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RESUMO

DISSERTACAOQ DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Diogo Fernandes Bellinato

Aedes aegypti é o vetor de uma série de arboviroses que atualmente circulam no Brasil, como
dengue, Zika e chikungunya. Na auséncia de vacinas ou de medicamentos especificos, a reducéo da
densidade das populagdes de A. aegypti é a principal ferramenta de controle destes agravos. Ainda
hoje, o controle quimico é bastante confundido com o controle do vetor, ou seja, inseticidas continuam
sendo amplamente aplicados em saude publica. No Brasil, os organofosforados (OP) tém sido usados
contra A. aegypti por anos, desde 1967, e os piretroides (PY) desde 2000. Os compostos mais
amplamente utilizados em ambito nacional tém sido o larvicida temephos (OP) e o adulticida
deltametrina (PY). Em 2009, os Reguladores do Desenvolvimento de Insetos (IGR) e o OP malathion
foram introduzidos para utilizagao, respectivamente, no controle de larvas e de adultos. O uso intenso
de inseticidas pode selecionar individuos resistentes nas populagdes naturais do vetor, eliminando os
espécimes suscetiveis e reduzindo a variabilidade das populagdes. No presente estudo, apresentamos:
(1) uma revis&o sistematica, baseada na bibliografia disponivel até julho de 2017 e em dados inéditos
de nossa equipe, do status da resisténcia a temephos e deltametrina de populagdes brasileiras de A.
aegypti; estes dados foram avaliados por Regido e comparados com a incidéncia de dengue por
municipio e com o fornecimento de inseticidas aos estados, (2) o perfil de suscetibilidade de 12
populacoes do vetor frente ao IGR diflubenzuron, um inibidor de sintese de quitina, apds sua
introduc@o no pais e (3) o uso de ferramentas matematicas para procurar correlagdes entre resisténcia
a inseticidas com 0s mecanismos avaliados e, potencialmente, com a incidéncia de dengue. Ensaios
dose-resposta detectaram altos niveis de resisténcia para o temephos e para deltametrina embora
todas as amostras avaliadas tenham sido suscetiveis ao diflubenzuron. Diferentes padrdes regionais de
incidéncia de dengue foram identificados e sua correlagdo com a resisténcia a inseticidas foi variavel.
Os dados também permitiram comparar duas metodologias qualitativas de avaliacdo da resisténcia de
adultos a inseticidas, ‘CDC’ (garrafas impregnadas) e ‘WHO’ (papéis impregnados), sugerindo que a
primeira tende a induzir maiores taxas de mortalidade. A resisténcia metabélica sempre foi maior em
fémeas adultas do que em larvas; glutationa-S-transferases e esterases foram as principais classes
enzimaticas alteradas. Em algumas populagdes do vetor, no caso de resisténcia a PY, foi possivel
identificar a opg¢&o por resisténcia metabdlica ou, alternativamente, por alteragdo do sitio-alvo.
Regresséo de Poisson identificou relagéo significativa entre resisténcia e taxas de incidéncia de
dengue, sugerindo impacto da intensificagdo do controle quimico nos perfis de populagdes do vetor.
Regresséo logistica detectou associacao entre o sitio alvo de PY, o Nav, e resisténcia a deltametrina;
foram ainda detectadas alteracdes de classes especificas de enzimas detoxificantes e resisténcia a
deltametrina, mas ndo a temephos. Para compreender o perfil da contribuicdo das diferentes variaveis
disponiveis sobre a resisténcia, iniciamos a decomposicdo de dados por Andlise de Componentes
Principais (PCA). O histdrico do status da resisténcia a temephos e deltametrina em populacoes
brasileiras de A. aegypti revelou a disseminacao da resisténcia aos principais inseticidas utilizados pelo
Programa Nacional de Controle da Dengue, mostrando o carater multifatorial da resisténcia no pais.
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Quantitative evaluation of insecticide resistance monitoring in Brazilian populations of Aedes aegypti: a temporal
analysis of the dynamics of resistance

ABSTRACT

MASTERs DISSERTATION IN PARASITOLOGY

Diogo Fernandes Bellinato

Aedes aegypti is the vector of a series of arboviruses currently circulating in Brazil, such as dengue,
Zika and chikungunya. In the absence of vaccines or specific drugs, the reduction of the density of A.
aegypti populations is the main tool to control these diseases. Even today, chemical control is greatly
confused with vector control, that is, insecticides continue to be widely applied in public health. In Brazil,
organophosphates (OP) have been used against A. aegypti for years, since 1967, and pyrethroids (PY)
since 2000. The most widely used compounds at the national level have been temephos for larvae (OP)
and deltamethrin as adulticide (PY). In 2009, Insect Growth Regulators (IGR) and the OP malathion
were introduced for use, respectively, in larval and adult control. The intense use of insecticides can
select resistant individuals in natural populations of the vector, eliminating susceptible specimens and
reducing the variability of the populations. In the present study, we present: (1) a systematic review,
based on the bibliography available until July 2017 and unpublished data from our team, of the
resistance status to temephos and deltamethrin of Brazilian A. aegypti populations; these data were
evaluated by geographic region and compared to the incidence of dengue per municipality and the
supply of insecticides to the states, (2) the susceptibility profile of 12 populations of the vector against
the IGR diflubenzuron, a chitin synthesis inhibitor, after its introduction in the country and (3) the use of
mathematical tools to search for correlations between insecticide resistance and the evaluated
mechanisms and, potentially, dengue incidence. Dose-response tests detected high levels of resistance
to temephos and to deltamethrin although all samples tested were susceptible to diflubenzuron.
Different regional patterns of dengue incidence were identified and their correlation with resistance to
insecticides was variable.The data also allowed us to compare two qualitative methodologies for
assessing the resistance of adults to insecticides, ‘CDC' (impregnated bottles) and 'WHO' (impregnated
papers), suggesting that the former tends to induce higher mortality rates. Metabolic resistance has
always been higher in adult females than in larvae; glutathione-S-transferases and esterases were the
major enzymatic classes altered. In some populations of the vector, in the case of resistance to PY, it
was possible to identify the option for metabolic resistance as the main mechanism selected or,
alternatively, alteration of the target site. Poisson regression identified a significant relationship between
resistance and dengue incidence rates, suggesting the impact of chemical control intensification on the
profiles of vector populations. Logistic regression detected association between the target site of PY,
Nav, and resistance to deltamethrin; alterations of specific classes of detoxifying enzymes and
resistance to deltamethrin, but not to temephos, were also detected. In order to understand the
contribution profile of the different available variables on resistance, we started the data decomposition
by Principal Component Analysis (PCA). The historic of temephos and deltamethrin resistance status in
Brazilian A. aegypti populations showed the dissemination of resistance to the main insecticides used
by the Brazilian Dengue Control Program, revealing the multifactorial character of the resistance in the
country.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aedes aegypti - importancia epidemiolégica

Zika, chikungunya e dengue sdo arboviroses que tém como transmissor de seus agentes
etioldgicos 0 mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), familia Culicidae (Ordem: Diptera).
E um mosquito extremamente antropofilico e sinantrépico, o que o torna um problema em satde
publica, e esta distribuido geograficamente nas &reas tropicais e subtropicais do planeta (Figura 1)
(Consoli & Oliveira 1994; Jasen & Beebe 2010; Kraemer et al. 2015; Oliveira 2015), principalmente
entre as latitudes 35° N e 35° S (Braga & Valle 2007a; WHO 2009).

Figura 1: Mapa da distribuicdo global prevista de A. aegypti O mapa exibe a probabilidade de ocorréncia do vetor, em uma
Zgﬁglf arbitraria de 0 (azul) a 1 (vermelho), em uma resolucdo espacial de 5 X 5 km (Figura adapatada de Kraemer et al.

N&o existem antivirais contra estes patdgenos e a prote¢do induzida pela vacina contra
dengue, recentemente liberada para comercializagdo no territério nacional (Anvisa 2015; Schwartz et
al. 2015; Sanofi-Pasteur 2016), apresenta, entre outras questdes, eficiéncia inferior a 70%. Além de a
vacina estar indicada para uma fracdo pequena da populagdo, ndo protege contra outros virus
transmitidos pelo vetor que assolam o pais. Até 0 momento ainda n&o estao disponiveis vacinas contra
os virus Zika e chikungunya, mas possiveis candidatas estdo em fase de ensaio clinico para Zika
(NIAID/NIH 2017) e em desenvolvimento para chikungunya (Chang et al. 2014; Erasmus et al. 2016).

A. aegypti é um inseto holometabolo, e seu ciclo de vida consiste de ovo, quatro instares
larvais, pupa e adulto (Figura 2). Seu desenvolvimento de ovo a mosquito adulto leva cerca de sete a
10 dias, dependendo das condicbes ambientais. Fémeas gravidas de A. aegypti depositam seus ovos
proximos a superficie da agua parada, aderidos & parede de recipientes encontrados frequentemente
no domicilio ou peridomicilio (Nelson 1986; Consoli & Oliveira 1994; Oliveira 2015). Em condicbes



controladas, em temperatura de 25 °C, a embriogénese esta completa 77,5 horas depois da postura

(Farnesi et al. 2009). Na natureza, isto é equivalente a aproximadamente trés dias.
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Figura 2: Ciclo de vida do mosquito A. aegypti (Figura adaptada de: https:/www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-
aegypti/).

Os ovos podem entrar em diapausa (estado de dorméncia temporaria) e ha registro de que
tém o potencial de permanecer vidveis por até 490 dias (Silva & Silva 1999). Depois de imersos na
agua, os ovos eclodem dando origem a larvas aquaticas que se alimentam da matéria organica em
suspensao presente nos criadouros. As pupas ndo se alimentam e passam quase todo tempo paradas
em contato com a superficie da agua (Consoli & Oliveira 1994; Forattini 2002; Oliveira 2015). Os
adultos se alimentam de agucares principalmente de origem vegetal, sendo os machos estritamente
fitéfagos. As fémeas precisam de repasto sanguineo para maturar seus ovos (Forattini 2002). A
atividade hematoféagica é maior no periodo crepuscular, mas pode ocorrer em qualquer momento do dia
(Consoli & Oliveira 1994). Fémeas de A. aegypti geralmente realizam mais de um repasto sanguineo,
em individuos diferentes, durante um mesmo ciclo gonotréfico (que corresponde ao periodo entre o
repasto sanguineo, a postura e a procura de um novo repasto). Esta caracteristica, também conhecida
como discordancia gonotrdfica, contribui para a importancia epidemioldgica de A. aegypti, eficiente

vetor de varios agentes etiologicos (Consoli & Oliveira 1994; Oliveira 2005).



1.2 Controle vetorial

A principal forma de controle de epidemias veiculadas por A. aegypti € a reducdo da
densidade do mosquito, o elo vulnerdvel da cadeia de transmissé&o (Tauil 2006). As estratégias comuns
para reducdo da densidade consistem em medidas contra as larvas e adultos do vetor, sendo
classificadas em controle mecénico, bioldgico ou quimico (Braga & Valle 2007a; Brasil 2009a).

O controle mecénico tem base em atividades como a eliminagao ou protecdo adequada
dos criadouros potenciais. A redug@o da densidade da infestagdo de mosquitos depende ndo somente
da eliminagéo desses criadouros, como também de melhores condi¢des das redes de abastecimento
de &gua e esgotamento sanitario, bem como de coleta e destino adequado de residuos (Tauil 2006;
Braga & Valle 2007a; Brasil 2009a) e de agdes envolvendo o engajamento social. Um exemplo deste
ultimo aspecto é o conceito “10 minutos contra 0 Aedes’, elaborado por pesquisadores do Instituto
Oswaldo Cruz, com base em estratégia de sucesso adotada em Cingapura durante uma epidemia de
dengue, e que visava eliminar os criadouros domiciliares (Burattini et al. 2008; Aguiar & Valle 2015).

O controle bioldgico utiliza organismos que predam ou atacam as larvas e pupas, como
pequenos peixes (exemplo: Poecilia reticulada), ou patdgenos, como bactérias entomopatogénicas,
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) (Becker et al. 2000; Araujo et al. 2013) e Bacillus sphaericus
(Goldberg & Margalit 1977; Suryadi et al. 2015), e fungos como Metharizum anisopliae (Scholte et al.
2003; Paula et al. 2011) e Beauveria bassiana (Darbro et al. 2012). Outra abordagem ¢ a utilizagao da
técnica de mosquitos estéreis (SIT, do inglés “Sterile Insect Technique’), que emprega machos estéreis
visando reduzir a densidade das populacdes do vetor. A esterilizacdo pode ser feita por modificacdes
genéticas (mosquitos transgénicos) (Carvalho et al. 2015) ou por meio de irradiacéo (Bellini et al. 2013).
Nessa abordagem a prole de fémeas inseminadas por machos estéreis é inviavel.

O controle quimico consiste no uso de inseticidas contra larvas e adultos do vetor (Braga &
Valle 2007a, Brasil 2009a, WHO 2009). Os inseticidas ainda amplamente utilizados pelos programas de
controle do vetor pertencem a quatro principais classes, todas neurotdxicas: carbamatos (CA),
organoclorados (OC), organofosforados (OP) e piretroides (PY) (Ranson et al. 2010). Destes, os mais
utilizados atualmente sdo PY e OP. Estdo disponiveis também as espinosinas, moduladores de
receptores de acetilcolina (Darriet et al. 2005).

Os Reguladores do Desenvolvimento de Insetos (IGR, do inglés “Insect Growth
Regulators”), como os inibidores de sintese de quitina (CSI) e os analogos de horménio juvenil (AHJ),
diferente dos inseticidas neurotoxicos, atuam interferindo em processos fisioldgicos (metabdlicos ou
enddcrinos), o que prejudica o desenvolvimento do inseto até a fase adulta (Valle et al. 2015a). Vale

ressaltar que os inseticidas utilizados no Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), no Brasil,
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sdo aqueles recomendados pela World Health Organization (WHO) por meio da World Health
Organization Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES 2012). Nos Quadros 1 e 2, apresentamos 0s
compostos e formulagdes aprovados pela WHOPES para utilizagdo em saude publica contra larvas e

adultos do vetor.

Quadro 1: Compostos e formulagdes recomendados pela WHOPES para confrole de larvas de mosquito.

principio ativo e formulagéo classe agao
Bacillus thuringiensis israelensis , linhagem AM65-52 (3000 [TU/mg), WG
Bacillus thuringiensis israelensis , linhagem AM65-52 (200 ITU/mg), GR

, R o , . lise do epitélio
Bacillus thuringiensis israelensis linhagem AM65-52 + B. sphaericus biolarvicida instelinal
linhagem ABTS-1743; 50 Bsph ITU/mg), GR
Bacillus thuringiensis israelensis , linhagem 266/2 (= 1200 ITU/mg), SC
Diflubenzuron DT, GR, WP inibidor da sintese
Novaluron CE de quiina regulador do
Pyriproxyfen GR andlogodo  desenvolvimento
Pyriproxyfen 2 MR hormadnio juvenil
Chlorpyrifos CE
Fenthion CE

Pirimiphos-methyl CE organofosforado neurotdxico

Temephos EC, GR

Spinosad DT, CE, GR, SC

Spinosad 83.3 monolayer DT SP 260-500 g/ha 25-50 mg/m2 espinosinas neurotoxico
Spinosad 25 liberagéo lenta GR

Legendas: CE - concentrado emulsionavel; DT - tablete de aplicagao direta; GR - granulado; MR - matriz de liberagao; SC -
suspensao concentrada; WG - granulado dispersivel em agua; WP - pé molhavel.
Atualizado em 28 de julho de 2017 (WHOPES 2017).

Quadro 2: Compostos e formulagdes recomendades pela WHOPES para controle de mosquitos adultes, aplicagdo
espacial.

principio ativo e formulagao classe agao

Deltametrina EW

Deltametrina UL
Permetrina (25 cis:75 frans; 10.35% wiw) + s-bioletrina (0.14 wiw) +

butoxido de piperolina (9.85% wiw) EW
Lambda-cialotrina CE

d-d, transcifenotrina CE

Malathion EW and UL organofosforado

piretraide .
neurotdxico

Legendas: CE - concentrado emulsionavel; EW - emulséo; UL - liquido de ultra baixo volume (ULV).
Atualizado em 05 de fevereiro de 2016 (WHOPES 2016).



1.3 Inseticidas

Como mencionado acima, 0s principais inseticidas neurotdxicos pertencem as classes dos
organoclorados, piretroides, carbamatos, organofosforados e espinosinas (Darriet et al. 2005; Braga &
Valle 2007a; WHOPES 2017).

1.3.1 Organoclorados

Em sua estrutura quimica contém carbono, cloro e hidrogénio, sendo também conhecidos
como hidrocarbonetos clorados, compostos clorados organicos ou também sintéticos (Ware & Whitacre
2004). Agem sobre o canal de sodio regulado por voltagem (Nav) ou sobre o receptor do
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) pés-sinaptico. Exemplos s@o o DDT (dicloro-
difenil-tricloroetano) e o BHC (benzenohexacloro). O DDT é o primeiro pesticida moderno, foi
amplamente usado ap6s a Segunda Guerra Mundial para o combate dos mosquitos vetores do
plasmaddio. Suas propriedades inseticidas contra varios tipos de artrépodes s6 foram descobertas em
1939, pelo quimico suico Paul Hermann Mdller, o que lhe rendeu o Prémio Nobel de Medicina de 1948
(Ware & Whitacre 2004). Esta classe esta em desuso e sua importancia atualmente é histérica. S&o os
inseticidas mais persistentes no meio ambiente dentre todas as classes. Devido a pressoes
internacionais e nacionais, aliadas a taticas de comercializacao agressiva das industrias produtoras de
inseticidas mais caros, 0 uso do DDT em saude publica foi descontinuado, sendo restrito aos paises
que ndo possuem recursos para aquisicdo de outros compostos (Braga & Valle 2007a). No Brasil, sua
utilizagao, comercializagdo, fabricagéo, exportacéo, importac@o e armazenamento no territério nacional
séo proibidos pela lei de n® 11936, de 14 de maio de 2009.

1.3.2 Piretroides

Os PY constituem uma classe importante de inseticidas sintéticos derivados das piretrinas
naturais e sdo muito eficazes contra um amplo espectro de pragas de importancia econdmica
(Vijverberg & Bercken 1990). Atuam nos canais de sodio regulados por voltagem (Nav), nas
membranas dos axbnios, mudando sua conformacdo e mantendo-os abertos, causando paralisia
imediata e morte devido & sua rapida acédo (Braga & Valle 2007a).

Seu modo de acdo é conhecido como efeito knockdown, pois, apds pouco tempo de
exposicdo ao PY, os insetos caem, aparentemente mortos; depois de alguns minutos ou horas, se a
dose ndo for efetiva, os insetos se recuperam, podendo continuar ativos (Bisset 2002; Braga & Valle
2007a; Nyka et al. 2013).



Os PYs podem ser usados em pequenas concentragdes, causando pouca contaminag@o
do meio ambiente quando comparados com os organoclorados e organofosforados; apresentam baixo
grau de toxicidade ao homem e a outros animais (Beaty & Marquardt 1996). Alguns exemplos de PY

sdo cipermetrina, deltametrina, etofenprox e permetrina.

1.3.3 Carbamatos

Tém como alvo a acetilcolinesterase (ACE), uma enzima responsavel pela degradacao,
nas sinapses, do neurotransmissor acetilcolina. S&o inseticidas derivados do acido carbamico (WHO
1997). A inibicdo da ACE pelos carbamatos é bastante rapida e reversivel, ocorrendo hidrélise em
poucos minutos (Ware 2000); embora o efeito do carbamato seja severo, € curto em relag@o ao efeito
dos organofosforados (WHO 1984). O propoxur e o bendiocarb sdo exemplos de carbamatos. Sao
toxicos aos mamiferos, efetivos contra muitas espécies de insetos (Ware & Whitacre 2004) e
apresentam baixa persisténcia no ambiente (Cechine et al. 2000). Em saude publica, os CA ainda séo
utilizados nas aplicagdes residuais no controle dos vetores relacionados com a doenca de Chagas,
maldria e leishmanioses nas regides onde a resisténcia a OC e PY foi detectada (WHO 2007).
Atualmente, no Brasil, o PNCD recomenda o uso de bendiocarb em pontos estratégicos para o controle
de A. aegypti (Brasil 2018).

1.3.4  Organofosforados

E o termo que inclui todos os inseticidas contendo fésforo. Sdo derivados de um dos
acidos de fosforo e tém estrutura quimica e modo de ag@o semelhante a compostos conhecidos como
gases neurotoxicos. Sua propriedade inseticida foi observada na Alemanha, durante a Segunda Guerra
Mundial, quando foram estudados os gases OPs, toxicos ao sistema nervoso-sarin, soman e tabun
(WHO 1997; Moraes 1999; Ware & Whitacre 2004).

Assim como os carbamatos, os OP atuam inibindo a ACE, presente nas sinapses, na
membrana dos neurdnios pds-sinapticos. A inibicdo da ACE por OP resulta no acumulo de acetilcolina
nas sinapses neuronais e neuromusculares, mantendo a propagacao do impulso e provocando rapidas
contragdes nos musculos voluntarios, ocasionando paralisia seguida de morte (Bisset 2002; Ware &
Whitacre 2004; Braga & Valle 2007a).

Os OPs possuem ampla eficiéncia e baixa toxicidade aos mamiferos (Ware & Whitacre
2004; Braga & Valle 2007a). Os OPS mais utilizados em programas de controle do A. aegypti séo
temephos (larvicida) e malathion (adulticida).



1.3.5 Espinosinas

As espinosinas atuam em receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) da membrana
pds-sinaptica e causam hiperexcitagdo neuromuscular, paralisia € morte dos insetos (Salgado et al.
1998; Perry et al. 2011; IRAC 2018). Nao apresentam efeitos toxicos aos mamiferos e tém pouca
toxicidade para insetos nédo-alvo, além de limitada persisténcia ambiental (EPA 2005; Guojun et al.
2016; Pereira et al. 2016). Um exemplo desta classe é o spinosad, composto pela mistura de duas
espinosinas, A e D, produtos da fermentacdo aerdbica de uma actinobactéria do solo, a
Saccharopolyspora spinosa (Darriet et al. 2005).

A resisténcia a espinosinas, apesar do pouco tempo de uso desta classe de inseticidas, ja

pdde ser detectada em algumas espécies de insetos praga (Shono & Scott 2003; Wyss et al. 2003).

1.4 Resisténcia a inseticidas e mecanismos de resisténcia

De acordo com Beaty & Marquadt (1996), resisténcia é a habilidade de uma linhagem de
um organismo em sobreviver a doses de compostos toxicos que seriam letais para a maioria da
populacdo normal suscetivel da mesma espécie. A pressdo por um inseticida permite que alguns
insetos, inicialmente raros, que possuem alelos resistentes, sobrevivam e transmitam a caracteristica
de resisténcia para a sua prole, favorecidos pela selecdo natural (Mallet 1989). Sendo assim, 0 uso
intenso dos inseticidas e por longos periodos pode selecionar individuos resistentes nas populagdes
naturais do vetor, aumentando sua frequéncia e diminuindo ou até eliminando os individuos suscetiveis
e reduzindo a variabilidade das populagdes, comprometendo a eficacia dos inseticidas (ffrench-
Constant 2006; Valle et al. 2015a).

Como condutas decorrentes da selecao de resisténcia nas populagdes de vetores estéo o
aumento na dosagem, a aplicagdo com maior frequéncia de inseticidas e a substituicdo por outros
compostos (Georghiou 1983; IRAC 2018). A evolugdo e propagacédo da resisténcia a inseticidas séo
uma ameaga ao sucesso dos programas de controle (Ranson et al. 2010). Programas racionais de
controle de vetores devem estar articulados com o monitoramento do status de resisténcia a
inseticidas, para acompanhar a dinémica da resisténcia nas popula¢des e definir alternativas antes que
0 uso de determinado composto alcance um limiar considerado de risco (Braga et al. 2004; Ranson et
al. 2010).

