de
resisténcia ao larvicida. A recomendacdo da Organizacdo Mundial de Saude é de que se
alternem grupos de inseticidas para as diferentes fases de desenvolvimento, visando diminuir
a pressdo de selecdo de individuos resistentes (WHO, 1992). No entanto, a falta de
alternativas de produtos a serem utilizados restringe as opcoes de escolha.

O controle da transmissdo de dengue por meio da utilizagdo de produtos quimicos
gera consequéncias ndo sé para 0 meio ambiente, como também para a prépria eficacia do
controle, uma vez que o uso continuo de inseticidas, independentemente da categoria a que
pertencam, € condenado em qualquer acdo de manejo da resisténcia (BROWN, 1986;
GEORGHIOU et al., 1987; TABASHNICK et al, 1987; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1992).

Os dados do Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti do
estado de S&o Paulo confirmam a afirmacdo acima, acrescentando que a reversdo da
resisténcia estabelecida é um processo dificil e lento 0 que aponta para a necessidade de

adocao de estratégias sustentaveis de controle em curto prazo.



40

Conclusodes

Os dados do Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti aos

inseticidas utilizados no controle de 1996 a 2009 demonstram que:

Houve um aumento do numero de populagdes resistentes ao principal larvicida
utilizado (temephos) com diferenciacdo do nivel de susceptibilidade entre as populagGes do

Estado de Sdo Paulo com evidéncias de associagdo com a incidéncia acumulada de Dengue.

As acOes de controle em campo sdo comprometidas em populagGes caracterizadas
como “Resistentes” em laboratorio indicando que o manejo deva ser adotado para

populagdes que apresentem “Susceptibilidade Diminuida™.
A estratégia de manejo da resisténcia a temephos implantada em Santos (substitui¢éo
por biolarvicida) ndo reverteu a resisténcia naquele municipio apds sete anos de sua

implantacéo.

A resisténcia de formas adultas de Aedes aegypti a piretrdides detectada em 2000 nédo

foi revertida ap0ds sete anos de interrupcao de seu uso.

O uso de inseticidas € uma ferramenta auto limitada que deve ser preservada.
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CAPITULO 2 EVALUATION OF METABOLIC ENZYMES ACTIVITY IN AEDES
AEGYPTI RESISTANCE TO TEMEPHOS.
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Abstract

The need to control Dengue transmission with insecticides has led to the development of
resistance to the most used products in many parts of the world. In Brazil the Ministry of
Health recognizes the importance of monitoring resistance of Aedes aegypti to the products
under use on Dengue Programs. The monitoring scheme involves bioassays for
characterization of resistance and biochemical assays aiming to detect resistance
mechanisms. The difficulty of interpretation of data on biochemical tests rose when multiple
mechanisms seem to be involved. In order to evaluate the role of metabolic enzymes on the
resistance of Aedes aegypti to the larvicide temephos this study analyzed the data of enzyme
activity and correlated them with the degree of resistance to temephos, measured by the
Resistance Ratio (R.R.) of 37 field populations of the vector. In parallel, a laboratory study
with selection pressure for resistance to the same product was performed with the measure of
enzyme activities during several generations under pressure. While in field populations of
the vector it was found a significant correlation between R.R. and esterases activity (R? =
0.58 and 0.28, respectively for alpha and beta esterase, p< 0.001) the experiment in
laboratory showed that, although all metabolic enzymes were altered before selection
pressure, alpha esterase was presented increased activity after pressure with temephos
(R?=0.89, p=0.016). The meaning of the results for monitoring resistance and the impact on

other insecticides detoxification are discussed.

Keywords: Resistance to temephos, Aedes aegypti, metabolic enzymes
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Introduction

Dengue has become, in the last decades, one of the most important vector-borne
diseases in the world with recorded prevalence in 120 countries and estimation that there are
about 2.5 billion people around the world living in areas with dengue transmission risk
(HALSTEAD 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION — WHO, 2008). The mosquito
Aedes aegypti is the most important vector of Dengue virus in the American region
(GUBLER, 1989) and due to the lack of vaccines; this species has been target of chemical
control with insecticides aiming to control Dengue epidemics.

In Brazil, re infestation of Aedes aegypti was documented in the 80s and since 2007
all the States are infested by the vector. Dengue transmission, initially restricted to the
southeast and northeast regions in the 80s, now reaches all regions with epidemics waves
especially on the last decade (PORTELA-CAMARA, 2007; MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

The raise on Dengue cases is directly followed by a raise in insecticide use leading to
resistance of the vector to the most used products. An average of 222 tons of active
ingredient of organophosphates was used annually for dengue vector control globally in
2006 and 2007 (ZAIM & JAMBULINGAM, 2007). From this total 49% correspond to
larvicide use. In Brazil, there is an annual consumption of 45,000 kg of temephos
(Ministério da Saude, personal communication). The intense use of this larvicide has led to
the development of resistance in Aedes aegypti populations from different areas in Brazil.
(MACORIS et. al., 1999; BRAGA et al, 2004; RODRIGUEZ et. al., 2002; LIMA et al.,
2003; MACORIS et al. 2003; LUNA et al., 2004; LIMA et al., 2006; BESERRA et al, 2007;
MACORIS et al., 2007). The development of resistance of Aedes aegypti to temephos is not
restricted to the South America as it has been documented all over the world (RAWLINS,
1987; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992; HEMINGWAY & RANSON, 2000;
JIRAKANJANAKIT et al. 2007; POUPARDIN et al. 2008; RANSON et al., 2009).

The definition of strategies for managing resistance depends on the knowledge of
resistance mechanisms since the choice of insecticides aims to stop the process of selection
of resistant populations. Insecticide resistance in insects may be due to different mechanisms
which can act independently and can be synergized if more than one mechanisms act
together. Resistance to organophosphates can be due to insensitivity of acetylcholinesterase,
the target site of this class of insecticide, or due to an increase in metabolic efficiency

through either super expression or super production of detoxifying enzymes. In Aedes
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aegypti the target site insensitivity has not been incriminated as an important mechanism for
temephos resistance. By the other hand, the role of detoxifying enzymes, or metabolic
resistance, is well documented being esterases and glutathione- S-transferase related to
temephos resistance in many studies (RODRIGUEZ et al., 1999; GOKHALE, 2000;
HEMINGWAY and RANSON, 2000; BRAGA AND VALLE, 2007a; MACORIS et al.,
2003; RODRIGUEZ et al 2007).

