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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM VIGILANCIA E CONTROLE DE VETORES

Thayna Maria Holanda de Souza

A malaria é um grave problema de saude publica e, até o momento, no Brasil, ndo ha dados sobre resisténcia,
nem tampouco uma rede de monitoramento da resisténcia de anofelinos a inseticidas utilizados pelos
programas de controle da malaria. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preconiza dois métodos para
deteccéo de resisténcia a inseticidas: o método OMS de tubos com papéis impregnados com inseticidas e o
método de garrafas impregnadas, originalmente desenvolvido pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC). Sendo assim, esse projeto teve como objetivo a comparacéo desses dois métodos para
avaliacé@o de populacdes de anofelinos do norte do Brasil, quanto ao status de resisténcia a dois inseticidas
da classe dos piretroides (etofenprox e alfacipermetrina), usados pelos programas de controle. O estudo foi
desenvolvido inicialmente em laboratdrio, onde foram realizados bioensaios para calibragdo de doses
diagnésticas para garrafas impregnadas com a utilizagdo de Anopheles aquasalis, mantida em laboratério
h& mais de 20 anos e usada como linhagem padrao de comparagéo. Nesse estudo foi considerada como
dose diagnostica, nos testes de garrafas impregnadas, a menor concentracdo de inseticida capaz de causar
efeito knockdown em mais de 99 % das fémeas expostas por 30 minutos e taxa de mortalidade superior a
99 % apds 24 horas de recuperacdo. Para etofenprox, foi determinada a dose diagndstica de 20,0 pg/garrafa,
enquanto para alfacipermetrina, a dose encontrada foi de 20,5 pg/garrafa. Para os ensaios com tubos com
papéis impregnados foram utilizadas as doses recomendadas pela OMS, que equivalem ao dobro da
concentrac@o de inseticida capaz de matar >99 % das fémeas da linhagem de referéncia (0,5 % para
etofenprox e 0,05 % para alfacipermetrina). As atividades de campo foram desenvolvidas em Cruzeiro do
Sul (AC), onde 1.120 fémeas de Anopheles darlingi, coletadas em trés pontos do municipio em dias
diferentes, foram levadas para o laboratério de entomologia do municipio e submetidas a bioensaios
qualitativos, utilizando as doses de inseticidas determinadas nos ensaios de calibracao e recomendadas pela
OMS. A partir dos resultados obtidos, para ensaios de garrafa sugere-se alteracdo do critério de leitura de
mortalidade no tempo diagnéstico de 30 minutos, para leitura apds 24 horas de recuperacdo na auséncia de
inseticida, devido ao efeito knockdown. Com alteracdo desse critério de leitura, os anofelinos testados
apresentaram resisténcia aos inseticidas avaliados em ambos os métodos. Ao comparar o uso de garrafas
e papéis impregnados em laboratério e no campo, verificou-se que os dois métodos sdo eficazes para
deteccdo da resisténcia a inseticidas, além de serem facilmente aplicados a diferentes espécies de
Anopheles, permitindo a obtencdo de resultados semelhantes para a mesma populagdo. Estamos cientes
das limitagBGes desse estudo no que se refere a utilizagdo de uma espécie de anofelino, para estabelecer a
dose diagnéstica, diferente da testada em campo e a inexisténcia de uma linhagem de referéncia para as
espécies vetoras do Brasil. Vale ressaltar que as duas metodologias apresentam vantagens e desvantagens
quanto a infraestrutura, capacidade técnica, recursos humanos e financeiros necessarios. Assim, a escolha
do método a ser utilizado deve considerar as especificidades dos estados e municipios que executardo o0s
bioensaios de deteccédo da resisténcia.
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ABSTRACT

MASTER’S DISSERTATION IN SURVEILLANCE AND VECTOR CONTROL

Thayna Maria Holanda de Souza

Malaria is a serious public health problem and so far, in Brazil, there is no data on resistance, nor there is a
monitoring network for anopheline resistance to insecticides used by malaria control programs. The World
Health Organization (WHO) recommends two methods for insecticide resistance detection: the WHO method
of tubes with papers impregnated with insecticides and the method of impregnated bottles, originally
developed by the Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Thus, this project aimed to compare
these two methods for the evaluation of anopheline populations from the North of Brazil, regarding the
resistance status to two insecticides of the pyrethroids class (etofenprox and alphacypermethrin). The study
was initially developed in the laboratory, where bioassays were performed to calibrate diagnostic doses for
impregnated bottles using Anopheles aquasalis, kept in the laboratory for over 20 years and used as a
comparison standard lineage. In this study it was considered as a diagnostic dose, in the impregnated bottle
tests, the lowest concentration of insecticide capable of knockdown effect in more than 99% of females
exposed for 30 minutes and mortality rate above 99% after 24 hours of recovery. For etofenprox the diagnostic
dose of 20 pg/bottle was determined, while for alphacypermethrin the dose found was 20.5 pg/bottle. For the
tests with tubes with impregnated papers, the recommended WHO doses were used, which is twice the
concentration of insecticide capable of killing >99% of females of the reference line (0.5% for etofenprox and
0.05% for alphacypermethrin). Field experiments were carried out in Cruzeiro do Sul (AC), where 1,120
Anopheles darlingi females, collected at three sites of the municipality in different days, were taken to the
entomology laboratory of the town and subjected to qualitative bioassays, using the insecticide doses
determined in the calibration tests and recommended by WHO. From the obtained results, it is suggested to
change the reading criterion for bottle assays at 30 minutes diagnostic time, to read after 24 hours of recovery
for pyrethroids, due to knockdown effect. Altering this reading criterion, the tested anophelines showed
resistance to the evaluated insecticides in both methods. By comparing the use of impregnated bottles and
papers in the laboratory and in the field, it was found that both methods are effective for evaluating insecticide
resistance and are easily applied for different species of Anopheles, allowing to obtain similar results for the
same population. We are aware of the limitations of this study regarding the use of an anopheline species to
establish the diagnostic dose, different from the field tested one and the lack of a reference lineage for the
vector species from Brazil. It is worth mentioning, both methodologies have advantages and disadvantages
in terms of infrastructure, technical capacity, human, and financial resources required. Thus, the choice of the
method to be used should consider the specificities of the states and municipalities that will perform the
resistance evaluation bioassays.
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1  INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemioldgicos da malaria

A malaria € uma doenca infecciosa febril aguda, também conhecida como
paludismo, maleita ou sezéo, cujo agente etioldégico é um protozoario do género
Plasmodium (MS, 2019a).

Atualmente sdo conhecidas cinco espécies de protozodérios que podem causar
malaria humana, sédo elas: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium
malariae, Plasmodium ovale e Plasmodium knowlesi. As duas ultimas espécies
ocorrem apenas em regides restritas da Africa e da Asia (MS, 2019a). Além dessas,
existem relatos de infec¢ao acidental de humanos por Plasmodium simium na regido
da Mata Atlantica, no estado do Rio de Janeiro (BRASIL et al., 2017) e de infec¢do
natural por Plasmodium cynomolgi na Malasia (GRIGNARD et al.,, 2019) e por
Plasmodium brasilianum na Venezuela (LALREMRUATA et al., 2015).

De um modo geral, as espécies parasitarias P. malariae e P. vivax manifestam
as formas clinicas mais brandas, enquanto a espécie P. falciparum pode causar as
formas mais graves da doenca, principalmente em criancas e gestantes, que podem
evoluir para malaria grave, caracterizada por manifestacdes clinicas e laboratoriais
especificas (MS, 2010).

A malaria ainda permanece como um sério problema de saude publica, por sua
gravidade clinica e alto potencial de disseminacédo, principalmente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2018a).

Dados da Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), divulgados por meio do
relatorio mundial sobre malaria, reportam que, em 2017, ocorreram 219 milhdes de
casos e destes 435.000 evoluiram para 6bito. A maior carga da doenca esta na Africa,
gue concentra 92% dos casos. Destaca-se ainda que 3,2 bilhdes de pessoas, cerca

de 40 % da populacdo mundial, estdo sob o risco de contrair a doenca (WHO, 2018a).

De acordo com o referido relatério, o continente americano registrou aumento
da incidéncia da malaria no ano de 2017, principalmente devido ao acréscimo do

namero de casos registrados no Brasil, Nicaragua e Venezuela (WHO, 2018a).



Em 2018, foram registrados no Brasil cerca de 196.000 casos de maléria.
Quando comparado com os dados do ano anterior, no qual foram notificados 194.590
casos, observa-se que nao houve progresso na reducédo da transmissao neste periodo
(MS, 2019b). Quanto ao nimero de 6bitos?, o registro mais recente é referente ao
ano de 2017, quando foram notificadas 34 mortes por malaria no pais (MS, 2017).

No Brasil, a area de maior endemicidade € a regido da Amazonia Legal (Figura
1), composta por nove estados brasileiros (Amazonas, Acre, Amapa, Rondonia,
Roraima, Tocantins, Par4, Mato Grosso e Maranh&o), que concentra mais de 99 %
dos casos. Vale destacar que, apesar da Amazonia Legal ser uma area de alto risco
para ocorréncia de malaria, a distribuicdo dos casos € heterogénea, pois 0s estados
gue compdem a referida regido apresentam perfis epidemiolégicos diferentes (BRAZ
et al., 2013).

| /
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Figura 1: Mapa de risco da maléria por local de ocorréncia da infecgdo no Brasil, 2017.Em vermelho,
area correspondente a Amazoénia Legal.
Fonte:http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2018/abril/16/Mapa-de-risco-mal--ria-2017.pdf

No ano de 2018, os estados do Acre e Amazonas apresentaram 0 maior
percentual de participacdo no numero de casos de malaria do pais. Juntos,
concentraram mais de 51 % dos casos notificados no territorio brasileiro, com

participacéo de 14 % e 37 %, respectivamente (MS, 2019b).

1 O dado de mortalidade é referente ao ano de 2017, tendo em vista os prazos estabelecidos
no Art. 37 da portaria N° 116, 11 de fevereiro de 2009, o qual define que a divulgacdo dos dados de
mortalidade se da em 30 de dezembro do ano subsequente ao ano de ocorréncia, em carater oficial.

2



Segundo informacdes do Sistema de Vigilancia Epidemiolégica do Ministério
da Saude - SIVEP- Malaria, em 2018 foram diagnosticados 26.306 casos de malaria
no estado do Acre. Ao comparar o numero de casos registrados em 2018 com 0s
dados do ano anterior, o estado do Acre apresentou reducao de 28,21 % no total de
casos da doenca (MS, 2019b).

De acordo com os dados do SIVEP- Malaria, em 2018, do total de casos
registrados no estado do Acre, 23% foram ocasionados por Plasmodium falciparum e
malaria mista, considerada a forma mais grave da doenca (Figura 2). Cabe destacar
que o Acre apresentou o maior percentual destes casos quando comparado aos

demais estados da regido amazénica (MS, 2019b).

Acre

Amazonas
Amapa
Maranhao
Mato Grosso
Para
Rondénia
Roralma

Tocantins
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Percentual do total de Namero de registros

Espécie Parasitaria_conjunto
¥ falciparum+mista
B Nao falciparum

Figura 2: Percentual de casos de Maléria, segundo espécie parasitaria, por UF de notificacéo, regido
amazobnica - Brasil, 2018.
Fonte:https://public.tableau.com/profile/mal.ria.brasil#!/vizhome/MiniSivep_regioAmaznica_2019 10
31/casos_notificados 2019 regio_Amaznica.

Ao analisar a distribuicdo dos casos de malaria registrados no estado do Acre
(Figura 3), por municipio de notificacdo, € possivel verificar que mais de 50 % dos
casos foram registrados no municipio de Cruzeiro do Sul, que junto com 0s municipios
de Méancio Lima e Rodrigues Alves concentram mais de 95 % dos casos de malaria
registrados no estado (MS, 2019b).



QOutros
municipios
Rodrigues Alves 4,86% (|N=1-279)
13,7% (N=3.600)

Figura 3: Distribuicdo do nimero e percentual de casos de malaria, por municipios endémicos, do
estado do Acre, 2018.
Fonte:https://public.tableau.com/profile/mal.ria.brasil#!/vizhome/MiniSivep_regioAmaznica_2019_10_
31/casos_notificados_2019_regio_Amaznica.

Outro dado importante a ser mencionado € a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA)
dos municipios pertencentes a areas endémicas de maléaria do Brasil, que expressa a
estimativa de risco de ocorréncia da doenca em uma determinada populacdo (MS,
2019a).

De acordo com uma lista de municipios pertencentes as areas de risco ou
endémicas para malaria divulgada pelo Ministério da Saude, trés municipios situados
no estado do Acre: Mancio Lima (IPA de 422,9 casos/1.000 hab), Rodrigues Alves
(IPA de 226,0 casos/1.000 hab) e Cruzeiro do Sul (IPA de 147,5 casos/1.000 hab),
estao entre 0s nove municipios de maior risco para ocorréncia da doenca no pais (MS,
2019c).

1.2 Vetor

A transmissdo da malaria ocorre quando fémeas de mosquitos anofelinos
infectivas e infectadas com o agente etioldgico inoculam as formas infectantes do
plasmaodio pela saliva, no momento do repasto sanguineo (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994). Estima-se que aproximadamente 70 espécies de anofelinos sejam capazes de
transmitir o parasita (FORATTINI, 2002).



Nas Américas, as principais espécies de vetores de Plasmodium sao
amplamente distribuidas em diferentes biomas e apresentam alta variabilidade nos
padrées comportamentais (LAPORTA et al., 2015).

No Brasil, sdo conhecidas 54 espécies Anopheles e o0s principais vetores
pertencem a dois subgéneros: Nyssorhynchus e Kerteszia (DEANE, 1986; TADEI &
DUTARY, 2000).

De acordo com Carlos et al. (2019), existem trés sistemas de transmissao de
malaria distintos no Brasil (Figura 4), que sdo mantidos por diferentes espécies de

Anopheles e que apresentam caracteristicas eco-epidemioldgicas distintas.

Figura 4. Mapa dos sistemas de transmisséo de malaria no Brasil, 2019.
Fonte: https://doi.org/10.1080/20477724.2019.1581463.

O sistema de transmissdo mais importante esta localizado na regidao da
Floresta Amaz6nica e tem como principal vetor o Anopheles darlingi Root, 1926. Outro
sistema existente, menos relevante, porém estavel, ocorre na Mata Atlantica e envolve
as espécies do género de Anopheles cruzii Dyar & Knab, 1908 e Anopheles bellator
Dyar & Knab, 1906. Por fim, o terceiro sistema, menos perceptivel, responsavel pela
ocorréncia dos surtos de maléria, principalmente por P. vivax, € encontrado ao longo
do litoral brasileiro e tem como vetor principal o Anopheles aquasalis Curry, 1932
(CARLOS et al., 2019).

O principal vetor de plasmodios que causam malaria no Brasil € An. darlingi
(DEANE, 1986; OSORIO et al, 1996; TADEI et al.,, 1998) devido ao seu
comportamento altamente antropofilico e endofagico, uma vez que apresenta alto

potencial de se infectar com plasmédios humanos e transmiti-los no intra e
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peridomicilio, com pico de atividade em horario crepuscular, podendo se estender ao
longo da noite (DANIEL- RIBEIRO et al., 1990; COUTO et al., 2007). Além de ser
antropofilico, adapta-se rapidamente e se beneficia de ambientes antropizados e
possui capacidade de manter a transmissao ativa da doenca mesmo em areas de
baixa densidade populacional de mosquitos, fatores que aumentam sua importancia
como vetor de plasmoédios no pais (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Anopheles darlingi se desenvolve em aguas profundas, limpidas, relativamente
sombreadas, com pouca matéria organica e de baixo fluxo. No entanto, em locais que
apresentam alta densidade do vetor, a espécie se reproduz em outros tipos de
criadouro, tais como pequenas cole¢des hidricas e criadouros temporarios (CONSOLI
& OLIVEIRA, 1994).

Vale ressaltar que existem outras espécies com importancia epidemiologica no
Brasil, tais como: espécies do Complexo Anopheles albitarsis Lynch-Arribalzaga,
1878, Anopheles triannulatus (Neiva & Pinto, 1922), Anopheles oswaldoi Peryassdu,
1922 e Anopheles nuneztovari Gabaldon, 1940 pertencentes ao subgénero
Nyssorhynchus, bem como Anopheles homunculus Komp, 1937 do subgénero
Kerteszia (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; ROSA- FREITAS et al., 1998).

1.3 Estratégias de Controle da Malaria

O Brasil, apesar de apresentar reducdo do nimero de casos nos ultimos cinco
anos, ainda é um dos paises com elevado numero de casos de maléria. Essa situacdo
ocorre desde a segunda metade dos anos 1960, devido aos fatores geograficos,
bioldgicos, ecologicos e ocupacdo acelerada e desordenada da regido amazonica
(BRAZ et al., 2013).

O Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) estabeleceu como
politica nacional o Controle Integrado da Malaria, baseado na Estratégia Global para
Malaria adotada ap6s a Conferéncia Interministerial de Amsterda, patrocinada pela
OMS, que ocorreu em outubro de 1992 (LAPOUBLE et al., 2015).