A resisténcia de um determinado organismo pode ser manifestada para dois ou mais
compostos distintos através da resisténcia cruzada ou multipla. A resisténcia cruzada ocorre quando

um unico mecanismo confere resisténcia a dois ou mais compostos e a resisténcia multipla quando



pelo menos dois diferentes mecanismos coexistentes conferem resisténcia a dois ou mais compostos
quimicos (Valle et al. 2015a; IRAC 2018).

A resisténcia a inseticidas pode ocorrer por quatro principais mecanismos nos insetos:
resisténcia comportamental; reducdo da penetracdo do inseticida; aumento da atividade de
detoxificacdo destes compostos; e insensibilidade do sitio alvo do inseticida. Os principais mecanismos
sdo modificacbes da molécula do sitio alvo e o aumento da capacidade de detoxificacdo do
xenobidtico, também conhecidos, respectivamente, como resisténcia por alteragdo do alvo e resisténcia
metabolica (Braga & Valle 2007a; Valle et al. 2015a).

1.4.1  Resisténcia comportamental

Os insetos adquirem a habilidade de detectar ou reconhecer os inseticidas, evitando o
contato. Este mecanismo, relatado para varias classes de inseticidas, incluindo OC, OP, CA e PY, pode
contribuir na redugé@o da propor¢cdo de mosquitos dentro das habitacdes, seja reduzindo sua entrada,
ou estimulando sua saida depois de uma pulverizagao; ha ainda relatos de mudanga do periodo de
maior atividade de mosquitos, em fun¢éo do uso de inseticidas (Hemingway et al. 2004; IRAC 2018).
Este mecanismo de resisténcia estd mais descrito em mosquitos do género Anopheles, vetores do
plasmddio, no uso de inseticidas por aplicagces residuais em paredes e em telas impregnadas
(Sougoufara et al. 2017). Chareonviriyaphap et al. (1997), trabalhando com Anopheles albimanus
(Wiedemann, 1820), considerado vetor de maldria nas Américas, mostraram evidéncias de que este
mosquito evitava ou permanecia menos tempo em habitagbes que haviam recebido aplicacées dos
inseticidas DDT ou PY.

1.4.2 Reducéo na penetragao do inseticida

A resisténcia a penetracdo do inseticida ocorre quando o exoesqueleto do inseto,
desenvolve barreiras que podem retardar a absor¢cdo dos produtos quimicos em seus corpos,
protegendo-os de uma ampla gama de inseticidas (IRAC 2018). O espessamento ou a modificacéo de
algumas caracteristicas fisico-quimicas da cuticula podem gerar diminuicdo de sua permeabilidade,
levando a reducédo da taxa de penetrac@o do inseticida (Georghiou 1994). A resisténcia a inseticidas
por alteracdo da penetracdo via cuticula € um mecanismo frequentemente associado, e com
capacidade de intensificar, outras formas de resisténcia (Braga & Valle 2007a; IRAC 2018).

A superficie cuticular dos insetos é recoberta por uma fina camada de variadas
substancias, sendo lipideos e ceras as principais. Estas ceras estao relacionadas com a resisténcia a
dessecagdo e influenciam a absorcdo de compostos quimicos e a penetrag@o de micro-organismos e
tém um papel importante na sobrevivéncia dos insetos (Ginzel & Blomquist 2016). Nesse sentido,
alteragcbes que modifiquem a camada lipidica também poderiam impactar na penetracdo dos
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inseticidas. Lilly et al. (2016) compararam a espessura da cuticula e o tempo de knockdown em uma
linhagem resistente a PY de Cimex lectularis (Linnaeus, 1758), popularmente conhecido como
percevejo de cama, de uma regido da Australia. Os autores encontraram correlagcdo positiva:
percevejos com cuticula mais espessa eram mais resistentesa PY, propriedade que permitia sua maior
sobrevivéncia a exposi¢éo a inseticidas quando comparados com insetos menos tolerantes da mesma
linhagem e com insetos de uma linhagem suscetivel. Ou seja, alteragdes na espessura da cuticula, ou
em sua composicao lipidica interferem com a passagem de inseticidas; se combinadas com outros
mecanismos, como a expressao de enzimas desintoxicantes ou insensibilidade do sitio alvo, também
podem ter consequéncias importantes para o uso de inseticidas e o controle de percevejos no campo.
Viana-Medeiros (2017) verificou ativagdo na expressdo de um gene que codifica uma
proteina cuticular em populacdes de campo de A. aegypti selecionadas em laboratério com malathion.
Na mesma ocasido, foram também detectadas diferencas na expressdao de elongases e de
desaturases, duas classes de enzimas que participam da biossintese de hidrocarbonetos cuticulares.
Huang et al. (2018) sugeriram a participacdo de um gene da familia das proteinas cuticulares - a
CPLCG5, que codifica uma proteina de baixa complexidade - na resisténcia a piretroides por meio da

formagé@o de uma matriz mais rigida e com aumento do espessamento da cuticula.

1.4.3 Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabdlica agrupa varios mecanismos que levam a degradagdo dos
xenobidticos, resultando em produtos menos tdxicos, ou mesmo nao toxicos. As principais enzimas
envolvidas no processo de metabolizacdo dos xenobidticos pertencem a trés grandes familias: (1)
oxidases de fun¢do multipla (MFO, ou P450, codificadas por genes CYP) e (2) esterases (EST), ambas
familias de enzimas de fase I, ou seja, responsaveis por modificagdes quimicas, além das (3)
glutationa-S-transferases (GST), enzimas de fase Il, que promovem conjugacao (Hemingway & Ranson
2000; Faucon et al. 2015; IRAC 2018). Familias de proteinas transmembranares, os transportadores
ABC (do inglés “ATP-Binding Cassete”) que participam do transporte de uma variedade de substratos
através das membranas, também tém sido associadas a resisténcia metabélica em insetos (Porreta et
al. 2008; Epis et al. 2014). Quando o xenobidtico € um inseticida, 0 aumento da atividade de tais
enzimas detoxificadoras, ou de transportadores ABC, pode caracterizar-se como resisténcia metabdlica
(Hemingway & Ranson 2000; Hemingway et al. 2004; Braga &Valle 2007b; Li et al. 2007).

O aumento da atividade das enzimas detoxificadoras nos insetos resistentes pode derivar
de uma série de alteracOes: i) amplificacdo génica (aumento do numero de cdpias dos genes que
codificam uma ou mais enzimas envolvidas na detoxificacéo); i) expresséo génica alterada (decorre de
mutacao na regido promotora dos genes, em geral com aumento de sua expressao); iii) modificagdo

estrutural (mutagdo na regido codificante resultando em espécie molecular com maior atividade e/ou
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afinidade pelo composto inseticida (Figura 3) (Hemingway & Ranson 2000; Hemingway et al. 2004; Li et
al. 2007; Valle et al. 2015a).

i) Amplificacdo i) Expressio alterada i) Meodificagdo estrutural
Sensivel
Resistente I

vy ¢o¢ ¢

Figura 3: Principais modificagbes que resultam em maior atividade enzimédtica, potencialmente responséveis pela
resisténcia metabdlica: i) amplificacdo génica; i) expressdo génica alterada e iii) modificacéo estrutural (Figura adaptada de
Torres 2013).

A resisténcia via GST parece estar associada a uma quantidade aumentada de moléculas
de enzima, resultante de duplicag@o génica ou, mais frequentemente, de uma regulacao positiva. As
GSTs sdo principalmente associadas a resisténcia a OC, particularmente ao DDT, e a OP. A
sobreexpressao constitutiva de GST foi frequentemente relatada em populagdes de mosquitos que
apresentam niveis elevados de resisténcia ao DDT (Enayati et al. 2005; Strode et al. 2008; Nyka et al.
2013). Varios trabalhos também relacionam a maior atividade de GST, de forma generalizada, com a
resisténcia a PY em populacées de A. aegypti (Hemingway et al. 2004; Montella et al 2007; Polson et
al. 2011). Recentemente Riveron et al. (2014) confirmaram a contribuicdo de GST para a resisténcia a
DDT mas também para PY, em vetores da malaria.

Alteracbes na atividade das MFO foram relatadas como responsaveis pela resisténcia a
DDT, OP e PY (Hemingway et al. 2004; Li et al. 2007); dentre essas, as mais frequentes sdo mudancas
quantitativas e qualitativas em genes das familias CYP6 e CYP9 (Marcombe et al. 2009; Dusfour et al.
2011; Dusfour et al. 2015; Saavedra-Rodriguez et al. 2015; Ishak et al. 2017).

A superproducdo de EST é considerada uma resposta a pressdo de sele¢édo por OP ou
CA; este fendmeno tem sido verificado em uma série de artrdpodes, tais como mosquitos, carrapatos e
baratas (Hemingway et al. 2004). Inseticidas OP, CA e PY possuem ligacdes éster em sua estrutura e,
desse modo, podem ser alvos das EST, de forma distinta: EST de insetos tém alta afinidade por OP e
CA, e os hidrolisam com taxas muito lentas. Por esse motivo, diz-se que as EST sequestram esses
compostos, impedindo-os de chegar ao sitio alvo. Os PY sdo rapidamente hidrolisados pelas EST
(Karunaratne et al. 1993; Hemingway & Karunaratne 1998; Montella et al. 2012). Mudancas qualitativas
na enzima podem ser responsaveis pela hidrdlise e detoxificacdo de inseticidas (Hemingway et al.
2004). Casos de amplificacéo génica e ativagao da transcricdo do gene CCEae3a - que codifica uma
EST, também foram relatados (Strode et al. 2012; Poupardin et al. 2014; Grigoraki et al. 2016; Goindin
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et al. 2017). Este gene esta relacionado ao forte sequestro de temephos pela EST e sua lenta
metabolizagdo em populagdes de A. aegypti das Américas e Asia (Moyes et al. 2017).

Em populagdes naturais de A. aegypti, varios mecanismos de resisténcia podem estar
presentes ao mesmo tempo (Montella et al. 2007; Strode et al. 2008; Bellinato et al. 2016; Viana-
Medeiros et al. 2017; Garcia et al. 2018). No Brasil, Montella et al. (2007) identificaram aumento na
atividade de EST e GST em populagdes deste vetor avaliadas entre 2001 e 2004, logo apds a
introduc@o de PY em ambito nacional para seu controle, em 1999. Alteracdes em MFO, GST e EST
foram associadas a resisténcia em OP e PY, nas populacdes avaliadas entre 2010 a 2012, para ambos
os estagios do vetor (Bellinato et al. 2016). A resisténcia simultdnea a varias classes de inseticidas
encontrada em muitas populacdes de A. aegypti dificulta a correlacdo entre resisténcia a classes
determinadas e mecanismos especificos (Strode et al. 2008; Saavedra-Rodriguez et al. 2012; Valle et
al. 2015a).

1.4.4 Alteragéo do sitio alvo

Alteracbes no sitio alvo de um inseticida podem inibir ou mesmo impedir sua ligacao,

reduzindo ou eliminando seu efeito pesticida (IRAC 2018).

1.4.4.1 Acetilcolinesterase - alvo de OP e CA

Os OP e CA ligam-se e inibem a agéo da acetilcolinesterase (ACE), enzima que hidrolisa
as moléculas de acetilcolina; com isso, 0 neurotransmissor permanece na fenda sinaptica, o que resulta
na transmissdo continua de impulsos nervosos (Hemingway & Ranson 2000, Ranson et al. 2004),
eventualmente culminando na morte do inseto (Wu et al. 2010). Analises filogenéticas apontam que, na
maioria dos insetos, dois genes codificam a ACE: ace-1 e ace-2 (Weill et al. 2002; Cassanelli et al.
2006; Huchard et al. 2006; Jiang et al. 2009). Até o momento, todos os casos de resisténcia a OP em
Culex e Anopheles sp. por alteracdo do sitio alvo se relacionam a mutagbes pontuais na regido
codificante do gene ace-1 (Weill et al. 2003, 2004; Mori et al. 2007; Alout et al. 2008). Embora a
mutacao mais frequente seja a Gly119Ser (Weill et al. 2003), outras mutagdes de ace-1 que também se
correlacionam a resisténcia a OP e CA sao Phe331Trp, identificada em Culex tritaeniorhynchus (Giles,
1901) e Phe290Val, em Culex pipiens (Linnaeus, 1758) (Hemingway et al. 2004; Nabeshima et al.
2004; Alout et al. 2008).

Em A. aegypti, foi detectada a mutacdo do gene ace-1, no sitio Gly119Ser, participando da
resisténcia a OP em populacdes de campo da india (Muthusamy & Shivakumar 2015). Hasmiwati et al.
(2018) detectaram uma nova mutacdo no gene ace-1, em populagcdes de A. aegypti resistentes ao
temephos oriundas de Padang, na Indonésia, na posi¢édo Thr506Thr. Em populacdes brasileiras de A.
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aegypti, de nosso conhecimento ndao ha até hoje evidéncia da resisténcia a OP conferida por

insensibilidade do sitio alvo; todas as alteragdes ja relatadas séo por resisténcia metabdlica.

1.4.4.2 Canal de sddio regulado por voltagem (Nav) - alvo de PY

O alvo dos PY é o canal de sodio regulado por voltagem (Nay); alteragdes que tornam o
Nay insensivel aos PY s&o ditas knockdown resistant (kdr) (Martins & Valle 2012). Ha relatos da
presenca destas mutacoes em populacdes de A. aegypti do Brasil (Martins et al. 2009; Linss et al.
2014), e de muitos outros paises, a exemplo de México, Martinica e China (Garcia et al. 2009;
Marcombe et al. 2012; Li et al. 2015). Em A. aegypti, ndo ha registro da mutacdo kdr “classica”
Leu1014Phe, originalmente descrita em Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Ingles et al. 1996). No
Brasil, s@o relatadas substituices nas posicdes 1534, 1016 e 1011 (Martins et al. 2009; Lima et al.
2011; Linss et al. 2014; Garcia et al. 2018). A alteracdo no sitio 1016 ndo é encontrada de forma
isolada, estando sempre associada a mutagdo do sitio 1534 (Linss et al. 2014). Ao contrario das
substituicdes Val1016lle e Phe1534Cys, a relagdo da mutacdo lle1011Met com a resisténcia a PY
ainda ndo estd clara (Lima et al. 2011; Martins et al. 2013). As muta¢des kdr mais amplamente
estudadas, em populagdes brasileiras e estrangeiras do vetor, sdo Val1016lle e Phe1534Cys (Martins
et al. 2009; Harris et al. 2010; Yanola et al. 2011; Linss et al. 2014; Moyes et al. 2017; Garcia et al.
2018).

1.5 Histdrico da resisténcia no Brasil

Desde 1967, populagbes brasileiras de A. aegypti tém sido submetidas a presséo de
selecdo por diferentes classes de inseticidas, principalmente os OP. No Brasil, a resisténcia de A.
aegypti aos OP foi identificada inicialmente no final da década de 1990 e ha relatos da disseminagcéo
deste fendmeno até os dias atuais (Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004, Montella et
al. 2007, Lima et al. 2011; Bellinato et al. 2016; Viana-Medeiros et al. 2017; Garcia et al. 2018). Com a
confirmacéo da resisténcia ao OP temephos em 1999, o Ministério da Saude criou, em conjunto com
alguns laboratérios de pesquisa, a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A. aegypti a
Inseticidas (Rede Nacional MoReNAa), para avaliagdo de municipios representativos da situacao da
dengue no pais, a cada dois anos (Braga & Valle 2007b; Valle et al. 2015a). A razdo de resisténcia
(RR), uma medida obtida a partir do célculo entre a concentracéo letal (CL) da populagéo sob teste e a
CL equivalente da linhagem referéncia em suscetibilidade, foi adotada para quantificar a resisténcia aos
inseticidas. A deteccdo de resisténcia ao temephos em varios municipios brasileiros motivou sua

substituicdo por Bti em areas consideradas criticas, onde a resisténcia havia sido alta (RR > 10). Em
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2006, o Brasil adotou um critério funcional para a classificagdo dos niveis de resisténcia a temephos:
para populagdes do vetor com RRgs > 3 passou-se a recomendar a substituicdo deste OP por outro
larvicida. O objetivo desta estratégia foi preservar o inseticida no campo, suspendendo seu uso antes
que a resisténcia estivesse instalada, o que poderia comprometer definitivamente sua utilizagao (Brasil
2006; Montella et al. 2007; Schechtman & Souza 2015). Esse critério foi validado através de ensaios
simulados de campo (Montella et al. 2007). De acordo com o critério anterior (RR > 10), dois aspectos
concorriam para o agravamento da situacao: o tempo de realizagdo dos ensaios simulados de campo e
a logistica necessaria para implementar a interrup¢ao e a troca do inseticida nos municipios - na pratica
esse processo pode levar até dois anos (Brasil 2006; Braga et al. 2007b; Montella et al. 2007; Valle et
al. 2015a).

Em 2009, IGR como os CSI e os AHJ foram introduzidos como alternativa no combate as
larvas do vetor (Brasil 2009a, b). Em 2013, o temephos deixou de ser o larvicida de primeira escolha
para controle de A. aegypti; a partir de 2014 nao foi mais utilizado, sendo entdo substituido pelos IGR
para controle larvario: os CSI diflubenzuron e novaluron e o analogo de horménio juvenil piriproxifen
(Brasil 2014).

Em relacdo ao controle da forma adulta do vetor, observou-se resisténcia aos PY pouco
tempo depois do inicio da sua aplicacdo, em 2000 (da-Cunha et al. 2005, Montella et al. 2007, Maciel-
de-Freitas et al. 2014). No entanto, até 2009, o PY deltametrina continuou a ser utilizado, em
aplicacbes espaciais e residuais. Detecg@o, em varias localidades, de disseminacao de resisténcia a
PY (Martins et al. 2009; I0C/Fiocruz 2011) acarretou na substituicdo desta classe pelo OP malathion
(Brasil 2009b).

Com o objetivo de resguardar os produtos disponiveis para uso em saude publica no
combate as larvas, a Rede Nacional MoReNAa recomendou o rodizio de inseticidas com mecanismos
de agéo distintos (Brasil 2012). A adogéo de estratégias que podem auxiliar no controle da densidade
do vetor e na mitigacdo da resisténcia - como mistura de compostos, rotac@o de inseticidas, aplicacéo
em mosaico e o controle integrado - € um desafio e uma necessidade, ja que o numero de produtos
disponiveis para este fim é limitado (Belinato 2012). Vale deixar registrado que, neste complexo cenario
de controle do vetor, uma das agdes mais eficientes de prevengéo é o controle mecanico do mosquito,
que consiste simplesmente na remog¢éo manual de focos potenciais de ovos do mosquito (tema revisto
por WHOPES 1997; Brasil 2009; Valle et al. 2015a, entre outros); as demais abordagens, como o

controle quimico, devem ser tratadas como a¢bes complementares.
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1.6 Justificativa

A elucidacé@o de eventos de resisténcia aos inseticidas disponiveis no combate ao vetor e
dos potenciais mecanismos envolvidos é fundamental e pode ser considerado um fator-chave para o
controle eficaz de A. aegypti. No Brasil, possuimos uma série histérica de avaliagdes sobre o status da
resisténcia de populacdes de A. aegypti. Estudamos de forma sistematica e global estas avaliagbes
produzidas no contexto do monitoramento da resisténcia a fim de (a) contribuir para o conhecimento
sobre 0 status e os mecanismos de resisténcia envolvidos, (b) acompanhar a introducéo dos CSI no
pais, (c) correlacionar estes dados com a incidéncia dos casos de dengue e com o fornecimento de
inseticidas utilizados no controle por parte do Ministério da Saude. Uma vez que a resisténcia a
inseticidas de cada populagdo do vetor pode depender de multiplos mecanismos, utilizamos a analise
de componentes principais (PCA) para identificar potenciais grupos de mecanismos associados.
Esperamos, com isso, contribuir com o entendimento da dindmica da resisténcia nas populacoes

brasileiras de A. aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar de forma sistematica e global as avaliagdes produzidas no contexto do monitoramento
da resisténcia de populacbes brasileiras de A. aegypti a inseticidas a fim de contribuir para o
conhecimento sobre 0s mecanismos de resisténcia envolvidos, acompanhar a introducéo dos CSI no
pais, em especial procurar associagdes com o uso de inseticidas e com as epidemias de dengue e

levando em conta as caracteristicas regionais.

2.2 Objetivos Especificos

a) Organizar os registros gerados sobre o status de resisténcia € os mecanismos envolvidos nas
diferentes populagbes de A. aegypti avaliadas, levando em conta os inseticidas utilizados, a
distribuicdo geogréfica das populagdes e as dindmicas temporais encontradas

b) Levantar o histérico de fornecimento de inseticidas pelo Ministério da Saude aos estados, e
comparar com os perfis de resisténcia obtidos

c) Fazer avaliagdo comparativa dos bioensaios (quantificacdo da resisténcia) e dos ensaios
bioquimicos e moleculares (identificacdo de mecanismos de resisténcia), objetivando a detec¢ao
de mecanismos diagndsticos, se houver

d) Comparar os perfis de resisténcia obtidos com a dindmica de casos de dengue, nas diferentes
regides do pais, de forma a identificar potencial relagdo com epidemias e com eventual

exacerbacao do uso doméstico de inseticidas
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3 APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Os resultados estéo organizados em trés capitulos que contém, na sequéncia:

i) revisdo sistematica da resisténcia a inseticidas em populagdes brasileiras de A. aegypti.
Contemplamos: a resisténcia aos inseticidas temephos e deltametrina usados no controle em campo,
0s mecanismos de resisténcia, além do histérico de uso dos inseticidas pelo Ministério da Saude por
estado e da incidéncia de dengue por municipio avaliado.

ii) quantificac@o da resisténcia aos inseticidas temephos, deltametrina e ao CSI diflubenzuron
em 12 populagdoes de A. aegypti. Diflubenzuron foi introduzido no controle das formas imaturas no
Brasil em 2009. Este Capitulo, ja publicado (Bellinato et al 2016), inclui a avaliagdo dos mecanismos de
resisténcia das populagdes e discute o impacto do uso publico e doméstico de inseticidas sobre a
resisténcia.

iii) Utilizacdo (ainda preliminar) de ferramentas matematicas para procurar correlagcdes entre
resisténcia a inseticidas com 0s mecanismos analisados e, potencialmente, com a incidéncia de
dengue; foram utilizadas, respectivamente, regress@o de Poisson e regresséo logistica. Considerando
a natureza multifatorial da resisténcia, utilizamos ainda a Analise de Componentes Principais (PCA)
para identificar associagdes de grupos de mecanismos; nesta analise procurou-se deixar em evidéncia
os dados por regid@o (N, NE, SE, S, CO).
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3.1 Capitulo 1 - Revisao do status da resisténcia a inseticidas em populacoes

brasileiras de A. aegypti

Vérios fatores modulam a ocorréncia das epidemias de dengue, cuja transmiss@o esta
condicionada a densidade humana e a densidade e dispersdo de seu vetor, A. aegypti, mosquito
extremamente adaptado ao ambiente modificado pelo homem (Kuno 1995, Oliveira 2015). No Brasil, a
distribuicdo das epidemias de dengue € muito heterogénea, em raz&o de sua dimens&o territorial, da
diversidade climatica, e do grande numero de centros urbanos densamente povoados (Teixeira et al
2015). Desde 1986, a partir da epidemia no Rio de Janeiro, a dengue € um problema de Saude Publica
relevante no pais. Hoje, o Brasil € hiperendémico para esta arbovirose, com circulagdo dos quatro
sorotipos, DENV-1 (desde 1986), DENV-2 (1990), DENV-3 (2001) e DENV-4 (2010) (Schatzmayr et al.
1986; Nogueira et al. 1990; 2001; Brasil 2012). Em adicdo, em funcdo da sazonalidade do vetor,
diferentes regides do pais s@o submetidas a periodos epidémicos de dengue, nas estagdes quentes e
chuvosas (Donalisio & Glausser 2002; Teixeira et al. 2015).