The finding of altered activity of detoxifying enzymes in field mosquitoes might not
be elucidating of insecticide mechanisms of a specific insecticide especially when more than
one group of enzyme is altered, which has been frequently found in Aedes aegypti. In order
to evaluate the role of detoxifying enzymes on temephos resistance, besides measuring their
activity in field collected samples, an experiment was made to measure them on a laboratory
process for increasing resistance to temephos in an Aedes aegypti population. Enzyme
activity was measured on several generations during the process of selection of resistant
individuals and susceptibility of the progenies to adulticides was also measured in order to

investigate possible cross resistance.

Materials and Methods

Evaluation of Resistance Ratio (R.R.)

Thirty seven field populations were characterized for resistance to temephos through
the evaluation of Resistance Ratio (R.R.) which relates the insecticide concentrations that
kill 50 or 95% of a susceptible strain with the concentrations that kill the same amount of a
field population by dividing the latter from the susceptible data. A R.R. of 10 is considered
high according to BROWN (1986) and MAZARRI & GEORGHIOU (1995) and likely to
cause field failure of the insecticide. Lethal concentrations were estimated by the dose
response of larvae to a gradient of insecticide concentrations (WHO 1981a,b) and R. R was
calculated using the susceptible Rockefeller strain as reference. In this study, 80 larvae were
exposed to each of a range of 8 temephos concentrations, divided in four replicates of 20
larvae. This was considered one assay where 640 larvae were used. For the characterization
of temephos response for each field population and each generation of insects from the
selection process a total of 3 assays were performed. The response to each assay (number of

dead and live larvae in each concentration and in the control situation) was analyzed for
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estimation of lethal concentrations using probit analyzes (WHO, 1998) with the Polo-Pc
software (Leora software, 1987).

Selection of temephos resistant strain

The criterion for selecting a strain for the experiment of increasing the temephos
resistance was the choice of a population which under field conditions already presented a
R.R (L.C. g5) higher than 10 which is considered “high” level of resistance according to
(BROWN, 1986; MAZARRI & GEORGHIOU, 1995). With this criterion and using the
Brazilian Network for Monitoring Resistance of Aedes aegypti to Insecticides (MoReNAa)
(BRAGA & VALLE, 2007b), it was chosen the population from Salvador city (BA) that
presented at the first generation in lab (P1) the R.R .(L.C..g5) of 10.6.

Aedes aegypti from Salvador was collected in field from August to September 2007
according to the sampling methodology of MoReNAa Network for egg collection (BRAGA
& VALLE, 2007b) and insects were colonized in the laboratory of Superintendéncia de
Controle de Endemias (Sucen) in Marilia (SP) in October 2007. In the study the population
was coded as SSA P(x) where x is the number of each generation under laboratory
conditions.

Salvador city has a history of Dengue transmission since 1995 that means for the last
12 years the vector population has being target of intense chemical control which might has

led to the development of the high level of the observed insecticide resistance.

Inbreeding

Five hundred Aedes aegypti female and 500 male reared from eggs collected at
Salvador city were allowed to mate on a cage until a number of 15,000 eggs were obtained.
Those eggs were used to characterize larvae and adult response to insecticides. Sequentially,
eggs P, were reared to obtain female and male to form another colony and that was done
until the colony Ps. The eggs from the generation P5 were used for evaluation of biological
and biochemical response and compared to data obtained in P, generation which is normally
characterized on the routine for evaluation of Aedes aegypti resistance on the Brazilian

Network.
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Selection pressure for segregating resistant insects

Larvae from the colony Salvador P5 were exposed to the Lethal Concentration that
caused 50 % mortality (L.C. 50%) on dose-response assays done for that generation.
Exposition to L.C. 50% was done on bioassays using 25 larvae for replicate and water
solution of temephos technical grade previously diluted on ethanol P.A. Six rounds of
pressure for selection of resistant individuals were done from November 2008 to November
2009. In each round a minimum of 5 assays with exposition of 4000 larvae to the L.C. 50%
obtained from the previous generation was performed. Surviving larvae were reared to adults

that were used to form the next colony (500 female and 500 male).

Evaluation of metabolic enzymes activity

In order to evaluate the role of metabolic enzymes on temephos resistance , it was
measured the activity of alpha and beta esterases, glutathion-S-transferase (GST) and multi-
function- oxidase (MFQO) on larvae from field populations as well as on larvae from
generations P2 and P5 (before the selection pressure) and on generations P6, P7 and P10
(after selection pressure) through biochemical assays following the methodology proposed at
the Centers of Disease Control — CDC (CDC, 1998; BROGDON 1984, 1989; BROGDON &
BARBER 1990; BROGDON & MCALLISTER 1997, 1998). Single larvae were previously
homogenized in 100 pl, and then diluted to 2 ml in 0.01 M potassium phosphate buffer, pH
7.2. Aliquots of 100 ul were transferred to individual micro titer plate wells for each enzyme
evaluation. One hundred and twenty larvae from each selection phase or field population
were analyzed in triplicate per plate. The reactions for alpha, beta esterases and MFO were
calibrated using a curve of absorbance for different concentrations of the product reaction.
Absorbance was measured with a spectrophotometer. Results were expressed as enzyme
activity per milligram of protein per minute, correcting the result by each larvae size,
measured as a function of the total amount of measured protein (BROGDON, 1984) and the
time of reaction of each enzyme. The Rockefeller strain was used as the susceptible
reference standard. The results were expressed as mean enzyme activity. The analysis of
enzyme activity on each generation of SSA population was performed as proposed by
MINISTERIO DA SAUDE (2006) where the percentage of individuals with enzyme activity
higher than the Rockefeller 99 percentile classifies that activity as normal, altered or highly

altered respectively for the ranges: below 15%, from 15% to 49%, and more than 50%.
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Mean enzyme activity of field populations were analyzed with their respective R.R. (L.C.
95%) to temephos in order to detect possible correlation between these variables.