A Estratégia Global para Malaria, além de mudar o foco do controle vetorial
(mosquito) para o individuo doente (homem), incorporou medidas de controle

integrado, preconizando trés conjuntos de atividades (BARATA, 1995):



a) Gestdo da doenca consiste nas atividades relacionadas ao diagnostico e
tratamento dos casos de malaria. O acesso ao diagnostico oportuno e tratamento
adequado, além de curar e reduzir o risco de complicacdes, permite a interrup¢céo da
cadeia de transmissao da doenca, uma vez que diminui a producdo de gametocitos.
Desta forma, é fundamental a adocdo dessas medidas, pois quanto mais

precocemente o individuo for tratado, menos disseminara a doenca.

b) Prevencéo da doenca inclui planejamento e implementacdo de medidas
integradas e seletivas de controle vetorial, considerando as caracteristicas das
comunidades e a dinamica de transmissdao em cada localidade. Para realizacao
adequada dessas atividades € crucial que as areas a serem trabalhadas sejam
estratificadas com base nas informacdes epidemiolégicas e entomoldgicas geradas
em ambito local, haja vista que o uso de tais informacfes ira direcionar
adequadamente para as areas que deverao ser trabalhadas e, dessa forma, permitira
0 uso eficaz dos recursos disponiveis, principalmente quanto ao uso mais racional de

inseticidas no controle vetorial.

c) O terceiro conjunto de atividades refere-se a prevencdo e controle de
epidemias, incluindo o monitoramento regular do status da transmissdo maléria,
guanto aos fatores condicionantes e determinantes, principalmente os de cunho

social, econdmico e ecologico.

Diante das novas estratégias recomendadas na conferéncia supracitada, o
Brasil estabeleceu como politica nacional o controle integrado da maléria, que tem
como pilar as seguintes intervencdes: diagnostico precoce, o tratamento oportuno dos
casos da doenca e as medidas seletivas de controle vetorial, considerando a
estratificacdo de risco e as caracteristicas particulares de transmissao existentes em
cada localidade (LAPOUBLE et al., 2015).

1.4 Controle Vetorial

7

O controle de vetores € um dos principais componentes de prevencdo da
malaria (WHO, 2019a), uma vez que o objetivo é reduzir o contato do homem com o
vetor por meio do uso de barreiras fisicas e/ ou quimicas que impedem ou diminuem
a chance de contato. Quando bem realizadas, estas medidas podem ter grande
impacto, reduzindo a densidade de mosquitos (MS, 2005).
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No Brasil, as primeiras a¢6es de controle vetorial ocorreram na década de 1920
e consistiram em manejo de criadouros e controle larvario, com o uso do larvicida
Verde-Paris (DEANE, 1988; GADELHA ,1998).

Apos a descoberta do DDT (diclorodifeniltricloroetano) na metade do século
XX, ocorreu mudanca no foco dos métodos de controle do vetor e a principal acédo
passou a visar o controle do mosquito adulto (DEANE, 1988). No Brasil, a primeira
aplicacdo de DDT no intradomicilio foi realizada no ano de 1945 no municipio de
Breves no estado do Para (TAUIL et al., 1985). Diante do sucesso, o DDT foi utilizado
sistematicamente em outros estados, como Amap4, Rondénia e Amazonas (DEANE
etal., 1948; LOURENCO-de-OLIVEIRA et al., 1989). De acordo com Hochman (2008),

o uso de DDT em toda a Amazdnia foi realizado oficialmente apenas no ano de 1960.

Contudo, o uso do DDT nas atividades de saude publica foi proibido no Brasil
em 1998 devido aos danos que pode causar ao homem, bem como a fauna e a flora
(Portaria n°11 Ministério da Saude/ Diario Oficial da Unido de 21 de janeiro de 1998).

Apesar dos esforcos feitos pelo Governo, por meio de elaboracdo e
implementacédo de diferentes estratégias para reducéo dos casos de maléria, a regiao
amazoénica permaneceu como area de alto risco para ocorréncia da doenca (LOIOLA,
2002). Por fim, no intuito de enfrentar essa situacdo, em 2003 foi estabelecido o
PNCM, que consiste em diretrizes para os governos federal, estaduais e municipais,

quanto as acgdes a serem realizadas (MS, 2009).

As medidas seletivas de controle vetorial recomendadas pelo PNCM no Brasil
sdo: Borrifacdo Residual Intradomiciliar (BRI), implantacdo de Mosquiteiros
Impregnados de Longa Duracédo (MILD), termonebulizacéo e controle de criadouros.
E importante destacar que as medidas devem ser utilizadas pelos municipios de
acordo com os recursos disponiveis e considerando a situacdo epidemioldgica e
entomoldgica de cada localidade, a fim de que a medida de controle vetorial seja
eficiente e efetiva. Além disso, para melhor efetividade das medidas de controle
vetorial, € essencial que sejam realizadas atividades educativas e de sensibilizacéo

da comunidade para explicitar a importancia dessas medidas (MS, 2009).

Dentre as estratégias de controle vetorial com uso de inseticida, destaca-se a
BRI que deve ser realizada com base nos dados de distribuicdo dos casos de maléria,
nas caracteristicas do vetor e das habitacfes. Para que a intervencao seja eficiente é

necessario alcancar cobertura minima de 80 % das residéncias das localidades
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selecionadas, cumprir os ciclos de borrifacdo de acordo com a residualidade do
inseticida, bem como realizar as aplicacbes de acordo com 0s parametros técnicos

estabelecidos, a fim de garantir a qualidade da borrifacdo (MS, 2009).

MILD é outra medida de controle vetorial que prevé o uso de inseticida. De
acordo com o Ministério da Saude, esta estratégia deve ser implementada em areas
gue apresentem evidéncias de transmissao intradomiciliar e devem ser cumpridos
critérios operacionais rigorosos para o alcance do impacto esperado, tais como:
distribuicdo e instalacéo gratuitas, acoes educativas para sensibilizacdo da populacao
quanto a importancia do uso e lavagem adequada dos mosquiteiros, bem como
acompanhamento sistematico quanto a adesdo e as condicdes fisicas das redes

impregnadas (MS, 2009).

Cabe destacar que nem todas as localidades séo passiveis de acdes de BRI e
uso de MILD devido as caracteristicas das casas, condi¢des ambientais, habitos dos

individuos e comportamento dos vetores (MS, 2009).

Outra intervencao de controle vetorial com uso de inseticida recomendada pelo
PNCM é a termonebulizacdo, que consiste na aplicacdo espacial de inseticida por
meio de equipamentos manuais que atingem altas temperaturas. E importante
destacar que € uma estratégia que deve ser utilizada apenas em casos de surto e/ou
epidemias, tendo em vista o alto custo operacional e o fato de sua efetividade ser
limitada (MS, 2009).

Além das medidas supracitadas, atividades de manejo ambiental por meio de
limpeza da vegetacdo das margens dos criadouros, drenagem de acudes, aterro de
potenciais criadouros e pequenas obras de saneamento, podem reduzir a densidade
larvaria de anofelinos, sendo estas medidas de suma importancia para o controle do
vetor (MS, 2006).

Vale ressaltar que a OMS publicou recentemente a 12 edicdo das diretrizes
para o controle do vetor da maléria, que consiste em novas recomendacdes por meio
de revisdes sistematicas baseadas em evidéncias sobre a eficacia das operacdes de
controle de vetores, bem como em recomendacdes ja existentes desenvolvidas com

base na opinido de especialistas (WHO, 2019a).

As diretrizes dividem as acOes de controle em: intervengbes centrais,

suplementares, medidas de protecao individual e outras intervencgdes. As intervencdes
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centrais sao as agles de implantacdo de mosquiteiros impregnados com inseticida e
a BRI, que devem ser aplicadas para todas as populacdes sob risco de contrair
malaria. As intervencdes suplementares, uso de larvicidas quimicos ou biolégicos,
poderdo ser usadas de forma complementar as intervengdes centrais, considerando
as especificidades locais (WHO, 2019a). Vale destacar que as acbes de

termonebulizacdo ndo foram recomendadas nesse novo documento da OMS.
1.4.1 Historico das Ac¢bes de Controle da Malaria no Acre

No final do século XIX, inicio da exploracdo da borracha, o estado do Acre,
assim como outros estados da Amazbnia, apresentou aumento da incidéncia de
malaria, possivelmente devido a imigracao intensa de brasileiros, em sua maioria
nordestinos, para a regido (CESARIO & CESARIO, 2006).

Ao longo dos anos ocorreram modificac6es no perfil epidemioldgico da malaria
no Acre, pois observou-se que a incidéncia da doenca regrediu geograficamente,
concentrando-se nos municipios da regido do vale do Jurua, possivelmente devido a
fatores relacionados a estruturagao viaria, urbanizacao e programas de prevencao e
controle da malaria (LANA, 2017).

Contudo, no ano de 2006 ocorreu uma epidemia de malaria sem precedentes
na histéria do Acre. Naquele ano foram notificados 93.864 casos da doenca (Figura
5), dos quais, 90 % ocorreram nos municipios da regido do Vale do Jurua,

principalmente Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Rodrigues Alves (MS, 2019d).

93 004

% 027 w200 660

27 000 20,300

Figura 5: Nimero de casos de malaria notificados no Estado do Acre no periodo de 2003 a 2018.
Fonte:https://public.tableau.com/profile/mal.ria.brasil#!/vizhome/Dadosparacidado_2019/Autctone_Mu
nicpio.
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Os fatores que determinaram o aumento da incidéncia de casos a partir de
2004, especificamente nos municipios supracitados, foram: proximidade da populacéo
a ambientes favoraveis a transmissdo da doenca, mobilidade intensa de pessoas
vindas de areas de risco para areas de baixo risco para ocorréncia da doenca,
aumento do numero de tanques de piscicultura e dificuldades operacionais do servigco
local de vigilancia e controle (CONFALONIERI, 2005).

Diante do quadro de epidemia, o governo do estado do Acre, em parceria com
as prefeituras dos municipios e o Ministério da Saude, elaborou e implementou um
plano de intensificacdo das acfes de prevencédo e controle da maléaria, cujas principais
estratégias foram: atividades pedagdgicas junto as comunidades, contratacdo de
profissionais qualificados, aquisicdo de testes rapidos para diagndstico da malaria,
destinados, especialmente, a areas remotas e de dificil acesso, organizacdo das
atividades de busca ativa de casos a fim de viabilizar o diagnéstico oportuno e
tratamento precoce de infectados, ampliacdo do niumero de postos de diagndstico,
controle seletivo de vetores, introducdo de novo medicamento para tratamento de
malaria por P. falciparum (combinacdo artesunato/mefloquina) produzido por
Farmanguinhos®, Fiocruz, Rio de Janeiro, RJ (COSTA et al., 2010).

Apoés epidemia enfrentada no Acre no ano de 2006, as atividades de controle
vetorial passaram a ser realizadas de forma integrada, tendo em vista a necessidade

de reduzir ou interromper a transmissao da doenca. Sao elas:
a. Aplicacéo de Biolarvicida

Uma das estratégias utilizadas foi aplicacdo de biolarvicida a base de Bacillus
sphaericus em criadouros artificiais, principalmente tanques de piscicultura, a fim de
reduzir a densidade vetorial. Vale ressaltar que essa acéo fez parte de um projeto
piloto desenvolvido nos municipios de Cruzeiro do Sul, Rodrigues Alves e Mancio
Lima, sendo que todos os criadouros identificados foram devidamente mapeados,
inspecionados e tratados de acordo com suas especificidades pela equipe de
entomologia da divisdo de endemias (MAGALHAES, 2007).

b. Manejo Ambiental

A acédo de manejo ambiental foi realizada pela Divisdo de Endemias estadual,
tendo em vista a existéncia de muitos criadouros em condicbes favoraveis a
proliferacéo do vetor e sem os devidos cuidados por parte dos responsaveis (COSTA

et al., 2010). No entanto, ap0s o periodo epidémico, foram firmadas parcerias com as
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associacfes de piscicultores a fim de responsabilizar os proprietarios quanto a
manutencdo adequada dos tanques de piscicultura (potenciais criadouros) (PAHO,
2013).

c. Termonebulizagdo (FOG)

No periodo epidémico, assim como preconizado pelo Ministério da Saude a
época, foram realizadas acdes de termonebulizacdo. Entretanto, apos o periodo
critico, essa atividade foi executada de forma racional, tendo em vista que a mesma
ndo pode ser empregada como atividade de rotina. E valido ressaltar que esta
estratégia nédo foi utilizada durante alguns anos no estado e, apds analise da equipe
local, ndo foi observada nenhuma influéncia negativa nos dados epidemiolégicos do
Acre (PAHO, 2012).

d. Borrifacdo Intradomiciliar

Foram realizadas as agdes de borrifagdo intradomiciliar com base na
estratificacdo das areas de risco, bem como nas caracteristicas das localidades

seguindo as normas técnicas de aplicacao.

Para o alcance da cobertura minima da borrifagdo e cumprimento dos ciclos
anuais, foram realizadas atividades de educacdo em salde e parceria com 0
Ministério Publico, a fim de reverter as recusas por parte dos moradores,
sensibilizando os mesmos sobre a importancia das aplicagdes como medida de
prevencao (PAHO, 2012).

e. Mosquiteiros Impregnados de Longa Duracéao - MILD

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), no ano de 2007, junto ao
PNCM, com recursos da United States Agency for International Development (USAID),
fez uma doacédo de 7.000 unidades de mosquiteiros impregnados com deltametrina,
que foram utilizados em 13 localidades dos municipios de Cruzeiro do Sul, Mancio
Lima e Rodrigues Alves no vale do rio Jurua. Foram obtidos resultados positivos
adotando metodologia especifica para a distribuicdo e instalacdo destes mosquiteiros
(PAHO, 2008).

Antes da distribuicdo dos mosquiteiros, foi aplicado questionario para avaliar
os habitos e costumes da populagéo, as condi¢cdes de moradia, além de verificar se
havia pré-disposicdo quanto ao uso do mosquiteiro como meio de protecao individual

(PAHO, 2008).
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Posterior a distribuicdo, foi aplicado questionario para avaliar a adeséo da
populacdo, bem como para identificar possiveis problemas decorrentes do uso das
redes impregnadas. Apés consolidacdo dos dados foi observado que a adesdo ao uso
dos mosquiteiros foi satisfatoria, pois 97 % da populagéo informou que havia utilizado
0S mosquiteiros na noite anterior (PAHO, 2008).

Com a avaliacao inicial positiva de adesao aos mosquiteiros pela comunidade,
0 governo do estado do Acre implantou a estratégia em 100 % das areas de alto risco

para ocorréncia de malaria (PAHO, 2013).
Vigilancia entomoldgica

Apesar de todas essas ac¢les, desde 2008, o estado do Acre nao realiza estudo
entomoldgico com anofelinos, devido a acéo civil publica ajuizada pelo Ministério
Publico Federal no Acre, que proibe a realizacdo de captura de Anopheles por atracéo
por humano protegido. A suspensdo das atividades ocorreu por falta de protocolo
técnico, bem como plano de mitigacdo de riscos a saude dos profissionais, sendo
liberadas as atividades apenas ap0s apresentacdo destes documentos (MPF — AC,
2008). Contudo, o Ministério da Saude publicou um guia para acdes de captura de
anofelino pela técnica de atracdo por humano protegido (TAHP) e acompanhamento
dos riscos a saude do profissional capturador em julho de 2019 (MS, 2019¢). Espera-
se que com a publicacdo desse guia as atividades de vigilancia possam ser

retomadas.

1.5 Classes de Inseticidas

Atualmente a OMS qualifica cinco classes de inseticidas para serem utilizadas
nas intervengdes de controle vetorial da malaria (WHO, 2019b), sendo que apenas
quatro classes sédo pré-qualificadas para o uso nas acbes de BRI. Os compostos
dividem-se em organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e
neonicotinoides; todos atuam no sistema nervoso central dos insetos (BRAGA &
VALLE, 2007).

1.5.1 Organoclorados

s

O grupo dos organoclorados é considerado o pioneiro dos inseticidas

7

sintéticos. A estrutura molecular desses inseticidas € composta de carbono,
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hidrogénio e cloro (WARE & WHITACRE, 2004). O DDT possivelmente é o inseticida
mais conhecido dentre os pertencentes a classe dos organoclorados. Foi sintetizado
pela primeira vez por Zeidler em 1874, porém, apenas em 1939 teve suas
propriedades inseticidas descobertas por Paul Muller e entdo passou a ser utilizado
nos programas de controle da malaria (WARE & WHITACRE, 2004).

Os organoclorados agem nos canais de sodio (Na) e potassio (K) das células
nervosas do sistema nervoso central, destruindo o equilibrio entre os ions, impedindo
a transmissado normal dos impulsos nervosos. Também podem atuar sobre o receptor
acido gama-aminobutirico (GABA), que participa do mecanismo inibitério de
transmissao (WARE & WHITACRE, 2004).