Na auséncia de medicamentos especificos e de vacinas efetivas e disponiveis para
aplicacdo em grande escala, o controle e a prevencao da dengue dependem particularmente de agoes
dirigidas a seu vetor. Hoje é crescente o reconhecimento de que a solu¢do para a dengue extrapola o
setor saude, sendo dependente, de um lado, de a¢des estruturais, como saneamento, coleta de lixo e
abastecimento de agua e, de outro lado, de mobilizagao e sensibilizacdo da sociedade, para elimina¢éo
de criadouros potenciais, muitos dos quais localizados no intradomicilio. Apesar disto, em muitos casos
o controle do vetor ainda é confundido com o controle quimico do vetor, 0 que resulta em intensificacéo
do uso de inseticidas, que culminam com a disseminacao de resisténcia nas populacdes de A. aegypti
(Valle 2012; Maciel-de-Freitas et al. 2014; Valle et al. 2015a, b; Bellinato et al. 2016; Macoris, Martins et
al. 2018).

No Brasil, as popula¢des do vetor da dengue tém sido submetidas a presséo de selecao
por diferentes classes de inseticidas. Desde 1967, 0 uso continuado de OP tem selecionado espécimes
resistentes. Até muito recentemente o OP temephos foi 0 unico larvicida aprovado pela WHO para uso
em agua potavel e, portanto, no controle da fase jovem deste vetor (WHO 1997). No final da década de
1990, surgiram os primeiros relatos de alteragao da suscetibilidade de A. aegypti ao temephos (Macoris
et al. 1999). Em fung&o disto, o Ministério da Saude, por meio do PNCD, iniciou a coordenagéo, em
parceria com alguns laboratérios de pesquisa, da Rede Nacional MoReNAa, cujo objetivo foi monitorar,
nos municipios representativos da situagdo da dengue no pais, o status de resisténcia do vetor aos
principais compostos empregados em nivel nacional (Braga & Valle 2007b; Valle et al. 2015a).
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Com a confirmacéo da resisténcia a temephos e com a aprovagéo de novos larvicidas para
uso em 4gua potavel, o pais passou a adotar outros compostos contra larvas em adicdo ao OP, a
saber, inicialmente Bti e depois IGR. Além disso, em 2006 o Brasil modificou o critério de classificacéo
do status de resisténcia a temephos: populacdes do vetor com RRgs > 3 passaram a ser classificadas
como resistentes, quando a substituicdo deste OP por outro larvicida era entdo recomendada. O critério
anterior preconizava interrupcdo quando a RRes fosse maior que 10. O objetivo desta mudanca de
conduta foi preservar o inseticida como ferramenta de controle, suspendendo seu uso antes que a
resisténcia estivesse instalada, o que poderia comprometer definitivamente sua utilizagédo no campo
(Brasil 2006; Montella et al. 2007; Schechtman & Souza 2015). Passamos a utilizar este mesmo critério
também para classificar o status de resisténcia a deltametrina das populagdes, para fins académicos.

Em relagdo a forma adulta do vetor, resisténcia a PY foi observada pouco tempo apds o
inicio de sua aplicacdo em campo, em 2000 (da-Cunha et al. 2005; Montella et al. 2007; Maciel-de-
Freitas et al. 2014). No entanto, até 2009, o PY deltametrina continuou a ser utilizado, em aplicagoes
espaciais e residuais no controle de A. aegypti. A deteccao, em varias localidades, da disseminagao de
resisténcia a PY (Martins et al. 2009; I0C/Fiocruz 2011) acarretou na substituicdo desta classe pelo OP
malathion (Brasil 2009b). Porém, além do uso doméstico de PY, disponiveis nos mercados de varejo,
esta classe de inseticidas ainda continua sendo utilizada no controle dos vetores dos agentes
etioldgicos da doenca de Chagas, malaria e de leishmanioses, em varias regides urbanas do pais.
Ressaltamos que no Brasil somente sdo utilizados em saude publica, contra larvas e adultos do vetor,
compostos e formulagdes aprovados pela WHOPES (WHOPES 2016; 2017).

Neste capitulo apresentamos uma revisdo sistematica do status da resisténcia a inseticidas
quimicos em populagdes brasileiras de A. aegypti aos compostos amplamente utilizados no combate
ao vetor em dmbito nacional: o larvicida temephos e o adulticida deltametrina. Esta revisao se baseou
em dados inéditos, apresentados ao PNCD no &mbito da Rede Nacional MoReNAa, mas até agora néo
publicados, e em revisdo bibliografica, que obedeceu a critérios minimos de representatividade, como
indicado na Metodologia. Os dados gerados por nossa equipe consistiram de (1) bioensaios qualitativos
para deteccdo da resisténcia de adultos a deltametrina, com duas metodologias distintas, (2)
bioensaios quantitativos para deteccao de resisténcia de larvas e adultos, respectivamente a temephos
e deltametrina e (3) quantificacdo da atividade das principais classes enzimaticas relacionadas com a
resisténcia metabdlica (MFO, EST e GST) e com o sitio-alvo de OP, a enzima ACE. Além disso,
utilizamos dados disponiveis para altera¢ces no alvo de PY, Nav. Em relag@o a revis@o bibliografica,
confirmamos que grande parte dos dados disponiveis esta concentrada no esforco de dois trabalhos
anteriores: (1) Ranson et al. (2010), que trata de uma revis@o sobre o status conhecido de resisténcia
global dos vetores da dengue a inseticidas, com énfase nas duas classes de inseticidas mais utilizados,

OP e PY e (2) Moyes et al. (2017), que atualizaram e ampliaram o trabalho anterior, mapeando a
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distribuicdo geografica mundial da resisténcia e os mecanismos envolvidos, em populagdes do vetor, a
partir de evidéncias disponiveis para as quatro principais classes de inseticidas neurotdxicos (CA, OC,
OP e PY). Vale ressaltar que ambos os trabalhos reconheceram o Brasil como um dos poucos paises
do mundo com um programa bem estruturado de monitoramento da resisténcia a inseticidas utilizados
no controle de A. aegypti. Ressaltamos ainda o trabalho de Chediak et al. (2016), que investigaram a
propagacao espacial e temporal da resisténcia a temephos de populagdes de A. aegypti no Brasil ao
longo de 12 anos, a partir de ensaios qualitativos disponibilizados pelo PNCD.

Em todos os casos, procuramos correlacionar os dados, apresentados por Regiao, (a) com
o fornecimento anual de inseticidas pelo Ministério da Saude aos estados para o controle de A. aegypti
e de outros vetores, e (b) com a incidéncia, também anual, de dengue por municipio avaliado.
Esperamos com este esforco ter consolidado e atualizado todas as informagdes sobre resisténcia a
temephos e deltametrina de populagdes brasileiras de A. aegypti publicadas até julho de 2017, além de
dados inéditos de nossa equipe, para avancar com o entendimento da dindmica e dos mecanismos

envolvidos com este fenémeno no pais.
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3.1.1  Materiais e Métodos

3.1.1.1  Mosquitos

As amostras cujos resultados sao apresentados aqui pela primeira vez foram coletadas em
campo entre 2005 e 2011. Ovos de A. aegypti oriundos dos municipios foram coletados com o auxilio
de armadilhas do tipo ovitrampa seguindo o recomendado pela Rede Nacional MoReNAa (Braga et al.
2001; Lima et al. 2003; Montella et al. 2007; Brasil 2008). Os ovos obtidos nas paletas foram colocados
para eclodir e as larvas resultantes, criadas na densidade de 1.000 larvas por bacia plastica de
27 x 19 x 7 cm contendo 1 litro de agua parcialmente desclorada. A cada trés dias foi adicionado 0,5 g
de ragdo para gato (Friskies®, Purina, S&o Paulo, SP) e as bacias foram acondicionadas em estufa do
tipo BOD a 26 +1 °C, onde permaneciam até a fase de pupa (Bellinato et al. 2016). As pupas foram
transferidas para gaiolas de papeldo e, ap6s a emergéncia dos adultos, a identificacdo e triagem de A.
aegypti foi feita de acordo com a chave dicotémica de Consoli & Oliveira (1994). Para a obtengéo dos
ovos, foi oferecido alimentagdo sanguinea, com cobaias anestesiados com ketamina e xilazina (Hawk &
Leary 1999), uma vez por semana, durante quatro semanas. Utilizamos, preferencialmente, mosquitos
das geracdes F1 ou F2 nos ensaios. O protocolo foi aprovado pelo comité institucional da Fiocruz
"Comissdo de Etica sem Estudo de Animais" (CEUA / Fiocruz), nimeros de licenca: P-0147/02, L-
011/09 e LW-20/14.

3.1.1.2 Inseticidas

Foram utilizados temephos e deltametrina. Informagdes sobre os lotes empregados nas

avaliagbes inéditas estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Dados sobre 0s inseticidas utilizados nas avaliagoes.

classe inseticida fabricante lote

010-07
Fersol .

OP temephos 041-07
042-07
Sigma-Aldrich 6333-x

PY deltametrina Bayer Cropsciense DGDLTK057
Sigma-Aldrich 3240-x

3.1.1.3 Ensaios quantitativos

Os bioensaios dose-resposta de larvas com temephos foram feitos de acordo com a
Organizag@o Mundial da Saude (WHO 1981), protocolo também descrito por Lima et al. (2003) e Braga
et al. (2004). Para cada municipio foram realizados pelo menos trés ensaios, em dias diferentes,
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totalizando, no minimo, 2.400 larvas expostas: cada ensaio consistiu de 10 concentracbes de
inseticida, quatro réplicas por concentracdo e 20 larvas por réplica. A mortalidade foi registrada depois
de 24 horas.

A partir de 2009, adultos de algumas populagdes do vetor foram submetidos a bioensaios
para quantificac@o da resisténcia a deltametrina, por meio da metodologia de papéis impregnados, com
algumas modificagdes (WHO 1998a; Belinato et al. 2012; Brito et al. 2013; Bellinato et al. 2016).
Utilizamos entre 15-20 fémeas, de um a cinco dias de vida, ndo alimentadas com sangue, por réplica.
Foram usadas trés réplicas por concentracdo e entre oito e 10 concentragdes por ensaio. Também
neste caso, para cada populagdo foram realizados pelo menos trés ensaios, em dias diferentes,
totalizando cerca de 1.080 a 1.800 fémeas. Os mosquitos ficaram expostos ao inseticida por uma hora,
depois foram transferidos para tubos de descanso, sem inseticida, e a mortalidade foi registrada depois
de 24 h.

A linhagem Rockefeller, referéncia de suscetibilidade (Kuno 2010), foi usada para calibrar

0s ensaios e obter as razdes de resisténcia (RR).

3.1.1.4 Ensaios qualitativos

Em muitos casos, a resisténcia de adultos a deltametrina foi investigada por meio de
ensaios com a dose-diagndstica (DD) utilizando duas metodologias - garrafas e papéis impregnados
com inseticidas. Em ambas foram usadas réplicas de 15-20 fémeas néo alimentadas, de um a cinco
dias de vida adulta. Para cada municipio foram realizados pelo menos trés ensaios, em dias diferentes.

Para a metodologia de garrafas foram usadas, por ensaio, uma garrafa controle,
impregnada apenas com o solvente (acetona) e trés garrafas impregnadas com 5 pg de deltametrina.
Na metodologia de garrafas, esta é a DD, definida como a menor concentragéo que mata 100 % dos
mosquitos da linhagem Rockefeller no tempo de acdo do inseticida (30 minutos, no caso de
deltametrina). O ensaio tem duragdo minima de 30 minutos, sendo a leitura do efeito knockdown
realizada a cada 15 minutos até o tempo maximo de 120 minutos de exposicdo. As fémeas eram entao
transferidas para gaiolas de papelao, sem inseticida, onde permaneciam por 24 h, quando a leitura de
mortalidade era realizada (Brogdon & McAllister 1998; da-Cunha et al. 2005; Fontoura et al. 2012).

Os ensaios com papéis impregnados seguiram a metodologia da WHO (1998a) com
pequenas modificaces. Cada ensaio consistiu de trés réplicas com papéis impregnados com 3,65 mg
de deltametrina/m2 e dois tubos controle, impregnados apenas com 6leo de silicone (Belinato et al.
2012). A DD, no caso da metodologia com papéis impregnados, equivale ao dobro da ClLey de
Rockefeller. Depois de contato com o inseticida por uma hora, 0s mosquitos eram transferidos para
tubos de descanso, sem o inseticida, e 24 h depois a mortalidade era registrada.
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3.1.1.5 Ensaios bioquimicos

Para avaliagdo das enzimas relacionadas com a resisténcia metabdlica, utilizamos os
protocolos descritos por Valle et al. 2006 e por Montella et al. 2007 para os adultos e por Viana-
Medeiros 2011 para as larvas. Para cada populagdo foram feitas avaliagbes individuais de
aproximadamente 90 larvas (L3 final ou L4 inicial) ou 90 fémeas n&o alimentadas com sangue, com até
24 horas de vida adulta, armazenadas em freezer - 80°C até o seu uso. Atividade das enzimas GST,
MFO e EST foi quantificada. Para EST foram usados trés substratos diferentes: acetato de alfa-naftil
(a-EST), beta-naftil (B-EST) e p-nitrofenil (oNPA-EST). A atividade do alvo de OP, ACE, também foi
medida; neste caso, além da atividade total (AChE), quantificou-se sua inibicdo por propoxur (AChl)
(WHO 1998b).

3.1.1.6 Anadlises dos ensaios

Para os bioensaios qualitativos usamos o critério proposto por David & Zahar (1973):
mortalidade menor que 80% indica resisténcia; acima de 98%, suscetibilidade; valores intermediarios
apontam resisténcia incipiente, e necessidade de acompanhamento da populagéo.

No caso dos ensaios dose-resposta, as concentragdes letais (CL) foram calculadas com o
auxilio do software Polo-PC (Raymond 1985) via andlise probit (Finney 1971). A razdo de resisténcia
(RR) foi obtida a partir da razéo entre a CL da populagdo sob teste e a CL equivalente da linhagem
suscetivel de referéncia. Optamos por utilizar, para OP e PY, o critério funcional adotado pela Rede
Nacional MoReNAa em 2006 para classificacao da resisténcia a temephos (Montella et al. 2007; Valle
et al. 2015a), segundo o qual RRes acima de 3,0 é indicativo de resisténcia (ver Discussao).

A classificacdo dos ensaios bioquimicos foi realizada de acordo com Valle et al. (2006) e
Montella et al. (2007), que usam o percentil 99 de Rockefeller obtido para cada enzima como ponto de
corte. Para cada populagdo e classe de enzimas, a atividade é classificada como n&o alterada, alterada
ou muito alterada se o percentual das amostras acima do percentii 99 de Rockefeller estiver,
respectivamente, abaixo de 15%, entre 15% e 50% ou acima de 50%. Estes resultados percentuais
também foram usados para calcular o 'GAB' (‘avaliagdo global dos ensaios bioquimicos'), medida
secundaria de cada populagdo avaliada, correspondente a média das alteragdes das atividades de
todas as enzimas. Consideramos ainda, apenas a atividade das enzimas detoxificantes, relacionadas
exclusivamente com a resisténcia metabdlica, sem as alteragdes da atividade total de AChE (GAB-
AChE).
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3.1.1.7 Distribuicdo dos inseticidas utilizados em Satide Publica

No Brasil, o Ministério da Saude distribui para os estados os inseticidas utilizados no
controle de vetores em Saude Publica (Bellinato et al. 2016). Utilizamos os registros anuais de
distribuicdo dos compostos usados no controle de A. aegypti, no periodo de 2003 a 2014. Os larvicidas
empregados foram temephos, Bti e IGRs (neste caso, estdo agrupados novaluron, diflubenzuron e
pyriproxifen); os adulticidas mostrados sdo malathion (OP) e inseticidas PY (deltametrina, cipermetrina,

etofenprox, alfacipermetrina, ver Discusséo).

3.1.1.8 Incidéncia dos casos de dengue

Foram realizadas buscas na base de dados SINAN NET (Sistema de Informacéo de Agravos
de Notificagdo) no sitio da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), sobre o histérico de casos de
dengue notificados por regido, estado e municipio (Brasil 2015). Foi adotado o critério utilizado pelo
PNCD, onde todas as formas da doenca sao contabilizadas e excluidos apenas os casos classificados
como descartados. Realizamos o calculo estimativo do crescimento populacional dos municipios
usando como base 0s censos populacionais dos anos 2000 e 2010, obtidos no sitio do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), para calcular a taxa de incidéncia dos casos de dengue no
periodo entre 2000 e 2012 (Brasil 2010). A taxa de incidéncia dos casos de dengue foi calculada por
(N/P) x 100.000 habitantes, onde ‘N’ é o numero de casos novos confirmados de dengue (todas as
formas) em residentes e ‘P’ a populagéo total residente no periodo determinado (OPAS 2008). Vale
ressaltar que, de acordo com o Ministério da Saude, municipios que apresentam valores superiores a

300 casos por 100 mil habitantes s&o considerados epidémicos (Teixeira et al. 2015).

3.1.1.9 Revisao sistematica

Este trabalho também fez uma atualizagdo do stafus de resisténcia das populagdes
brasileiras de A. aegypti, de 146 municipios, a OP e PY. Foram incluidos: (1) os novos dados aqui
apresentados; (2) a recente revisdo de Moyes et al. (2017), que contempla populagdes de todo o
mundo, e atualiza o trabalho de Ranson et al. 2010; (3) levantamento bibliografico sistematico, do
periodo de 1 de janeiro de 1985 a 31 de julho de 2017, nas bases contidas no National Center for
Biotechnology Information - NCBI (PubMed e PubMed Central® - PMC) e no Google Académico. Neste
levantamento foram utilizados os seguintes termos de busca, aditivos: “Brazil’, “Aedes aegyptr’,
“insecticide resistance’, “organophosphate’, “pyrethroid’. Os artigos obtidos foram selecionados
inicialmente com base em dois critérios: relevancia do titulo e resumo com conteudo relacionado ao
tema. Os artigos escolhidos foram entéo lidos na integra e submetidos a uma nova etapa de selegéo,
desta vez de acordo com outros critérios: (a) representatividade da amostra coletada em relagao a area
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de cada municipio avaliado e (b) presenca de dados sobre o status de suscetibilidade frente aos
inseticidas OP e PY, qualitativos, quantitativos, ou ambos. Descartamos os artigos nos quais a coleta
nao era representativa (em alguns casos, a origem das amostras ndo era nem informada). A Figura 4
mostra 0 quantitativo de registros inéditos apresentados no trabalho e o fluxo da informacéo nas
diferentes fases da revisdo sistematica, montado segundo a metodologia PRISMA (Principais Itens

para Relatar Revisdes Sistematicas e Meta-Andlises) proposta por Moher et al. (2009).

Artigos identificados nas bases entre 1985 e 07/2017 Artigo publicado por Moyes ef. af 2017
2 {n=1.590) {(n=1)
o
2 |
£
: J
Potenciais fontes de dados {1). Artigos excluidos
- {n=1.591) - {n=1.525)
Artigos com titulo ou resumo pertinente (2). Artigos com dados ‘incompletos’
K {n=66) - {n=17)
s
% v
it Artigos avaliados para elegibilidade (3). | Artigos com amostras ndo representativas
{n=49) (n=23)
v
Artigos resultantes {4).| Artigos jaincluidos na revisio de Moyes
] {n=26) ef. al 2017 {n=16)
3
F 4 v
F Artigos selecionados Registros inéditos (este
{n=10) trabalho)
H
= 219 registros 1175 registros 996 registros
4
1
2
E | Registros independentes: total = 2390 (de 146 municipios) |
Legendas

1) Titulo relevante e abstract com conteldo relacionado ao tema?
2) Dados completos sobre resisténcia a OP e/ou PY?

(3) Amostra representativa da localidade avaliada?

(4) Artigos ja citados por Moyes et. al2017?

Figura 4: Diagrama de fluxo PRISMA - informagdo das diferentes fases do levantamento e consolidagdo dos dados de
avaliacdo da resisténcia de populagdes brasileiras de A. aegypti a inseticidas usados em seu controle, no periodo entre
1985 e 2017.

Critérios adotados para aceitagdo dos artigos incluidos na revisdo sistematica:

- (1) artigos com titulo e resumo relacionados a tematica.
- (2) dados do status de susceptibilidade frente aos inseticidas OP e PY: se os autores informaram ensaios qualitativos ou

quantitativos para os inseticidas temephos, deltametrina e cipermetrina. Para os ensaios qualitativos, foram incluidos
aqueles que informaram a concentracdo diagnéstica e o percentual de mortalidade obtido. Nos ensaios quantitativos, os que
informaram as CL (50, 90, 95 ou ambas) e as RR correspondentes.

- (3) representatividade da coleta em campo: foram aceitos os artigos que informavam a obtencdo das amostras levando em
consideracdo seu tamanho e representatividade em relagdo a area e ao periodo de coleta para cada municipio avaliado.
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Para as coletas realizadas em bairros ou em outras subdivisdes de um municipio considerou-se a RR média dos valores
informados; nestes casos para as CL foi utilizada toda a faixa de variagao dos intervalos de confianca.

Os artigos que nao informaram o ano da coleta foram descartados; com excegdo dos dados descritos por Braga et al.
(2005), cujos registros estdo com nossa equipe.

- (4) Foram excluidos desta anélise os artigos ja contemplados na recente reviso realizada por Moyes et al 2017.
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3.1.2 Resultados

Apresentamos os resultados inéditos, assim como os dados obtidos na literatura, de
avaliagbes do status de resisténcia de populagdes brasileiras de A. aegypti de 514 'municipios/ano'.
‘Municipio/ano' foi a unidade de trabalho escolhida, independente do numero de inseticidas testados e
dos ensaios realizados. Para cada 'municipio/ano’ estdo apresentados varios registros, totalizando
2.390. Definimos como 'registros' os valores obtidos com a mortalidade média, no caso de bioensaios
qualitativos e, em relacdo aos ensaios dose-resposta, cada uma das concentracdes letais (CL)
disponiveis - 50, 80, 90, 95 - assim como cada uma das raz0es de resisténcia (RR) correspondentes.
No caso dos ensaios bioquimicos, os resultados obtidos para cada classe enzimatica (ACE, MFO,
GST, 0-EST, B-EST, pnpa-EST) sé@o considerados um registro independente. Os dados referentes a
frequéncia alélica das mutagbes kdr no Nay, embora ndo tenham sido contabilizados como registros,
foram informados, sempre que disponiveis, para auxiliar no entendimento dos mecanismos de
resisténcia. Foram consideradas apenas as avaliagdes das posicdes 1016 e 1534, simultaneamente,
que estao fortemente associadas a resisténcia a PY (Linss et al. 2014; Dusfour et al. 2015).

Os dados de cada municipio estdo agrupados por ano de coleta e organizados
sequencialmente, por estado e por regido geografica. Com o objetivo de evidenciar as particularidades
regionais, para cada Regido (Norte, Nordeste, Sudeste, Sul, Centro-Oeste) esta apresentado um
conjunto de tabelas e graficos com foco nos bioensaios com larvas, nos bioensaios qualitativos (‘dose
diagnostica’) com adultos, ou ainda nos ensaios quantitativos (‘dose-resposta’) com adultos. Sempre
que possivel, foram incluidos os resultados obtidos com 0s ensaios bioquimicos, e moleculares, nas
planilhas correspondentes, na tentativa de identificar mecanismos associados. Para cada regiao foi
também montada uma tabela que procurou agrupar, no caso dos municipios para 0s quais
dispunhamos de dados bioquimicos ou moleculares, todos os dados obtidos também com os
bioensaios, independente do estagio ou do inseticida avaliado e do tipo de ensaio realizado. Além
destes resultados, derivados das avaliagdes de resisténcia, foram incluidas tabelas que apresentam o
historico de uso de inseticidas no controle de larvas e de adultos de cada estado assim como a
incidéncia de dengue no periodo, por municipio avaliado.