Evaluation of the effect of temephos resistance on adult susceptibility to insecticides.

In all generations of Salvador populations, susceptibility of adult mosquitoes was
evaluated to the pyrethoid deltamethrin and to the organophosphate malathion. Bioassays
with impregnated paper were done according to the WHO standardized methods (WHO,
1981b,c; 1992). For each insecticide four tests with 100 mosquitoes exposed were done.
Results were interpreted according to WHO criteria (WHO, 1998) classifying the
mosquitoes as resistant if mortality was below 80%, susceptible if mortality was higher than

97 % and with decreased mortality in the intermediate range.

Results

Evaluation of Resistance Ratio (R.R.) to temephos

Thirty seven field populations that were characterized for temephos resistance at
MoReNAa Network were analyzed. Results showed low level resistance (R.R< 5> 10) in the
majority of the studied populations. Seven showed R.R. < 3, 16 <3 and > 5; nine populations
with R.R.< 5 and > 10 and only five with R.R. >10 which is considered high level resistance
(BROWN, 1986). Only one population presented a very elevated R.R. (Jequié, (BA) R.R. of
63.6). Data of R.R. for each field population is listed on Table 01 together with the

correspondent mean enzyme activity.



Table 1. Resistance Ratio at Lethal Concentration 95% of temephos and mean enzyme

activity observed on field populations of Aedes aegypti.
Mean enzyme activity
nmoles/mgprot/min

Population Year R.R.g5
Alpha

esterase  Beta esterase GST MFO
Rockefeller 2009 1 23.51 15.80 1.35 24.36
Botucatu 2006 2.2 33.98 18.06 1.60 25.22
Pirituba 2008 2.3 25.40 20.69 1.89 22.22
Marilia 2007 2.6 26.76 18.38 1.92 24.38
Bauru 2006 2.6 27.16 18.71 2.88 17.80
Marilia 2009 2.7 37.80 17.79 3.24 31.34
R. Preto 2008 2.7 26.44 17.52 1.72 31.86
Campinas 2007 2.8 28.63 19.60 2.33 69.01
Brasilia 2007 3.0 29.45 18.44 1.87 35.87
Campinas 2009 3.1 29.19 19.38 2.55 56.18
Aragatuba 2008 3.1 37.70 20.60 1.74 28.63
R. Preto 2009 3.1 33.65 19.98 3.16 23.19
R. Preto 2007 3.3 27.73 19.67 2.52 28.05
Avracatuba 2006 34 24.93 19.00 2.53 35.04
Avracatuba 2007 3.6 27.94 17.88 2.24 29.60
S.Sebastido 2007 3.7 26.51 18.73 2.63 63.56
Santos 2008 3.8 34.97 19.02 1.46 28.85
F. lguacu 2008 3.9 26.63 21.62 1.90 26.61
PPrudente 2008 4.1 26.65 19.92 2.66 25.41
Sorocaba 2009 4.1 34.63 20.88 4.31 32.59
Jandira 2006 4.2 36.38 21.01 2.37 34.62
P.Prudente 2009 4.2 29.94 18.57 1.58 39.58
S.Sebastido 2006 4.5 29.20 18.14 2.20 36.76
SJR Preto 2007 4.8 28.63 18.59 2.88 62.73
Santos 2009 5.0 32.10 22.54 3.92 18.18
Maringa 2009 5.2 31.27 22.26 3.42 35.83
Rio Branco 2007 5.2 48.49 23.59 2.65 34.17
SJR Preto 2009 54 37.80 19.90 4.67 32.99
SJR Preto 2008 5.6 28.41 17.39 2.06 25.51
Bauru 2008 5.7 25.84 20.61 1.37 25.32
Barreiras 2008 5.9 30.79 23.82 2.53 29.16
Séo Luis 2006 8.1 25.89 18.25 1.89 31.51
Palmas 2009 8.1 29.17 23.22 2.88 33.27
Salvador 2008 10.6 30.82 20.04 2.04 21.71
Araguaina 2009 12.9 31.57 18.34 3.42 34.92
Fortaleza 2004 14.9 56.33 70.03 2.07 26.02
Parnaiba 2004 17.0 57.28 25.25 2.07 28.69

Jequié 2009 64.6 70.92 46.50 242 27.84
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Selection pressure for segregating resistant insects

At the inbreeding period, the evaluation of Resistance Ratio at each generation in
laboratory reveled that after the third generation (SSA P3) the response of the strain to
temephos was stabilized, considering that there was no difference between each generation
when we analyze the fiducial limits of estimated Lethal Concentrations. While they differed
from the second to the third generation raised in laboratory, it did not differ until the 5™
generation which was the one that was used for the experiment of increasing resistance. The
apparent raise on R.R might be a consequence of sampling since we were working with a
population originated from field conditions. It also reflects that resistance did not impact on
fitness of the strain since it was not affected by the absence of the insecticide during this
period. After the third generation, the biological response seemed to be stabilized.

Data from the bioassays for selection of resistant individuals in each generation are
on Table 2.

Table 2. Data from assays for increasing the SSA resistance to temephos.

Selection Dose Number of  Exposed Dead Mortality
Round Generation  (ppm) assays Larvae Larvae (%)
First P5 0,03 6 5695 2917 51,2

Second P6 0,04 5 3850 2130 55,3
Third P7 0,04 9 4624 1935 41,8
Fourth P8 0,05 5 3871 2061 53,2

Fifth P9 0,07 5 3882 2195 56,5
Sixth P10 0,085 5 2560 1226 47,9

On the sixth round of selection it was needed to use a larger number of larvae as the
vigor of the strain was already diminished and it was observed an oscillation on mortality
level on the assays. It was observed a high increase on temephos resistance, expressed by
R.R. (L.C. 95%) which was raised from 10.6, detected on field collected population, to 42.9
after six rounds of selection. Data from lethal concentrations in each generation and

respective slope are listed on Table 3.
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Table 3. Lethal Concentrations (fiducial limits) and Resistance Ratios of temephos in each
generation of Aedes aegypti from Salvador.