No entanto, devido a estudos que indicaram persisténcia no meio ambiente e o
acumulo desses inseticidas em tecidos do organismo de humanos, houve pressdes
internacionais e nacionais que culminaram na proibicdo ou restricdo do uso de
organoclorados na saude publica (BRAGA & VALLE, 2007). No Brasil, a fabricacao,
armazenamento, comercializacdo e uso do DDT foram proibidos pela lei de n° 11936,
de 14 de maio de 2009. Além disso, o referido inseticida ndo é pré-qualificado pelo
grupo de controle de vetores da equipe de Pré-Qualificacdo (PQT-VC) da OMS para
acOes de BRI (WHO, 2019b).

1.5.2 Organofosforados

Os organofosforados constituem uma classe de inseticida que apresenta
fésforo em sua composicao. Foram descobertos posteriormente aos organoclorados
e sdo divididos em trés grupos: alifaticos, derivados de fenil e os derivados de
heterociclicos. A estrutura molecular e 0 mecanismo de acao destes inseticidas sao
similares aos dos gases neurotéxicos (WARE & WHITACRE, 2004).

Os compostos desta classe sdo muito utilizados em acdes de saude publica
pelos programas de controle vetorial, por apresentarem alta eficiéncia e baixa
toxicidade aos mamiferos (WARE & WHITACRE, 2004; BRAGA & VALLE, 2007). No
Brasil, € recomendado o uso de organofosforado apenas em acédo de nebulizacéao
espacial para o controle do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), vetor do virus da dengue,
chikungunya e Zika (MS, 2019f).

O modo de acao dos organofosforados ocorre por meio da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (ACE), presente nas sinapses. Isto ocorre devido a uma ligacéo

irreversivel da mesma com o inseticida em um processo denominado de fosforilagcéo.
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A inibicdo da enzima resulta no acimulo de acetilcolina na sinapse nervosa, levando
a hiperexcitacédo do sistema nervoso, ocasionando contracdes rapidas dos musculos
voluntarios, 0 que provoca a paralisia e, consequentemente, a morte do inseto
(BISSET, 2002; WARE & WHITACRE, 2004; BRAGA & VALLE, 2007).

1.5.3 Carbamatos

Desenvolvidos na Suica em 1947, os inseticidas carbamatos sdo compostos
por ésteres acidos derivados do acido carbamico. Assim como os organofosforados,
tém como alvo a acetilcolinesterase; apresentam acao rapida nos insetos, porém, tém
baixo poder residual (CASIDA & QUISTAD, 1998; BRAGA & VALLE, 2007).

Os carbamatos agem na inibicdo da acetilcolinesterase por meio de uma
reacdo de carbamilacdo. Apl6s a reacdo, a enzima € rapidamente hidrolisada e
desativada, impedindo sua atuacao na degradacao da acetilcolina. Apesar da atuacao
do carbamato ser semelhante a dos organofosforados, o0 mesmo apresenta duas
diferencas. A primeira consiste no fato de que alguns carbamatos séo fortes inibidores
de aliesterase (esterase alifatica, cuja funcdo exata ainda ndo € conhecida) e a outra
diferenca é que a inibicdo de acetilcolinesterase por carbamatos é algo reversivel
(WARE & WHITACRE, 2004; BRAGA & VALLE, 2007).

Atualmente, no Brasil, 0 uso de carbamatos é recomendado para intervencao

guimica em pontos estratégicos para o controle de Ae. aegypti (MS, 2019f).
1.5.4 Piretroides

Os piretroides sdo inseticidas sintéticos compostos por grupos de ésteres
derivados de piretrinas naturais, extraidas de flores de crisantemo (ZERBA, 1988).
Constituem-se de produtos de alta eficacia no controle de pragas de importancia
econdmica (VIJVERBERG & BERCKEN, 1990), além de serem bastante empregados
em programas de saude publica, uma vez que apresentam baixo grau de toxicidade
ao homem e a outros animais (RANSON et al.,, 2011; KARUNAMOORTHI&
SABESAN, 2013).

Os inseticidas pertencentes a esta classe agem de modo similar ao DDT,
mantém abertos os canais de sodio nas membranas dos axdnios, afetando o sistema
nervoso central e periférico do inseto, provocando paralisia rapida e morte (WARE &
WHITACRE, 2004; BRAGA & VALLE, 2007).
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O modo de acao dos piretroides causa um efeito conhecido como “knockdown”,
visto que, apO0s a exposicdo ao inseticida por pouco tempo, 0S insetos caem,
aparentando estarem mortos. Contudo, caso a dose utilizada néo tenha sido efetiva,
depois de algum tempo, 0s insetos recuperam-se e podem tornar-se ativos novamente
(BISSET, 2002; BRAGA & VALLE, 2007; NYKA et al., 2013).

Dentre as classes de inseticidas preconizados pela OMS para o controle do
vetor, o PNCM adotou inseticidas da classe dos piretroides, especificamente
etofenprox nas acbes de BRI (MS, 2014) e o lambdacialotrina nas acgfes de
termonebulizacdo em casos de surtos e epidemias (MS, 2011).

1.5.5 Neonicotinoides

Os neonicotinoides formam uma nova classe de inseticidas, sintetizados a
partir da molécula da nicotina. Apresentam baixa toxicidade, eficacia alta,
possibilidade de aplicacdo de baixas concentracdoes em intervalos de tempo maiores,
bem como alta seletividade para receptores nicotinicos de insetos (TOMIZAWA &
CASIDA, 2003).

Os inseticidas desta classe, atuam como agonistas dos receptores de
acetilcolina, localizados nas membranas pés-sinapticas, provocando hiperatividade
nervosa, paralisia e a morte do inseto (TOMIZAWA & CASIDA, 2003; WARE &
WHITACRE, 2004).

1.6 Resisténcia a Inseticidas

Conforme mencionado no tdpico anterior, a OMS recomenda apenas cinco
classes de inseticidas para serem utilizadas nas interven¢des de controle quimico da
malaria, que apresentam somente trés modos distintos de atuagdo. Diante disso, ha
uma maior facilidade para selecdo de resisténcia a inseticidas realizada sobre
espécies importantes em saude publica (KARUNAMOORTHI & SABESAN, 2013).

De acordo com a OMS, resisténcia € a habilidade de uma populacédo de insetos
sobreviver a uma concentracdo de inseticida que seria letal para a maioria dos
individuos da populacédo (WHO, 2016).

A propagacéao desse fendmeno ocorre devido ao uso persistente de inseticidas,

gue provoca uma pressao seletiva, permitindo que os insetos que apresentam alelo
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resistente sobrevivam a dose letal, bem como transmitam a caracteristica de
resisténcia para sua prole (MALLET, 1989).
Os mecanismos que reduzem a sensibilidade dos insetos aos inseticidas sao

divididos em quatro categorias, séo elas:
e Modificacdo comportamental

A modificagdo comportamental ocorre quando o inseto desenvolve a habilidade
de perceber o inseticida e evitar o contato com o composto (HEMINGWAY et al.,
2004), até mesmo reduzindo sua entrada nas habitacbes (MATHENGE et al., 2001).

Este mecanismo foi mais descrito para Anopheles, quando na presenca de
inseticidas nas atividades de BRI e telas impregnadas (SOUGOUFARA et al., 2017).
Em estudo feito por Roberts & Alecrim (1991) foi observado que insetos adultos de
An. darlingi, que tinham héabito de repousar nas paredes das habitacbes apds o

repasto sanguineo, passaram a evitar o contato com superficies borrifadas com DDT.
e Resisténcia metabolica

A resisténcia metabodlica ocorre quando ha o aumento da capacidade de
metabolizacdo dos inseticidas por meio de enzimas de detoxificacdo de xenobibticos
(HEMINGWAY & RANSON, 2000). Este mecanismo caracteriza-se pela amplificacao,
superexpressao ou aumento na especificidade de algumas enzimas, como das
classes glutationa-S-transferases (GST), esterases e oxidases de funcdo mista (ou
monooxigenases P450), produtos de superfamilias génicas (RANSON et al., 2002),
permitindo aos insetos resistentes a possibilidade de metabolizac&o e degradagao dos
inseticidas antes de causarem o efeito toxico no seu organismo (CORBEL &
N’GUESSAN, 2013).

e Penetracéo reduzida

Este mecanismo de resisténcia esta associado a modificacbes nas
propriedades fisico-quimicas da cuticula, diminuindo sua permeabilidade e,
consequentemente, reduzindo a taxa de penetracdo do inseticida (GEORGHIOU,
1994).

No entanto, apesar da mudanca no nivel da cuticula ser a barreira mais
documentada, qualquer barreira biologica pode estar relacionada a reducdo da
penetracdo do inseticida (SAHA, 2016).
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e Modificacado nos sitios alvo

A resisténcia a inseticidas pode ocorrer devido a modificagbes nas moléculas
alvo desses compostos, dificultando ou impedindo sua ligagdo ou eliminando seu
efeito pesticida (PERRY et al., 2011).

Os inseticidas tém como alvo final moléculas diferentes do sistema nervoso
central dos insetos. Um dos alvos € a enzima acetilcolinesterase, para 0s
organofosforados e carbamatos, responsavel pela hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina e, o outro, é o canal de sodio regulado por voltagem (Nav), alvo para DDT
e piretroides. Todos sao responsaveis por elevar o potencial da atuacéo dos neurénios
no processo de impulsos nervosos, bem como os receptores de acetilcolina, alvo dos
neonicotinoides (PERRY et al., 2011; HIMEIDAN et al., 2012; KARAAGAC, 2012).

A resisténcia a inseticida pode ocorrer, ainda, de forma cruzada ou mdultipla. A
resisténcia cruzada refere-se ao fato de um Unico mecanismo conferir resisténcia a
dois ou mais inseticidas de uma mesma classe ou de classes diferentes. E a
resisténcia multipla caracteriza-se quando pelo menos dois diferentes mecanismos

ocorrem concomitantemente (VALLE et al., 2015).

O conhecimento sobre mecanismos de resisténcia é fundamental para auxiliar
na escolha de inseticidas com modos de acéo distintos, bem como para dar subsidio
aos programas de controle vetorial para adequac¢des imediatas, no intuito de controlar
o desenvolvimento e a disseminacdo de populacbes de vetores resistentes
(HEMINGWAY & RANSON, 2000).

A OMS tem se preocupado com a resisténcia de populacdes de anofelinos aos
inseticidas recomendados para uso no controle da maléria, tendo em vista que, nos
altimos anos, varios paises vém reportando resisténcia, principalmente em relacéo a
classe dos piretroides (Figura 6). Além disso, Coleman et al (2017) apresentam série
historica do periodo de 1955 a 2015, que corrobora a resisténcia em 71 paises com
malaria endémica e 74 espécies de anofelinos para quatro classes de inseticidas
(Figura 7).
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Figura 6: Situacao da suscetibilidade dos vetores relacionados a maléaria a inseticidas, 2010 a 2015. Mapa global que resume dados de bioensaios realizados com
diferentes classes ou tipos de inseticidas, distintas espécies de mosquitos Anopheles e mdltiplos intervalos de tempo.
Fonte:http://www.who.int/malaria/areas/vector_control/insecticide_resistance_database/en/.
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Fig. 1 Distribution of the 13,514 insecticide resistance mortality points collected and geopositioned to date
Figura 7: Situacdo da suscetibilidade dos vetores relacionados a
inseticidas, 1955 a 2015.

Fonte: Adaptado de Coleman et al. (2017).

malaria a quatro classes de

As Figuras 6 e 7 mostram que varios paises endémicos reportaram resisténcia
a inseticidas utilizados pelos programas de controle da maléaria, porém observa-se
que, historicamente, quase ndo ha informacdes do perfil de populacdes de anofelinos
do Brasil quanto a suscetibilidade a inseticidas, devido aos poucos estudos realizados
nessa area, bem como a falta de um programa de monitoramento de resisténcia
estruturado para o pais. Além disso, a dificuldade de manutencéo de Anopheles em
laboratério, bem como a inexisténcia de linhagens referéncia para as espécies vetoras
do Brasil, dificultam a realizac&o de ensaios e o estabelecimento de doses que sejam
adequadas para o monitoramento da resisténcia, ja que as doses recomendadas e
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preconizadas pelos guias da OMS foram obtidas a partir de espécies que ndo séo 0s

principais vetores brasileiros.

Desde 2010, o Programa Global de Malaria defende que um melhor
monitoramento da resisténcia é de urgente necessidade e preocupa-se que muitas
intervengdes sdo aplicadas com nenhum ou insuficiente esfor¢o de avaliagédo da
resisténcia, de forma que decisdes sobre escolha de inseticidas sdo tomadas sem
considerar dados sobre sua efetividade.

Para deteccao de resisténcia a inseticidas, a OMS recomenda bioensaios com
duas metodologias: garrafas impregnadas (BROGDON & MCALLISTER, 1998) e
tubos OMS com papéis impregnados (WHO, 1998).

O bioensaio com garrafas impregnadas com inseticidas, metodologia CDC, foi
desenvolvido por Brogdon & Mcallister em 1998. Essa metodologia determina o tempo
necessario para incapacitar os insetos suscetiveis usando uma dose preestabelecida
de inseticida.

O bioensaio com tubos OMS com papéis impregnados mensura as taxas de
mortalidade em insetos expostos a uma concentracao letal de inseticida por um
periodo fixo de tempo (WHO, 2016).

Apesar de serem técnicas diferentes, as duas metodologias tém apresentado
resultados satisfatorios quanto a deteccdo de resisténcia de mosquitos a inseticidas.
Porém, apresentam vantagens e desvantagens quando € avaliada sua implementacéo
nas acdes de vigilancia entomoldgica a serem realizadas pelos diferentes programas
de maléria (SILVA et al, 2014).

1.7 Justificativa

A malaria € uma doenca parasitaria, cujo patdégeno € transmitido por mosquitos
do género Anopheles, que ainda permanece como um sério problema para a saude
plblica mundial. E uma doenca que compromete atividades diarias, agravando as
condicdes de vida no que se refere a salde e aos aspectos socioecondmicos
(RODRIGUES & NETO, 2011).

O Brasil tem alcancado bons resultados quanto a reducdo dos casos de malaria

e uma das estratégias utilizadas € o controle vetorial por meio de intervencdes

guimicas com uso de inseticidas, principalmente da classe dos piretroides.
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No entanto, apesar do Brasil ser um pais de grande importancia epidemioldgica
e usar inseticidas continuamente nas acfes de controle da malaria, ndo ha um
programa de monitoramento rotineiro da resisténcia a inseticidas usados em
anofelinos nas areas endémicas do Brasil. Isso deve-se, em parte, a dificuldade de
criagdo e manutencdo de diferentes espécies em laboratério, especialmente An.
darlingi (SANTOS et al., 2007), falta de linhagens suscetiveis estabelecidas e doses
discriminantes adequadas para espécies brasileiras.

Dessa forma, € fundamental conhecer o perfil de suscetibilidade das
populacdes de anofelinos aos inseticidas utilizados atualmente por meio de um
monitoramento constante.

Assim, é importante comparar as metodologias recomendadas para deteccéo
de resisténcia a inseticidas e descrever as peculiaridades do uso e aplicagédo das
referidas metodologias no campo e em laboratério, a fim de que seja possivel a

realizacdo constante do monitoramento da resisténcia no Brasil.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivos a calibracdo de ensaios de
garrafas impregnadas e tubos OMS para deteccgédo de resisténcia a inseticidas usados
pelos programas de controle de maléria do Norte do Brasil e comparacdo destes
métodos para monitoramento de resisténcia em populacdes brasileiras de An. darlingi.
Propomos a utilizacdo da criacdo de An. aquasalis, mantida no laboratorio ha mais de
20 anos, como linhagem que possa ser usada como padrdo de comparacao, ja que €
uma espécie brasileira, mantida em condicGes de laboratério ha bastante tempo e,
para alguns inseticidas e mecanismos de resisténcia testados, apresenta perfil de
susceptibilidade parecido com o de outras linhagens referéncia ja estabelecidas, como
a linhagem Rockefeller de Ae. aegypti (BRAGA, 2017). Além disso, buscamos
determinar o perfil de susceptibilidade/resisténcia de uma populacdo de campo de An.

darlingi coletada em Cruzeiro do Sul.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Comparar dois métodos (garrafas impregnadas e tubos com papéis
impregnados) preconizados pela OMS para avaliacdo de populacdes de anofelinos
guanto ao status de resisténcia a inseticidas piretroides usados pelos programas de

controle de maléaria do norte do Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

a) Determinar as doses diagnésticas para os piretroides etofenprox e
alfacipermetrina mais adequadas para monitoramento de populacdes brasileiras de
anofelinos;

b) Comparar os dois métodos (garrafas impregnadas e tubos com papéis
impregnados) para avaliagdo do perfil de resisténcia, a fim de descrever as
peculiaridades de aplicacdo dessas metodologias no campo e em laboratorio;

C) Determinar o perfil de resisténcia de uma populacdo de An. darlingi do

norte do Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bioensaios de calibracéo e susceptibilidade

Os bioensaios de calibragdo das metodologias e de verificagdo de
susceptibilidade, utilizando espécies de Anopheles criadas em laboratério, foram
realizados nas dependéncias do Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes

Vetores — Laficave, do Instituto Oswaldo Cruz, Fundacéo Oswaldo Cruz.