A intencdo com o esforco de sistematizacdo dos dados foi apresentar, da forma mais
completa possivel, toda a série histérica disponivel de avaliagdo da resisténcia das populagdes
brasileiras de A. aegypti aos inseticidas usados no PNCD, assim como o contexto de utilizacdo de
inseticidas e da incidéncia de dengue. Vale ressaltar que 96,8 % dos registros apresentados foram
gerados em laboratdrios que faziam parte da Rede Nacional MoReNAa.
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3.1.2.1 Regiao Norte

3.1.2.1.1 Incidéncia de dengue

A Tabela 2 mostra o histérico de incidéncia de dengue entre 2001 e 2012 nos municipios
da Regido Norte aqui analisados. O Ministério da Saude considera altas, indicativas de epidemia, as
taxas de incidéncia superiores a 300 casos por 100.000 habitantes (Teixeira et al. 2015). A maior parte
dos municipios apresentados se localiza no Para, onde as incidéncias elevadas foram esporadicas. Por
outro lado, nos demais estados, em alguns municipios houve registros de epidemias, inclusive em anos
consecutivos e, por vezes com incidéncias ultrapassando o ‘limiar' de epidemia, 300 casos/100.000
habitantes, em 5-30 vezes: Rio Branco (2009-2011), Oiapoque (2007-2011) e Boa Vista (entre 2001 e
2003 e, depois, entre 2008 e 2010). Em Pacaraima e Palmas, embora a incidéncia de dengue ndo
tenha sempre atingido niveis tao elevados, os valores foram compativeis com epidemias na maior parte

do periodo apresentado.

3.1.2.1.2 Resisténcia ao larvicida temephos

De maneira geral, no periodo avaliado, houve fornecimento quase que continuo de
temephos em todos os estados. Mesmo quando outros produtos eram introduzidos, como Bti ou IGR,
na maioria dos casos ndo substituiam, mas se somavam, a este larvicida (Tabela 3). Em consonancia,
larvas de A. aegypti de praticamente todos os 20 municipios da Regido Norte incluidos nesta base de
dados apresentaram perfil alterado de resisténcia ao temephos. As unicas excec¢des foram Porto
Velho/RO em 2002 (Braga et al. 2005), e Boa Vista em 2010, municipios/ano classificados como
suscetiveis ao temephos (Tabela 4) de acordo com critérios atualmente adotados pelo Ministério da
Saude (Montella et al. 2007; Valle et al. 2015a).

Os valores de RRgs para temephos na Regi@o Norte, em sua maioria, oscilaram entre 4 e
12 no periodo. A principal excecao foi Oiapoque/AP, em 2009, com niveis de resisténcia extremamente
altos: RRso de 42,1 e RRgs de 102,5 (Araujo et al. 2013). Este valor de RRgs foi cinco vezes mais
elevado que a segunda maior RRes obtida para a regido em todo o periodo, de 21,4, em Dom
Eliseu/PA, em 2003 (Montella et al. 2007). Ensaios mais recentes com amostras do estado do Amapa,
a partir de coletas realizadas entre dezembro de 2014 e janeiro de 2015, revelaram uma significativa
reducdo dos niveis de resisténcia a temephos (Costa MM 2017, dados n&o publicados); embora sem
informacdo sobre a RRgs, detectou-se RRso de 21,8 para Oiapoque, praticamente a metade do valor
encontrado em 2009. A partir de coletas simultdneas, ainda no estado do Amapd, Costa também
detectou reducdo significativa do nivel de resisténcia a temephos de outra populagao, Macapa. Neste
sentido, vale lembrar que temephos deixou de ser fornecido ao Amapa pelo PNCD em 2013, e que
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desde 2010 este OP vem sendo gradualmente substituido por IGR (Tabela 3), 0 que pode justificar a
queda dos niveis de resisténcia.

A elevada RR para temephos em Oiapoque poderia ser justificada como reflexo das agdes
de controle do vetor durante longo periodo epidémico: no ano da avaliacdo, 2009, a incidéncia de
dengue neste municipio j& estava, ha dois anos, aproximadamente 10 vezes acima do limiar que define
epidemias (Tabela 2). Este perfil, no entanto, ndo parece ser geral: (a) Palmas/TO apresentou RR
menores que 10, em duas avaliagdes, 2006 e 2009, com incidéncia alta de dengue em todos 0s anos
entre as coletas; (b) o caso de Rio Branco é ainda mais contundente: tem perfil de RR parecido com o
de Palmas, abaixo de 10, com avaliagdes em 2007 e 2011, antes e depois de quatro anos sucessivos
de alta incidéncia de dengue, com taxas que chegaram a 30 vezes o limiar de epidemia, no ano de
2010, ano anterior a Ultima avaliag@o de resisténcia. Ou seja, n@o parece ser apenas a epidemia que
esta associada a resisténcia, mas a resposta que se da ao fato, em particular a importancia relativa que

se atribui ao controle quimico.

3.1.2.1.3 Resisténcia a deltametrina

Em relacdo aos adulticidas, na Regido Norte deltametrina foi amplamente utilizada no
periodo avaliado, entre 2003 e 2014 (Tabela 5). Malathion, o inseticida que a sucedeu, foi utilizado
pontualmente no Para em 2011 e comegou a ser empregado posteriormente em alguns outros estados.

De acordo com o critério proposto por David & Zahar (1973), adotado para classificar o
status das populacdes avaliadas por meio de ensaios qualitativos frente aos PY, uma mesma
populacdo pode ser classificada de forma distinta dependendo do ensaio adotado, com garrafas
(Brogdon & McAllister 1998) ou papéis impregnados (WHO 1998a). O consolidado dos resultados da
Regidao Norte revelou que, das 18 populagdes avaliadas com a metodologia WHO, 15 foram
classificadas como resistentes e nenhuma foi considerada suscetivel. Por outro lado, os ensaios com
garrafas impregnadas resultaram em mortalidades mais elevadas: das 11 populagdes avaliadas s
duas foram classificadas como resistentes de fato; quatro foram consideradas suscetiveis e as
restantes apresentavam resisténcia incipiente (Tabela 6). De fato, no ensaio com garrafas (metodologia
'CDC') as mortalidades tendem a ser maiores, devido a peculiaridade do ensaio: na garrafa 0 mosquito
tem contato forcado com o inseticida, a cada pouso, uma vez que toda a superficie interna é
impregnada com o produto (inclusive a tampa). A metodologia em tubos cilindricos com as bases
teladas e equipados com papéis impregnados (WHOQ'), por outro lado, tem como principal
desvantagem justamente a existéncia de pontos sem inseticida (as telas), o que diminui o potencial de
exposicao de cada mosquito individual e pode aumentar a variabilidade do resultado final. Em principio,
a metodologia CDC é mais versatil pois o proprio usuario pode impregnar diretamente e com relativa

facilidade suas garrafas, enquanto o uso dos papéis impregnados necessita de processo mais delicado
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de impregnacao, ou depende de sua aquisicao. Em contrapartida, as garrafas impregnadas, mas nao
os tubos 'WHO', tém limitagdes para uso, principalmente em campo, em lugares umidos, pois pode
haver condensagc@o em seu interior, com prejuizo para o ensaio, ja que 0s mosquitos podem aderir as
paredes das garrafas. Embora os valores absolutos dos ensaios tenham sido distintos para as duas
metodologias observamos, para a Regido Norte, correlagdo entre as duas abordagens (Figura 5). Este

resultado, no entanto, ndo se repetiu para todas as regiées, como detalhado nos proximos itens.
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Figura 5 - Comparagdo entre as metodologias qualitativas 'CDC' (garrafas) e 'WHO' (papéis) usadas para avaliar a
resisténcia de A. aegypti a deltametrina, usando dados de municipios da Regido Norte.

Para os adultos, os ensaios quantitativos, feitos a partir de 2009, corroboram a alteragéo
de suscetibilidade a deltametrina sugerida pelos ensaios qualitativos apresentados acima, apesar de
estes ultimos terem sido feitos com material de localidades distintas (Tabelas 6 e 7). Todas as
populacdes apresentaram niveis muito altos de resisténcia a deltametrina, com RRgs maiores que 8,0.
No entanto, com exce¢édo de dois municipios avaliados em 2011, Pacaraima/RR e Maraba/PA, a maior
RRgs foi 26,6. Em Pacaraima a RRes a deltametrina, avaliada em 2011, foi 60,3 (Bellinato et al. 2016).
Este alto nivel de resisténcia foi encontrado depois de quatro anos consecutivos de incidéncia elevada
de dengue no municipio (Tabela 2), e justifica o alto valor encontrado. Infelizmente s6 hd uma avaliagéo
para este municipio, o que impede identificacdo de tendéncias. Apenas para a localidade de Maraba ha
mais de uma avaliacdo; neste caso, evidenciamos um aumento de oito vezes nos niveis de resisténcia
em intervalo de apenas dois anos entre as avaliagcdes: RRgs 8,8 em 2009 e 70,7 em 2011. Este foi 0
maior valor de RR para deltametrina encontrado na Regidao Norte. No entanto, desde 2002 este
municipio ndo exibiu taxas elevadas de dengue, compativeis com epidemia. Ou seja, a exemplo do que
foi observado para temephos, também nao é possivel fazer generalizagdes entre incidéncia de dengue
e 0 aumento dos niveis de resisténcia a PY, mesmo levando-se em conta que o uso de PY em geral

aumenta em epidemias, em fungdo tanto das agbes de bloqueio pelos servigos de saude quanto da
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intensificacdo do uso doméstico (Maciel-de-Freitas et al. 2014; Maciel-de-Freitas & Valle 2014; Bellinato
et al. 2016, Macoris, Martins et al. 2018).

3.1.2.1.4 Mecanismos de resisténcia

Com relagdo aos mecanismos de resisténcia, para ambos os estagios do vetor avaliados,
duas classes enzimaticas estavam consistentemente mais alteradas: GST e, com mais intensidade,
EST - neste caso com diferentes substratos (Tabela 8). Poucas populagdes do vetor apresentaram
alteracdo de MFO. Em relacéo ao alvo de OP, em apenas trés das 20 avaliagbes a atividade total de
ACE pareceu aumentada, de acordo com o critério empregado (percentual da populacdo com atividade
maior que o percentil 99 da cepa referéncia). No entanto, a exemplo de outras populagdes de campo
ensaio, segundo o critério WHO (1998b; dados ndo mostrados). Em nenhuma oportunidade a
resisténcia metabdlica de larvas foi avaliada em dois momentos de uma mesma localidade, na Regiao
Norte. No entanto, houve avaliagdo simultanea de larvas e adultos em seis ocasides. Destas, em todas
a atividade esteve mais alterada em adultos (Tabela 8, mais facilmente observado na coluna '‘GAB').

Em relacdo aos PY, alguns relatos sugerem que a resisténcia mediada por alteragdes
metabdlicas tende a resultar em niveis de resisténcia mais baixos do que aquela mediada por
alteracbes no alvo, o Nay (Saavedra-Rodriguez et al. 2012; Martins & Valle 2012; Brito et al. 2013).
Para testar esta possibilidade, comparamos as RRso € RRgs para deltametrina com GAB. Os resultados
estao mostrados na Figura 6a, b. Detectamos correlagdo inversamente proporcional entre a RR para o
PY e GAB, ou seja, quanto maior o nivel de resisténcia a deltametrina, de fato, menor parece ser a
participacdo das enzimas quantificadas. Quando as mesmas comparacdes foram feitas restringindo os
ensaios bioquimicos as enzimas detoxificantes, responsaveis pela resisténcia metabdlica (ou seja,
excluindo-se AChE, o alvo de OP), as correlagdes observadas ficaram ainda mais significativas (Figura
6c, d). Também comparamos as RRso € RRgs para deltametrina com a frequéncia do alelo S,
suscetivel, do Nay (Figura 6e, f). No entanto, neste caso néo foi possivel, com o conjunto de dados
disponiveis para a Regido Norte, confirmar associacéo forte entre RR muito altas para deltametrina e
frequéncia de alteracbes no Nay. Embora tenha sido encontrada, como esperado, relacdo
inversamente proporcional entre a RR para deltametrina e a frequéncia do alelo suscetivel, a
correlag@o neste caso foi baixa.

Também procuramos investigar de forma direta a existéncia de relag@o entre resisténcia
metabdlica e resisténcia por altera¢éo do alvo de PY. Para isso, comparamos os resultados de todos 0s
'municipios/ano’ para os quais estavam disponiveis tanto quantificacées da frequéncia de mutagdes no
Nay quanto avaliagcbes bioquimicas da resisténcia metabdlica. Mais especificamente, comparamos a

atividade das enzimas detoxificantes (‘GAB-AChE') com a frequéncia do alelo S do Nay, ou seja, o alelo
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suscetivel. Embora a quantidade de dados seja bastante pequena, foi encontrada correlag@o positiva
entre os dois parametros (Figura 6g), sugerindo op¢do por um ou outro mecanismo. Em outras
palavras, a resisténcia metabdlica tenderia a ser maior quando a alteragao do alvo de PY é menor. Este
resultado corrobora dados da literatura que demonstraram que mosquitos com a mutagdo do sitio alvo
para PY apresentaram menor alteracéo de genes relacionados com a via de detoxificacdo metabdlica
(Saavedra-Rodriquez et al. 2012). Neste mesmo trabalho, os autores sugerem que diferentes
populacoes de A. aegypti podem responder a selecao de formas distintas, o que dificulta, ou mesmo
impede, tentativas de identificacdo de componentes da resisténcia metabdlica que sejam diagndsticos

de resisténcia a PY (Saavedra-Rodriguez et al. 2012).
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3.1.2.2 Regiao Nordeste

3.1.2.2.1 Incidéncia de dengue

De maneira geral, a dindmica de dengue entre 2001 e 2012 na Regido Nordeste apresenta
quatro triénios com taxas de incidéncia distintas (Tabela 9). No primeiro e no quarto triénios, 2001-2003
e 2010-2012, as taxas foram altas, compativeis com quadros epidémicos, na maior parte das
localidades avaliadas, em todos os estados. O segundo triénio, 2004-2006, caracterizou-se pelos
menores valores de incidéncia, enquanto no terceiro triénio, 2007-2009, foram encontradas as maiores
variagoes entre estados e municipios. O estado da Bahia foi particularmente afetado por incidéncias de
dengue extremamente altas em 2009. Em particular, neste terceiro triénio, considerando os municipios
avaliados, houve tendéncia de baixa incidéncia de dengue no inicio (2007) nos estados mais ao sul
(SE, BA) e no ultimo ano (2009), nos demais estados da Regi@o Nordeste. O numero de
municipios/ano com incidéncia acima de 300 casos/100.000 habitantes, o ‘ponto de corte' para o
Ministério da Saude, corrobora este cendrio: o primeiro e o quarto triénios registraram,
respectivamente, 81 e 70 municipios/ano com incidéncia alta de dengue; por outro lado, em todo o
segundo triénio apenas 16 municipios/ano apresentaram incidéncia de dengue acima de 300/100.000
habitantes. O terceiro triénio teve numero intermediario, de 48 municipios/ano com alta incidéncia de
dengue.

A Regido Nordeste foi bastante afetada por dengue no periodo avaliado: em dois estados,
CE e RN, o percentual de municipios/ano com taxas de incidéncia compativeis com quadro epidémico
foi 50%, ou maior (Tabela 9). Mesmo o estado do MA, que foi 0 menos afetado, exibiu incidéncia alta
(acima de 300 casos por 100.000 habitantes) em mais que 12% das vezes. Foi também avaliado o
percentual de municipios/ano com taxas acima de 1.000 casos/100.000 habitantes, um valor arbitrario,
mas que consideramos caracteristico de taxas muito altas de dengue (equivalente a 1% da populacéo,
e mais que trés vezes o ponto de corte definido pelo Ministério da Saude, Tabela 10). Neste caso, em
consonancia com os dados anteriores, ndo houve registro desta situacdo no MA. Piaui também n&o
apresentou taxas tao elevadas de incidéncia. Por outro lado, CE e RN foram confirmados como os
estados mais afetados por dengue no periodo. Taxas elevadas também foram encontradas para AL e
BA.
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Tabela 10: Variagoes das taxas de incidéncia de dengue nos estados da Regidao Nordeste entre 2001 e 2012. Séo
apresentados os percentuais de municipios/ano de cada estado, no periodo, com taxas de incidéncia de dengue (a) acima
de 300 casos por 100.000 habitantes, ponto de corte definido pelo Ministério da Saude para incidéncia alta, e (b) acima de
1.000 casos por 100.000 habitantes, valor definido arbitrariamente (1%) como tipico de incidéncia extremamente alta de
dengue. Percentuais apresentados em ordem crescente a partir do ponto de corte do Ministério da Saude (a).

n° de casos/100.000 habitantes

Estado >300 >1000
MA 12,5 0,0
SE 25,0 5,6
Pl 27,8 0,0
PB 29,2 9,7
PE 32,1 10,9
BA 33,3 15,3
AL 36,1 16,7
RN 50,0 21,7
CE 51,7 16,7

3.1.2.2.2 Resisténcia ao larvicida temephos

Com excecao do Rio Grande do Norte, o larvicida temephos foi distribuido para todos os
estados da regido, praticamente de forma continua até 2011-2014 (Tabela 11). O Bti foi utilizado em
conjunto ao temephos nos estados do Maranh&o, Ceara, Pernambuco e Alagoas, até 2009-2010. Em
quase toda a Regido Nordeste 2009-2010 também foi o periodo em que IGR foram introduzidos,
inicialmente em adicdo aos outros larvicidas. Em 2014 porém, quase todos os estados usavam
exclusivamente IGR.

Da Regido Nordeste, todos os municipios avaliados foram considerados resistentes ao
temephos, com excecdo de Fernando de Noronha em 2009 (Araujo et al. 2013) (Tabela 12). Vale
ressaltar que as maiores RR para temephos encontradas no pais, até 0 momento, séo oriundas da
Regiao Nordeste.

Apesar disto, houve muita variagdo nos niveis de resisténcia entre os estados. Para 20%
dos municipios/ano avaliados, a RRgs para temephos foi acima de 100; no entanto, em quase 40% dos
casos, a RRgs esteve abaixo de 10. O estado do MA, para o qual encontramos as menores taxas de
incidéncia de dengue no periodo, também apresentou os valores mais baixos de RRes a temephos,
sempre inferiores a 10. Por outro lado, os registros de RR a temephos acima de 100 (por vezes acima
de 200), valores muito superiores aos encontrados nas outras regioes, se concentraram em municipios
de PE (6), sul do CE (2), leste da BA (5) e em um municipio do interior de AL.

Na Regiao Nordeste, também houve muita variagdo em varios aspectos do monitoramento,
entre eles: (a) a quantidade de municipios avaliados por estado (apenas dois, como no MA e P, até
mais que 10, como em PE e BA, com respectivamente 13 e 12 municipios acompanhados); (b) a

frequéncia de avaliagdo dos diferentes municipios: em alguns estados, como MA e PB, cada municipio
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foi avaliado apenas uma vez. No entanto, alguns municipios de outros estados foram avaliados cinco
(Juazeiro do Norte/CE, Natal/RN), seis (Fortaleza/CE e Maceid/AL) ou mesmo sete (Aracaju/SE) vezes
no periodo; e (c) a regularidade do monitoramento - neste caso, dois estados chamam a atencéo: a PB,
onde cinco dos seis municipios/ano foram avaliados em 2003 e, de outro lado, a BA, que tem apenas
trés, dos 23 registros, anteriores a 2008.

Os perfis de resisténcia de alguns municipios para os quais havia mais de uma avaliagéo
foram confrontados com os dados levantados sobre as taxas de incidéncia de dengue e de
fornecimento anual de inseticidas para cada estado. Embora estes dois parametros ndo esgotem o
leque de possibilidades de aspectos que influenciam a dindmica da resisténcia a temephos, foi possivel
fazer algumas correlagdes tentativas.

- Em Crato, ao sul do CE, a RRgs para temephos em 2009 foi maior que 190. Este
municipio apresentou um forte histdrico de epidemias de dengue entre 2001 e 2009, com cinco anos de
incidéncia alta, dos quais dois anos de taxas acima de 1.000 casos/100.000 habitantes. Este cendrio
pode ter relagcdo com a intensificag@o do controle quimico e a consequente elevada RR para temephos.
No entanto, embora a incidéncia de dengue tenha permanecido alta no municipio até pelo menos 2012,
em 2013 a resisténcia para temephos decaiu mais de trés vezes, para RRgs de 65. A interrupg¢do do
fornecimento deste larvicida a partir de 2011 no estado pode ter contribuido para este resultado.

- Ainda no CE, a capital, Fortaleza, foi objeto de seis avaliagdes, entre 2002 e 2007,
quando a RRgs para temephos aumentou de 8-10 para 43, valor muito elevado. Levando em conta a
intensificacdo do controle quimico em periodos epidémicos, estes resultados poderiam ser
parcialmente 'explicados' pelas incidéncias anuais de dengue, que estiveram acima do ‘ponto de corte',
300 casos/100.000 habitantes, cinco vezes entre 2001 e 2007. Infelizmente ndo ha avaliaces de
Fortaleza posteriores a 2007, para corroborar esta hipotese: trés das cinco taxas de incidéncia de
dengue estiveram acima de 1.200 casos/100.000 habitantes entre 2008 e 2012. Vale ressaltar que nos
anos seguintes a Ultima avaliagéo da resisténcia a temephos das amostras de Fortaleza, em 2008 e
2009, os trés larvicidas, temephos, Btie IGRs, foram fornecidos simultaneamente no CE.

- No estado de AL, com exce¢do de Santana do Ipanema, foram encontrados valores
relativamente estaveis de RRso-95 para temephos, variando entre 4 e 17. Estes dados sé@o robustos,
uma vez que 0s municipios foram acompanhados entre trés e seis vezes no periodo, e consistentes
com o fornecimento de larvicidas no estado: temephos foi fornecido continua mas nao exclusivamente
entre 2003 e 2013, tendo sido sempre concomitante com Bti e/ou com IGR.

- Por outro lado, no RN, embora sé haja registro de fornecimento de temephos em 2004, a
RRgs para este OP também oscilou na mesma faixa que em AL, em torno de 12 (entre
aproximadamente 10 e 19) entre 2004 e 2011. Aqui também este € um dado consistente, considerando

que, dos cinco municipios avaliados no RN, quatro foram acompanhados entre trés e cinco vezes no
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periodo. Esta € uma situacdo que revela a necessidade de identificacdo de mais parametros de
correlagéo, além da incidéncia de dengue e dos registros de fornecimento de inseticidas.

- Barra dos Coqueiros/SE € outro exemplo de que os pardmetros aqui empregados nas
correlagdes ndo foram suficientes para justificar todas as variagdes encontradas no perfil de resisténcia
a temephos: a RR para este larvicida, unico fornecido no estado entre 2003 e 2008, aumentou mais de
sete vezes entre 2000 (3) e 2004 (23), sem que tenha havido registro de taxas elevadas de incidéncia
de dengue naquele municipio.