L.C.50* L.C. g5**
Strain (mg\L) (mg\L) R.R L.C.50* R.R L.C.g5**Slope

Rockefeller 0.0032 0.0050
(0.0031-33) (0.0048-52) - - 8,40

SSA (P1) 0.0280 0.0530
(0.027-0.029) (0.050-0.056) 8.8 10.6 6,05

SSA (P2) 0.0290 0.0520
(0.028-0.030) (0.050-0.055) 9.1 10.4 6,59

SSA (P3) 0.0360 0.0750
(0.035-0.038)  (0.066-0.078) 11.3 15.0 5.18

SSA (P4) 0.0310 0.0760
(0.030-0.031) (0.071-0.083) 9.7 15.2 4.27

SSA (P5) 0.0350 0.0710
(0.034-0.036) (0.068-0.076) 10.9 14.2 5.34

SSA (P6) 0.0440 0.0870
(0.043-0.045) (0.082-0.094) 13.8 17.4 5.55

SSA (P7) 0.0390 0.0950
(0.037 - 0.041) (0.087-0.11) 12.2 19.0 4,27

SSA (P8) 0.037 0.0960
(0.033 - 0.040) (0.095 -0.11) 11.6 19.2 3.64

SSA (P9) 0.0700 0.1600
(0.066 -0.072) (0.15-0.18) 21.9 32.0 4.42

SSA (P10) 0.0850 0.2100
(0.08-0.09) (0.19-0.24) 26.5 42.9 4.14

*L_.C. 50= Lethal Concentration 50%
**L.C. 95=Lethal Concentration 95%

Evaluation of metabolic enzyme activity.

On table 4 the activity of metabolic enzymes are expressed as mean, standard
deviation, variance and the classification according to the criteria described above for each
generation of SSA colony. Evaluation on the first generation showed alteration for all four
enzymes, being GST the most altered with 53% of individuals presenting higher activity
than the Rockefeller 99% percentile. Analysis of variance (One-way ANOVA) showed that,
except for GST, all enzymes increased after exposition to temephos. After selection
pressure, it was observed an increase on esterase enzymes activity and the classification
changed from “altered” to “very altered” (more than 50% of individuals with higher activity
than the 99 percentile of Rockefeller strain). Linear regression between mean enzyme
activity and Resistance Ratio showed significant results only for alpha esterase p=0.016 and
R? of 0.89. For beta esterase, even with the modification on alteration status, the correlation
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was not significant. There was also an increase on MFO activity but not enough for an
alteration on status of alteration. The GST activity which was the higher on field collected

sample remained almost the same on generations after insecticide exposition.

Table 4. Results from enzyme activity measured on SSA population.
Population/  Number
Enzyme Strain individuals Median Mean S.D. Variance N >p99 %>p99 Status*

ALFA Rockefellr 120 2302 2351 320 10,22 32,7
SSA P2 120 3024 30,82 484 2341 37 308 A
SSA P5 118 3092 3196 58 3457 39 331 A
SSA P6 116 31,10 3193 517 2668 44 379 A
SSA P7 115 32,96 3346 508 258 61 530 VA
SSA P10 120 3415 3545 565 3196 73 613 VA
BETA Rockefeller 119 1572 1580 203 4,14 20,77
SSA P2 118 2003 2004 293 857 44 313 A
SSA P5 118 19,87 19,83 401 1609 39 331 A
SSA P6 116 1989 20,73 431 1857 45 388 A
SSA P7 115 21,98 2265 435 1892 73 635 VA
SSA P10 118 21,80 2246 415 1725 70 593 VA
GST _ Rockefeller 120 1,38 135 032 0,10 1,99
SSA P2 120 203 207 039 015 64 533 VA
SSA P5 119 1,93 209 060 036 52 437 A
SSA P6 117 203 208 051 02 62 530 VA
SSA P7 115 207 210 046 021 65 565 VA
SSA P10 119 207 211 056 031 67 563 VA
MFO Rockefeller 115 2421 2436 218 4,75 28,0
SSA P2 118 2541 2602 354 1254 30 254 A
SSA P5 118 2534 2554 331 1098 28 237 A
SSA P6 116 2603 26,80 659 4343 34 293 A
SSA P7 108 2659 27,03 430 1850 42 389 A
SSA P10 120 2548 2914 1438 20672 51 425 A

*A= Altered; VA= Very altered

Mean enzyme activity measured on 37 field Aedes aegypti populations were paired
with data from Resistance Ratio at LC 95% obtained for the same populations on bioassays
with temephos and are listed on Table 1. Pearson correlation coefficient was calculated for
each pair of enzyme and the R.R. value. Results showed significant correlation only with
esterase enzymes activity with p value <0.001 for alpha esterase and 0.0006 for beta esterase

but with rather low R? values (respectively 0.58 and 0.28 for alpha and beta esterase).
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Biological response to adulticides

Results of susceptibility tests of adults in each generation are on Table 5. Although it
was observed a small change on generations 4 and 7, the susceptibility profile of decreased
susceptibility to deltamethrin was the same even after selection pressure for temephos
resistance on larval stage. For the organophosphate malathion there was no change of
susceptibility in all generations. Similar data were observed by Rodriguez et al. (2002).
Those results indicate that resistance to temephos did not interfere on adult resistance to
insecticides. MAZZARI & GEORGHIOU (1995), in an experiment of increasing resistance

to temephos found cross resistance to deltamethrin on adult stage.

Table 5. Average mortality observed on bioassays with Aedes aegypti adults exposed to
diagnostic dose of insecticides. WHO method of impregnated paper.

Insecticide/ MALATHION DELTAMETHRIN
Dose 292 mg.a.i./m? 18 mg.a.i./m?