Os bioensaios foram realizados com garrafas impregnadas e tubos contendo
papéis impregnados (WHO, 2016). Dois inseticidas da classe dos PY usados nos
programas de controle para borrifacdo de paredes (etofenprox) e para a impregnacao

de mosquiteiros (alfacipermetrina) foram avaliados.
3.1.1 Manutencao das espécies de Anopheles criadas em laboratdrio

Para calibracdo dos bioensaios foram usados mosquitos An. aquasalis
provenientes da criacdo mantida no Laficave por cerca de 20 anos. As larvas séo
criadas em bacias contendo agua desclorada acrescida de solucdo salina na
concentragéo de 0,2 % e alimentadas diariamente com ragéo triturada para peixes
(Tetramin Tropical Flakes). As pupas sao transferidas diariamente para gaiolas
cilindricas de papeldo onde ocorre a emergéncia dos adultos. Os adultos sdo mantidos
em insetario a temperatura de 26+2 °C, umidade 70+£10 % e alimentados com solucao
de acucar a 10 %. Para a obtencao de postura, as fémeas séo alimentadas em cobaias
de acordo com o protocolo aprovado (CEUA L-004/2018 — Anexo 1) ou usando
alimentador artificial Hemotek®. Nos bioensaios de susceptibilidade realizados apés
0 processo de calibragéo, utilizou-se, além de An. aquasalis, fémeas de An. albitarsis,
também criadas no Laficave.

Adotamos An. aquasalis como linhagem padrdo de comparagéo por néo ter
sido observada mutagdo kdr classica L1014F (do inglés, knockdown resistance)
envolvida com resisténcia a piretroide, como descrito por Braga (2017). Além disso,
bioensaios com tubos OMS realizados com essa linhagem demonstraram perfil de
susceptibilidade para deltametrina e malathion, comparavel ao perfil apresentado pela
linhagem Rockefeller de Ae. aegypti (Braga, 2014). Em avaliacdo posterior, Braga

(2017) confirmou a susceptibilidade dessa linhagem de An. aquasalis para 0s
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inseticidas etofenprox, deltametrina, permetrina e malathion, quando realizou

bioensaios com tubos e papéis impregnados com as doses recomendadas pela OMS.

3.1.2 Bioensaios com garrafas impregnadas, metodologia CDC (Centers for

Disease Control and Prevention)

No processo de calibracdo das doses diagnésticas (DD) de etofenprox e
alfacipermetrina, realizados com fémeas de An. aquasalis, foram utilizadas garrafas
de vidro de 250 mL (marca Wheaton) impregnadas com inseticida e garrafas controle
impregnadas somente com o solvente (acetona).

Para etofenprox foram testadas cinco concentracdes (12,5; 15; 19; 20 e 21 ug
de inseticida/garrafa) e para alfacipermetrina utilizou- se sete concentracdes distintas
(12,5; 15; 17,5; 19; 20; 20,5 e 21 ug de inseticida/garrafa). Na Tabela 1 estdo descritas
as informacdes referentes ao processo de calibracdo quanto ao niumero de réplicas,
quantitativo de exemplares por garrafa, idade dos espécimes, numero de repeticdes
e outras informacdes pertinentes.

Para determinacao da DD foi adotado o tempo diagnéstico de 30 minutos (min),
tempo este, recomendado pelo protocolo adaptado pela OMS (WHO, 2016) e leitura
de mortalidade ap6s 24 horas (h) de recuperacdo, na auséncia de inseticida. Dessa
forma, para este estudo foi considerada como DD a menor concentracdo capaz de
causar efeito knockdown em mais de 99 % das fémeas expostas em 30 min e taxa de
mortalidade maior que 99 % apds 24 h de recuperacéo.

Ap6s o0 processo de calibragdo, foram realizados bioensaios de
susceptibilidade, nos quais, fémeas de mosquito da espécie An. aquasalis e An.
albitarsis foram expostos as DD de etofenprox e alfacipermetrina encontradas. As

informacdes relacionadas aos bioensaios estéo descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Dados referentes ao processo de calibracdo das DD de etofenprox e alfacipermetrina e aos
bioensaios qualitativos de susceptibilidade com garrafas impregnadas, metodologia CDC.

n° de Réplicas
Bioensaio Espécie n°Q/garrafa Repeticbes
Impregnadas  Controle

Calibracao An. aquasalis 2/concentracao 2 15a20 de2a 5/~
concentragao
— An. aquasalis
Susceptibilidade 4 2 20a25 3

An. albitarsis
Q - fémeas de mosquito com idade de 3 a 5 dias ndo alimentadas com sangue.
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Nos ensaios, os periodos de exposi¢do tiveram duracdo de 30 min, sendo a
leitura do efeito knockdown realizada a cada 15 min. Apos esse periodo de exposicao,
as fémeas foram transferidas para gaiolas de papeldo, sem inseticida, onde
permaneciam por 24 h, quando era realizada a leitura de mortalidade. Cabe destacar
que as repeticoes dos ensaios foram realizadas em dias diferentes e, como

preconizado, as garrafas sempre foram utilizadas dentro de um periodo de 48 h.

Nos casos em que as garrafas controle apresentaram mortalidade entre 5 e
20 %, aplicou-se a férmula de Abbott para correcao de dados, conforme recomendado
pela OMS (WHO, 2016).

Formula de Abbott: (% de mortalidade nos expostos - % de mortalidade no controle) X 100

(100 - % de mortalidade no controle)

Neste trabalho, apenas os dados dos bioensaios com garrafas impregnadas
com a DD de alfacipermetrina (20,5 pg/garrafa), utilizando fémeas An. aquasalis,
foram corrigidos pela formula de Abbott.

Nos ensaios em que a mortalidade da garrafa controle for superior a 20 %, os
mesmos devem ser descartados. No entanto, esta condicdo ndo ocorreu no presente

estudo.
3.1.3 Bioensaio de tubos com papéis impregnados, metodologia OMS

Devido a mudanca no processo de alimentacdo sanguinea das espécies de
Anopheles mantidas no Laficave, houve uma diminuicdo da producdo de ovos e,
consequentemente, de adultos. Este fato impossibilitou a obtencdo de fémeas de
mosquito de An. aquasalis, utilizados como padrdo de comparacéo, suficientes para
a calibracéo do teste com tubos OMS com papéis impregnados. Diante do ocorrido,
optou-se por adotar as DD recomendadas pela OMS: 0,5 % para etofenprox e 0,05 %
para alfacipermetrina.

Cabe destacar que a DD para o método de tubos OMS com papéis
impregnados, equivale ao dobro da concentragéo de inseticida capaz de matar >99 %
das fémeas da linhagem de referéncia (DD = 2 x CLogo).

Assim, foram realizados ensaios utilizando as DD recomendadas para avaliar
o perfil de suscetibilidade das duas espécies de Anopheles (An. aquasalis e An.

albitarsis) mantidas em laboratério.
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Na Tabela 2 € possivel verificar as informacdes referentes ao niamero de
réplicas, quantitativo de exemplares por tubo, idade dos espécimes, numero de

repeticdes e outras informacdes pertinentes.

Tabela 2: Dados referentes aos bioensaios qualitativos de susceptibilidade realizados com mosquitos
criados em laboratério, com tubos OMS com papéis impregnados, utilizando as DD de etofenprox e
alfacipermetrina recomendadas pela OMS.

n° de Réplicas
Bioensaio Espécie n°Q/tubos Repeticdes
Impregnados  Controle

An. aquasalis

An. albitarsis
Q - fémeas de mosquito com idade de 3 a 5 dias ndo alimentadas com sangue.

Susceptibilidade 4 2 20a25 3

As fémeas foram expostas aos inseticidas por uma hora e foi feita a leitura de
knockdown, posteriormente os mosquitos foram transferidos para tubos de descanso,
sem o inseticida, e depois de 24 h, foi realizada a leitura de mortalidade. As repeticdes

dos ensaios foram realizadas em dias diferentes.

3.2 Coleta e bioensaios em campo

3.2.1 Areade estudo

Os ensaios de campo para comparacdo dos métodos para deteccdo de
resisténcia, foram realizados no municipio de Cruzeiro do Sul no estado do Acre
(Figura 8), que esta localizado na mesorregido do Vale do Jurua e apresenta cerca de
80 mil habitantes. Foi 0 municipio do estado que apresentou maior nimero de casos

de maléaria no ano de 2018.
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Figura 8: Localizacdo geogréafica do municipio de Cruzeiro do Sul, estado do Acre, Brasil.
3.2.2 Coleta de adultos

Para obtenc&do de amostras das fémeas de anofelinos adultos foi utilizado o
método de captura por atracdo humana protegida e esclarecida, técnica com maior
eficacia e viabilidade (MS, 2019e), aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC) por meio do parecer n®2.972.974 (Anexo
2). Além disso, a coleta e o transporte de Anopheles foram autorizados pelo Sistema

de Autorizagéo e Informacao em Biodiversidade — SISBIO (Anexo 3).

As capturas foram realizadas em trés localidades do municipio (Figura 9),
definidas considerando aspectos entomolégicos, epidemioldgicos e sociais. Os locais
escolhidos foram: Bairro Santa Terezinha (Ponto 1) localizado na area urbana, Ramal
da Mariana | (Ponto 2) na area rural da cidade e a localidade Nova Olinda (Ponto 3)
gue é considerada uma area periurbana em expanséo. Os pontos 1 e 3 apresentam
cerca de quatro quildmetros (4 Km) de distancia entre si e aproximadamente vinte
quildmetros (20 Km) de distdncia em relacdo ao ponto 2. Vale destacar que
inicialmente o ponto 3 de coleta seria na localidade Florianopolis, porém foi necessario

substitui-lo devido a problemas relacionados a atuacao de faccdes criminosas.
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Figura 9: Localizacdo geografica dos trés pontos de captura, no municipio de Cruzeiro do Sul, estado
do Acre, Brasil.

As atividades de captura foram realizadas em parceria com a Prefeitura de
Cruzeiro do Sul e a Secretaria Municipal de Saude, por meio da Coordenacao de
Vigilancia Entomoldgica, no periodo de 11 a 20 de junho de 2019. As coletas foram
feitas por uma equipe de sete capturadores treinados e esclarecidos, entre as 17:30
e 21:30 h, em um ponto por noite. Foram estabelecidas duas coletas por ponto em

semanas diferentes.

Os mosquitos foram capturados com um aspirador manual (capturador de
Castro) ao pousar na meia dos capturadores e imediatamente transferidos para
gaiolas cilindricas teladas e transportados para laboratério, onde foram
acondicionados e alimentados com solucdo acucarada até a manha do dia seguinte,

guando foram submetidos aos bioensaios
3.2.3 Bioensaios em campo

Os bioensaios foram realizados em sala cedida pelo municipio, na sede da
Coordenacédo de Vigilancia Entomologica, contendo uma mesa, aparelho de ar
condicionado, cadeiras, lupa entomoldgica, termo higrémetro, de forma que condi¢des
minimas para controle de temperatura e umidade, manutencéo e identificacdo dos

mosquitos, preparo e realizacdo dos ensaios puderam ser alcancadas.
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No dia seguinte as coletas, as fémeas capturadas foram expostas as DD de
inseticidas determinadas nos ensaios de calibracdo para garrafas impregnadas e as
DD recomendadas pela OMS para tubos com papéis impregnados, de acordo com o
guia OMS de 2016, com algumas modifica¢cdes (WHO, 2016).

Os ensaios foram realizados de forma pareada, ou seja, para cada ponto de
coleta foram realizados os dois métodos simultaneamente, no intuito de comparar as
peculiaridades de cada metodologia aplicada. Na primeira semana de atividades
foram realizados os ensaios pareados (garrafas CDC e tubos OMS) utilizando a DD
de etofenprox e, na segunda semana, foram realizados o0s ensaios pareados utilizando

a DD de alfacipermetrina, conforme Figura 10.

SEMANA 1 SEMANA 2
Ponto 1 ‘ Ponto 2 Pontod Ponto 1 Ponto 2 Pontod
f . i) 'fu ( "
‘ 2
2 Blo B
4 pa }
DD de Etofenprox DD de Alfacipermetrina

Figura 10. Esquema das atividades de coleta e bioensaios pareados (garrafas CDC e tubos OMS),
realizados em trés pontos do municipio de Cruzeiro do Sul — AC, no periodo de 11 a 20 de junho de
2019.

Assim, foram realizados dois ensaios de cada metodologia para cada ponto de

coleta em dias diferentes, um ensaio para cada piretroide (Tabela 3).

Nos bioensaios de campo, utilizando o método de garrafas impregnadas, a DD
de etofenprox foi de 20 pg/garrafa e para alfacipermetrina foi de 20,5 pg/garrafa e as
garrafas controle, impregnadas apenas com o solvente (acetona). Na Tabela 3 é
possivel verificar informac¢6es quanto ao numero de réplicas, bem como outros dados
relacionados aos bioensaios realizados. Cabe destacar que as garrafas impregnadas
com etofenprox foram usadas no maximo duas vezes no prazo de até 48 h, tendo em
vista, que apoOs esse periodo, a mesma perde a eficacia (ver se¢bes resultados e

discusséo, parte de calibracao).

A duracdo minima dos ensaios com garrafas impregnadas foi 30 min, sendo a

leitura do efeito knockdown realizada a cada 15 min até o tempo maximo de 120 min
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de exposicao. Posteriormente, as fémeas foram transferidas para gaiolas de papelao,
sem inseticida, e, apés 24 h, foi realizada a leitura de mortalidade (BROGDON &
MCALLISTER, 1998; DA-CUNHA et al., 2005; FONTOURA et al., 2012).

No caso dos papéis impregnados, foram utilizadas as DD recomendadas pela
OMS para ambos os inseticidas: etofenprox a DD foi de 0,5 % e para alfacipermetrina
foi de 0,05 %. Os dados referentes aos bioensaios com tubos OMS podem ser

verificados na Tabela 3.

Tabela 3: Dados referentes aos bioensaios de susceptibilidade com garrafas impregnadas e tubos
OMS com papéis impregnados, utilizando as DD de etofenprox e alfacipermetrina com populagéo de
An. darlingi de campo, no municipio de Cruzeiro do Sul — AC, 2019.

n° de Réplicas
Método Inseticida n°Q/réplica Repeticbes
Impregnados Controle

Etofenprox 4 2 15a20 1/ ponto de captura
Garrafas CDC
Alfacipermetrina 4 2 15a20 1/ ponto de captura

Tubos OMS Etofenprox 2 2 15a20 1/ ponto de captura

Alfacipermetrina 4 2 15 a 20 1/ ponto de captura

Q - fémeas de mosquito

Inicialmente, as fémeas foram transferidas para os tubos de descanso, onde
permaneceram de 40 a 60 min e, posteriormente, foram transferidas para os tubos de
exposi¢cdo, nos quais ficaram expostas aos inseticidas por uma hora, sendo feita a
leitura do efeito knockdown. Apds a leitura, os mosquitos foram transferidos para tubos

de descanso, sem o inseticida, e depois de 24 h foi realizada a leitura de mortalidade.

Apoés a realizacdo dos ensaios, os mosquitos foram identificados quanto a
espécie pelo técnico de entomologia do municipio de Cruzeiro do Sul que utilizou
chave dicotdmica de Gorham et al. (1967) modificada e Consoli & Lourenco-de-
Oliveira (1994).

Para avaliar o status de resisténcia da populagéo de An. darlingi do municipio
de Cruzeiro do Sul, foi considerado o critério da OMS (WHO, 2016) quanto a taxa de
mortalidade:

a) maior ou igual a 98 % - populagéo suscetivel;

b) entre 90 % e 97 % - possivel resisténcia;
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c) abaixo de 90 % - populagéo resistente.

Vale destacar que todos os bioensaios foram acompanhados pela equipe de

entomologia do municipio.
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4 RESULTADOS

4.1 Bioensaios de calibracéo e susceptibilidade

Para realizacdo dos bioensaios de calibragdo das DD de etofenprox e
alfacipermetrina, com garrafas impregnadas, foram utilizadas 1.276 fémeas de

mosquito de An. aquasalis, ja nos bioensaios de susceptibilidade, o total de mosquitos

utilizados foi de 667 An. aquasalis e 592 An. albitarsis (Tabela 4).

Nos bioensaios de susceptibilidade com tubos com papéis impregnados,
usando as DD de etofenprox e alfacipermetrina recomendadas pela OMS, foram

utilizadas 603 fémeas de An. aguasalis e 601 de An. albitarsis (Tabela 4).

Tabela 4: Numero de fémeas de mosquito de An. aquasalis e An. albitarsis expostas durante o
processo de calibracdo das doses de etofenprox e alfacipermetrina e nos bioensaios de

susceptibilidade, utilizando garrafas e tubos OMS com papéis impregnados.