Na Bahia houve abastecimento continuo de temephos entre 2003 e 2013, e este foi 0 tnico
larvicida fornecido ao estado entre 2004 e 2009. Entre 0os municipios baianos monitorados mais de uma
vez, dois cendrios distintos merecem destaque, como exemplos da variabilidade das situagdes
encontradas em campo: (a) registros de incidéncia alta de dengue e niveis estaveis de resisténcia a
temephos - este é o0 caso de Barreiras, que passou por dois anos de incidéncia muito alta de dengue
entre 2008 e 2012 (acima de 1.600 casos/100.000 habitantes), embora a RRgs para temephos tenha
ficado em torno de 5,0; (b) registros de incidéncia alta de dengue e niveis crescentes de resisténcia a
temephos - esta situacao foi identificada em Itabuna, Jequié e em Jacobina. Em Itabuna, a RRgs para
temephos, que era 18,6 em 2004, foi de 55,8 em 2013; este municipio teve registros de incidéncias
altissimas de dengue, na faixa de, respectivamente, 7.000 e 3.000 casos/100.000 habitantes em 2009
e em 2012. Em Jequié, em contraste com as baixas incidéncias de dengue entre 2004-2008, o periodo
entre 2009 e 2012 foi de incidéncias elevadas, ao mesmo tempo em que a RRgs para temephos quase
triplicou de valor. Em Jacobina os niveis de resisténcia a temephos aumentaram 10 vezes em um ano,
entre 2008 e 2009, quando a RRes alcangou 104. Quatro anos depois este nivel mais que dobrou,
chegando a quase 230. Neste municipio a incidéncia de dengue foi alta, ou muito alta, em quase todo o

periodo avaliado, entre 2001 e 2012.

3.1.2.2.3 Resisténcia a deltametrina

Os PY foram distribuidos para todos os estados da Regido Nordeste, entre 2003 e 2014,
de forma ininterrupta (Tabela 13). Ha registro de fornecimento pontual de malathion para o CE em 2006
e BA em 2011. Este OP comecou ser distribuido continuamente, em adicao a deltametrina, no CE em
2008 e em alguns outros estados do Nordeste a partir de 2010.

Na Regido Nordeste, todos os 39 municipios/ano avaliados para a resisténcia a deltametrina
com ensaios qualitativos, metodologia WHO, foram classificados como resistentes (26) ou com
resisténcia incipiente (13). Quatorze municipios/ano foram avaliados com a metodologia CDC e destes,
13 foram submetidos aos dois ensaios qualitativos. No entanto, como esperado a metodologia CDC
classificou uma menor frequéncia de amostras resistentes: apenas dois municipios/ano foram

considerados resistentes de fato; trés municipios que haviam sido considerados resistentes com a
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metodologia WHO foram classificados como suscetiveis no ensaio CDC (Tabela 14). Quando as duas
metodologias, WHO e CDC, foram comparadas, diferente do resultado obtido para a Regido Norte, a

correlagdo foi muito mais fraca para a Regido Nordeste (Figura 7).
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Figura 7 - Comparagdo entre as metodologias qualitativas 'CDC' (garrafas) e 'WHO' (papéis) usadas para avaliar a
resisténcia de A. aegypti a deltametrina, usando dados de municipios da Regido Nordeste.

Os ensaios quantitativos de avaliagcdo da resisténcia de adultos a deltametrina foram
realizados em oito municipios pertencentes a quatro estados da regido (Tabela 15). Resisténcia a PY
foi confirmada em toda a Regido Nordeste, embora em nenhum municipio tenham sido feitos ensaios
dose-diagnostica em anos para os quais havia dados quantitativos (Tabelas 14 e 15). Todas as RRgs
encontradas foram altas, sempre acima de 7,0. No entanto, com exce¢do de dois municipios/ano,
Mossor6/2011 e Crato/2013, todos os valores foram inferiores a 20.

Para 0s municipios de Mossord e Aracaju ha duas avaliagdes, com um ano de intervalo e a
RRes a PY aumentou em ambas as localidades: 2,7 e 1,6 vezes respectivamente. Nas duas
localidades, o incremento dos niveis de resisténcia pode ser justificado pelo aumento do uso doméstico
de PY devido a elevada incidéncia de dengue encontrada no segundo momento de avaliagéo (Tabela
9). Em paralelo, também foram observadas alteragdes no sitio alvo de PY, o canal de sddio regulado
por voltagem: nos dois casos houve diminuicao da frequéncia do alelo suscetivel, 0 que esta de acordo

com o aumento dos niveis de resisténcia.

3.1.2.2.4 Mecanismos de resisténcia

Em relacdo a resisténcia metabdlica, duas classes enzimaticas mostraram-se bastante
alteradas para ambos os estagios do vetor: GST e EST (Tabela 16). No caso das EST, em larvas o-
EST e B-EST pareceram igualmente comprometidas, enquanto o-EST foi a classe mais alterada em
adultos. De acordo com o critério adotado para avaliagdo de atividade total de ACE, apenas dois

municipios/ano apresentaram incremento. No entanto, segundo o critério WHO (1998b), que avalia a
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inibicado de ACE pelo carbamato propoxur, todos os municipios/ano da Regido Nordeste s&o
suscetiveis ao inseticida. Evidenciamos alteragbes da atividade de MFO e de pnpa-EST, em alguns
casos, principalmente nas avaliagdes com adultos. Houve avaliagdo simultdnea para ambos o0s
estagios do vetor em oito municipios da Regido Nordeste, com maior atividade evidenciada em adultos
(Tabela 16, mais facilmente observado na coluna 'GAB'). Para dois municipios, Aracaju e Caico, temos
mais de um momento de avaliagdo da resisténcia metabdlica para ambos os estagios. De maneira
geral houve incremento na atividade das enzimas detoxificantes (GAB-AChE) no decorrer do tempo,
tanto para larvas quanto para adultos.

Procuramos associar 0s niveis de resisténcia a deltametrina com mecanismos de
resisténcia especificos. Comparamos as RRso € RRgs para deltametrina com a média de variacao das
atividades enzimaticas ('GAB', Figura 8a, b). Foi encontrada apenas uma fraca correlagdo negativa
entre as RR e a atividade das enzimas, ou seja, maiores niveis de resisténcia pareceram se
correlacionar com menor resisténcia metabdlica. Como esperado, esta correlagdo aumentou, mas
apenas um pouco, quando a comparagao se restringiu as enzimas detoxificantes (‘GAB-AChE', Figura
8c, d). Uma fraca correlagdo entre os niveis de resisténcia a deltametrina e alteragao no sitio-alvo de
PY também foi encontrada; neste caso, também como esperado, maiores RR estariam associadas a
menores frequéncias do alelo suscetivel, ou seja, como visto na Regido Norte e em outros exemplos da
literatura, alteragdes do Nay parecem responder por altos niveis de resisténcia a PY (Figura 8e, f).
Corroborando este resultado, porém com valores bem mais discretos que para a Regido Norte, a
Regidao Nordeste apresentou alguma correlagdo, inversamente proporcional, entre resisténcia

metabdlica e resisténcia por altera¢éo do alvo de PY (Figura 8g).
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3.1.2.3 Regiao Sudeste

3.1.2.3.1 Incidéncia de dengue

Na Regido Sudeste o estado de SP se diferencia em muitos aspectos, como detalhado
abaixo. De maneira geral, é o estado que tem maior histérico de monitoramento da resisténcia a
inseticidas e também o que apresenta as menores taxas de incidéncia de dengue. Em resumo, é um
exemplo positivo do efeito da vigilancia e do manejo da resisténcia sobre a prevencéo de dengue.

Entre 2001 e 2012, SP foi 0 estado menos afetado por dengue: menos de 20% dos
municipios/ano apresentaram incidéncia acima do ponto de corte do Ministério da Saude; destes, na
metade, ou em 10% do total de municipios/ano do estado, houve registro de mais que 1.000
cas0s/100.000 habitantes (Tabela 17). Em contraste, o ES foi o estado mais afetado por dengue no
periodo avaliado, com mais de 50% de municipios/ano apresentando incidéncia acima de 300
casos/100.000 habitantes, e 20% acima de 1.000 casos/100.000 habitantes. Os estados do RJ e de
MG apresentaram entre aproximadamente 45 e 55% de municipios/ano com incidéncia alta de dengue

e em torno de 15-20% com incidéncia acima de 1%.

3.1.2.3.2 Resisténcia ao larvicida temephos

No Sudeste, com excecdo do RJ, de maneira geral, o temephos foi distribuido
continuamente durante todo o periodo. Dependendo do estado, esta distribuicdo foi concomitante com
Bti até 2007-2010, e posteriormente com IGR (Tabela 18). Também neste aspecto o RJ foi excecéo,
uma vez que recebeu IGR, de forma intermitente, desde 2004. Ainda, no RJ, IGR passaram a ser
fornecidos de forma continua a partir de 2008, antes dos outros estados.

Foram localizados registros de avaliagdes de 42 municipios, com um total de 250
municipios/ano para temephos na Regido Sudeste. Destes registros, mais que 80% s&o de SP, com 17
(de um total de 20) municipios avaliados varias vezes, alguns quase que a cada ano e, em muitos
casos, desde 1998. Enquanto em SP alguns municipios foram avaliados entre 14 e 18 vezes entre
1998 e 2015, nos outros estados do Sudeste os primeiros bioensaios com temephos datam de 1999
(RJ) e 2005 (MG e ES) e se estendem até 2011. Nestes estados a maior parte dos municipios foi
avaliada uma ou duas vezes no periodo € houve no maximo cinco avaliagdes, no caso da cidade do
Rio de Janeiro (Tabela 19).

Este esforco diferencial de monitoramento e manejo da resisténcia se reflete nos perfis de
suscetibilidade: a média das RRgs para temephos em SP (3,5) foi pelo menos trés vezes menor que
dos outros estados do Sudeste (RJ, MG e ES: RRgs médias de 10,1, 11,4 e 13,3, respectivamente). Em
SP, 60% dos municipios/ano apresentaram RRgs acima de 3,0, enquanto que nos outros estados, com
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excecdo de Sao José do Vale do Rio Preto/RJ, 100% dos municipios/ano atingiram este valor. Em SP,
em apenas 1% dos municipios/ano houve registro de RRes para temephos acima de 10,0 (dois de um
total de 194 registros deste parametro). Em contraste, este indice foi alcangado por mais da metade
dos municipios/ano dos outros estados da Regido Sudeste. De um total de 42 localidades avaliadas na
Regiao Sudeste, quatro foram classificadas como suscetiveis ao inseticida (RRes inferior a 3,0). Destas,
trés se localizam em SP. Em particular, dos quatro municipios, apenas um foi avaliado mais de uma
vez: Botucatu, que permaneceu suscetivel ao temephos durante todas as seis rodadas de
monitoramento, realizadas no decorrer de 10 anos, entre 2004 e 2014. Este municipio ndo apresentou
taxa de incidéncia acima do ‘limiar’ epidémico.

Em SP, apenas Sao Sebastido em 2004 e Santos em 2005 apresentaram RRgs para
temephos acima de 10. Vale ressaltar, nestes municipios, a reducé@o de tais niveis de resisténcia em
todas as avaliagdes posteriores, culminando com valores compativeis com suscetibilidade, alcancados
em 2015 para ambos 0s municipios. Em SP, as maiores médias de alteracdo da RRgs para temephos
foram obtidas para Itapevi, Sdo Sebastido, Santos e S&o José do Rio Preto. Destas quatro localidades,
as duas ultimas estdo entre as quatro cidades de SP aqui avaliadas com as maiores médias de taxas
de incidéncia de dengue no periodo 2001-2012.

Por outro lado, o estado do ES, que registrou as maiores incidéncias de dengue da Regido
Sudeste no periodo, também foi 0 que apresentou as maiores alteragdes de RRgs para temephos.
Estes dados também s&o consistentes, visto que para todos os municipios do ES houve mais de uma
avaliacdo. No caso do RJ, embora a maior parte das localidades tenha sido avaliada mais de uma vez,
ha lacunas nos registros de RRes; €, em MG, apenas a capital, Belo Horizonte, foi avaliada mais de

uma vez.

3.1.2.3.3 Resisténcia a deltametrina

Os PY foram amplamente distribuidos em toda a Regido Sudeste (Tabela 20). O estado de
SP recebeu malathion durante todo o periodo, e para os demais estados este OP foi fornecido a partir
de 2007, ou mais tarde. Vale ressaltar que a Tabela 20 informa o fornecimento de adulticidas pelo
Ministério da Saude para todos os programas de controle de vetores e que o estado de SP, na pratica,
parou de utilizar PY para controle do vetor da dengue em 2000, quase 10 anos antes da substituicao
desta classe de adulticidas pelo PNCD no restante do pais (Macoris et al. 2014).

Foram localizadas informagdes sobre bioensaios qualitativos com deltametrina para 115 e
75 municipios/ano, respectivamente com as metodologias WHO e CDC (Tabela 21). Nenhum resultado
foi classificado como suscetivel. Todos se mostraram resistentes ou com resisténcia incipiente. Com a
metodologia WHO, 92% dos ensaios (n=106) exibiram resisténcia instalada; com a metodologia CDC,

como esperado, este perfil foi alcangado para uma taxa menor de amostras, 72% dos ensaios (n=54).
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Para 46 municipios/ano houve avaliacdo simultdnea com as duas metodologias, WHO e CDC.

Entretanto, encontramos uma fraca correlagé@o, negativa, entre as duas avaliagdes (Figura 9).
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Figura 9 - Comparagdo entre as metodologias qualitativas 'CDC' (garrafas) e 'WHO' (papéis) usadas para avaliar a
resisténcia de A. aegypti a deltametrina, com dados de municipios da Regido Sudeste.

Todas as populacbes submetidas a bioensaios quantitativos para deltametrina
apresentaram resisténcia elevada (Tabela 22), corroborando, de maneira geral, os bioensaios
qualitativos. As altas razdes encontradas na Regido Sudeste podem ser um reflexo da incidéncia
elevada de dengue nos municipios avaliados, no periodo anterior ou ho momento da coleta em campo
(Tabela 17).

3.1.2.3.4 Mecanismos de resisténcia

Em relacdo a resisténcia metabdlica, GST foi a classe enzimatica mais alterada em ambos
os estagios do vetor (Tabela 23). Nos adultos também houve alteracdo das EST, principalmente a-EST
e pNPA-EST. Alteragdes de MFO foram identificadas em algumas amostras, principalmente de adultos.
Encontramos altera¢es na atividade total de ACE em aproximadamente 30% das amostras avaliadas,
tanto de larvas quanto de adultos. Em nenhum caso foi notada alteragéo nesta enzima nos dois
estagios de uma mesma populag@o/ano. Apesar deste resultado, todas as amostras foram classificadas
como suscetiveis ao OP de acordo com o critério de inibicdo de atividade por propoxur (WHO, 1998b).
Na Regi@o Sudeste, dos oito pares de avaliagbes simultdneas de larvas e adultos, a resisténcia
metabdlica foi sempre maior em adultos. Em nenhuma oportunidade a resisténcia metabdlica de larvas
foi avaliada em dois momentos em um mesmo municipio. Por outro lado, embora para cinco municipios
estejam disponiveis, no periodo, 2-3 avaliagdes da resisténcia metabdlica de adultos, faltam dados
simultdneos de bioensaios quantitativos ou de alteragdes no Nay, o que impede a analise de

tendéncias ou dos principais mecanismos participantes, em cada caso.
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De fato, na Regido Sudeste, tentativas de investigar a relacéo entre resisténcia a PY e os

principais mecanismos envolvidos esbarraram na limitada quantidade de dados: para apenas oito

amostras havia informagdo simultdnea sobre a RRso e a resisténcia metabdlica. Este numero foi

reduzido a quatro quando a RRgs foi considerada, e a trés, no caso de altera¢cbes no Nay. Mesmo

assim, foi encontrada correlagdo entre RRos (mas ndo RRso) para deltametrina e resisténcia metabdlica

('GAB' ou 'GAB-AChE', Figura 10a-d): maiores niveis de resisténcia pareceram se correlacionar com

menores alteragcdes de atividade metabdlica. No caso de alteracdo do alvo de PY, sd foi possivel

comparar com a RRso, por falta de dados simultdneos '‘RRos' € 'NavS'. Apesar do nimero extremamente

reduzido de amostras, houve tendéncia de relacdo inversamente proporcional entre RRso para

deltametrina e a frequéncia do alelo suscetivel para Nav (Figura 10e). Em consonéncia, houve

correlacdo, embora fraca, entre resisténcia metabdlica e resisténcia por alteragao do alvo de PY (Figura

10f), sugerindo op¢&o por um ou outro mecanismo.
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Figura 10 - Comparacdo entre as RR para deltametrina e 0s mecanismos de resisténcia: a, b - entre as RRso € RRgs para
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43



3.1.2.4 Regido Sul

3.1.2.4.1 Incidéncia de dengue

A Regiao Sul foi, sem sombra de duvida, a menos afetada por dengue do pais. No periodo
avaliado ndo ocorreram epidemias em SC (Tabela 24). No RS, das localidades aqui avaliadas, apenas
ljui registrou incidéncia alta de dengue, em 2010; neste caso porém, o indice de notificacdes chegou a
mais que 12 vezes o ponto de corte estabelecido pelo Ministério da Saude. O estado do PR foi 0 mais
afetado por dengue da Regido Sul. Em particular, Foz do Iguagu, localizado na triplice fronteira com
Paraguai e Argentina, foi 0 primeiro municipio do Sul a exibir epidemias de dengue, 0 que ocorreu
inicialmente em 2002. No ano seguinte, 2003, houve registro de epidemia de dengue em trés
municipios do norte central do Parana aqui avaliados: Cambé, Ipipord e Londrina. A partir dai novos
registros de taxas de incidéncia de dengue altas sd voltaram a acontecer no estado em 2007 e, depois,
em 2010/2011. Entre os municipios mais afetados no periodo, destaca-se Foz do Iguagu, que vivenciou
quatro anos com taxas explosivas desta arbovirose, entre trés e 12 vezes o limiar de 300
cas0s/100.000 habitantes.

3.1.2.4.2 Resisténcia ao larvicida temephos

O larvicida temephos foi distribuido para todos os estados da Regido Sul quase que
continuamente entre 2003 e 2014 (Tabela 25). Além de temephos, 0 RS recebeu Bti nos anos de 2006
e 2009 e IGR em 2014. Foi também neste ano, 2014, que SC recebeu IGR pela primeira vez. No PR,
por outro lado, fornecimento destes larvicidas, CSI, ocorreu a partir de 2010.

Doze municipios da Regi@o Sul foram avaliados em relacéo a resisténcia a temephos,
totalizando 29 municipios/ano (Tabela 26). Monitoramento efetivo ocorreu para Foz do Iguacu e
Maringa, ambos no PR, avaliados respectivamente oito e seis vezes entre 2001 e 2009. Dos outros
municipios, seis foram avaliados apenas uma vez e os quatro restantes, 2-3 vezes. Em 55% dos
bioensaios a RRgs foi maior que 3,0, o ponto de corte do Ministério da Saude que define resisténcia.
Porém, em nenhum caso a RRgs foi maior que 7,0. As maiores razdes de resisténcia foram
identificadas em Maringd/2005 e em Ibipord/2006. Na maior parte dos municipios avaliados mais de

uma vez no periodo, notou-se discreto aumento da resisténcia a OP.

3.1.2.4.3 Resisténcia a deltametrina

Em relagdo aos adulticidas, PY foram fornecidos de maneira quase que continua e
exclusiva na Regido Sul (Tabela 27). Malathion foi distribuido apenas para o Parana a partir de 2010.
Bioensaios qualitativos com deltametrina foram realizados s6 para trés localidades do PR, tendo sido

avaliados oito municipios/ano pelo método WHO e, destes, quatro municipios/ano pela metodologia
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CDC (Tabela 28). Em nenhum caso houve registro de suscetibilidade. Correlagdo entre as duas
metodologias, WHO e CDC, foi negativa e muito baixa, a exemplo da Regido Sudeste (Comparar
Figuras 11 e 9). Informagdes quantitativas de resisténcia a deltametrina estdo disponiveis apenas para
Santa Rosa/RS: RRgs 33,3 em 2011 (Tabela 29).
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Figura 11 - Comparacdo entre as metodologias qualitativas 'CDC' (garrafas) e 'WHO' (papéis) usadas para avaliar a
resisténcia de A. aegypti a deltametrina, com dados da Regiéo Sul.

3.1.2.4.4 Mecanismos de resisténcia

Santa Rosa também € o unico municipio da Regido Sul para o qual ha informagéo sobre
potenciais mecanismos de resisténcia. Nao foram identificadas alteragdes nas enzimas detoxificantes
de larvas, resultado em consonéncia com o status suscetivel para temephos de A. aegypti do municipio
(Tabela 30). Nos adultos, foram identificadas alteraces nas EST, com elevada participagédo de a-EST
e pNPA-EST. Tal atividade aumentada de EST ja havia sido atribuida a resisténcia a PY no pais
(Montella et al. 2007). Encontramos alteragdo de AChE nos adultos, porém de acordo com o critério
WHO (1998b) a populagao foi considerada suscetivel ao OP quando exposta ao propoxur. Também foi

identificada participacao de alteracdes no alvo de PY, o Nayv.
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3.1.2.5 Regiao Centro-Oeste

3.1.2.5.1 Incidéncia de dengue

A incidéncia de dengue entre 2001 e 2012 nos municipios da Regido Centro-Oeste
avaliados esta representada na Tabela 31. Todos 0s municipios passaram por pelo menos um ano de
epidemia no periodo. Brasilia, no DF, foi a localidade menos afetada, com indice elevado de dengue
apenas em 2010. Nos municipios do MS avaliados, a partir de 2006, de maneira geral, ocorreu um
aumento na taxa de incidéncia de dengue, com valores até 20 vezes o ‘limiar’ de epidemia, como visto
em Campo Grande em 2007. Em GO, a incidéncia de dengue também alcangou valores extremamente
elevados em varias localidades. Chamaram a atengao os indices elevados de dois municipios vizinhos,
Goiénia e Aparecida de Goiénia, durante todo o periodo avaliado, de 2001 a 2012. Ressalta-se
também, em 2010, uma forte epidemia de dengue em toda a Regido Centro-Oeste: em 16 dos 17
municipios avaliados a incidéncia de dengue esteve acima de 300 casos por 100.000 habitantes;

destes, em quatro os valores foram mais que 10 vezes este limiar.

3.1.2.5.2 Resisténcia ao larvicida temephos

Com excecdo do DF, em toda a Regido o fornecimento de temephos foi continuo entre
2003 e 2013. Vale ressaltar que, em MT e no DF, temephos foi o Unico larvicida disponivel até 2009.
Tanto Bti em alguns estados e intervalos de tempo, quanto, posteriormente, IGR em todo o Centro-
Oeste, foram utilizados em adicdo ao temephos até 2013. Em 2014 passou-se a usar apenas IGR
como larvicida em todo o Centro-Oeste (Tabela 32).

Todos os municipios da Regido Centro-Oeste avaliados foram classificados como
resistentes ao temephos, com excecdo do DF em 2008 (Moyes et al. 2017) (Tabela 33). Esta foi a
localidade com maior numero de avaliagbes e também com 0s menores niveis de resisténcia ao
larvicida, resultado simultaneo as menores taxas de incidéncia de dengue observadas no periodo. A
RRgs de Cuiaba a temephos também esteve entre as mais baixas da regiao (Tabela 33). Este, que foi 0
unico municipio de MT avaliado, e apenas em 2005, ndo havia apresentado incidéncias muito altas de
dengue até entdo (Tabela 31), o que poderia justificar o resultado.

No MS a RRgs para temephos néo chegou a 8,0 em nenhum caso (Tabela 33). Isto ocorreu
mesmo para avaliagbes feitas em 2011, depois do periodo 2006-2010, de taxas de incidéncia de
dengue extremamente elevadas (Tabela 31). Em consonéncia com este resultado, em todo o periodo
temephos foi utilizado simultaneamente a outro larvicida, seja Bti ou IGR (Tabela 32), o que pode ter
contribuido para uma menor pressao de sele¢édo com o OP no estado.