% Number Number
Generation mort. assays % mort. assays
SSA P1 100 4 91,9 4
SSA P2 98,3 4 - -
SSA P3 100 4 94,7 4
SSA P4 100 4 98,7 4
SSA P5 100 5 96,7 5
SSA P6 100 4 83,5 5
SSA P7 100 5 98,6 4
SSA P8 100 4 81,1 5
SSA P9 100 4 92,0 4
SSA P10 100 4 94,0 4

% mort = Percentage of mortality
a.i. active ingredient

- = not tested

Discussion

Dengue is actually one of the most important vector borne disease with epidemic
cycles in increasing levels occurring on the tropical area since the beginning of the 80’s
(NATHAN & DAYAL-DRAGER, 2009). The need for controlling dengue transmission
through vector control has increased the consumption of insecticide worldwide (ZAIM &
JAMBULINGAM, 2007) and, as a consequence, resistance to the main products used on
vector control programs has been documented on Aedes aegypti specially in regions of high
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incidence of the disease: Americas and Asia (RANSON et al., 2009). Among the most used
products for controlling Aedes aegypti are the larvicide temephos (organophosphate) and the
adulticide deltamethrin (pyrethroid) and resistance to them is well documented in several
parts of the world (RANSON et al., 2009). The effect of resistance to insecticides on field
treatments depend on the level of resistance (BROWN, 1986) and the failure of field
treatments is a concern of the World Health Organization since 1960 when the widespread
resistance to DDT in Aedes aegypti made it impossible to use this product for this species.
For the organophosphate temephos, the impact of resistance first described by RAWLINS
(1998) in the Caribbean area is a shortened residual effect. This phenomenon was also
observed in Brazil where Aedes aegypti populations with high R.R. (over 10) presented a
decreased residual effect to treatment with temephos (MONTELLA et al, 2007). This effect
compromises the routine of vector control in the Brazilian National Program for Dengue
Control which is scheduled for bimonthly visits in the houses, period when it is expected
that treated containers would be under larvicide control.

In Brazil the concern with insecticide resistance has led to the establishment of a
laboratory network for monitoring resistance of Aedes aegypti to insecticides (BRAGA &
VALLE, 2007b). The identification of presence of resistance, its level and its impact on field
control activities are important tools that have been used to subside resistance management
and to guarantee the efficacy of the National dengue control program — PNCD (FUNASA,
2002).

Among the mechanisms of resistance to insecticides, one of the most important is the
metabolic resistance, which is the result of a structural change in an enzyme molecule
causing an increase detoxification of insecticide or in the amount of enzyme production
(FERRARI, 1996). The elevated activity of detoxifying enzymes has been described in
Aedes aegypti resistant to the organophosphate temephos while alteration on the target site
of this class of insecticide has not been evident on field populations of this species.

To date, the identification of alteration on enzyme activities were correlated to data
from laboratory and field assays and possible relations of mechanisms of resistance were
suspected. But as populations collected in field may have being under different process for
selection of resistance, the correlations with mechanisms of resistance is not an easy task.

In Aedes aegypti, as well as in Culex quinquefasciatus (GEORGHIOU & PASTEUR,
1978; DARY et.al.,, 1990; WIRTH et al., 1990), increased esterase activity has been
documented on temephos-resistant populations (GOKHALE ET AL., 2000; HEMINGWAY
et al.,, 1989; MACORIS et al., 2003; MOURYA et al., 1993; RODRIGUEZ et al, 1999;
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VAUGHAN et al., 1998). But as this is not the only class of enzyme which is more active on
temephos resistant Aedes aegypti, the alteration observed on GST (RODRIGUEZ et al.,
1999; BRAGA et al., 2005) and MFO (BRAGA & VALLE, 2007a) show that the
mechanism of resistance might involve all the enzymes on different scales.

Laboratory studies with increasing resistance through pressure with temephos have
been performed aiming to identify mechanisms of resistance and possible cross resistance to
other insecticides (WIRTH & GEORGHIOU, 1999; RODRIGUEZ et. al, 2002; MELO-
SANTOS, 2010; TIKAR, 2009).

The results are not easily compared and the comprehension of them might be
elucidated by the theoretic base of insecticide resistance evolution. As described by
FERREIRA (1996) and NAZNI et al. (1998), the evolution of resistance depends on genetic
characteristics (presence or initial frequency of the resistance gene and its dominance);
operational aspects that represent the level of selection pressure (frequency of treatments,
dose, class of insecticides that the insect is exposed) and biological aspects (number of
offspring, fitness cost of resistant individuals, duration of reproductive cycle).

The amount of increase of resistance, measured as increase in Resistance Ratio in
relation to susceptible strain gave different results on these studies. While RODRIGUEZ et
al (2002) obtained a 11-fold increase after six generations under temephos pressure, WIRTH
& GEORGHIOU (1999) obtained only a 4-fold increase after 14 generations and in both
studies the selection pressure was comparable (exposition to L.C. 90). As the initial
resistance was higher on WIRTH & GEORGHIOU’s strain (RR 46.8) than on the
Rodriguez’s strain (RR 19.6), biological aspects might have played important roles on the
process. The smaller increase in resistance was obtained by WIRTH & GEORGHIOU
(1999) -4-fold but, as their initial resistance was high, fitness cost of resistance might not
permit resistance to arise.

TIKAR (2009) and MELO-SANTOS (2010) experiments were followed to a similar
number of generations, respectively, 24 and 25. While the former presented a 20-fold
increase in a susceptible laboratory strain, the latter obtained a 7-fold increase on a field
resistant population with initial RR 7.0. Here the main difference on experiments was the
selection pressure. While TIKAR (2009) submitted each generation to a LC 90%, MELO-
SANTOS (2010) submitted them to a LC 50%.

Even considering the differences outlined above, some similar results are elucidative.

RODRIGUEZ (2002) field collected strain also presented high activity of several

enzymes (alpha and beta esterase, MFO and GST) and just like we observed, after selection
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pressure with temephos there was an increase on esterases and GST. MELO-SANTOS
(2010) has found high activity of GST enzyme, with the expression of this alteration also
observed on adult stage. But, as the enzymes activities was not measured during the process
of increasing the resistance to temephos, it is not possible to assure that this is the
mechanism, although it is quite evident this enzyme involvement.