Método Inseticida Bioensaio Espécie n° total @
Calibracéo An. aquasalis 592
Etofenprox An. aquasalis 404
P Susceptibilidade quasal
Garrafa CDC An. albitarsis 382
Calibracéo An. aquasalis 684
Alfacipermetrina An. aquasalis 263
P Susceptibilidade d _—
An. albitarsis 210
An. aquasalis 299
Etofenprox Susceptibilidade ; .
Tubos OMS An. albitarsis 300
. . . An. agquasalis 304
Alfacipermetrina  Susceptibilidade N
An. albitarsis 301

Q fémeas de mosquito

4.1.1 Bioensaios com garrafas impregnadas

a) Etofenprox

Durante o processo de calibracdo das doses para etofenprox, foram testadas
cinco concentragbes. A Figura 11 apresenta um resumo de todos 0s ensaios

realizados e mostra o percentual de queda dos mosquitos (knockdown), bem como a

taxa de mortalidade, nos tempos previstos para leitura.
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Figura 11: Curvas de knockdown (tempo de queda) e mortalidade para fémeas de An. aquasalis
expostas a diferentes concentracBes de etofenprox nos testes com garrafas impregnadas, durante o
processo de calibracdo, no tempo diagndstico de 30 min e taxa de mortalidade apés 24 h de
recuperacao.

A Tabela 5 faz um resumo de todos 0s ensaios, mostrando a porcentagem de
queda em 15 e 30 min e a porcentagem de mortalidade apés 24 h de recuperacdo
(1440 min).

Tabela 5: Dados referentes ao processo de calibracdo da DD de etofenprox para An. aquasalis, em
ensaios com garrafas impregnadas, no tempo diagndstico de 30 min e apds 24 h de recuperacao.

Concentragao n°0 % Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

(ug /garrafa) 0 15 30 1440
12,5 ug /garrafa 116 0 12,0+£151 82,7+14,7 98,2+15
15 g /garrafa 125 0 16,8+8,7 97,6 +23 99,2+1,5
19 ug /garrafa 75 0 240+£17,5 97,3+ 3,9 100,00
20 g /garrafa 199 0 34,6 +10,6 99,5+1,3 100,0+0
21 pg /garrafa 77 0 532+394 100,00 100,0+0

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnostica

Observando a Tabela 5, pode-se perceber que a menor concentragcao capaz
de matar >99 % dos mosquitos em 30 min foi a concentracdo de 20 pg/garrafa, pois
apresentou 99,5 % de queda em 30 min e 100 % de mortalidade apds 24 h de

recuperacédo. Essa concentracéo foi escolhida como DD para os testes em campo.

ApOs estabelecer a DD de etofenprox, foram realizados bioensaios com fémeas
de mosquito de An. aquasalis e An. albitarsis, sendo realizados cinco bioensaios de

susceptibilidade com garrafas impregnadas para cada espécie.
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Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados obtidos ap0s a realizagdo dos
bioensaios, mostrando o percentual de queda dos mosquitos em 30 min e a
mortalidade apés 24 h de recuperacdo, além de uma informacdo complementar

quanto ao numero de vezes que as garrafas foram utilizadas.

Tabela 6: Percentual de queda/mortalidade das fémeas de An. aquasalis e An. albitarsis nos bioensaios
de susceptibilidade, realizados com garrafas impregnadas, com a DD de etofenprox (20 pg /garrafa),
nos tempos de 15 min, 30 min e ap6s 24 h de recuperagéo, mostrando também o nimero de vezes de
uso das garrafas.

Espécie Bioensaio n°Q g‘;de US?S % Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*
garratd o 15 30 1440
1 77 1 0 87+6,5 100,0+£0,0 100,0+£0,0
An. 2 79 3 0 937x1.2 98,7+ 2 88,6 £9,1
aquasalis 3 80 1 0 938%48  988:28 98,8 + 2,8
4 79 1 0 722+270 100,0+£0,0 100,0+0,0
5 89 2 0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
89,3 + 10,6 99,5+ 0,7 97,5+5
1 75 2 0 987%26 100,0+0,0 100,0+0,0
A 2 67 4 0 925%75 100,0+£0,0 83,6 +11,2
albitarsis 3 60 2 0 850114 100,0+0,0 95,0+6,4
4 86 1 0 965%5,0 100,0+£0,0 100,0+0,0
5 94 1 0 979+25 100,0+0,0 100,0+0,0
94,1+5,6 100+ 0 95,7 £7,1

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnéstica

Ao analisar a Tabela 6, observa-se que os dados do percentual de mortalidade
em 24 h dos bioensaios 2 e 3 diferem consideravelmente dos resultados dos demais
ensaios e, consequentemente, diferem do padrdo esperado. Pode-se notar que os
desvios padrdo também foram grandes. Estes fatos repetiram-se para ambas as

espécies.

A Figura 12 apresenta as curvas de queda e mortalidade no tempo para
bioensaios realizados com An. aquasalis, na qual pode-se observar que houve uma
queda da taxa de mortalidade nos bioensaios 2 e 3 apds 24 h de recuperacdo dos

mosquitos expostos, sendo mais relevante no bioensaio 2.
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Figura 12: Curvas de knockdown (tempo de queda) e mortalidade para fémeas de An. aquasalis
expostas a dose diagnéstica de etofenprox (20 g /garrafa), obtidas nos 5 bioensaios de
susceptibilidade com garrafas impregnadas, no tempo diagnéstico de 30 min e taxa de mortalidade

apos 24 h de recuperagéo

Fato semelhante ocorreu nos bioensaios realizados com fémeas de mosquito
de An. albitarsis. Como € possivel observar na Figura 13, houve uma queda
consideravel da taxa de mortalidade dos mosquitos nos bioensaios 2 e 3, apés 24 h

de recuperacao.
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Figura 13: Curvas de knockdown (tempo de queda) e mortalidade para fémeas de An. albitarsis
expostas a dose diagnéstica de etofenprox (20 ug /garrafa), obtidas nos 5 bioensaios de
susceptibilidade com garrafas impregnadas, no tempo diagnéstico de 30 min e taxa de mortalidade

apos 24 h de recuperacéo.
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A Figura 14 e a Tabela 7 trazem dados dos bioensaios realizados, excluindo-
se 0s dois ensaios que apresentaram valores discrepantes, bem como mostram o
percentual de queda (knockdown) dos mosquitos das espécies expostas em 30 min,
a taxa de mortalidade apos 24 h de recuperagdo e compara com o perfil do padrao
estabelecido nos ensaios de calibracao.
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Figura 14: Dados de queda e mortalidade dos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas com a dose diagnéstica de etofenprox (20 ug /garrafa), utilizando mosquitos das espécies
An. aguasalis e An. albitarsis, no tempo diagnéstico de 30 min e mortalidade ap6s 24 h de recuperacao.
Excluidos os dados dos bioensaios 2 e 3.

Tabela 7. Percentual de queda/mortalidade nos bioensaio de susceptibilidade com garrafas
impregnadas com a DD de etofenprox (20 pg/garrafa), utilizando mosquitos das espécies An. aquasalis
e An. albitarsis, no tempo diagndstico de 30 min e apés 24 h de recuperagdo. Os dados dos bioensaios
2 e 3 foram excluidos.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Espécie n°q

0 15 30 1440
An. aquasalis 245 0 86,9 + 13,9 100+ 0 100+ 0
An. albitarsis 255 0 976+1,1 100+ 0 100+ 0

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnéstica

Ao analisar a Figura 14 e os dados da Tabela 7, observa-se que as duas
espécies apresentaram um perfil de suscetibilidade semelhante ao padrao
estabelecido no ensaio de calibragdo, uma vez que ambas as espécies apresentaram
percentual de queda e taxa de mortalidade de 100 % apds o periodo de recuperacao

(24 h na auséncia de inseticida).
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b) Alfacipermetrina

Na Figura 15 é possivel visualizar as curvas das sete concentracdes testadas
de alfacipermetrina obtidas no processo de calibracdo da DD do inseticida, por meio
de testes com garrafas impregnadas. Além disso, mostra o percentual de queda dos
mosquitos, ou knockdown, bem como a taxa de mortalidade nos tempos previstos

para leitura.
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Figura 15: Curvas de knockdown (tempo de queda) e mortalidade para fémeas de An. aquasalis
expostas a diferentes concentracfes de alfacipermetrina nos testes com garrafas impregnadas, durante
0s ensaios de calibracdo, no tempo diagndstico de 30 min e taxa de mortalidade apds 24 h de
recuperacao.
De forma semelhante, a Tabela 8 faz um resumo de todos 0s ensaios,
mostrando a porcentagem de queda em 15 e 30 min e a porcentagem de mortalidade

apos 24 h de recuperacéao (1.440 min).

Tabela 8: Dados referentes ao processo de calibragdo da DD de alfacipermetrina para An. aquasalis,
em ensaios com garrafas impregnadas, no tempo diagndstico de 30 min e taxa de mortalidade apos
24h de recuperacéo.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Concentracéao (ug n°Q
/garrafa) 0 15 30 1440
12,5 ug /garrafa 115 0 94,8+2,3 100+ 0,0 97,4+0,2
15 pg /garrafa 113 0 92,0+ 3,3 100+ 0,0 97,3+2,8
17,5 ug /garrafa 123 0 98,4+13 100+ 0,0 976 +£34
19 pg /garrafa 121 0 98,3+2,7 100+ 0,0 99,2+15
20 g /garrafa 223 0 97,8+4,6 100+0,0 98,2+ 3,3
20,5 pg /garrafa 316 0 99,7+0,5 99,7+ 0,6 99,1+1,.3
21 g /garrafa 136 0 100+ 0,0 100+ 0,0 100 £ 0,0

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padrao.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnostica
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Ao analisar a Tabela 8, observa-se inicialmente que, levando em conta os
desvios padrdo, a dose diagnostica de alfacipermetrina poderia ter sido qualquer
concentracdo a partir de 17,5 ug/garrafa. Porém, ao analisar os percentuais de queda
e mortalidade obtidos nos testes realizados com as sete concentragfes de
alfacipermetrina, levando-se em conta 0 numero de mosquitos testados por
concentracdo e os desvios obtidos, a DD escolhida para os testes em campo foi a
concentracdo de 20,5 pg /garrafa. Para essa concentracdo foi testado um maior

namero de fémeas de mosquitos, sendo a que apresentou menor desvio padrao.

Posteriormente, também foram realizados bioensaios de susceptibilidade com
garrafas impregnadas com a DD de alfacipermetrina (20,5 pg/garrafa), utilizando

fémeas de mosquito de An. aquasalis e An. albitarsis.

A Figura 16 apresenta um resumo dos trés bioensaios realizados com a DD de
alfacipermetrina e mostra o percentual de queda dos mosquitos, ou knockdown, bem
como a taxa de mortalidade nos tempos previstos para leitura e compara com o perfil

do padrao estabelecido nos ensaios de calibracéo.
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Figura 16: Dados de queda e mortalidade dos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas com a dose diagndstica de alfacipermetrina (20,5 pg/garrafa), utilizando mosquitos das
espécies An. aquasalis e An. albitarsis, no tempo diagnéstico de 30 min e taxa de mortalidade apés 24
h de recuperacéo.

Ao analisar a Figura 16 e os dados da Tabela 9, observa-se que as duas
espécies apresentaram perfil de suscetibilidade a alfacipermetrina parecido. Os
mosquitos de ambas espécies apresentaram percentual de queda em 30 min e taxa

de mortalidade apés 24 h de recuperagéo =99 %.
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Tabela 9: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas com a DD de alfacipermetrina (20,5 ug /garrafa), utilizando mosquitos das espécies An.
aquasalis e An. albitarsis no tempo diagnostico de 30 min e taxa de mortalidade apés 24 h de
recuperacao.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Espécie n°e
0 15 30 1440
An. aquasalis 263 0 99,6 £ 0,6 99,6 £ 0,7 99,2+1,4
An. albitarsis 210 0 93,3+34 99+0,8 100+ 0

*Os dados mostrados sdo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnostica

Vale destacar que para os bioensaios realizados com garrafas impregnadas
com alfacipermetrina, néo foi observada influéncia quanto ao nimero de vezes que a

garrafa foi utilizada, conforme mostrado na Tabela 10.

Tabela 10: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas, utilizando fémeas de mosquito de An. aquasalis e An. abitarsis, com a DD de
alfacipermetrina (20,5 pg /garrafa) nos tempos de 15 min, 30 min e apds 24 h de recuperagéo,

mostrando o nimero de vezes de uso das garrafas.

- . . N°de % Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Espécie Bioensaio n°? usos da
garrafa o 15 30 1440

An 1 80 1 0 100,0+0,0 98,75+ 2,3 97,5+5,0

aquasalis 2 95 3 0 9895+24 100,0+0,0 100,0+£ 0,0

3 88 1 0 100,0+0,0 100+ 0,0 100,0 £ 0,0

99,7+ 0,6 99,6 + 0,7 99,2+14

An 1 82 2 0 96,34+2,6 98,78+ 2,9 100,0 £ 0,0

albitarsis 2 61 4 0 9344+54 98,36 + 3,1 100,0+£0,0

3 67 2 0 89,55+6,1 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0

93,1+3/4 99,0+ 0,9 100,0£ 0,0

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnéstica

4.1.2 Bioensaio de tubos com papéis impregnados

Diante da impossibilidade de calibracio das DD de etofenprox e
alfacipermetrina, utilizando An. aquasalis como linhagem padrdo de comparacéao,
foram realizados apenas os bioensaios para avaliar a susceptibilidade das duas
espécies de anofelinos mantidas no Laficave frente as DD recomendadas pela OMS

e, assim, utiliza-las nos bioensaios de campo.
a) Etofenprox

Na Tabela 11 sdo apresentados os resultados obtidos apés a realizacdo dos
bioensaios, mostrando o tempo de queda dos mosquitos em 60 min de exposicao e a

mortalidade apos 24 h de recuperacéo, na auséncia de inseticida.

40



Tabela 11: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade realizados com tubos
OMS com a DD de etofenprox de 0,5 %, utilizando fémeas de mosquito de An. aquasalis e An. albitarsis,
nos tempos de 60 min e apo6s 24 h de recuperacéo.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Espécie n°Q
0 60 1440
An. aquasalis 299 0 100,0 £ 0,0 100,0 £ 0,0
An. albitarsis 300 0 98,33+15 95,3+25

*Os dados mostrados sdo valores das médias * desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnostica

Analisando a Figura 17, pode-se observar que houve recuperacdo do
knockdown de algumas fémeas de An. albitarsis apds 24 h, diferente do que ocorreu

com An. aquasalis, que apresentou 100 % de mortalidade.
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Figura 17: Dados de queda e mortalidade dos bioensaios de susceptibilidade com tubos com papéis
impregnados com a dose diagnéstica de etofenprox (0,5 %), utilizando mosquitos das espécies An.
aquasalis e An. albitarsis, nos tempos de 60 min e apds 24 h de recuperacdo. A linha vermelha
pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade, critério estabelecido pela OMS para
populagdo suscetivel a inseticidas.

Ao analisar a Figura 17 e os dados da Tabela 11, observa-se que, de acordo com
os parametros da OMS para definicdo de resisténcia, apenas os exemplares de An.
aguasalis apresentaram um perfil de suscetibilidade para o etofenprox, visto que a
mortalidade foi acima de 98 %. Ao contrario, a mortalidade das fémeas de An.
albitarsis foi de 95,3 %, sugerindo resisténcia da populacédo ou talvez que a dose

diagndstica utilizada ndo seja adequada para An. albitarsis.
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b) Alfacipermetrina

Para os bioensaios com papéis impregnados com alfacipermetrina foi utilizada
a DD de 0,05 %. No total utilizaram-se 304 fémeas de mosquito An. aquasalis e 301

de An. albitarsis em dias diferentes.

A Tabela 12 apresenta um resumo dos trés bioensaios realizados com a DD de
alfacipermetrina e mostra o percentual de queda dos mosquitos, ou knockdown, bem

como a taxa de mortalidade nos tempos previstos para leitura.

Tabela 12: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade realizados com tubos
OMS com a dose diagnostica de alfacipermetrina de 0,05 %, utilizando fémeas de mosquito de An.
aguasalis e An. albitarsis, nos tempos de 60 min e 24 h de recuperacéao.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Espécie n°Q
0 60 1440
An. aquasalis 304 0 100,0£0,0 100,0+£0,0
An. albitarsis 301 0 99,67 + 0,6 98,01 +2,6

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padréo.
Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnéstica

Ao analisar os dados da Tabela 12 e a Figura 18, observa-se que as duas espécies
apresentaram suscetibilidade a alfacipermetrina, uma vez que ambas apresentaram
média de mortalidade acima de 98 %, de acordo com critério da OMS. Contudo, ao
considerar o desvio padrao do percentual de mortalidade das fémeas de An. albitarsis,
observa-se possivel resisténcia da populacédo ou talvez que a dose diagndstica nao

seja a mais adequada para An. albitarsis, ou ainda, a necessidade de mais ensaios.
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Figura 18: Dados de queda e mortalidade dos bioensaios de susceptibilidade com tubos OMS com
papéis impregnados com a dose diagnoéstica de alfacipermetrina de 0,05 %, utilizando mosquitos das
espécies An. aquasalis e An. albitarsis, nos tempos de 60 min e apds 24 h de recuperagao. A linha
vermelha pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade, critério estabelecido pela OMS
para populacado suscetivel a inseticidas.