Em oposicdo, em GO, as RRgs para temephos em geral foram mais elevadas: das 15
avaliagbes disponiveis, 10 estavam acima de RRgs 10,0 (Tabela 33). Neste estado o Unico larvicida
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utilizado até 2008 foi temephos (Tabela 32). Inusitadamente, S&o Miguel do Araguaia apresentou o
maior nivel de resisténcia da Regido Centro-Oeste, em 2012, segundo ano de incidéncias baixas de
dengue no municipio. Goiania e Aparecida de Goiénia sdo exemplos claros de como diferengas no
manejo do controle quimico podem ter impacto na resisténcia. Ambos 0s municipios, contiguos, tiveram
incidéncias elevadas de dengue durante todo o periodo avaliado, como mencionado. No entanto, 0s
niveis de resisténcia a temephos observados para Goiénia foram bastante inferiores aos de Aparecida

de Goiénia, 0 que sugere pressoes de selecéo distintas nas duas localidades.

3.1.2.5.3 Resisténcia a deltametrina

Piretroides foram os adulticidas amplamente distribuidos na Regido Centro-Oeste, entre
2003 e 2014 (Tabela 34). Malathion comegou a ser introduzido nos estados a partir de 2009, em adi¢éo
a deltametrina.

Nenhuma das 20 localidades avaliadas para a resisténcia a deltametrina com ensaios
qualitativos, metodologia WHO, foi classificada como suscetivel; 18 foram consideradas resistentes de
fato. Onze destas 20 localidades também foram avaliadas com a metodologia CDC que, como
mencionado anteriormente, tende a resultar em taxas de mortalidade mais elevadas (Tabela 35),
devido a propria natureza do ensaio. Em consonéncia, no ensaio CDC, das 11 localidades, apenas
cinco foram consideradas resistentes de fato; duas foram classificadas como suscetiveis. Apesar das
diferengas nos resultados absolutos, houve alguma correlacdo entre as duas metodologias, embora
muito mais fraca do que aquela encontrada na Regido Norte (comparar Figuras 12 e 5).
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Figura 12 - Comparagdo entre as metodologias qualitativas 'CDC' (garrafas) e 'WHO' (papéis) usadas para avaliar a
resisténcia de A. aegypti a deltametrina, com dados da Regido Centro-Oeste.

Ensaios quantitativos de avaliacdo da resisténcia de adultos a deltametrina na Regido
Centro-Oeste s6 estdo disponiveis para municipios de GO, e apenas a partir de 2009; a maioria dos
dados é de 2011 (Tabela 36). Em nenhum municipio tais ensaios dose-resposta foram feitos em anos
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para os quais ha dados qualitativos (Tabelas 35 e 36). Todas as RRgs encontradas foram muito altas,
em torno de 50. Em nenhum caso a RRgs foi inferior a 20. Em praticamente todas as situagdes estes
niveis de resisténcia a deltametrina foram obtidos um, ou no maximo dois, anos depois de periodos
com elevadas taxas de incidéncia de dengue (comparar Tabelas 31 e 36).

Em particular, no municipio de Luziania/GO, avaliado apenas uma vez, em 2011, os niveis
de resisténcia foram tao altos que nao houve material para estimar a RRgs. Nesta localidade a RRgo foi
quase 170. Chamou a atencéo que na avaliagdo qualitativa, feita trés anos antes (2008), este municipio
chegou a ser classificado como 'suscetivel' de acordo com a metodologia 'CDC'. Em adi¢éo, Luziania
parece ter sido um dos municipios menos afetados por epidemias de dengue no periodo, na Regido
Centro-Oeste (Tabela 31). Apesar disto, a avaliagdo quantitativa foi feita com coleta de material no ano
de maior taxa de incidéncia de dengue no municipio, 0 que pode apontar para um efeito de
sazonalidade no perfil de resisténcia encontrado. De fato, as coletas foram realizadas precisamente no
final do periodo epidémico, e os altos niveis de resisténcia a deltametrina encontrados podem ser
reflexo de uma intensificagdo do uso de adulticidas, incluindo seu uso doméstico (Figura 13). Embora
tenha sido identificada uma significativa participacdo de mutacbes kdr, que contribuem com a
resisténcia a PY, infelizmente ndo ha dados bioquimicos para este 'municipio/ano’, o que dificulta uma

avaliagdo mais global dos principais mecanismos envolvidos.
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Figura 13 - Incidéncia de dengue/100 mil habitantes no municipio de Luziania/GO (2011). Em vermelho: o periodo da coleta
de A. aegyptiem campo. Bioensaios com este material resultaram em RRso de 167 para deltametrina.

3.1.2.5.4 Mecanismos de resisténcia

Frente aos mecanismos de resisténcia, duas classes enzimaticas mostraram-se bastante
alteradas para ambos os estagios do vetor, GST e EST (Tabela 37). Em alguns casos, principalmente
nos ensaios com adultos, também evidenciamos elevada alteragdo da MFO. Apenas duas populacdes
apresentaram alteracbes de ACE, alvo de OP, de acordo com o critério adotado. No entanto, a

atividade de ACE de todas as populagdes da Regi@o Centro-Oeste foi classificada como suscetivel
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segundo o critério WHO (1998b). Para trés municipios, Aparecida de Goiénia, Goiania e Rio Verde,
dispomos de mais de um momento de avaliagdo para ambos os estagios. Em todos, de maneira geral
houve incremento na atividade da resisténcia metabdlica (GAB-AChE) no decorrer do tempo, tanto para
larvas quanto para adultos. Além disso, para os 10 pares disponiveis de avaliagdes simultaneas de
larvas e adultos da Regi@o Centro-Oeste, a resisténcia metabdlica foi maior em adultos em nove deles,
mesmo que apenas ligeiramente na maior parte dos casos.

Também aqui tentamos procurar associagdo entre niveis de resisténcia a deltametrina e
mecanismos de resisténcia especificos. Comparamos as RRso € RRgs para deltametrina com a
resisténcia metabdlica ('GAB-AChE', Figura 14a, b). Foi encontrada apenas uma correlagdo fraca e
direta entre RRso € a atividade das enzimas detoxificantes, ou seja, maiores niveis de resisténcia
pareceram se correlacionar com maior atividade metabdlica. Este resultado foi contrario ao obtido no
resto do pais; no entanto, esta relacdo nao se manteve na comparacdo com a RRgs. Os resultados
obtidos quando comparamos niveis de resisténcia com a alteracdo no sitio-alvo de PY foram
conflitantes: ao contrario do esperado, houve relagdo diretamente proporcional entre RRso e a
frequéncia do alelo suscetivel, ou seja, maior resisténcia a deltametrina pareceu se correlacionar com
maior taxa de individuos com o alelo Nay suscetivel (NayS). No entanto, esta relagéo se inverteu na
comparacao entre a RRgs para deltametrina e a frequéncia do alelo Nay/S (Figura 14d), quando
encontramos uma relacdo mais baixa, porém inversamente proporcional, ou seja, maiores niveis de
resisténcia estariam associados a menores frequéncias do alelo suscetivel. Em consonéncia com estes
resultados discrepantes, a Regido Centro-Oeste apresentou uma fraca correlagdo entre resisténcia

metabdlica e resisténcia por alterac@o do alvo de PY (Figura 14e).
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Figura 14 - Comparacéo entre as RR para deltametrina e os mecanismos de resisténcia: a, b - entre as RRso e RRes para
deltametrina e a ‘'avaliagdo bioquimica global, excluindo-se a AChE (GAB-AChE); ¢, d - entre as RRso ¢ RRos para
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a frequéncia do alelo S do Nav.
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3.1.3 Discussao

No presente trabalho, no total foram avaliados, ou monitorados, 146 municipios, entre 2001
e 2012, distribuidos pelas cinco regiées do pais. Os dados obtidos foram comparados com alguns
indicadores, como o fornecimento de inseticidas pelo Ministério da Saude e o historico da incidéncia de
dengue no periodo. Nesta se¢@o procuramos consolidar toda a informagéo previamente detalhada para
cada regido. Foi feito esforco de identificar padrdes e tendéncias nacionais em relagéo a cada um dos
principais topicos abordados: a incidéncia de dengue no periodo estudado; o fornecimento, pelo
Ministério da Saude aos estados, dos principais inseticidas usados no controle do vetor; os perfis de
resisténcia a temephos e a deltametrina, e 0s principais e potenciais mecanismos de resisténcia
envolvidos. Quando pertinente, procurou-se fazer correlagdes com outros dados da literatura relativos

ao assunto, obtidos de outros paises.

3.1.3.1 Incidéncia de dengue

As andlises das taxas de incidéncia de dengue se restringiram aos municipios monitorados
para a resisténcia a inseticidas em cada regiao, quantitativo que variou de um total entre 13 (Regido
Sul) e 52 (Regido Nordeste). Apesar disto, levando-se em conta que 0 monitoramento da resisténcia
sempre procurou trabalhar com 'municipios-sentinela’, representativos de suas areas de abrangéncia
em relacdo a dengue, foi possivel tragar um panorama aproximado do histérico desta arbovirose nas
diferentes regides. Com exce¢é@o da Regi@o Sul, acometida por epidemias de dengue mais tardiamente
que o resto do pais, todas as outras regides registraram incidéncia de dengue maior do que o ponto de
corte definido pelo Ministério da Saude (300 casos/100.000 habitantes) em mais que 30% dos casos
(Tabela 38). Ainda com excecéo da Regido Sul, taxas extremamente elevadas, de 1% de incidéncia de
dengue (1.000 casos/100.000 habitantes) sempre foram observadas em mais que 10% dos casos.
Neste aspecto, a Regido Centro Oeste merece destaque: quase 20% dos registros estiveram acima
desta taxa, 1.000 casos/100.000 habitantes, no periodo (Tabela 38).
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Tabela 38: Variagdes das taxas de incidéncia de dengue no Brasil, por Regido, entre 2001 e 2012. Sao apresentados
os percentuais de municipios/ano de cada regido com taxas de incidéncia de dengue acima de 300 casos por 100.000
habitantes, ponto de corte definido pelo Ministério da Saude para incidéncia alta, e acima de 1.000 casos por 100.000
habitantes (1%). Andlise restrita aos municipios avaliados ou monitorados para a resisténcia a inseticidas aqui
apresentados.

n casos/100.000 habitantes

regidao nmunicipios % > 300 % >1000
N 20 34 11
NE 52 34 12
SE 44 32 14
S 13 14 8
co 17 38 19

Estes resultados gerais sdo confirmados quando os dados sdo avaliados por ano (Tabelas
39 e 40). De maneira geral as elevadas taxas de incidéncia de dengue registradas em 2001-2002 e
depois, a partir de 2008 (Brasil 2017), sdo percebidas aqui. Nota-se que as epidemias ndo acontecem
simultaneamente em todas as regides do pais. Em particular vale, de um lado, confirmar a inclus&o
tardia da Regido Sul na area de importancia epidemioldgica para dengue e, de outro lado, registrar a
magnitude das epidemias na Regido Centro-Oeste, tanto em termos quantitativos quanto de
persisténcia, notadamente entre 2006 e 2010.

As mudancas climaticas, como o aumento das temperaturas e os padrdes de precipitacao,
favorecem uma maior expansdo geografica do vetor, oferecendo condicbes mais adequadas para
reproducéo e crescimento do Aedes, e consequentemente da dengue (Ebi & Nealon 2016). Como tais
mudancas climaticas ndo ocorrem em todas as regides ao mesmo tempo, a forma como afetam a
biologia do vetor é diferente, 0 que pode ser traduzido em uma transmissao da dengue nao simultanea
no pais.
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Tabela 39: Variacdo anual das taxas de incidéncia de dengue nas diferentes Regides do Brasil, entre 2001 e 2012. Em todos os casos sdo apresentados os percentuais de municipios com
taxas de incidéncia de dengue acima de 300 casos por 100.000 habitantes, ponto de corte definido pelo Ministério da Satide para incidéncia alta. Em vermelho estdo assinalados os anos/regides em
que este indice foi 50% ou maior. Andlise restrita aos municipios avaliados ou monitorados para a resisténcia a inseticidas aqui apresentados.

% municipios com incidéncia de dengue acima de 300 casos por 100.000 habitantes
regiao n munic 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

N 20 50 20 30 20 25 10 30 50 30 50 60 30
NE 52 44 60 52 2 21 8 40 35 17 40 38 56
SE 44 43 48 16 7 9 23 34 34 18 50 61 41

S 13 0 8 23 0 0 0 46 0 0 54 38 0
co 17 29 35 18 0 29 59 53 24 59 94 18 41

Tabela 40: Variacdo anual das taxas de incidéncia de dengue nas diferentes Regides do Brasil, entre 2001 e 2012. Em todos os casos sdo apresentados os percentuais de municipios com
taxas de incidéncia de dengue acima de 1.000 casos por 100.000 habitantes (1%). Em amarelo e vermelho estdo assinalados os anos/regides em que este indice foi igual ou superior a,
respectivamente, 20 ou 50%. Analise restrita aos municipios avaliados ou monitorados para a resisténcia a inseticidas aqui apresentados.

% municipios com incidéncia de dengue acimade 1.000 casos por 100.000 habitantes (1%)

regiafo nmunic 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

N 20 20 0 5 5 5 0 10 15 10 30 20 10
NE 52 13 19 15 0 6 2 8 15 15 17 12 25
SE 44 18 25 9 2 0 11 14 20 7 25 23 11
S 13 0 0 5 0 0 0 20 0 0 20 20 0
co 17 6 18 0 6 29 29 12 47 53 12 18
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3.1.3.2 Fornecimento de inseticidas pelo Ministério da Saude

Foram utilizados dados anuais de fornecimento de inseticidas pelo Ministério da Saude aos
estados para controle de diferentes epidemias/endemias transmitidas por vetores artropodes entre
2003 e 2014. Embora os documentos fornecidos ndo especificassem 0s vetores aos quais se
destinavam, procuramos restringir a apresentacdo dos dados aqueles produtos sabidamente utilizados
no controle de A. aegypti. Embora isto tenha sido possivel com os larvicidas, no caso dos PY, usados
contra mosquitos adultos, optamos por apresentar todos os produtos desta classe fornecidos pelo
Ministério da Saude. Isto foi feito porque ha sobreposicdo, ainda que parcial, da distribuicdo da
ocorréncia de vetores de diferentes patdgenos e de A. aegypti, cujas populagdes poderiam entdo ser
submetidas as mesmas pressoes de seleg@o. Além disso, diferentes inseticidas PY tém um modo de
acdo comum, e é racional supor que possam induzir 0s mesmos mecanismos de resisténcia nas
populagdes do vetor.

Confirmamos que o OP temephos foi o larvicida mais utilizado no periodo de 2003 a 2014,
tendo sido fornecido de forma praticamente continua em quase em todas as regides do pais. Esta
informacdo é compativel com o fato de que, durante muito tempo, temephos foi o Unico larvicida
aprovado pela WHO para uso em recipientes de agua potavel. No entanto, com excecéo da Regido
Sul, desde pelo menos 2003 (o inicio do periodo disponivel para verificagdo dos inseticidas fornecidos
pelo Ministério da Saude), Bti também foi usado em todo o territério nacional, em geral em adi¢éo ao
OP. Este produto acabou sendo substituido por IGRs, o0 que se consolidou para praticamente todo o
pais a partir de 2009-2010. Novamente a exceg¢éo foi a Regido Sul, onde s6 em 2014 os IGR passaram
a ser adotados de forma generalizada. Vale ressaltar que desde 2012 (Brasil 2012) foi feita a opgéo
pelo rodizio de larvicidas no pais, como forma de preservar 0s poucos produtos disponiveis. Este
rodizio foi iniciado com inibidores da sintese de quitina, principalmente diflubenzuron e novaluron. Hoje
os andlogos de horménio juvenil, como o pyriproxyifen, também estdo incluidos no rol de larvicidas
disponiveis contra A. aegypti no Brasil. Em 2013, o temephos deixou de ser o larvicida de primeira
escolha para controle de A. aegypti; a partir de 2014 nao foi mais utilizado, sendo entdo substituido
pelos IGR para controle larvario (Brasil 2014).

Com relag@o ao uso de adulticidas, de acordo com a WHO, ndo ha muitas opgdes: dos
cinco produtos recomendados, quatro pertencem ao grupo dos PY (WHOPES 2016). Neste contexto,
deltametrina foi empregada em praticamente todo o pais no periodo disponivel para avaliagcao (2003-
2014). Apenas no estado de Sao Paulo, PY deixaram de ser usados no controle de adultos de A.
aegypti desde 2000, em fungé@o de confirmagao de resisténcia (Macoris et al. 2014; Macoris, Martis et
al. 2018). No entanto, SP continuou recebendo PY do Ministério da Saude, para o controle de vetores
de outros patégenos. Na pratica, a presenca de inseticidas PY foi sempre registrada em praticamente
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todo o pais, para controle de diferentes vetores. A partir de 2006-2008 o OP malathion comegou a ser
distribuido, pontualmente, para alguns estados, principalmente do NE (CE/2006) e SE (RJ/2007;
MG/2008). Este é o unico adulticida ndo PY recomendado pela WHO para controle de mosquitos
(WHOPES 2016). Em consonéncia com a disseminagéo de altos niveis de resisténcia a PY em todo o
pais, em substituicdo, malathion comecgou a ser introduzido gradualmente para o controle de adultos
(Brasil 2009; 10C/Fiocruz 2011). A utilizagao deste OP consolidou-se no pais por volta de 2009-2011,

com excec¢do da Regido Sudeste onde, de maneira geral, seu uso iniciou-se antes.

3.1.3.3 Resisténcia ao larvicida temephos

Em relacdo a avaliagdo de resisténcia a temephos, como mencionado na Introducéo,
desde 2006 o Brasil mudou o critério de classificacdo das populagdes de A. aegypti. Passou-se a
considerar que RRgs de 3 (e ndo mais 10) é indicativa de resisténcia. Esta mudanga se baseou em
critérios funcionais e operacionais. A validagao funcional foi obtida quando se confirmou, em ensaios
simulados de campo, a reducao da efetividade do larvicida em populagdes com RRes acima de 3. Os
critérios operacionais tém relagdo com a logistica do procedimento de implementacao da substituicao
de inseticidas no pais, que depende de articulag@o entre os trés niveis de gestdo - federal, estadual e
municipal - e que, na pratica, pode demorar até dois anos para se efetivar.

Resisténcia a temephos hoje esta disseminada no Brasil, a tal ponto que este deixou de
ser indicado como o larvicida de primeira escolha contra A. aegypti, sendo substituido por outros
produtos, ndo neurotdxicos. No entanto, niveis variados de resisténcia a temephos foram observados
no pais. Em alguns casos foi possivel correlacionar a resisténcia com a incidéncia de dengue; em
outros, houve relagao entre niveis de resisténcia e o fornecimento de temephos, ou a interrupgdo de
fornecimento. Apesar destes exemplos, em muitas situagdes estes indicadores ndo foram suficientes
para explicar a variedade das situacdes observadas. A Regido Sul foi a que apresentou as menores
RRes, de maneira geral, durante todo o periodo avaliado. Este resultado é compativel com a incluséo
tardia da regido no 'mapa da dengue'. Niveis consistentemente baixos de resisténcia a temephos
também foram encontrados no estado de SP mas, neste caso, em funcdo de um intenso trabalho
coordenado de monitoramento e manejo da resisténcia. A Regido Nordeste apresentou a maior
variedade de perfis de resisténcia a temephos mas também os registros mais elevados: em 20% dos
casos as RRgs estiveram acima de 100 e, em 6%, foram inclusive maiores que 200 (cinco municipios,
dos quais trés de PE e dois da BA). De acordo com Moyes et al. (2017), o Brasil é 0 pais com maiores
niveis de resisténcia a temephos. Na Martinica, o segundo pais nesta escala, 0 maior registro é de
RRso equivalente a 35, no ano de 2009, em Gros Morne (Marcombe et al. 2013). De maneira geral, 0s

resultados revelaram a influéncia de condutas locais sobre 0s niveis de resisténcia a temephos e a

95



fragilidade de orientagdes gerais que possam contribuir para o uso racional do controle quimico e, em

ultima analise, sua preservacao como alternativa complementar de controle vetorial.

3.1.3.4 Resisténcia a deltametrina

No Brasil foram necessarias algumas décadas até que a disseminag@o da resisténcia ao
temephos pudesse comprometer 0 uso no controle do vetor. Porém, no caso dos PY, introduzidos em
todo o pais em 2000 pelo PNCD, apenas alguns anos foram suficientes para que niveis altos de
resisténcia fossem alcangados pelas populacbes brasileiras de A. aegypti (da-Cunha et al. 2005;
Montella et al. 2007; Maciel-de-Freitas et al. 2014; Bellinato et al. 2016; Viana-Medeiros et al. 2017;
Garcia et al. 2018).

Dois sdo os principais métodos de avaliagdo da resisténcia de adultos a inseticidas: a
'metodologia CDC' utiliza garrafas impregnadas internamente com o inseticida e a ‘'metodologia WHO'
usa papéis impregnados, colocados no interior de tubos cilindricos (Brogdon & McAllister 1998; WHO
1998a). A metodologia CDC tende a resultar em maiores niveis de mortalidade, em func@o na prépria
natureza do ensaio, como comentado nos Resultados (Regido Norte). Comparada com o0s bioensaios
com larvas, a avaliagao da resisténcia de adultos é mais laboriosa. Depende de insumos nem sempre
faceis de se obter, como as garrafas, e principalmente os tubos cilindricos e papéis impregnados. Além
disso, a necessidade de utilizacdo de fémeas adultas torna os testes mais demorados e dependentes
de maior quantidade de espécimes. Provavelmente em funcdo disto, em geral os ensaios disponiveis
séo qualitativos: a partir dos resultados da exposicdo a uma s6 dose do inseticida, as amostras s&o
classificadas como resistentes, suscetiveis, ou com resisténcia incipiente.

No Brasil, foram usadas ambas as metodologias durante o monitoramento da resisténcia
do vetor de dengue a deltametrina. Na grande maioria das vezes as populacdes foram classificadas
como resistentes. Em particular, em nenhum caso a metodologia WHO identificou populagdes
suscetiveis, enquanto este status foi registrado para menos de 8% das popula¢bes avaliadas com a
metodologia CDC. Tentativas de comparacdo das duas abordagens resultou em forte correlacéo
positiva, mas somente na Regido Norte (8 pares avaliados). Nas outras regides, apenas correlacoes
fracas foram observadas, positivas, como para as Regides Nordeste (n = 13) e Centro-Oeste (n = 11),
ou negativas, como foi 0 caso das Regides Sudeste (n = 46) e Sul (n = 4). Quando todos os bioensaios
foram avaliados em conjunto (n = 82), obteve-se uma fraca correlagdo positiva que, no entanto, ndo
revelou associagdes conclusivas.

No ambito da Rede MoReNAa, desenvolvemos metodologia para avaliagdo quantitativa da
resisténcia de adultos, com base em papéis impregnados e nos tubos cilindricos utilizados na
metodologia WHO (1998a). De nosso conhecimento esta foi a primeira avaliagdo quantitativa de

adultos realizada na rotina de monitoramento da resisténcia. Em funcdo disto, foi necessario
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estabelecer uma série de condi¢des e parametros, como a metodologia de impregnacédo dos papéis e o
tamanho do ensaio (quantidade de concentragbes por ensaio, de réplicas por concentracdo e de
espécimes por réplica). Além disso, foi necessario definir critérios de avaliagdo; para tanto, como
primeira abordagem, utilizamos o mesmo ponto de corte estabelecido em 2006 para a classificagdo da
resisténcia das populacdes de A. aegypti a temephos, ou seja, RRes maior que 3,0 foi considerada
como indicativa de resisténcia (Brasil 2006).