The absence of cross resistance to the adulticide malathion observed in our study was
also observed by RODRIGUEZ (2002) and MELO-SANTOS (2010). This information is
important for adult control as malathion is one of the few alternatives for U.L.V. treatments.
TIKAR (2009) has found a small cross resistance to malathion but it was the smallest among
the insecticides he studied and it was evident only after 8 generations. The higher degree of
cross-resistance that he described among temephos to fenthion and chlorpyriphos was
ascribed to their group phosphorothionate while malathion belongs to the phosphorodithioate
group. RODRIGUEZ-COTO et al. (2000) described a difference on evolution to malathion
resistance between Culex quinquefasciatus and Aedes aegypti from areas infested by both
species in many countries of the Caribbean and South America regions. While Culex
quinquefasciatus presented high levels of resistance to malathion, Aedes aegypti only
presented RR around 2 (ZIV & BROWN, 1969) already inferred that detoxification by
esterase was not an important mechanism of malathion resistance in Aedes aegypti. An
specific carboxylesterase seems to be involved on malathion resistance (FERRARI, 1996).

The characterization of field populations according to enzyme activity has not been
easy since many enzymes are altered on resistant populations. And on multiple resistant
insects many mechanisms might be involved.

The data obtained in this study, where metabolic enzyme activity measured on a
relative large number of field Aedes aegypti populations may support the previous findings
with the additional information provided by the study of increasing resistance to temephos in
laboratory since evaluation of enzyme activity were measured during this process.

Our results indicate that the detoxification of temephos by esterase enzymes is the
main mechanism of resistance to this xenobiotic. But, two important considerations must be
made about the results. The first is that Aedes aegypti presents many members of enzymes
families: 49 esterases; 160 CYT P450s and 26 GST members (STRODE, 2008). Not all
might be reacting on the substrates used on biochemical assays (MONTELLA et al., 2007,
MELO-SANTOS, 2010). The second is that esterases, together with MFO are class |
enzymes, involved on general response to xenobiotic and might not be specific to
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degradation of temephos. In this sense, they might be acting together with GST, class Il
enzyme which would be involved on the degradation of the insecticide.

The high cross resistance to pyrethroids observed by WIRTH & GEORGHIOU
(1999) and RODRIGUEZ et al. (2002) was not observed by us and neither by MELO-
SANTOS (2010) and the last two studies were performed with Brazilian Aedes aegypti
populations. One possible explanation might be the level of resistance of the two studies
which were much higher than the R.R. obtained in our study with the SSA population. While
we have obtained a R.R. of 42.2 at L.C 95, WIRTH AND GEORGHIOU (1999) and
RODRIGUEZ et al. (2002) obtained, respectively, R.R. 146.8 at L.C. 95 and R.R. 132.29 at
L.C. 90. Resistance to pyrethroids described by those two studies was related to degradation
of the insecticides by esterase enzymes. Even with the higher activity of esterases in larvae
being observed on our study, their expression in adults, which could be one mechanism
involved on the cross resistance to pyrethroids, seemed not to be acting as observed by the
susceptibility tests with adults, although we have not measured enzyme activity on this life

stage.

Conclusions

The present study characterizes the involvement of esterases enzymes the resistance
of Aedes aegypti to temephos. This fact highlights the need for surveillance and monitoring
the frequency of this mechanism on field populations of the vector since it might also be
involved on the degradation of other groups of insecticides, mainly pyrethroids, which are
also, used on routine of many Dengue control Programs.

As in the Brazilian Network for Monitoring resistance of Aedes aegypti has detected
that temephos resistance is widespread in the country, the knowledge of which mechanism is
involved is important for the choice of management strategy. The fact that resistance to
temephos did not caused cross resistance to the adulticide malathion supports the use of this

product as an alternative for populations with resistant to pyrethroids.
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CAPITULO 3 ESTUDO GENETICO DAS POPULACOES DE AEDES AEGYPTI
SENTINELAS DO PROGRAMA DE MONITORAMENTO DA
SUSCEPTIBILIDADE A INSETICIDAS NO ESTADO DE SAO PAULO.
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Introducéo

Atualmente a Unica forma de controle da dengue € atraves do controle do vetor, uma
vez que ndo existe vacina ou mesmo drogas antivirais especificas (GOMEZ-DANTES et
al.,1991; GUBLER & TRENT, 1993). Dentre as formas de controle do vetor, o controle
quimico, com uso de inseticidas & uma ferramenta importante, com uso principalmente
indicado para interrupcdo de transmissdo de dengue. Para um efetivo controle quimico é
fundamental, alem das questes operacionais de aplicacdo, que a populacdo de insetos seja
susceptivel aos inseticidas utilizados.

No Brasil, a diferenca de exposicao a inseticidas observada entre as regides Sudeste e
Nordeste parece ter influenciado o nivel de susceptibilidade a inseticidas das populacGes de
Aedes aegypti destas regibes com registro de desenvolvimento de diferentes niveis de
resisténcia aos inseticidas disponiveis (BESERRA et al.,, 2007; LIMA et al., 2004;
MACORIS et al., 2007).Ha evidencias de que haja variabilidade genética entre as
populacOes de Aedes aegypti destas duas regides do pais, o que pode se relacionar ao padrao
de susceptibilidade a inseticidas (PADUAN et al., 2006)

Em Séo Paulo, anualmente sdo monitoradas populagdes de Aedes aegypti quanto a
sua susceptibilidade a inseticidas. Este monitoramento iniciado em 1996 tem demonstrado
haver diferenciacdo de niveis de susceptibilidade a inseticidas entre as populacdes
consideradas como “sentinelas” para suas respectivas regidoes (MACORIS et al., 1999;
MACORIS et al., 2003). Por sentinela se entende que a populacado reflita o uso mais intenso
de inseticida ocorrido na regido e as acdes de manejo de resisténcia deflagradas tem como
parametro a resposta biolégica dessa populagdo a provas de efetividade do controle quimico
(BRAGA & VALLE, 2007Db).