4.2 Coletade Adultos

Nas coletas realizadas no municipio de Cruzeiro do Sul, foram capturados
1.125 anofelinos adultos nos trés pontos de captura.

Na Tabela 13 é possivel observar a distribuicdo do quantitativo de mosquitos
capturados por espécie nos trés pontos de coleta.

Tabela 13: Quantitativo e percentual de adultos das espécies de Anopheles coletadas nos pontos 1, 2
e 3 do municipio de Cruzeiro do Sul - Acre, 2019.

Santa Ramal da Nova
Espécies Terezinha (1) Mariana | (2) Olinda (3) Total
N (%) N (%) N (%)
An. darlingi 338 (98,54) 454 (100) 328 (100) 1.120 (99,55)
An. rangeli 4 (1,16) 0(0) 0 (0) 4 (0,35)
Anopheles spp. 1(0,28) 0 (0) 0 (0) 1(0,10)
Total 343 (30,49) 454 (40,35) 328 (29,16) 1.125 (100)

Os mosquitos capturados foram identificados com base na morfologia externa,
sendo identificadas duas espécies de anofelinos, An. darlingi e Anopheles
rangeli Gabald., Covo-gar. et Lopez, 1940. Somente um exemplar néo foi identificado
até o nivel de espécie.
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De acordo com os dados na Tabela 13, a espécie An. darlingi foi encontrada
em maior abundancia nos trés pontos de coleta, totalizando mais de 99 % dos
exemplares coletados.

A maior abundancia de anofelinos foi observada no ramal da Mariana I,
localizado na area rural do municipio, onde foram capturados 454 espécimes, cerca

de 40 % do total de individuos coletados.

Durante as atividades de captura, a temperatura variou de 22,8 °C (minima) a

27,6 °C (maxima) e a umidade relativa variou entre 70,2 % (minima) a 97 % (maxima).

4.3 Bioensaios de Campo

Nos bioensaios de susceptibilidade, realizados no municipio de Cruzeiro do Sul
— AC, 720 fémeas de mosquito An. darlingi foram expostos as DD de inseticidas
determinadas nos ensaios de calibragdo (garrafas impregnadas) e as DD
recomendadas pela OMS (tubos com papéis impregnados). Na Tabela 14 é possivel
visualizar o numero de fémeas de mosquito de An. darlingi expostos por inseticida e

metodologia.

Tabela 14: Numero de fémeas de mosquito de An. darlingi expostos as DD de etofenprox e
alfacipermetrina nos bioensaios de susceptibilidade, utilizando garrafas e tubos OMS com papéis
impregnados, realizados no municipio de Cruzeiro do Sul — Acre, 2019.

Inseticida Método n° total @
Garrafa CDC 190
Etofenprox
Tubo OMS 111
Garrafa CDC 227

Alfacipermetrina
Tubo OMS 192

Q fémeas de mosquito
DD: Dose Diagnéstica

Na Tabela 15 sédo apresentados os resultados obtidos apds a realizacdo dos
bioensaios de susceptibilidade, utilizando fémeas de An. darlingi, com garrafas
impregnadas e tubos com papéis impregnados por ponto de coleta, mostrando o
percentual de queda e mortalidade dos mosquitos nos tempos especificos de leitura

para cada método.
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Tabela 15: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas e tubos OMS, com as DD de etofenprox e alfacipermetrina, utilizando fémeas de mosquito

de An. darlingi, nos tempos de leitura* de cada método por ponto de coleta.

Garrafas CDC Tubos OMS

Ponto % Queda/mortalidade ao % Queda/mortalidade ao

Inseticida de n°Q longo do tempo (min)* n°Q longo do tempo (min)*
coleta 0 15* 30* 45* 1440 0 60* 1440

1 52 0 80,7 100 - 67,3 25 0 80,0 84,0

Etofenprox 2 73 0 82,1 98,6 100 50,6 44 0 65,9 70,4
3 65 0 89,2 100 - 66,1 42 0 85,7 90,5

1 68 0 86,8 985 100 92,6 59 0 38,90 47,50

Alfacipermetrina 2 96 0 938 100 - 875 75 0 52,0 38,7
3 63 0 87,3 984 100 77,8 58 0 12,1 13,8

Q fémeas de mosquito

DD: Dose Diagnéstica

*Queda: leitura de 15,30 e 45 min para garrafa e 60 minutos para tubos;
*Mortalidade: leitura aos 1440 min (24 h) para os dois métodos.

4.3.1 Garrafas impregnadas

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados obtidos apés a realizacdo dos
bioensaios de susceptibilidade, utilizando fémeas de An. darlingi, com a DD de
etofenprox (20 pg /garrafa) e de alfacipermetrina (20,5 pg /garrafa), mostrando
percentual de queda dos mosquitos em 30 min e a mortalidade apds 24 h de

recuperacao.

Tabela 16: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade com garrafas
impregnadas com a DD de etofenprox (20 ug /garrafa) e de alfacipermetrina (20,5 pg /garrafa),
utilizando mosquitos das espécies An. darlingi no tempo diagnéstico de 30 min e taxa de mortalidade
apos 24 h de recuperacéo.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Inseticida n°Q
0 15 30 45 1440
Etofenprox 190 0 84,1+4,5 99,5+0,8 100+ 0 61,4+9.3
Alfacipermetrina 227 0 88,6 + 3,6 989+14 100+ 0 87,6+7,9

*Os dados mostrados sdo valores das médias + desvio padrao
DD: Dose Diagnéstica
Qfémeas de mosquito
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a) Etofenprox

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos ap0s a realizacdo dos trés
bioensaios com fémeas de mosquito de campo, mostrando o percentual de queda das
fémeas expostas em 30 min, a taxa de mortalidade apés 24 h de recuperacdo e
compara com o padréo esperado para populagdes suscetiveis a inseticidas, conforme

critério estabelecido pela OMS (queda/mortalidade acima de 98%).
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Figura 19: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas a dose diagnéstica
de etofenprox (20 pg) no tempo diagnéstico de até 45 min e taxa de mortalidade apés 24 h de
recuperacdo, em bioensaios de susceptibilidade com garrafas impregnadas realizados em Cruzeiro do
Sul, em junho de 2019. A linha vermelha pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade,
critério estabelecido pela OMS para populacao suscetivel a inseticidas.

Ao analisar a Figura 19, observa-se que houve recuperagcdo do knockdown,
visto que o percentual de queda em 30 min foi de 99,5 % e na leitura de 24 h o

percentual de mortalidade foi de 61,4%.
b) Alfacipermetrina

A Figura 20 apresenta o percentual de queda das fémeas expostas até 45 min,
a taxa de mortalidade ap0s 24 h de recuperacdo e compara com o critério estabelecido

pela OMS quanto ao status de populacdo suscetivel a inseticidas.
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Figura 20: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas a dose diagnéstica
de alfacipermetrina (20,5 pug) no tempo diagnéstico de até 45 min e taxa de mortalidade ap6s 24 h de
recuperacdo, em bioensaios de susceptibilidade com garrafas impregnadas realizados em Cruzeiro do
Sul, em junho de 2019. A linha vermelha pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade,
critério estabelecido pela OMS para populacao suscetivel a inseticidas.

Ao analisar os resultados obtidos € possivel observar que em 30 min de
exposicdo o percentual de queda foi de 98,9 %, porém, apds 24 h na auséncia de

inseticida, houve recuperacédo de mosquitos e a taxa de mortalidade apresentada foi
de 87,6 %.

4.3.2 Tubos OMS com papéis impregnados

A Tabela 17 traz um resumo dos resultados obtidos apés a realizacdo dos
bioensaios de susceptibilidade, utilizando fémeas de An. darlingi, com a DD de
etofenprox (0,5 %) e de alfacipermetrina (0,05 %), mostrando o tempo de queda dos
mosquitos em 60 min de exposicdo e a mortalidade apés 24 h de recuperacédo, na

auséncia de inseticida.

Tabela 17: Percentual de queda/mortalidade nos bioensaios de susceptibilidade realizados com tubos
OMS com a DD de etofenprox (0,5 %) e de alfacipermetrina (0,05 %), utilizando fémeas de mosquito
de An. darlingi, nos tempos de 60 min e apos 24 h de recuperacao.

% Queda/mortalidade ao longo do tempo (min)*

Inseticida n°e
0 60 1440
Etofenprox 111 0 77,2+ 10,2 81,6 + 10,2
Alfacipermetrina 192 0 350+17,4 37,1+16,5

*Os dados mostrados séo valores das médias + desvio padrao
DD: Dose diagnostica
Qfémeas de mosquito
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a) Etofenprox

A Figura 21 apresenta o percentual de queda das fémeas e a taxa de
mortalidade nos tempos de leitura, bem como o padréao estabelecido pela OMS para

populacdo suscetivel a inseticidas.
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Figura 21: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas a dose diagnéstica
de etofenprox (0,5 %) nos tempos de 60 min e apds 24 h de recuperacdo, em bioensaios de
susceptibilidade com tubos OMS com papéis impregnados realizados em Cruzeiro do Sul em 2019. A
linha vermelha pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade, critério estabelecido pela

OMS para populagéo suscetivel a inseticidas.
Ao analisar a figura 21 € possivel observar que o percentual de mortalidade
apos 24 h de recuperacdo foi de 81,6 %, sendo essa taxa abaixo do padréo
estabelecido pela OMS para populacdo suscetivel ao inseticida, sugerindo uma

possivel resisténcia da populacédo de An. darlingi ao etofenprox.
b) Alfacipermetrina

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos nos ensaios realizados, mostrando
o percentual de queda das fémeas e a taxa de mortalidade nos tempos de leitura, bem
como possibilita a comparacdo dos mesmos com o padréo estabelecido pela OMS

para populacéo suscetivel a inseticidas.
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Figura 22: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas a dose diagnéstica
de alfacipermetrina (0,05 %) nos tempos de 60 min e apos 24 h de recuperacédo, em bioensaios de
susceptibilidade com tubos OMS com papéis impregnados realizados em Cruzeiro do Sul em 2019. A
linha vermelha pontilhada indica o ponto de corte de 98 % de mortalidade, critério estabelecido pela
OMS para populagéo suscetivel a inseticidas.

Ao analisar a Figura 22, observa-se que o percentual de mortalidade em 24 h
de recuperacao foi de 37,1 %, sendo essa taxa muito abaixo do padréao estabelecido

pela OMS quanto populacdo suscetivel a inseticida, sugerindo uma possivel
resisténcia da populacdo de An. darlingi a alfacipermetrina.

Dados dos Ensaios Pareados:

As figuras 23 e 24 mostram os resultados obtidos nos bioensaios pareados,
utilizando garrafas e tubos com papéis impregnados com as DD de etofenprox e

alfacipermetrina.
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Figura 23: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas as DD de
etofenprox em bioensaios de susceptibilidade com (A) Garrafas Impregnadas e (B) tubos OMS com
papéis impregnados.
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Figura 24: Curva de knockdown e mortalidade para fémeas de An. darlingi expostas as DD de
alfacipermetrina em bioensaios de susceptibilidade com (A) Garrafas Impregnadas e (B) tubos OMS
com papeéis impregnados.

Ao analisar as figuras verifica-se que, ap0s a leitura de 24 h de recuperacao,
os dois métodos foram consistentes para sugerir resisténcia da populagdo de An.
darlingi a etofenprox e alfacipermetrina. E possivel observar, ainda, que ocorre maior
mortalidade das fémeas no método de garrafas, o que pode estar ligado a diferencas

intrinsecas das metodologias.

Além disso, ao observar a figura 24 verifica-se que 0s ensaios s6 podem ser
avaliados qualitativamente, pois ao analisar os dados de mortalidade utilizando as DD
de alfacipermetrina, os maiores e menores indices de mortalidade foram obtidos nos

ensaios com garrafas e tubos, respectivamente.
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5 DISCUSSAO

Atualmente, a OMS indica o uso de dois métodos para avaliagdo do perfil de
resisténcia a inseticidas: garrafas (BROGDON & MCALLISTER, 1998) e teste de

tubos OMS com papéis (WHO, 1998), ambos impregnados com inseticidas.

Apesar de serem técnicas distintas, ambas as metodologias detectam a
resisténcia, possibilitando a avaliacdo de diferentes classes de inseticidas, como visto
por outros autores para diversas espécies de Anopheles em diferentes paises
(RAKOTOSON et al., 2017; COLEMAN et al., 2017; THIAW et al., 2018; LEMINE et
al., 2018; WHO 2018b).

De acordo com a literatura, varios paises endémicos reportaram resisténcia a
inseticidas utilizados pelos programas de controle da malaria, porém, poucos registros
foram apresentados pelo Brasil, possivelmente devido a auséncia de um programa de
monitoramento de resisténcia estruturado para o pais, sendo que os poucos dados
registrados s&o oriundos de projetos de pesquisa (QUINONES et al., 2015; COLEMAN
et al., 2017; WHO, 2018b).

Vale destacar que ha alguns fatores que dificultam a estruturacdo de um
programa de monitoramento no pais, tais como: a dificuldade de manutencdo em
laboratorio das espécies de anofelinos brasileiras e a inexisténcia de linhagens
referéncia para as espécies vetores do Brasil, 0 que dificulta o estabelecimento de DD
adequadas para o monitoramento (SANTOS et al., 2007) e realizacdo de ensaios

guantitativos.

Devido a auséncia de uma linhagem de referéncia, utilizou-se uma linhagem
como padrdo de comparacédo, An. aquasalis, mantida no Laficave ha mais de 20 anos,
com intuito de calibrar as metodologias e propor DD que possam ser usadas para
monitoramento de populacdes brasileiras. Esta linhagem ndo apresenta a mutacao
kdr L1014F, relacionada com resisténcia a piretroide, tampouco perfil de resisténcia a
alguns inseticidas ja testados (BRAGA, 2014; 2017). Sabemos das limitacdes de usar
espécie diferente para calibracdo de doses e da dificuldade para afirmar que esta
linhagem realmente ndo apresenta perfil de resisténcia, porém ha necessidade de
estabelecer um ponto de partida e critérios basicos para avaliacdo de populacdes de

anofelinos brasileiras quanto a resisténcia a inseticidas.
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Inicialmente, foram realizados bioensaios com garrafas impregnadas, a fim de
estabelecer a DD de etofenprox. Dentre as concentracdes testadas, a de 20 pg/garrafa
foi a menor dose capaz de causar efeito knockdown >99 % dos mosquitos em 30
minutos, apresentando percentual de queda de 99,5 % e mortalidade de 100 % em 24
horas.

Para a calibracdo do bioensaio com garrafas impregnadas com
alfacipermetrina, foram testadas sete diferentes concentracdes. Dentre as mesmas, a
concentracéo de 20,5 pg/garrafa foi a menor dose capaz de causar efeito knockdown
em >99 % dos mosquitos em 30 minutos, apresentando percentual de queda de 99,7

% e mortalidade de 99,1 % em 24 horas.

Na Colémbia, Fonseca-Gonzalez et al (2010), utilizando metodologia CDC de
garrafas impregnadas, estabeleceram como DD de etofenprox para An. darlingi a
concentracéo de 6,25 pg/garrafa em 30 minutos. Embora a calibracdo da DD tenha
como referéncia a leitura no tempo diagnéstico de 30 minutos, para inseticidas da
classe dos piretroides faz-se necesséaria uma leitura apos 24 horas da exposicao,
tendo em vista que os inseticidas dessa classe causam um efeito de queda, conhecido
como knockdown nos mosquitos. Quando 0s mosquitos sao expostos aos piretroides,
caem aparentemente mortos, porém apds alguns minutos se recuperam e podem
permanecer ativos (BISSET, 2002; BRAGA & VALLE, 2007; NYKA et al., 2013).
Sendo assim, somente apds 24 horas € possivel inferir a real taxa de mortalidade e
estabelecer a DD.

Vale destacar que, apesar de estudos reportarem ensaios com garrafas
impregnadas para deteccao de resisténcia de Anopheles utilizando a concentracéo de
12,5 pg de alfacipermetrina conforme guia da OMS, com taxa de mortalidade avaliada
no tempo de 30 minutos (GALARDO et al., 2015; MESSENGER et al.,, 2017;
ORJUELA et al., 2018), essa concentracao nédo foi considerada a DD nos ensaios de
calibragéo realizados com An. aquasalis. Apesar de se observar 100 % de queda no
tempo de 30 minutos, verificou-se que houve recuperacao do knockdown apds 24 h
na auséncia de inseticida e a taxa de mortalidade foi de 97,3 %. Logo, reforca-se a
importancia da leitura da taxa de mortalidade apos as 24 horas da exposicdo ao
inseticida, tendo em vista o efeito de knockdown dos inseticidas da classe dos

piretroides.
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Além da utilizacdo de espécies de Anopheles diferentes e uso de critérios de
leitura de mortalidade distintos, a diferenca das DD estabelecidas no Laficave, as DD
recomendadas pela OMS e aquela determinada por Fonseca-Gonzalez et al (2010),
também pode estar relacionada com uma possivel resisténcia metabdlica a piretroides
ndo detectada pelos ensaios ja realizados. Outra questédo a ser considerada refere-se
a diferencas entre laboratérios. Segundo Braga et al (2004), valores absolutos de DD
estabelecidos podem variar entre laboratérios, até mesmo entre diferentes testes
realizados por um mesmo laboratério em anos diferentes, mesmo quando utiliza-se

linhagens de referéncia.