Neste trabalho estdo relatados ensaios quantitativos para 41 municipios/ano. Embora sua
realizacdo tenha se iniciado em 2008-2009, a maior parte dos testes (30) foi feita em 2011-2012. De
maneira geral os bioensaios quantitativos com deltametrina confirmaram a disseminada resisténcia a
PY nas populagcdes de A. aegyptino pais. Com exce¢do da Regido Sul, valores muito altos de RRgs, da
ordem de 50-70, foram detectados em todas as regides. No entanto, tais valores elevados foram mais
frequentes na Regido Centro-Oeste. Por outro lado, a Regido Nordeste tendeu a abrigar os menores
niveis de resisténcia ao PY. Ha relatos na literatura de que a resisténcia de A. aegypti a PY é mais
influenciada pela sazonalidade do vetor e, principalmente, pela sazonalidade das epidemias de
dengue, do que os larvicidas. Isto ocorre porque PY estao disponiveis no mercado varejista e, em geral
a cada surto de dengue ha corrida da populacdo aos mercados, uma clara manifestacdo da confuséo
conceitual entre 'controle do vetor' e ‘controle quimico do vetor adulto'. Este €, inclusive, um dos
argumentos usados para justificar a rapida disseminac@o de resisténcia a esta classe de produtos em
todo 0 mundo (Garcia et al. 2009; Marcombe et al. 2009; Linss et al. 2014; Li et al. 2015; Bellinato et al.
2016; Garcia et al. 2018; Macoris, Martins et al. 2018).

No Brasil, Maciel-de-Freitas et al. (2014) constataram, durante um surto de dengue em Boa
Vista, quando DENV-4 foi detectado, aumento muito significativo da resisténcia a PY em diferentes
areas da cidade; uma das dareas, inclusive, nem havia recebido aplicagdes de UBV com deltametrina do
servico de controle de vetores do municipio. Exemplos mais recentes s&o os registros de persisténcia
de resisténcia a PY de populagdes de A. aegypti de varias localidades de SP, mesmo 10 anos depois
da interrupcdo do uso desta classe de inseticidas no controle do vetor da dengue em todo o estado
(Macoris, Martins et al. 2018). Em varias situagdes aqui analisadas as RRgs muito altas para
deltametrina haviam sido precedidas por epidemias, o que corrobora o uso doméstico intenso e
indiscriminado durante surtos. O cenario encontrado na Regido Centro-Oeste é bastante ilustrativo. Em
praticamente todos 0s municipios avaliados em 2011/2012 as RRgs foram da ordem de, pelo menos,
50. Desde 2006 esta regido apresentava surtos de dengue, que culminaram justamente em 2010.
Neste ano, a média das taxas de incidéncia de dengue dos municipios avaliados neste trabalho foi de
aproximadamente 1.700 casos por 100.000 habitantes, o que corresponde a quase seis vezes o limiar
definido como alto pelo Ministério da Saude. Em particular, ressalta-se o caso de Luziénia, no estado

de GO, em 2011, com a maior taxa de incidéncia de dengue de sua histéria (mais de 1.400
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casos/100.000 habitantes) e registros extremamente altos de resisténcia a deltametrina (RRgo = 167);
neste municipio/ano verificamos que a coleta de material de campo para os bioensaios foi realizada no
final do periodo epidémico (Figura 13), o que corrobora a influéncia do uso doméstico de adulticidas

sobre o status de resisténcia a PY.

3.1.3.5 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia metabdlica € causada pela atividade elevada via superexpressdo ou
mudanca conformacional de enzimas que estao envolvidas nos processos de metabolismo, sequestro e
excrecdo de inseticidas. Foram avaliadas, com metodologias de rotina do monitoramento, as atividades
das trés principais classes de enzimas relacionadas com a resisténcia metabdlica: as enzimas de Fase
|, MFO e EST e as enzimas de Fase Il, GST. Amostras de larvas e de fémeas adultas foram avaliadas.
Na grande maioria das vezes observou-se maior atividade nos adultos. As principais classes
enzimaticas alteradas, em todas as regides do pais, foram GST e EST. As EST foram avaliadas com
trés diferentes substratos e, em algumas situagoes, houve variacéo, entre larvas e adultos, do substrato
preferencialmente utilizado. Alteragdes de GST e EST em populagdes brasileiras de A. aegyptija foram
associadas a resisténcia a PY e a OP (Montella et al. 2007; Bellinato et al. 2016; Garcia et al. 2018).

Enzimas da classe das MFO, s&o apontadas, em muitas popula¢des de mosquitos vetores
em todo o mundo, como o principal componente da resisténcia metabdlica (Marcombe et al. 2009;
Varén et al. 2010; Dusfour et al. 2011; David et al. 2013; Saavedra-Rodriguez et al. 2015; Ishak et al.
2017). Apesar disto, nas populacdes brasileiras de A. aegypti avaliadas esta foi a classe menos
afetada. Apenas aproximadamente 30% das amostras de adultos e menos que 20% das amostras de
larvas exibiram alteragbes de MFO. No entanto, avalia-se que MFO esteja envolvida na detoxificacéo
de uma ampla gama de compostos (Feyereisen 2012) e que o aumento da sua expressao esteja
frequentemente associado a resisténcia a PY (David et al. 2013).

Também foi avaliada a atividade da enzima ACE, alvo de OP. Neste caso, de acordo com
o protocolo classicamente recomendado pela WHO (1998b), que quantifica a inibico da atividade por
propoxur (‘AChI'), em todos os casos a ACE foi considerada 'suscetivel' a OP. Em adi¢do, medimos a
atividade total de ACE ('AChE'), quando detectamos alteracbes em aproximadamente 15% das
amostras. No entanto, 0s ensaios bioquimicos de rotina empregados nao permitem discriminar entre a
expressao aumentada de ACE, amplificagdo génica ou modificagdo estrutural, todos estes,
mecanismos com potencial de resultar em maior eficiéncia da enzima.

Em relacdo a resisténcia a PY, alguns grupos sustentam que alteragcbes metabdlicas
tendem a resultar em niveis de resisténcia mais baixos do que aquelas mediadas por alteragdes no
alvo, o Nay (Martins & Valle 2012; Saavedra-Rodriguez et al. 2012; Brito et al. 2013). Para testar esta
possibilidade comparamos, sempre que disponiveis, 0s niveis de resisténcia a PY com a intensidade
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das alteracdes enzimaticas quantificadas. Para isto utilizamos, de um lado, tanto a RRso quanto a RRgs
e, de outro lado, a média dos valores obtidos para as avaliacdes enzimaticas (‘GAB' e 'GAB-AChE). E
fato que estes sdo dados/valores secundarios, como detalhado na metodologia e devem, portanto, ser
considerados com cautela. 'GAB' corresponde a média de todas as atividades enzimaticas analisadas,
enquanto '‘GAB-AChE' é um indicador restrito as enzimas relacionadas a resisténcia metabdlica. As RR
também foram comparadas com o outro mecanismo de resisténcia a PY para o qual tinhamos
registros, a saber, alteracdes do Nav. Neste caso, as RR foram confrontadas com a frequéncia do alelo
suscetivel, NavS. Apenas a Regi@o Sul ndo foi incluida, em funcdo da escassez de amostras. Com
excecdo da Regido Centro-Oeste, em todos os casos foi possivel relacionar maiores niveis de
resisténcia a PY simultaneamente com menores alteragdes metabolicas e com maiores frequéncias
dos alelos resistentes ('kdr) do Nav. Esta relagao foi mais significativa para a Regido Norte. Nas outras
regioes, estas correlagdes foram mais fracas e nem sempre se confirmaram para todos os indicadores
testados. Outra comparagéo foi tentada, desta vez diretamente entre a resisténcia metabélica (‘'GAB-
AChE') e a alteracdo do Nay; também neste caso confirmamos, para a maior parte das amostras,
tendéncia a opgdo por um ou outro mecanismo de resisténcia. Ou seja, adicionamos evidéncias de
que, quanto maior o nivel de resisténcia a deltametrina, de fato, menor parece ser a participagdo da
resisténcia metabdlica. Este resultado corrobora dados da literatura que demonstraram que mosquitos
com mutacdes kdr do Nay apresentaram menor participagdo da via de detoxificagdo metabdlica
(Saavedra-Rodriquez et al. 2012).

O histdrico do status da resisténcia a temephos e deltametrina em populacdes brasileiras
de A. aegypti revelou a disseminagdo da resisténcia aos principais inseticidas utilizados pelo PNCD.
Foram encontradas elevadas razdes de resisténcia em larvas, provenientes do uso de temephos por
mais de 40 anos. Em relag@o ao controle de adultos, identificou-se resisténcia logo apos a introdugéo
de PY no pais, e altos niveis de resisténcia, alcangados rapidamente, foram ainda correlacionados a
exarcebacao do uso doméstico nos periodos de epidemia. No entanto, altas taxas de incidéncia de
dengue continuam recorrentes no Brasil que, na pratica, é hiperendémico para esta arbovirose. Este
conjunto de dados destaca as limitagdes do controle quimico como metodologia de escolha para
reducdo da densidade do vetor. Neste sentido, a adog¢éo da pratica de rodizio de inseticidas ja tem sido
adotada no Brasil, como estratégia para preserva-los como ferramenta de controle vetorial. Contudo, ha
complexidades logisticas na adog¢do de um processo de rotagdo, como escolha da nova classe de
inseticida, aquisicdo, capacitacdo de pessoal e distribuicdo aos municipios que devem ser avaliadas
antes da mudanga dos compostos, bem como, um estudo do impacto dessas a¢des no controle do
vetor deve ser realizado. O carater multifatorial da resisténcia foi mostrado. Frente ao cenario da
resisténcia a inseticidas de populagdes de A. aegypti no Brasil, deve-se levar em consideragao, ao

projetar interven¢bes para reduzir a transmissdo da dengue, abordagens alternativas, como o
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engajamento comunitario e o controle mecénico. Vale destacar a importancia de se respeitar o carater
complementar dos inseticidas, a serem reservados para tratamento de criadouros que ndo podem ser
eliminados e para o trabalho com locais e situagdes especificos, como o bloqueio de surtos, ou a

intervencdo em pontos estratégicos.
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3.2 CAPITULO 2 - Avaliacdo do status de susceptibilidade de 12 populagdes de
A. aegypti aos inseticidas utilizados na rotina do controle no pais, incluindo,

além de temephos e deltametrina, o CSI diflubenzuron
Bellinato DF, Viana-Medeiros PF, Araujo SC, Martins AJ, Lima JBP, Valle D 2016. Resistance status to

the insecticides temephos, deltamethrin, and diflubenzuron in Brazilian Aedes aegypti populations.
BioMed Research International v. 2016, p. 1-12.
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Insecticides are still largely applied in public health to control disease vectors. In Brazil, organophosphates (OP) and pyrethroids
(PY) are used against Aedes aegypti for years. Since 2009 Insect Growth Regulators (IGR) are also employed in the control of
larvae. We quantified resistance to temephos (OP), deltamethrin (PY), and diflubenzuron (IGR) of A. aegypti samples from
12 municipalities distributed throughout the country, collected between 2010 and 2012. High levels of resistance to neurotoxic
insecticides were detected in almost all populations: RR,; to temephos varied between 4.0 and 27.1; the lowest RR,; to deltamethrin
was 13.1, and values higher than 70.0 were found. In contrast, all samples were susceptible to diflubenzuron (RRy; < 2.3). Biochemical
tests performed with larvae and adults discarded the participation of acetylcholinesterase, the OP target, and confirmed involvement
of the detoxifying enzymes esterases, mixed function oxidases, and glutathione-S-transferases. The results obtained were discussed
taking into account the public chemical control component and the increase in the domestic use of insecticides during dengue

epidemic seasons in the evaluated municipalities.

1. Introduction

Currently dengue is spreading worldwide, placing at risk
around 40% of the global population [1]. To date, no specific
drugs are available and dengue treatment is restricted to sup-
portive care. Although several candidate vaccines, directed
against the four dengue serotypes, are presently submitted
to human clinical trials, or even licensed for commercial-
ization, none of them attains high protection levels [2]. The
major dengue vector is Aedes aegypti (Diptera: Linnaeus,
1762), a highly anthropophilic and synanthropic mosquito,
distributed throughout tropical and subtropical areas of the
world [3-5], mainly between latitudes 35°N and 35°S [6, 7]. In
addition, the recent chikungunya and Zika virus dispersion
throughout the globe is also primarily attributed to A. aegypfi

[8].

Actions against dengue are mostly focused on the re-
duction of mosquito densities, and vector control can be
accomplished through mechanical, biological, and chemical
approaches. Mechanical control is based on the elimination
or on the adequate protection of potential breeding sites;
biological control makes use of larvae predators, such as small
fishes, or formulations with entomopathogenic bacteria, like
Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bfi); chemical control
consists in the use of insecticides against larvae or adults of
the vector mosquito [6, 7, 9].

Insecticides, still largely utilized by a number of vector
control programs, belong to four main classes; all of them are
neurotoxic compounds: carbamates (CA), organochlorates
(OC), organophosphates (OP), and pyrethroids (PY) [10].
Nowadays, PY and OP are the most used. Recently two
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additional classes became available, the spinosyns, modula-
tors of acetylcholine receptors [11], and the Insect Growth
Regulators (IGR), a group that includes the chitin synthesis
inhibitors (CSI) [12]. It should be noted that the Brazilian
Dengue Control Program (PNCD) only employs insecticides
that are recommended by the World Health Organization
Pesticide Evaluation Scheme (WHOPES) for use in potable
water or properly approved for space spraying applications
(13, 14].

The intensive and prolonged use of insecticides can
select resistant specimens in the natural vector populations,
decreasing the frequency of susceptible individuals and
reducing variability of field populations [5]. Insecticide resis-
tance can derive from different mechanisms, the main ones
being meodifications in the target sites and higher ability to
detoxify xenobiotic compounds; the former mechanism is
known as target site resistance and the other as metabolic
resistance [5, 6].

The voltage gated sodium channel (Nay) is the target site
of pyrethroids; these insecticides keep Na,, in its opened con-
formation, resulting in repetitive pulses. Nay substitutions
that affect its susceptibility to PY are known as knockdown
resistant ones (kdr) [15]. Such mutations have been reported
in A. aegypti populations from several countries worldwide
[16-18]. In Brazil two major kdr Na, alleles related to PY
resistance are spreading and increasing in frequency. A clear
regional distribution pattern is observed with Na,,®' (mutant
at position 1534 of the channel protein) present throughout
the country while Na,® (mutant at both 1534 and 1016
positions) is more frequent in central and southeastern
municipalities [19, 20].

The target site of OP insecticides is acetylcholinesterase
(AChE), an enzyme that hydrolyzes acetylcholine molecules;
as a consequence, this neurotransmitter persists in the synap-
tic cleft, resulting in the exacerbation of nerve impulse trans-
mission [21, 22]. To our knowledge there are no confirmed
evidences of AChE alterations related to OP resistance in field
A. aegypti populations.

The main detoxifying enzyme classes participating in the
xenobiotic metabolizing processes are the Phase T mixed
function oxidases (MFO) and esterases (EST) that trigger
chemical modifications in the substrates and the Phase II
conjugating enzymes, glutathione-S-transferases (GST) [21].
Each of these enzyme families is composed of several molecu-
lar entities, bearing distinct levels of specificity [5]. In general,
evaluations of A. aegypfi detoxifying mechanisms worldwide
associate ESTs and OP resistance as well as GST and MFO
alterations with PY resistance [23-26). However such rela-
tions are not always straightforward due to the variability of
enzymes participating in the insecticides detoxification and
to the resistance multifactorial character [5, 10].

In Brazil, during more than three decades, only temephos
was employed in the control of A. aegypti larvae. Resistance
to this OP was originally detected at the end of the years
1990, and registers of the dissemination of this phenomenon
persist up to the present [23, 24, 27-30]. Since 2009 temephos
is being substituted by IGR in the country and a strategy of
larvicide rotation, each 3-4 years, is attempted. Development
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FIGURE 1: Brazilian map with the states used in the study in grey. RR:
Roraima; PA: Pard; RN: Rio Grande do Norte; ES: Espirito Santo; and
GO: Goids. The continuous lines indicate the different regions of the
country. N: north; NE: northeast; SE: southeast; S: south; and CW:
central-west.

of resistance was also verified for PY shortly after its use
has been implemented for the control of adults, since 2000
[23, 31, 32].

The insecticide susceptibility profiles of several Brazil-
ian field A. aegypti populations are presented (Figure 1).
Resistance to compounds employed by the PNCD was
investigated, in order to collaborate with the elucidation
of both the resistance dynamics and the potential related
mechanisms. Chemical insecticides are still a relevant control
tool employed by public managers against dengue vectors.
In addition, in general, dengue epidemic periods are related
to a significant increase in the domestic use of insecticides,
mainly adulticides. This collective behavior has the potential
to contribute to a rapid increase in resistance levels, and it
has already been detected in Brazil against pyrethroid com-
pounds [33]. Taking these aspects into account, the results
obtained were evaluated in the scope of several parameters,
such as the Ministry of Health (MoH) supply of insecticides
to the Brazilian States, the local historic of dengue outbreaks,
and the frequency of kdr mutations, majorly responsible for
PY resistance in the country.

2. Materials and Methods

2.1. Data on Insecticide Distribution and Dengue Cases. The
Brazilian MoH coordinates the distribution of insecticides
used in public health to all states and to all disease vector
control programs. Insecticides are stored in a warehouse of
Rio de Janeiro State Health Secretariat, in charge of stock
control and supply of the products to the different States. We
got MoH authorization to access these data, sorted by year,
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since 2003. Figure 2 illustrates the insecticides employed by
PNCD from 2003 until 2012, the latter corresponding to the
year of collection of the last samples in the field.

Dengue incidence rates were based on the historical series
of cases available at the MoH website for each municipality
[34] and on the 2010 population census data conducted by
the Brazilian Institute of Geography and Statistics [35].

2.2, Mosquitoes. Natural A. aegypti populations were col-
lected between 2010 and 2012, in 12 municipalities belonging
to a total of five States (Figures 1 and 2); Roraima (RR)
and Pard (PA) at the north, Rio Grande do Norte (RN)
at the northeast, Espirito Santo (ES), at the southeast, and
Goids (GO) at the central-west region. In all cases, sampling
of vector eggs was performed with ovitraps according to
MoReNAa (the Brazilian A. aegypti insecticide resistance
monitoring network) guidelines, as described elsewhere [28,
36]. Depending on the number of buildings in each munic-
ipality, 150 to 300 ovitraps were installed during 5-7 days,
representing the whole area.

Rockefeller mosquitoes (Rock), a reference strain of
insecticide susceptibility [37], were employed as control in all
bioassays and also in the biochemical and molecular analysis.

2.3. Mosquitoes Rearing. Eggs derived from field populations
were allowed to hatch for two days in plastic cups containing
2.5L of dechlorinated water and a small amount of cat food
(Friskies®, Purina, Sdo Paulo, SP). Pools of 1,000 larvae were
then transferred to transparent plastic trays (33 x 24 x 8 cm)
filled with 1.0 L of water and fed with 0.5 g of cat food every
three days. The resulting pupae were transferred to cartoon
cages (18 x 17 cm) and the A. aegypti emerging female and
male adults were separated from other mosquito species,
scored and reared in cages in order to proceed to blood
feeding and egg laying. Adult females were fed on xylazine
and ketamine-anaesthetized guinea pigs [38] for 30 minutes;
oviposition cups were placed inside the cages three days later.
Achievement of F1 and F2 generations in the laboratory was
performed essentially as described elsewhere [28]. The whole
procedure took place at 26 + 1°C and 80 + 10% relative
humidity.

2.4, Larval Bioassays. In order to maximize synchronous
development, egg hatching was induced during one hour in
dechlorinated water. Afterwards, groups of 1,000 larvae were
reared in plastic trays, as described above, until the third
instar (L3).

Dose response bioassays with temephos (Pestanal®,
Sigma-Aldrich) were performed with 10 different concen-
trations of the OP, designed to kill between 10 and 95% of
each population. Four 100 mL replicas were employed per
concentration and 20L3 larvae per replica. Mortality was
registered after 24 hours of exposure [29, 39, 40].

For the CSI diflubenzuron (Sigma-Aldrich), each dose
response bioassay employed eight insecticide concentrations,
also designed to be effective between 10 and 95%. Four 150 mL
replicas per concentration and 1013 larvae per replica were
employed. Both the bioassay methodology and the evaluation
criteria were adapted from previous work [41, 42]. In this case,

records were made each other day. Replicas were covered with
a nylon mesh in order to avoid escaping of adults. The assay
was considered terminated when all the specimens from the
control group, nonexposed to the CSI, emerged as adults.

Two internal controls were placed at every bioassay:
(a) Rockefeller larvae exposed to two different insecticide
concentrations, the EDgg (effective dose) and half of it, and
(b) field specimens kept with the solvent, in the same amount
used for the experimental samples.

2.5. Adult Bioassays. Female adults were submitted to dose
response bioassays to quantify resistance to the pyrethroid
deltamethrin (Sigma-Aldrich) following the World Health
Organization [43] methodology of impregnated papers, with
some modifications [40, 44]. Assays employed 10 deltame-
thrin concentrations, ideally killing between 10 and 95% of
each mosquito population. In all cases three replicas with
15-20 non-blood-fed females, 1-5 day-old, were used. After
exposure to the pyrethroid during one hour, mosquitoes were
recovered for 24 hours in insecticide-free compartments,
when mortality was recorded. Adult bioassay controls fol-
lowed the same rational employed for larvae ones: Rockefeller
specimens exposed to two different deltamethrin concentra-
tions and field derived adults exposed to the solvent.

2.6. Biochemical Assays. The potential mechanisms involved
with resistance were evaluated through biochemical assays
that quantified the activity of several classes of enzymes
according to WHO and CDC procedures [23, 45, 46]. Two
Phase I enzyme classes were evaluated, MFO and EST.
While MFO was indirectly measured, three substrates were
employed for EST: a- and f-naphtyl and p-nitrophenyl
acetates, accounting, respectively, for activities named a-
EST, B-EST, and pNPA-EST. The Phase IT GST and the OP
target site AChE were also evaluated. For AChE, both total
activity and activity inhibited by the carbamate propoxur
were assayed. According to WHO criterion [47], AChE
inhibition higher than 70% points to an activity compatible
with insecticide susceptibility. Dosage of total proteins was
done with the Bio-Rad protein assay/dye reagent concentrate
(500-0006), and the results were used to calculate enzymatic
specific activities.

Tests with each population employed approximately 90
individual non-blood-fed young females (up to 24 hours
after adult emergence) and 90 late L3-early L4 larvae. All
specimens were stored at —80°C until use.

Enzyme activities were classified essentially according
to what was established previously [23]: after calculating
the Rockefeller 99 percentile, the rate of specimens above
this value was estimated for each enzyme and population.
Activities were classified as unaltered, altered, or highly
altered if this rate was, respectively, below 15, between 15 and
50, or above 50%.

2.7 Molecular Assays. The results of kdr genotyping were
previously published [20] and herein explored in parallel with
the bioassays. Briefly, the genotyping was conducted with a
customized real-time PCR TagMan SNP Genotyping Assay
(Thermo Fisher), for Vall0leIle (AHSIDL6) and Phel534Cys
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(AHUADFA). In general 30 individual adult males preferen-
tially from the parental generation were used in two indepen-
dent reactions, one for each Na,, kdr SNP (1016 and 1534).
Theallelic and genotypic frequencies of each population were
calculated based on variations at both positions, assuming
that they are under linkage disequilibrium, which resulted in
the alleles Na,,® (1016 Val* + 1534 Phe*), Na,™ (1016 Val* +
1534 Cys“"), and Nay ™ (1016 1le"!" + 1534 Cys™¥") [20].