Considerando que ha indicios de que haja diferenciacdo genética entre as populagdes
do Estado de Séo Paulo (MARQUES DOS-SANTOS et al., 2003, PADUAN et al., 2006,
PADUAN & RIBOLLA, 2008) e, considerando que a diferenciacdo ou semelhanca entre as
populacdes pode sinalizar para uma revisdo das unidades sentinelas no Programa de
Monitoramento da susceptibilidade a inseticidas, este estudo objetivou caracterizar
populacdes do estado de Sdo Paulo com diferentes niveis de susceptibilidade a inseticidas,

segundo histérico deste Programa.
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Metodologia

Populacdes do estudo

As populagdes do mosquito Aedes aegypti utilizadas neste estudo tém apresentado
diferentes perfis de resisténcia aos inseticidas, em ensaios bioquimicos e bioldgicos
realizados no Programa de Monitoramento da susceptibilidade de Aedes aegypti aos
inseticidas, da Superintendéncia de Controle de Endemia — Sucen (MACORIS et al., 2007).

Para o estudo de caracterizacdo genética foram analisados mosquitos provenientes de
coleta realizada no ano de 2007, nos municipios de Aracatuba, Campinas, Marilia,
Presidente Prudente, Santos, S&o José do Rio Preto e S&o Sebastido.

As populagdes dos municipios de Santos/SP e S&o Sebastido/SP apresentam niveis
elevados de resisténcia, embora tenham sido colonizadas em épocas diferentes: Santos em
1980, com erradicagdo pouco tempo depois, e re-colonizagdo em 1995, e Sdo Sebastido em
1996. Pela proximidade geografica e pela semelhanca de resposta bioldgica, suspeitava-se
que a populacdo de S&o Sebastido tenha sido colonizada a partir da populacdo de Santos.
Alguns estudos (MARQUES-DOS-SANTOS et al., 2003; PADUAN et al. 2006; PADUAN
& RIBOLLA, 2008) relatam que a populacdo de Santos apresenta um padrdo genético
diverso das demais populacGes do Estado de Séo Paulo. Assim, esta analise visa caracterizar
se esta populacgdo, cuja origem possa ser distinta das demais popula¢fes do Estado, tem as
mesmas caracteristicas que a populacdo de Sdo Sebastido. Este dado se mostra fundamental
para questdes de manejo da resisténcia, uma vez que caracterizadas semelhancas ou
diferencas entre as populages, as medidas de controle e manejo poderdo ser otimizadas.

As populacBes de Marilia e Presidente Prudente historicamente apresentaram niveis
elevados de susceptibilidade ao larvicida temephos (MACORIS, 1999) enquanto que as
populagdes de Campinas e S3o José do Rio Preto apresentavam “Susceptibilidade
Diminuida” a este produto. De 1996 a 2009 foi observada uma tendéncia de perda da
susceptibilidade a este produto tendo as populacdes de Aracatuba e Sdo José do Rio Preto
mudado do status “Susceptibilidade Diminuida” para “Resistente” ao passo que as
populagbes de Marilia e Presidente Prudente mudaram do status “Susceptivel” para o status
“Susceptibilidade Diminuida”.

A populacdo de Campinas, por outro lado, permaneceu com o mesmo nivel de

diminuicao de susceptibilidade ao longo do mesmo periodo. Com relacéo a susceptibilidade
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dessas populagdes a produtos adulticidas, todas se mostram susceptiveis ao organofosforado
malathion e a maioria é resistente ao piretroide cipermetrina. As populagdes de Campinas e
Marilia apresentam status de ”Susceptibilidade Diminuida” (SUCEN, 2010). Pela

variabilidade de resposta bioldgica, essas populagdes foram incluidas na analise genética.

Estudo Genético Populacional por SNPs

Preparacao e Quantificacdo do DNA

O DNA genbmico foi extraido de mosquitos inteiros, triturados com auxilio de um
pistilo, em tampdo de extracdo utilizando-se resina Chelex100® Molecular Biology Grade
Resin (Bio-Rad Laboratories), preparada a 5% conforme as recomendacdes do fabricante. A
concentragdo do DNA foi estimada submetendo-se 2 pL do DNA de cada amostra ao
espectrofotdmetro NanoDrop® (ND-1000). Apds quantificacdo amostras foram diluidas a 10

ng/uL e acondicionadas em placas de 96 pocos.

Marcadores SNPs

Os estudos foram inicializados utilizando nove marcadores SNPs para 0s genes
AelMUC1 (Mucin-like protein), apolLp-I1l1 (Apolipophorin II), Ef-2 (Elongation factor),
Na/K (Sodium/potassium channel), PGK (Phosphoglycerate kinase), Chym (Chymotrypsin),
CYP9J2 (Cytocrome P450), TSF (Transferrin) e FerH (Ferritin heavy chain), que foram
previamente selecionados para o estudo populacional do Aedes aegypti no Brasil (PADUAN
& RIBOLLA, 2009). A partir destes marcadores SNPs foram construidas sondas TagMan
para a realizagdo da genotipagem em larga escala dos mosquitos individuais de cada uma das
populacdes previamente selecionadas. As técnicas de genotipagem por SNPs foram

realizadas para 95 individuos de cada uma das populacdes descritas anteriormente.

Genotipagem por SNPs (Reagdo TagMan)

DNA de cada mosquito individual foi submetido a amplificacdo pela PCR em tempo
real através da plataforma ABI PRISM 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
utilizando o sistema TagMan para a discriminacao alélica. Sondas foram desenvolvidas pela
Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) baseando-se nos SNPs
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previamente descritos por PADUAN & RIBOLLA (2009). As reacOes foram preparadas
utilizando o conjunto de reagentes TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), contendo nucleotideos, tampdo, No AmpErase UNG,
AmpliTag® ao qual foi adicionado o mix de sondas marcadas com fluorescéncia (VIC/FAN)
e os oligonucleotideos forward e reverse.

Também foram testados outros dois Master Mix: TagMan® Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems), e Maxima'™ Probe qPCR Master Mix (Fermentas).

O volume utilizado para cada reagédo foi de 10 ul com concentracdo de DNA de 10-
30 ng/uL. As condigdes iniciais de amplificagdo foram 10 minutos a 95°C seguidos de 40
ciclos a 92°C por 15 segundos (desnaturagédo), 60°C por 1 minuto (anelamento/extencao).