Um aspecto importante na aplicacdo da metodologia CDC é saber quantas
vezes podemos utilizar uma mesma garrafa impregnada com inseticida. Durante os
ensaios com a DD de etofenprox realizados com mosquitos de An. aquasalis e An.
albitarsis, foi possivel observar uma reducao expressiva no percentual de knockdown
e da taxa de mortalidade quando a garrafa impregnada foi utilizada pela terceira e
guarta vez (bioensaio 2 apresentou os maiores desvios padrdo), sugerindo que a
mesma perde o efeito apds dois usos. Situacdo semelhante a esta foi reportada por
Perea et al. (2009), que sugerem como possiveis fatores a redistribui¢cdo do inseticida
devido ao contato com 0s mosquitos e capturadores, umidade do ar ou até mesmo
umidade causada pela aspiracéo bucal. Diferentemente do resultado encontrado para
etofenprox, as garrafas impregnadas por alfacipermetrina podem ser usadas pelo

menos quatro vezes, sem observacao de diminuicdo da eficacia do inseticida.

Observou-se também que houve reducédo no percentual de knockdown e da
taxa de mortalidade no bioensaio 3 com DD de etofenprox (20 pg/garrafa).
Possivelmente houve interferéncia do ambiente, uma vez que no momento do ensaio
a temperatura da sala estava acima de 29 °C e fora dos parametros estabelecidos
pela metodologia (26 + 2 °C). Por isso, os bioensaios 2 e 3 foram excluidos da anélise
e optou-se por avaliar apenas 0s bioensaios nos quais as garrafas impregnadas com
a DD de etofenprox foram utilizadas até duas vezes e em que as condicbes de

temperatura (26 £ 2 °C) e umidade relativa (70 £ 10 %) do laboratério eram ideais.

Para todos os bioensaios realizados com An. aquasalis e An. albitarsis com as
DD obtidas para garrafas e com as DD recomendadas pela OMS, ambas as espécies
apresentaram-se suscetiveis, exceto para a dose de etofenprox em papel impregnado.

Tal fato ja foi relatado por Braga (2017), que verificou que as referidas linhagens do
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laboratorio apresentaram perfis de susceptibilidade diferentes, sendo que o0s
mosquitos An. albitarsis mostraram-se mais tolerantes. Outra questdo a ser
considerada € que a dose OMS pode ndo ser a mais indicada para identificacdo de

resisténcia em mosquitos dessa espécie.

Para realizagdo dos bioensaios de campo foi escolhido como area de estudo,
o municipio de Cruzeiro do Sul, devido a alta incidéncia de malaria e por ser um
municipio da Regido Norte, apresentando condicbes mais altas de umidade e
temperatura, que poderiam influenciar na realizacdo dos ensaios. Foram
estabelecidos pontos de coletas de adultos considerando aspectos entomoldgicos,

epidemioldgicos e de seguranca publica.

Nos pontos de coleta foram capturados 1.125 anofelinos de trés espécies
distintas, sendo o An. darlingi, principal vetor de plasmdédios no Brasil, encontrado em
maior abundancia, correspondendo a 99,55 % das espécies coletadas.

Estudo realizado no municipio de Cruzeiro do Sul, no periodo de 2012 a 2016,
também havia mostrado predominancia da espécie An. darlingi, correspondendo a
99,5 % das espécies capturadas (SUCUPIRA, 2017).

Apesar de algumas desvantagens no uso de mosquitos coletados diretamente
no campo (falta de informacé&o sobre idade, aspectos fisioldgicos, exposicao prévia a
inseticidas e outros xenobiéticos), a OMS sugere 0 uso desse tipo de material como
alternativa para deteccao de resisténcia. A principal vantagem do uso direto de fémeas
capturadas na natureza € a conveniéncia e o fato de que elas sdo a populacédo
operacionalmente relevante (WHO, 2016). O manuseio dessas amostras nao requer
laboratorios especializados, de forma que os testes podem ser conduzidos em uma

gama maior de locais.

Nos bioensaios com garrafas impregnadas com as DD de 20,0 ug e 20,5 pg de
etofenprox e alfacipermetrina, respectivamente, o percentual de queda em 30 min foi
de 99,5 % para etofenprox e 98,9 % para alfacipermetrina. Todavia, a taxa de
mortalidade em 24 h foi de 61,4 % nos bioensaios com etofenprox e de 87,6 % para

alfacipermetrina.

Diante dos dados apresentados, verificou-se que, assim como nos ensaios de
garrafa no laborat6rio, com amostras do campo, também ocorreu a recuperacéo de

alguns insetos apos 24 h da exposicdo. Dessa forma, considerou-se a taxa de
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mortalidade obtida apés 24 h para detec¢do do perfil de suscetibilidade da populagéo
de An. darlingi de Cruzeiro do Sul. Tal modificacao foi feita no intuito de diferenciar o
efeito knockdown ocasionado pelos piretroides e a real mortalidade dos insetos (DA-
CUNHA et al., 2005) e pelo fato de que algum nivel de resisténcia pode ser perdido
caso nao seja considerado esse tempo de recuperacao (OWUSU, 2015).

Ao adotar como critério a leitura de 24 h para calcular a taxa de mortalidade,
pode-se inferir que os mosquitos de An. darlingi apresentaram resisténcia aos
piretroides testados, uma vez que o percentual de mortalidade foi abaixo do
estabelecido pela OMS para populagdes suscetiveis (WHO, 2016).

Para os bioensaios com tubos OMS com papéis impregnados com as DD de
etofenprox (0,5 %) e alfacipermetrina (0,05 %), foi detectada resisténcia dos An.
darlingi oriundos de Cruzeiro do Sul, uma vez que as taxas de mortalidade foram de
81,6 % para etofenprox e de 37,1 % para alfacipermetrina.

Os resultados obtidos nos bioensaios para deteccdo de resisténcia de
anofelinos eram previstos, visto que o municipio de Cruzeiro do Sul, historicamente,
apresenta alta incidéncia de malaria e, consequentemente, vem utilizando
intensamente o controle quimico como medida de controle da doenca, uma vez que o

PNCM prevé o uso de inseticida na maioria das acfes de controle (SUCUPIRA, 2017).

Corroborando nossos dados, estudo realizado por Sucupira (2017) em Cruzeiro
do Sul, utiizando método de garrafas impregnadas, detectou resisténcia de An.
darlingi ao etofenprox, bem como a outros inseticidas testados: deltametrina,

cipermetrina e lambdacialotrina.

Todavia, estudo realizado no Amapa demonstrou que mosquitos de An. darlingi
foram suscetiveis a deltametrina, cipermetrina e alfacipermetrina (GALARDO et al.,
2015). Vale ressaltar que os autores fizeram somente a leitura de 30 minutos
(knockdown), ndo sendo possivel inferir sobre a taxa de mortalidade destes
mosquitos, visto que nado foi realizada leitura apo6s 24 horas de recuperagdo, na

auséncia de inseticida.

Assim, sugere-se que esse critério de classificacdo baseado somente na leitura
de 30 minutos para o teste com garrafas impregnadas, recomendado pela OMS, seja
revisto. Ao comparar os resultados obtidos pelas duas metodologias no presente

estudo, a populacdo de An. darlingi de Cruzeiro do Sul seria considerada suscetivel
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por um método (garrafa impregnada) e resistente pelo outro (tubos OMS). Adotando-
se a leitura ap0s 24 horas de recuperacao, na auséncia do inseticida, os dados obtidos
em ambas metodologias tornam-se concordantes, reforcando que os indicios do efeito
knockdown causado por piretroides ndo seja um bom preditor de mortalidade (DA-
CUNHA et al., 2005; OWUSU, 2015).

O Programa Global de Malaria defende que um monitoramento continuo da
resisténcia é de urgente necessidade e preocupa-se que muitas intervencdes sejam
aplicadas com nenhum ou insuficiente esforco de monitoramento, de forma que
decisdes sobre escolha dos mesmos sdo tomadas sem considerar dados sobre a
resisténcia (WHO, 2010).

Os dados do presente estudo demonstram a importancia da implantacao de
uma rede de monitoramento do perfil de susceptibilidade de anofelinos aos inseticidas
utilizados pelos programas de controle da maléaria no Brasil de forma rotineira e ndo
apenas por meio de pesquisas pontuais. Tendo em vista que a identificacdo precoce
do status de resisténcia permite a tomada de decisao por parte do Ministério da Saude
quanto a mudanca ou manutencdo de estratégias de controle vetorial, torna-se

essencial a escolha de um método para detec¢ao de resisténcia.

Alguns trabalhos foram publicados com intuito de comparar as metodologias de
tubos OMS e garrafas impregnadas, indicando que ambos métodos sao
complementares e eficazes para avaliar o perfil de suscetibilidade (AIZOUN et al.,
2013; 2014; OWUSU et al., 2015). Entretanto, segundo Owusu et al. (2015), os dois
testes ndo podem ser realizados indistintamente, pois apresentam elevado nivel de
inconsisténcia entre si devido a diferencas nas configuracdes basicas de cada ensaio.

De qualquer forma, ambos métodos sdo validos e recomendados pela OMS e
0 objetivo do nosso estudo foi a comparacdo dos dois testes, levando-se em conta
aspectos operacionais, condicdes ambientais e outros fatores que possam influenciar
a execucao dos ensaios por parte dos diferentes municipios, a fim de se estabelecer
um monitoramento rotineiro da resisténcia pelos programas de malaria.

As duas metodologias sdo de simples execucdo, porém alguns aspectos
precisam ser considerados para a escolha do método a ser utilizado. Durante a
execucao dos bioensaios realizados no laboratério e no municipio de Cruzeiro do Sul,

foi possivel observar as peculiaridades de uso e aplicacdo de cada metodologia,
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principalmente quanto as condi¢cdes ambientais, processos de impregnacao, risco de
contaminacao e aquisicao de materiais.

De acordo com Silva et al (2014), a umidade relativa da regido amaz6nica pode
ser considerada um fator limitante para realizacdo de testes com garrafas
impregnadas em campo, por dificultar a leitura da mortalidade e do knockdown dos
insetos, uma vez que pode haver condensacdo no interior da garrafa e causar
confusdo entre os insetos mortos pela acdo do inseticida e os que aderiram a parede
da garrafa.

Porém, esta variavel ndo foi considerada como limitante na execug¢do dos
bioensaios deste estudo, pois 0s mosquitos coletados no campo foram devidamente
acondicionados, alimentados com solucdo acucarada a 10 % e transportados para o
laboratério de entomologia do municipio que apresentava climatizacdo ambiente,
proporcionando as condi¢des de temperatura e umidade favoraveis a realizacdo de
ambos os métodos.

Vale destacar que a temperatura do municipio de Cruzeiro do Sul variou de
21 °C (minima) a 31 °C (méxima) no periodo de realizacdo dos bioensaios e a
umidade relativa do ar permaneceu acima de 60 %, atingindo 97 %. Caso 0s ensaios
fossem realizados em condicbes ambientais locais, possivelmente haveria
dificuldades, uma vez que um bioensaio no laboratério foi descartado devido a
temperatura acima de 29 °C. Tais dados enfatizam a importancia de ter um controle
minimo dessas variaveis para a realizacdo adequada dos ensaios, sendo observado
gue é algo possivel mesmo no ambito dos municipios.

O processo de impregnacdo € um fator importante a ser considerado, pois as
garrafas podem ser impregnadas pelo préprio usuéario, o que viabiliza estudos com
diferentes concentracdes para diferentes classes de inseticidas de forma répida,
robusta e econémica (PEREA et al., 2009). Diferentemente, a impregnacgao dos papéis
requer um procedimento meticuloso, que na pratica poderia ser realizado por qualquer
centro de pesquisa de resisténcia. Porém, atualmente, é realizado de forma
centralizada apenas por instituicido devidamente credenciada e aprovada pela OMS
(Universiti Sains Malaysia) e deve ser comprado e importado.

No entanto, para realizar as impregnagdes das garrafas € necessario o preparo
adequado das solucbes e, apesar de nao exigir equipamentos especializados, é
necessario ter uma estrutura minima de laboratorio para realizar essa atividade

corretamente (capela de exaustdo quimica ou mascara, vidraria adequada, pipetas).
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Além disso, o processo de impregnacdo das garrafas € primordial e, se ndo executado
de forma correta e homogénea, influenciara diretamente na qualidade dos resultados
dos testes, diferente dos ensaios com papéis que, por serem impregnados de forma
centralizada, possibilitam maior controle de qualidade (OWUSU, 2015).

Outro ponto importante é a possivel contaminacdo dos bioensaios ou do
operador. Nos ensaios com o0s tubos OMS o0s riscos sdo minimos, visto que 0s
mosquitos sdo introduzidos nos tubos de descanso que contém apenas papéis de
filtro, ndo tendo contato do capturador com o inseticida. Ao contrario do que ocorre no
teste com garrafas, que apresenta alta probabilidade de contaminacao das amostras,
ao inserir ou retirar os insetos (SILVA, 2014), principalmente se os mosquitos forem
transferidos para gaiolas de descanso a fim de realizar a leitura de 24 h.

Todas as etapas dos bioensaios realizados em Cruzeiro do Sul foram
acompanhadas pelos técnicos de entomologia do municipio que consideraram 0s
testes com papéis impregnados mais praticos, porém, assim como destacado por
Perea et al. (2009), a burocracia para aquisicdo dos mesmos pode inviabilizar a
realizagéo dos ensaios.

Contudo, € valido destacar que antes 0s papéis eram impregnados apenas por
um centro colaborador da OMS, na Malasia, mas atualmente o Laficave esta se
adequando para realizar a impregnacao e o fornecimento de papéis, de forma que os
insumos possam ser adquiridos de forma mais rapida e provavelmente com menor
custo.

Além da burocracia em relacédo a aquisicao dos papéis, cabe considerar o custo
do kit de tubos, composto por 6 tubos. Atualmente, o valor € de US$ 78,00 (setenta e
oito doélares), aproximadamente R$ 323,702. JA um kit de garrafas, composto por 6
garrafas, custa cerca de R$ 300,00 (trezentos reais). Ambos os materiais utilizados
apresentam valor de aquisi¢cdo similar, ndo levando-se em consideragdo quantidade
minima para compra, taxas de frete e de importacao.

As duas metodologias foram facilmente aplicadas no laboratério e em campo e
apresentam vantagens e desvantagens no processo de execucao, porém para
escolha do método a ser implantado para o monitoramento da resisténcia no Brasil é
necessario considerar aspectos de cada municipio, relacionados a infraestrutura,

recursos humanos e financeiros, capacidade técnica, entre outros.

2 Cotacao em 31 de agosto de 2019: US$ 1,00 = R$ 4,15.
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Além disso, é essencial a articulacdo das trés esferas de governo para o
fortalecimento da vigilancia entomoldgica e discussdo quanto a viabilidade da
implementacdo de uma rede de monitoramento do status de susceptibilidade dos
anofelinos no pais, considerando as particularidades dos municipios da regido

amazonica.

Apesar das limitacbes desse estudo, como: a falta de uma linhagem de
referéncia e o uso de uma espécie de Anopheles para estabelecer a DD de inseticidas
diferente da que foi testada em campo, 0 mesmo aponta a importancia de se buscar
alternativas para os fatores que limitam a realizagdo do monitoramento da resisténcia

de anofelinos a inseticidas utilizados pelos programas de malaria do Brasil.

Uma possivel alternativa para compensar a auséncia de uma linhagem de
referéncia para calibracdo das DD, seria a realizacdo de ensaios do tipo tempo de
knockdown (KdT). Essa metodologia usa o0 mesmo numero de réplicas e mosquitos
gue um ensaio DD, porém, apresenta a vantagem de fornecer dados quantitativos, ja
gue o percentual de queda ou mortalidade € avaliado ao longo do tempo de exposicéo

a uma dose Unica do inseticida.

Outra abordagem poderia ser a realizacdo de avaliacdo regular de uma
populacdo de Anopheles para obtencdo de dados sequenciais que possibilitem
verificar alteracdes no perfil de resisténcia a determinado inseticida ao longo do
tempo. Tal avaliagdo poderia ser realizada pelos profissionais de entomologia dos

municipios.

Por meio deste trabalho foi possivel observar as particularidades dos dois
métodos para deteccdo de resisténcia a inseticidas, recomendados pela OMS.
Também foi possivel aplica-los em campo de forma eficiente e efetiva, demonstrando
que é viavel a realizacdo dos mesmos no ambito do municipio. Cabe destacar que os
profissionais de entomologia de Cruzeiro do Sul, envolvidos na execucao desse
trabalho, apresentaram alto grau de comprometimento e conhecimento para o

desenvolvimento dos ensaios.