O aumento da fluorescéncia VIC e FAN foi monitorado em tempo real pela aquisi¢cao
de cada ciclo no canal amarelo (excitacdo em 530nm e emissdao em 555nm) e no canal verde
(excitagdo em 470nm e emissdo em 510nm) da plataforma ABI PRISM 7300,

respectivamente.
Anaélises da Estrutura Genética Populacional

Obtencéo dos dados

Apébs a corrida eletroforética, os SNPs foram identificados automaticamente com
auxilio do software da plataforma ABI 7300 (Applied Biosystems). Planilhas com dados
genotipicos diploides foram montadas no formato Excel, sendo convertidas com auxilio do
software Convert (GLAUBITZ, 2004), que auxilia na utilizacdo de softwares como Arlequin
3.0 (EXCOFFIER et al., 2005) e Structure 2.0 (PRITCHARD et al., 2000).

Frequéncias alélicas

As freqliéncias alélicas foram calculadas através do pacote de softwares Arlequin 3.0.
Este calculo pode ser obtido somando-se 0 nimero de individuos heterozigotos para um
determinado alelo mais duas vezes o nimero de individuos homozigotos, e dividindo-se o
resultado pelo dobro do nimero total de individuos. De acordo com a equag&o:

F(p) = (p + 2 pg)/2N

em que:

* F(p): freqiiéncia do alelo p;

* p: numero de individuos homozigotos do alelo p;

* pq: nimero de individuos heterozigotos;

* N: nimero de individuos na amostra.
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A avaliagdo da freqiiéncia de um alelo particular em uma populagdo, chamada
frequéncia génica ou alélica, é considerada fundamental nos estudos evolutivos, pois a
mudanca genética de uma populacdo pode ser avaliada pela mudancga nas suas frequéncias
génicas (NEI, 1978). O conhecimento da frequéncia de heterozigotos apresenta importancia
na medida em que cada heterozigoto carrega diferentes alelos, os quais demonstram a

existéncia de variacdo genética na populagdo (WEIR, 1996).

Estruturag@o populacional

O software Structure 2.0 (PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado na analise de
estruturacdo de populacdes com base em dados de genotipagem multilocus. A utilizacdo
deste teste possibilita a construgdo de clusters genéticos e estima a fragdo do gendtipo de
cada individuo que pertence a cada cluster na auséncia de qualquer informagéao prévia sobre
a estrutura da populagdo. A analise se baseia na combinacdo de todos 0s gendtipos
individuais multilocus e calcula a probabilidade de um numero pré-determinado de clusters
(), assumindo que misturas (hibridos) podem existir (ex. ndo se assume o isolamento
genético). A seguir, obtém-se o valor mais provavel de k pela analise das probabilidades e
distribuicdo dos gendtipos. Os resultados sdo convertidos para um grafico com a
probabilidade do ancestral de cada cluster para cada individuo representado por diferentes

cores.

Resultados e Discussao

O estudo genético populacional de Aedes aegypti foi conduzido pela tipagem de 9
SNPs (mutagdes pontuais de base) selecionados de 9 diferentes genes localizados em regides
distintas dos cromossomos deste mosquito. Estes genes foram selecionados em trabalho
realizado pelo laboratério (PADUAN & RIBOLLA, 2009) e se mostraram polimérficos nas
populacdes brasileiras de Aedes. De cada populacdo sentinela foram analisados 95
mosquitos.

Os dados iniciais (Figura 1) mostram as seguintes caracteristicas: Nestas amostras
estdo presentes 6 backgrunds genéticos, Santos e S@o Sebastido apresentam um perfil
diferente do resto do Estado de S&o Paulo, possivelmente por introdugdes de novas linhagens
através dos portos, dados ja mostrados em outros trabalhos (MARQUES DOS SANTOS et
al., 2003; PADUAN & RIBOLLA, 2008). Estes dois portos proximos apresentam padrdes
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distintos, o que sugere introducdes independentes e baixo fluxo génico entre as duas cidades.
Alem disso, a cidade de Santos apresenta um perfil muito heterogéneo, indicativo de alto
grau de diversidade, podendo indicar multiplas introducdes.

No geral, os padrbes apresentados pelos mosquitos de cada cidade sdo distintos,
demonstrando baixo fluxo génico, mesmo entre aquelas que distam menos de 200 km
(MAR, PPR e ARA). Este padrdo mosaico reforca a necessidade de analise individual das
populacdes. Uma vez que seus perfis genéticos sdo distintos, caracteristicas como resisténcia

a inseticidas também serdo distintos e influenciados regionalmente.

Figura 1. Analise genética de sete populacdes sentinelas do Estado de Séo Paulo.

Cada linha representa um individuo analisado. As cores representam os backgrounds
genéticos de cada individuo. A analise foi realizada pelo programa Structure 2.0 (Excoffier
2001) com auxilio da localizacdo do ponto de coleta. A quantidade de backgrounds
genéticos mais significativa foi de 6 (k=6). SAN - Santos; MAR - Marilia; PPR - Presidente
Prudente; ARA - Aracatuba; CAM - Campinas; SJR - Sdo José do Rio Preto; SSB - Séo

Sebastido.

Conclusoes

Os dados indicam haver baixo fluxo génico entre as populagdes analisadas. A
populacdo de Santos indica a ocorréncia de distintas introducfes. Este ultimo aspecto
dificulta a interpretacdo da influéncia das a¢6es de controle quimico realizadas uma vez que
o histdrico da pressdes de selecdo de resisténcia ndo inicia em seu local de estabelecimento
mas também nos locais de origem. As diferentes origens podem contribuir para o
esclarecimento de diferenciacdo de evolucdo da resisténcia, ndo somente pelo aspecto do uso
de controle quimico. Por outro lado, o baixo fluxo indica que ap6s o estabelecimento das

populagdes nas regides elas evoluem distintamente.
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Esses dados reforcam a adequacdo da estratégia do Programa de Monitoramento em
trabalhar com unidades sentinelas. Por outro lado, demonstram a necessidade de
aprofundamento das avaliagdes genéticas, em especial com marcadores especificos para
genes de resisténcia para uma maior compreensao da evolucédo e possibilidade de manejo da
resisténcia em S&o Paulo. Idealmente as avaliacfes genéticas devem ser incluidas na rotina
do monitoramento para que ao longo do tempo possamos identificar associagdes entre

manejo, frequéncia génica e resisténcia.
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