Ainda que n&o seja pertinente inferir que as DD de etofenprox e
alfacipermetrina, encontradas no processo de calibracao dos testes de garrafa, sejam
as mais adequadas para realizacado de monitoramento das popula¢des de Anopheles
do Brasil, foi possivel sugerir o perfil de susceptibilidade da populacdo An. darlingi,

coletada em Cruzeiro do Sul, frente aos piretroides: etofenprox e alfacipermetrina.
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Estas informagfes poderdo subsidiar o Ministério da Saude na realizacdo de ensaios

para avaliacdo de resisténcia de diferentes populacées de Anopheles no pais.

Por meio desse trabalho, também foi possivel refletir o quanto a falta de
incentivo e priorizagdo das atividades de vigilancia entomoldgica podem desmotivar
profissionais e impossibilitar avancos dos programas de controle de doencgas, cujo
agente etiologico é transmitido por vetores. A equipe de entomologia de Cruzeiro do
Sul exp6s 0 quanto a participacdo nesse projeto despertou o interesse em retomar as
atividades de vigilancia entomoldgica no municipio. Espera-se que, com essa
motivacdo e a publicacédo do guia para a¢gdes de captura de anofelino pela TAHP, as

atividades de vigilancia entomologica sejam retomadas.

Ademais, o principal intuito desse trabalho foi preencher lacunas de
conhecimentos quanto a viabilidade do uso das metodologias para avaliagdo de
resisténcia a inseticidas, recomendadas pela OMS, e assim, contribuir para o
fortalecimento da vigilancia entomoldgica de Anopheles e, consequentemente, no

direcionamento das ac¢fes de controle vetorial.
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6 CONCLUSOES

Para bioensaios com garrafas impregnadas, foram encontradas as doses
diagnosticas de 20 pg/garrafa de etofenprox e 20,5 pg/garrafa de alfacipermetrina.
Estas doses foram definidas com base em ensaios com populacédo de An. aquasalis

mantida em laboratério ha duas décadas.

Sugere-se como possiveis alternativas para compensar a auséncia de uma
linhagem de referéncia para calibracdo das DD: ensaio semi - quantitativo do tipo
tempo letal (KdT) ou uma avaliacéo sistematica de uma populacao de Anopheles para
verificar alteracdes no perfil de resisténcia a determinado inseticida ao longo do

tempo.

Sugere-se revisar a leitura de 30 minutos de exposi¢ao nos testes garrafa para
avaliacao da taxa de mortalidade, ja que pode haver recuperacédo de alguns insetos

apos 24 horas da exposicao.

A populagao de An. darlingi de Cruzeiro do Sul apresentou resisténcia aos
piretroides testados tanto nos ensaios de garrafas impregnadas, considerando-se a

leitura de 24 horas, quanto nos testes com tubos OMS.

As duas metodologias recomendadas pela OMS para deteccao de resisténcia
a inseticidas foram eficazes e de facil aplicacdo no ambito do municipio de Cruzeiro
do Sul, competindo aos estados e municipios escolher qual método apresenta melhor
custo beneficio considerando as especificidades de cada local.
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7 PERSPECTIVAS

Para complementar os achados deste estudo, serd realizada avaliacdo da
presenca de mutacao kdr nos mosquitos coletados no municipio de Cruzeiro do Sul

gue foram submetidos aos bioensaios para deteccao de resisténcia.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1-Licencaemitida pela Comissédo de Etica no Uso de Animais.

Instituto Oswaldo Cruz
Comissido de Etica no Uso de Animais - CEUA/ 10C

LICENCA -004/2018

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-003/2018), Intitulade “Estudos da fisiologia,
desenvolvimento e controle de artrépodes vetores”, sob a responsabilidade de José Bento
Pereira Lima atende ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de
animais, inclusive, aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio
(SBCAL). A referida licenca ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legisiagcdo nacional.

Esta licenga tem validade ate 31/03/2022 e inclui o uso total de:

Animal espécie ou |quant | | ¥ idade peso | origem (%)
linhagem | (total)

( x Jcamundongo Mus 9% ICTB/Fiocruz
musculus
(Swiss
Webster)

( )Rato

() Coelho

( ) Hamster

() Aves

( ) pnmata ndo humano

( x ) Outros Cawa porcellus 12 72 ICTB/Frocruz

Observacdo: Esta licenca ndo substitui outras licencas necessarias, como Certificado de
Qualidade em Biosseguranca para animais geneticamente modificados, certificado do IBAMA
para captura de animais silvestres ou outros.

Rio de Janeiro, 19 de margo de 2018.

FIOCRUZ-Fundagdo Oswaldo CruzMOC-Instauto Cswaldo Gz
Av. Brasd, 4365 - Manguinhes - Rio de Janero - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tat (21) 2562-1056
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Flavio Alves Lara
Coordenador da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundacao Oswaldo Cruz

FIOCRUZ-Fundagdo Oswaldo Cruz/IOC-Instituto Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - Brasil
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056
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9.2 Anexo 2 - Aprovacdo do Comité de Etica Institucional

FIOCRUZ/IOC

i I O C FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ - .rqg

| Instiowno Ovendido Crua |

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Comparacéo de dois métodos para avaliacéo de resisténcia a inseticidas usados em
anofelinos pelos programas de controle do norte do Brasil

Pesquisador: THAYNA MARIA HOLANDA DE SOUZA
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 98624718.4.0000.5248

Instituicao Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2972974

Apresentagao do Projeto:

O projeto de Pesquisa é desenvolvido para obtencéo de titulo de Mestrado, sendo a Aluna, a qual assina
como Responsavel principal pelo projeto, que aborda a comparacédo de dois métodos para avaliar a
resisténcia a inseticidas comumente usados no controle de anofelinos na regido Nordeste do Brasil. No
Brasil, a area de maior endemicidade para estas enfermidade € a regido da Amazénia Legal que é
composta por nove estados brasileiros (Amazonas, Acre, Amapa, Ronddnia, Roraima, Tocantins, Para, Mato
Grosso e Maranh&o) que concentra mais de 99 % dos casos do pais. Vale destacar que apesar da
Amazonia Legal ser uma area de alto risco para ocorréncia de malaria, a distribuicao dos casos de malaria é
heterogéneo, pois os estados que compdem a referida regido apresentam perfis epidemiolagicos distintos.
Assim a malaria vem sendo um grave problema de saude publica e até o momento, no Brasil, nao ha dados
sobre resisténcia do vetor, nem tampouco uma rede de monitoramento que avalie a interacdo desta para os
anofelinos com os inseticidas utilizados pelos programas de controle da malaria. Sendo assim, esse projeto
tem como objetivo a comparacéo de dois métodos preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
para avaliacdo de populacdes de anofelinos do norte do Brasil, bem como conhecer o nivel de resisténcia
dos anofelinos a inseticidas usados pelos programas de controle. O projeto prevé uma etapa de
padronizacdo de ensaios de garrafas impregnadas e tubos (OMS) com papéis impregnados e
posteriormente a realizacdo de testes em campo, nos quais as fémeas de

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expansao)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc fiocruz.br
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Anopheles darlingi, principal espécie vetora do patdgeno que causa malaria no Brasil, serdo coletadas em
Cruzeiro do Sul (AC), municipio com alta incidéncia de malaria, e expostas as doses de inseticidas
determinadas nos ensaios de laboratério, com avaliacdo da mortalidade. Com esse estudo, pretende-se
descrever as peculiaridades do uso e aplicacéo das referidas metodologias no campo e em laboratorio, a fim
de que seja possivel a realizacdo constante do monitoramento da resisténcia no pais,levando-se em conta
diferencas climaticas e de infraestrutura das diferentes regioes.

O Projeto de pesquisa é todo fundamentado para captura e anélise da resisténcia, em comparacéo a dois
inseticidas, das populacées de mosquitos anofelinos, entretanto o meu ver o projeto esta sendo enviado
para este comité devido a necessidade de utilizacdo de atracao humana, por um periodo de duas horas,
para atrair estes mosquitos que apresentam comportamento altamente antropofilico.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral:

Comparar dois métodos preconizados pela OMS para avaliacdo de populacdes de anofelinos quanto ao
status de resisténcia a inseticidas usados pelos programas de controle de malaria do norte do Brasil.

Objetivos especificos:

a) Padronizar o bioensaio com garrafa impregnada com dois inseticidas, tendo como referéncia Anopheles
mantidos em laboratério.

b) Padronizar o bioensaio de tubos com papéis impregnados com dois inseticidas, tendo como referéncia
Anopheles mantidos em laboratorio;

c) Comparar os dois métodos para avaliacao do perfil de resisténcia de populacdes de A. darlingi
provenientes de Cruzeiro do Sul, municipio da regido Amazonica.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Na realidade os riscos apresentados pelo Pesquisador sao referentes ao proprio pesquisador e sua Equipe
que estaréo realizando as capturas no campo (ambiente natural) do vetor, pois o foco
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de seu estudo nao se baseia nos seres humanos. Desta forma, as acdes de execucao das atividades de
comparacéo a resisténcia dos mosquitos do género Anopheles, apresentada neste protocolo tem como risco
somente aquele que a Equipe de pesquisa tera ao submeter os 4 voluntarios (ndo da pesquisa, mas
voluntarios para realizar a captura dos anofelinos).

Entéo, segundo o Pesquisador:

“O método de captura de mosquitos anofelinos por atracdo humana protegida é atualmente a técnica com
maior eficacia e viabilidade, segundo o Ministério da Saude (MS, 2017b). Os capturadores s@o pessoas
treinadas, protegidas com meias grossas, o que torna o risco de serem picados e contrairem malaria muito
pequeno, menor do que o risco que existe para moradores da area. Essa técnica € a mais indicada para
coleta de Anopheles darlingi, garantindo maior nimero de espécimes em cada coleta, quando comparada
com dados de captura realizadas com uso de armadilhas (Lima et al, 2017).”

Beneficios:

Como a pesquisa nao tem como meta precipua o voluntario humano, o beneficio pelo Pesquisador
apresentado néo refere-se ao mesmo. Entéao para o Pesquisador o Beneficio estéd em uma quantidade maior
de insetos, uma vez que seguiu a especificidade parasitaria do mosquito.

A captura de fémeas de Anopheles darlingi usando atracédo humana protegida realizada por técnicos
treinados, apresentara mais sucesso e numero suficiente de mosquitos para realizacéo de todos os ensaios
necessarios para avaliacéo de resisténcia a piretréides em campo.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa sera desenvolvido no Laboratoério (LAFICAVE) de reconhecida expertise neste
campo de pesquisa. Entretanto o envio deste protocolo de estudo € tdo somente para legitimar a utilizacao
dos Agentes de Saude como atrativo humano, para capturar espécies do Género Anopheles. Os mesmos
além de EPIs, também fardo uso da armadilha MOSQ Tent, que protege a fonte de atracdo do contato
direto com os insetos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados os documentos abaixo relacionados. estdo em conformidade com a RS CNS466/12

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Campus Expanséo)
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- Folha de Rosto-OK — Devidamente Assinada pelo Vice-Diretor da Unidade FIOCRUZ/ 10C — Embora a
mesma esteja assinada pela Aluna, a Orientadora Dra Cynara Rodovalho também assina.

- Projeto de pesquisa- OK

- Projeto de pesquisa Plataforma Brasil- OK

- Cronograma- OK

- TCLEs- OK-

- Orcamento -OK

Recomendacgoes:

Recomendamos que o TCLE, seja adequado, isto €, incluindo neste termo um topico de como sera a
participacao dos Agentes de Saude e de seu comprometimento em utilizar os EPIs necessarios para o
desenvolvimento da pesquisa. Também sugerimos a retirada do topico onde ha a solicitacdo do documento
de identificacéo do Agente que efetuara a captura.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Em conformidade com a RS CNS466/12 e com base na apreciacéo realizada pelos membros do CEP nos
documentos apresentados na Plataforma Brasil , vimos concluir que o projeto se encontra APROVADO, pois
as medidas profilaticas serdo empregadas de modo a manter a integridade do pessoal que ja tem como
parte de sua rotina a captura de mosquitos.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, em sua 2432 Reunido Ordinaria, realizada em 16.10.2018, o Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuicdes definidas na Res.
CNS 466/12 decidiu sobre a APROVACAO, deste protocolo de Pesquisa dentro dos moldes apresentados.

Cabe ressaltar que a responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende os
aspectos éticos e legais.

Apresentar relatorio final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegavel do pesquisador principal.

Manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de cinco anos apos o término da pesquisa.

Encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos
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pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto.

Justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcéo do projeto ou a ndo publicacao
dos

resultados. (Res CNS 466/12, item XI).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS DO_P | 14/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1084892 pdf 15:45:37
TCLE/ Termos de | TCLE_Projeto.pdf 14/09/2018 | THAYNA MARIA Aceito
Assentimento / 15:44:21 |HOLANDA DE
Justificativa de SOUZA
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Mestrado. pdf 09/08/2018 | THAYNA MARIA Aceito
Brochura 11:28:18 |HOLANDA DE
Investigador SQUZA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_pdf 09/08/2018 | THAYNA MARIA Aceito

11:24:36 |HOLANDA DE
SOUZA
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 20 de Outubro de 2018

Assinado por:

Maria Regina Reis Amendoeira
(Coordenador(a))
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9.3 Anexo 3 - Autorizagao SISBIO para coleta de anofelinos.

Ministério do Meio Ambiente - MMA

4 Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’ Sistema de Autorizagado e Informagao em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 64267-1 | Data da Emissao: 04/09/2018 19:38:21 I Data da Revalidacao*: 04/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Cynara de Melo Rodovalho CPF: 053.498.796-69

Nome da Instituicdo: Fundagdo Oswaldo Cruz CNPJ: 33.781.055/0001-35

Cronograma de atividades

# |Descrigdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 |Coleta e transporte de Anopheles 11/2018 06/2019

Equipe

# |Nome Fungdo CPF Nacionalidade
1 | THAYNA MARIA HOLANDA DE SOUZA Pesquisadora 332.465.398-39 Brasileira

Observagoes e ressalvas

1 O titular de autorizacao ou de icenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao, omissao ou

falsa icao de i que idi a icao do ato, podera, decis3o mofr wera izagao ou licenca ou gada pelo
ICM8io, nos termos da legislag:io brasileira em vigor.
2 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o teritorio nacional, que i o de recursos e iais, tendo por objeto

coletar dados, mateniais, especimes biologicos & minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obfidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, 3 difusdo ou 3 pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

3 | O titular de licenca ou autorizagio e 0s membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e de captura direcionados, sempre que possivel, 30 grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo 3 outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo avi de lagdes do grupo
de i em ¢30 in situ.
4 |Esta izagio NAQ exime o i titular e os de sua equipe da i de obter as anuénci: istas em outros i legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pblica ou privada, onde sera realizada a atividade. indlusive do org3o gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de emservagaa
estadual, distrital ou icipal, ou do ietan ario, posseiro ou morador de area dentro dos fimites de unidade de c30 federal cujo de reg ¢3

fundiania encontra-se em curso.

5 Este documento somente podera ser utilizado para os ﬁns prevnstos na Insmx;ao Normativa ICMBio n* 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n* 10/2010, no que especifica esta

Aunonzaqao nao podendo ser utilizado para fins i ou i O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino superior.
8 | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o i titular desta izagdo devera 3 administrag3o da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das
coes, as cOes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
7 Este nao di o i da ¢20 que dispde sobre acesso 3 do patrimdnio genético exi no territério nacional, na plaMorma continental e
nazona i iva, ou o conheci ici iado 30 patrimdnio genético, para fins de isa cientifica, bi doe ogico. Veja

¥

maiores informacdes em www.mma.gov.bricgen.

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descrigdo do local Caverna? Tipo

1 |Bairros Nao Fora de UC Federal

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticacao abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

i Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’ Sistema de Autorizagado e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 64267-1 [ Data da Emissdo: 04/09/2018 19:38:21 | Data da Revalidacao*: 04/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Cynara de Melo Rodovalho CPF: 053.498.796-69

Nome da Instituicao: Fundacao Oswaldo Cruz CNPJ: 33.781.055/0001-35
Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
1 | Coletaftiransporte de espécimes da fauna silvestre in situ Anopheles 5000

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondomico) Materiais
1 | Método de captura/coleta (Invertebrados Terestres) Coleta manual, Outros métodos de captura/coleta(Armadilha
Mosgtent)

Destino do material biolégico coletado

# |Nome local destino Tipo destino

Prefeitura Municipal de Cruzeiro do Sul - AC Outro

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Icmi d Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 64267-1 Data da Emissdo: 04/09/2018 19:38:21 Data da Revalidagéo*: 04/09/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Mome: Cynara de Melo Rodovalho CPF: 053.498 796-69

Nome da Instituicio: Fundagdo Oswaldo Cruz CNP.J: 33.781.055/0001-35

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplado

na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material bioldgico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida anotacdo. O material biologico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado, preferenciaimente, em colegdo
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime do nivel taxondmico possivel.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio//ICMBio na Intemet (www.icmbio.gov.brisisbio).
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