2.8. Interpretation of Results. Results of bioassays for each
population and every active compound derived from three
or four tests performed in different days. The lethal concen-
trations (LC) in the case of neurotoxic insecticides or the con-
centrations inhibiting adult emergence (EI), when the IGR
was considered, were calculated using probit analyses [48]
(Polo-PC, LeOra Software, Berkeley, CA). Resistance ratios
(RRy,, RR,;) were acquired dividing the results obtained for
each population by the equivalent Rockefeller’s values. For
all insecticides, the resistance status of mosquito populations
was classified according to the criterion utilized in the coun-
try to temephos evaluation. This criterion, recommended by
PNCD, considers that populations with RRy; above 3.0 are
resistant [23, 49] (see Section 4).

3. Results

3.1 Insecticides Employed against Aedes aegypti in the Field.
Figure 2 exhibits the recent history of insecticides distributed
by the Brazilian MoH to the States where field collection of
A. aegypti populations took place. All larvicides evaluated in
the present work are depicted. Beyond these products, Bti was
also employed in the field (not shown), during most of the
period between 2003 and 2009, except for the central-west
State of Goids. For adulticides, besides the organophosphate
malathion, deltamethrin was the pyrethroid elected against
A. aegypti. However, several PY compounds were also used in
the scope of the control of other vectors. Therefore, Figure 2
depicts all pyrethroids distributed for this purpose by the
MoH, since these products can interfere with A. aegypti
populations’ susceptibility status. It should also be taken into
account that the uncontrolled domestic use of pyrethroids
plays an important role in the dissemination of insecticide
resistance [32]. However, information regarding domestic use
is very difficult to obtain.

Up to 2011, the larvicide temephos was continuously
distributed to the states evaluated, with two exceptions:
temephos supply to RR started only in 2005 and to RN it
lasted until 2004 (Figure 2, light blue states in the 2003-
8 line). In this latter state, control of larvae employed Bti
between 2005 and 2008, Since 2009-2010 the CSI difluben-
zuron was introduced in the A. aegypti larvae control, in
addition to the organophosphate temephos in all states. The
exception was RN where, as mentioned above, temephos had
been previously discontinued; in this case, the CSI remained
the sole larvicide adopted in A. aegypti control from 2009 on.

Control of adult mosquitoes was performed exclusively
with pyrethroids between 2003 and 2008. Since 2009, the
organophosphate malathion was gradually introduced. At

2011, all the states received both compounds, except RR
that employed exclusively PY. At 2012, malathion was not
distributed to the state of Pard.

3.2. Dengue Incidence in the Evaluated Municipalities.
Figure 3 shows the incidence of dengue reported cases for
all municipalities evaluated here, The aim in this case was
to investigate if there were local outbreaks that could be
related to a domestic intensification of insecticide use and,
potentially, to an increase in A. aegypti resistance to these
compounds. The period chosen ranged from 2008, two years
before the collection of the first A. aegypti samples here
evaluated, up to 2012. Incidence values for municipalities
and the corresponding states are also presented in Table
S1 of the Supplementary Material available online at
http://dx.doi.org/10.1155/2016/8603263.

According to the Brazilian MoH, dengue incidence rates
higher than 300 cases/100,000 inhabitants are already indica-
tive of an epidemic situation [50]. In almost all municipalities,
at least once, the dengue incidence of notified cases was
compatible with this scenario. When the whole 2008-2012
period was considered, only Marab4, PA, was the exception.
However, the localities of Castanhal, PA, and Caicé, RN, only
presented high dengue incidence at 2012, after collection of
vector samples was made (compare Figures 2 and 3). In some
situations this “epidemic status” persisted throughout the
whole evaluated period; this was the case of Pacaraima, RR,
and of the GO adjacent municipalities Goidnia and Aparecida
de Goidnia. The number of registers well above the threshold
value of 300 cases per 100,000 inhabitants also attracted
attention. For instance, reported incidence equivalent to at
least 1% (1,000 cases/100,000 inhabitants) was found during
2009 and 2010 in half of the evaluated municipalities. Notably,
the dengue incidence of Aparecida de Goiania remained
above 1% during the whole evaluated period. In the adjacent
locality, Goidnia, those high dengue rates were registered
during three years between 2008 and 2012. One should be
aware that in general dengue epidemic periods are related to a
significant increase in the domestic use of insecticides against
adult mosquitoes (see Section 4).

3.3. Bioassays with Larvae. Table1 summarizes the results
of quantitative bioassays performed with the two main
larvicides recently employed against A. aegypti in Brazil, the
OP temephos and the CSI diflubenzuron. Table 52 shows
details of these assays, such as effective concentrations and
confidence intervals. Data are organized by year and then by
geographic region.

All the populations evaluated were considered resistant to
temephos. The higher resistance values were obtained in 2012.
Nevertheless, since there were no municipalities examined in
consecutive years, it is not possible to claim that temephos
resistance is increasing in the country, based on the data
presented here. In general, temephos resistance was higher
at the central-west region: six out of seven municipalities
presented RRo; above 10. Sio Miguel do Araguaia, GO,
exhibited the higher temephos RR,; value, above 27 In con-
trast, Pacaraima, the municipality with the lower resistance
level to the OP, is located at RR, a state where temephos
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supply started later than in the other states (Figure 2). In
comparison with Rockefeller, a general higher heterogeneity
of field populations was detected, as judged by their low slope
values.

In contrast to the results obtained for temephos, all
populations analyzed were susceptible to diflubenzuron

(RRg; < 3.0). This was true even for mosquito populations
bearing high temephos resistance rates, suggesting absence
of cross resistance between these compounds in the localities
examined. In contrast to the results obtained with temephos,
field populations seemed more homogeneous than Rocke-
feller strain regarding diflubenzuron resistance profiles.
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TABLE 1: Resistance status of several Brazilian municipalities to the larvicides temephos (OP) and diflubenzuron (CSI).
Year Region  State Municipality/strain Generation Temephos Generation Diflubenzuron
RR;; RRy;  Slope RR;; RRy;  Slope
2010 NE RN Rockefeller 1.0 1.0 6.20 L0 1.0° 4.85
Caico F2 84 9.6 5.07 F2 2.2 17" 6.56
RR Rockefeller 1.0 1.0 5.03 1.0 1.0 416
N Pacaraima F2 43 4.0 570 F2 1.7 L5 5.05
PA Castanhal F2 8.2 1.2 3.53 F2 1.4 1.2 4.75
Maraba F2 8.0 10.3 3.76 F3 1.8 L6 491
2011 SE ES Cachoeiro de Itapemirim F1 18.4 171 5.57 F2 1.9 L6 5.03
Campos Belos EF2 91 12.0 3.68 F2 1.7 16 4.38
Goiania F2 7.9 8.6 4.56 F2 1.6 L8 3.63
CW GO Rio Verde F2 1.5 14.8 377 F2 2.0 16 5.32
Sdo Simdo EF2 121 14.8 3.98 F2 2.0 2.3 3.57
Uruacu EF2 10.5 12.5 4.08 EF2 1.9 L5 5.78
2012 cw GO Aparecida de Goidnia F1 179 16.6 5.59 F2 11 21 243
Sdo Miguel do Araguaia F1 211 27.1 3.77 F1 1.6 1.7 3.82

RRs; and RRg;: resistance ratios; profiles corresponding to RRgz below or above 3.0 (italic font or bold font numbers) were classified as susceptible or resistant,

respectively.
"RRgg is informed. See Table S2 for additional details.

TaBLE 2: Resistance status of several Brazilian municipalities to the pyrethroid deltamethrin and allelic frequencies of the major kdr mutations

found in the country.

Nay, allelic frequencies

Year Region State Municipality/strain Generation RR;, RRg; Slope s Rl R
2010 NE RN Rockefeller 1.0 1.0 2.96
Caicé F2 6.0 13.1 2.51 0.917 0.067 0.017
RR Rockefeller 1.0 1.0 455
N Pacaraima F2 332 60.3 2.65 0.000 0.600 0.400
PA Castanhal F2 9.9 14.9 3.05 0.667 0.300 0.033
Marabd F2 474 70.7 3.07 0.690 0.310 0.000
2011 SE ES Cachoeiro de Itapemirim F1 49.0 78.67 216 0.103 0.224 0.672
Campos Belos F2 25.3 52.3 2.43 0.310 0.086 0.603
Goiania F2 476 46.5 4.68
CwW GO Rio Verde F2 325 56.2 274 0.241 0.207 0.552
Sédo Simio F2 304 51.6 2.78 0.083 0.383 0.533
Uruacu F2 38.6 51.6 3.37 0.450 0.117 0.433
2012 cw GO Aparecida de Goiania Fl 33.0 57.2 274 0.207 0.362 0.463
Sdo Miguel do Araguaia F1 39.6 49.4 3.59 0.414 0.293 0.293

RR:; and RRy;: resistance ratios; profiles corresponding to RRy; above 3.0 (bold font numbers) were classified as resistant.

"RRg is informed. See Table S3 for additional details.

Kdr allelic frequencies §, R1, and R2 refer to the positions 1016 and 1534 of the gene coding for the voltage gated sodium channel (Nay; ) as follows: § (susceptible)
= 1016 Val* /1534 Phe™: R1 (single mutant) = 1016 Val*/1534 Cyskd'; and R2 (double mutant) = 1016 Tlekd" /1534 Cyskdr. Kdr data have been originally published

by Linss et al. 2014 [20].

3.4. Bioassays and Molecular Assays with Adults. Resis-
tance rates resulting from bioassays with the adulticide PY
deltamethrin are depicted in Table 2, together with the Na,,
allelic frequencies, where Rl and R2 are the kdr alleles related
to PY target site resistance. Additional details of the bioassays
are presented in Table S3 that also includes the kdr allelic
frequencies for each position (1016 and 1534) separately [20].

Very high deltamethrin resistance levels were found for
all populations; RR,; was always above 10.0. Caicd, RN,

at the northeast region, and Castanhal, PA, in the north
region, exhibited the lowest RRy;, respectively, 13.1 and 14.9.
Accordingly, these municipalities presented the lower fre-
quencies of Rl and R2 kdr alleles. In all other municipalities
values remained above 45.0. In two localities, Marabd, PA,
and Cachoeiro de Itapemirim, ES, RR,; was higher than
70.0. In this latter locality, due to the high resistance level
detected, there was lack of enough specimens to reach LCg;
(note that in Tables 2 and S3 the higher value shown for
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TABLE 3: Quantification of the enzymatic activity of A. aegypti larvae from different Brazilian municipalities. Numbers refer to the rate of
specimens with activity higher than the 99 percentile of Rockefeller (% >p99). Municipalities are arranged in descending order of temephos

resistance (RRy; OP).

Year  Region State Municipality/strain RRy; OP ACE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST
2012 cO GO Sdo Miguel do Araguaia 27.1 0 0 20 28 21 59
2012 Cco GO Aparecida de Goidnia 16.6 5 31 85 8 54 63
2011 co GO Rio Verde 14.8 1 0 40 19 38 8
2011 Cco GO Sdo Simdo 14.8 1 4 40 35 33 32
2011 CO GO Campos Belos 12.0 1 15 9 1 5 0

2011 N PA Castanhal 11.2 0 48 34 3 29 75
2010 NE RN Caico 9.6 0 4 19 0 0 0
2011 Cco GO Goidnia 8.6 3 6 49 5 34 36
2011 N RR Pacaraima 4.0 6 1 21 0 14 3

Activities were classified as normal (regular font), altered (italic and underlined font) or highly altered (italic and bold) if these values ranged respectively below

15%, between 15 and 50% or above 50%.

TaBLE 4: Quantification of the enzymatic activity of A. aegypti adults from different Brazilian municipalities. Numbers refer to the rate
of specimens with activity higher than the 99 percentile of Rockefeller (% >p99). Municipalities are arranged in descending order of

deltamethrin resistance (RRg. PI).

Year  Region State Municipality/strain RRy; PI ACE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST
2011 SE ES Cachoeiro de Itapemirim 78.6" 0 80 98 67 3 70
2011 N RR Pacaraima 60.3 0 17 40 48 13 2
2012 Cco GO Aparecida de Goiania 572 57 94 70 10 73
2011 co GO Rio Verde 56.2 13 74 4 81 8 13
2011 Cco GO Campos Belos 52.3 0 8 65 14 1 6

2011 Cco GO Sao Simao 516 21 9 59 58 14 15
2012 Cco GO Sdo Miguel do Araguaia 494 4 97 8 46 0 8

2011 Cco GO Goiania 46.5 0 99 78 55 5 38
2010 NE RN Caicd 13.1 3 0 1 63 22 6

Activities were classified as normal (regular font), altered (italic and underlined font) or highly altered (italic and bold) if these values ranged respectively below

15%, between 15 and 50% or above 50%. " RRg is informed.

Cachoeiro de Itapemirim corresponds to LCg;). The supply
of pyrethroids for the bulk of the states evaluated here was
continuous since at least 2003 (Figure 2). Comparison of the
slope values obtained for deltamethrin assays shows that,
in general, field populations evaluated demonstrate higher
heterogeneity than the Rockefeller strain.

3.5. Biochemical Assays. Tables 3 and 4 present the results
of biochemical assays for, respectively, larval and adult
stages. In both tables, data are organized by decreasing RR
order for the neurotoxic insecticides temephos (larvae) and
deltamethrin (adults). Additional details of these assays are
shown in Tables S4 and S5.

According to the WHO criterion, measurements of inhi-
bition of AChE activity, the OP target site, point to unaltered
activity for all populations and development stages (data not
shown). This was verified because the carbamate propoxur
induced more than 70% of AChE activity inhibition in all
cases [47]. In addition, quantification of total AChE activity
[45, 46] revealed values compatible with susceptibility, in all
cases, with exception of adults from one population (Sdo
Simio, GO, Table 4).

For all the remaining enzymes, changes were detected for
both stages. In the larval stage, major changes were noted in
the activities of GST, B-EST, and pNPA-EST, while moderate
increases were noted for MFO and a-EST. The intensity of
enzymatic alterations appeared to be higher at the adult stage,
mainly when MFO, GST, and «-EST were considered. In
general, populations with a higher RR also tended to exhibit
a higher increase in detoxifying enzymes activity, taking into
account both the number of altered classes and the intensity
of activity increment.

4, Discussion

The use of insecticides in the control of the dengue vector
in Brazil has been broad and continuous, a procedure that
favored the selection of resistant specimens over the years. In
order to assist in the rational use of pesticides, in 2006, the
Brazilian Dengue Control Program adopted a functional cri-
terion for the evaluation of the temephos status of A. aegypti
populations. This criterion, also employed here to classify
both deltamethrin and diflubenzuron resistance status, con-
siders that populations with RRy; above 3.0 are resistant.
This is the cutoff to conduct insecticide substitution in the
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field, and the adoption of this parameter took into account
Brazilian operational aspects of insecticide management, like
the period of time necessary for the effective implementation
of the insecticide substitution in all affected localities. This
strategy aimed to preserve the insecticides in the field [23].

Functional validation of this criterion has been previ-
ously obtained through simulated field assays with temephos
and, more recently, with pyrethroids [23, 51]. Resistance
to diflubenzuron was not established in the country and
therefore a functional criterion has not yet been defined for
this IGR by PNCD. However, Fontoura et al. [42], using
simulated assays, did not find impairment of the efficacy of
another CSI, novaluron, in A. aegypti populations bearing
RRy, < 2.0.

The use of OP pesticides in Brazil for A. aegypti control
dates back to the 1960s, and it was intensified since 1986, when
the DENV-1virus was introduced in the country [52, 53]. Asa
result, resistance to temephos has been reported in Brazilian
populations of A. aegypti collected from 1998 on [23, 27,
28]. Resistance to temephos spread around the country so
intensely that, since 2009, PNCD does not recommend the
use of this OP as the larvicide of choice [54]. Accordingly,
all populations here evaluated between 2010 and 2012 were
resistant to temephos.

Investigation of putative resistance mechanisms present
in A. aegypti larvae excluded the participation of acetyl-
cholinesterase, the OP target site. Regarding metabolic resis-
tance, MFO enzymes are strongly associated with insecticide
resistance in several A. aegypti populations around the world
[25, 26, 55]. We found only discrete alterations in this class
of enzymes in larvae from Brazilian A. aegypti populations,
while adult specimens exhibited levels of MFO alteration
equivalent to EST and GST enzymes. In 2007, A. aegypti adult
EST activities were associated with resistance to both OP and
PY in Brazil [23]. Connections between OP resistance and
significant alterations of EST as well as association between
PY resistance and both MFO and GST elevated activity rates
were also reported in other countries [25, 26, 55].

In general, higher RR levels against OP and PY neurotoxic
insecticides correlated to increased metabolic alterations in
terms of both number of enzymes affected and intensity
of activity enhancement [30, 55, 56]. Usually detoxifying
enzymes that trigger metabolic resistance participate in the
general insect metabolism. These are somewhat generic
molecules, with a variable affinity for a number of insecti-
cides or other xenobiotics. Although resistance to the IGR
diflubenzuron has not yet been detected in the country,
the development of metabolic resistance against these com-
pounds is a potential mechanism that should be monitored.

For some localities here depicted, previous evaluations
of the temephos susceptibility status are available. In these
cases, the resistance dynamics profiles were compared to the
insecticide distribution performed by the MoH to each state
(Figure 2). Increase in the temephos resistance status was
noted whenever the application of this OP persisted. Exam-
ples are the central-west municipalities of Goiania (GOI) and
Aparecida de Goidnia (APG), at GO state: between 2003 and
2011, GOI RRy; increased more than twice, from 3.3 to 8.6
(Table 1, [23]). In APG the temephos RRy: also increased

significantly between 2006 (11.2) and 2012 (16.6) (Table 1,
[57]). In contrast, only a low decrease in the temephos
resistance status was noted following its interruption. This
was the case of Caicd (CAC), at RN state, where no temephos
was provided since 2004 (Figure2). At that year, CAC
temephos RR,; was 12.5; six years later this value dropped
only slightly, to 9.6 (Table 1, [23]).

One major consequence of the high and disseminated
Brazilian A. aegypti temephos resistance status was the
inclusion of the CSI diflubenzuron in the chemical control
of larvae since 2009. Bioassays of mosquito samples obtained
between 2010 and 2012 confirmed the susceptible status of
all evaluated populations to this product. Diflubenzuron
resistance ratios below 3.0 were also found for field A. aegypti
populations from Cabo Verde, Malaysia, and Martinique [58—
60]. Together, these data point that the use of this class of
insecticides in the control of larvae of the dengue vector is
still viable.

The bulk of results obtained by the A. aegypti insecticide
resistance monitoring Brazilian network guided the option to
rotate products against larvae in the country. Insect Growth
Regulators were adopted. Due to operational issues, the
maximum period of four years was fixed for alternation of
products [61]. The aim of this resistance management strategy
was to preserve the few available larvicides. In this regard,
it is ought to mention that Brazil only employs larvicides
recommended by WHOPES for use in drinking water [14].
Currently, the IGR used against A. aegypti larvae is the
juvenile hormone analogue (JHA) pyriproxyfen [62].

Some decades were necessary until the spread of resis-
tance to the OP temephos in Brazil could compromise its
use in the control of A. aegypti. In contrast, in the case of
pyrethroids, introduced in the whole country in 2000 by
PNCD, only a few years were enough to the achievement of
extremely high resistance levels [23, 31, 32]. If, on the one
hand, chemical control of A. aegypti adults is recommended
by the MoH only to block outbreaks or on the imminence of a
dengue epidemic [9], on the other hand, unlike temephos, PY
insecticides are available in the retail market. The domestic
use of pyrethroids is intensified at every dengue epidemic
period and certainly contributes significantly to the rapid
dissemination of resistance [33]. Accordingly, A. aegypti
deltamethrin resistance levels doubled between 2009 and
2011 at Cachoeiro de Itapemirim and Goiania; in the same
period, an eightfold increase was observed for this parameter
at Marab4 (Table 2; Bellinato D, personal communication).
Cachoeiro de Itapemirim and Goiénia faced dengue out-
breaks in this interval, corroborating the hypothesis that the
intensification of the domestic use of PY collaborated in
the resistance increase. However no dengue outbreak was
noted at Marabd in this period. Marabd is located in the
Amazon region, where almost all Brazilian malaria cases are
reported. Control of Anopheles malaria vectors also employs
PY and this could explain the increased resistance observed.
In contrast, the lowest PY resistance levels were found for
Castanhal at 2010 and Caicé at 2011, two municipalities that
had not experienced dengue epidemics since 2008.

To date, the PY resistance ratios found here are among
the highest ones reported in the country. In spite of that,
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heterogeneity levels exhibited by those vector populations
suggest that the insecticide resistance character is still not
irreversibly fixed. In relation to the PY target site resistance,
the voltage gated sodium channel, this heterogeneity con-
firms previous observations, reporting the presence of the
Na,, susceptible allele (S) with allelic frequencies between
0.0 and 0.92 (Table 2). Regarding metabolic resistance of
adult mosquitoes, as for temephos resistance and larvae
biochemical profile (mentioned above), a general positive
correlation between the resistance level and the magnitude
of altered enzymes was also found. It should be noted that,
in this case, except for Caicé, all populations exhibited PY
resistance levels above 45.0. Hence, while Caic6 detoxifying
enzymes effects were restricted to esterases, in the remaining
populations, GST or MFO activities (and both enzymes in
some cases) were significantly enhanced. In addition, GST,
MFQ, and EST have already been correlated with PY resis-
tance [5, 23, 44, 63].

Due to the spread of high pyrethroid resistance levels
throughout the country, since 2009 PY is being gradually
replaced by the OP malathion for the control of A. aegypti
adults, employed in residual applications and UBV [16, 54,
64].

Currently, chemical control is still largely applied in pub-
lic health, favoring the insecticide resistance dissemination of
vector populations. Accordingly, we detected high resistance
levels against the OP temephos and the PY deltamethrin,
insecticides long used in the country. In some municipal-
ities, comparison with the incidence of dengue outbreaks
suggested significant participation of the domestic use of PY
insecticides in the rapid resistance increase. The introduction
of IGRs is recent in Brazil, and all A. aegypti populations
here evaluated were susceptible to the CSI diflubenzuron.
Together our results indicate the potential of this IGR against
the vector but also point to the need for rational use of
chemical tools. In this sense, the adoption of rotation of
compounds with different mechanisms of action is a positive
step. It still remains, however, to invest in awareness cam-
paigns, directed to both managers and the general society,
regarding the importance of the mechanical control of vectors
as a priority. Spreading the concept that chemical control is a
complementary antivector strategy is the best way to preserve
insecticides.
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Table S1: incidence of reported dengue cases in the municipalities evaluated from 2008 to 2012 and in
the corresponding States (in grey). Values refer to the rate of notified cases per 100.000 inhabitants.

Region State Locality 2008 2009 2010 2011 2012
RR 1.194 756 1.685 322 399
N Pacaraima 700 374 1.074 460 939
211 103 205 254 208

PA  Castanhal 131 95 131 76 1.588
Marabd 252 106 129 214 141
RN 918 81 248 731 892
NE Caico 217 6 108 234 506
ES 756 767 742 1.148 334
SE Cachoeiro de Itapemirim 3.271 7 798 775 320
609 646 1.700 566 398

cO Aparecida de Goiania 1293  1.821 2138  1.169  1.536

¢ Campos Belos 217 1505  4.356 92 5

co qo Goiania 1529  1.841 3.217 470 781
¢ Rio Verde 763 184 1.721 249 321
co S&o Miguel do Araguaia 332 1.414 574 117 94
co Sé&o Simao 12 1375  2.382 99 59
co Uruagu 62 1.595 141 111 76

Available at [http://www.cens02010.ibge.gov.br/sinopse/index.php?uf=14&dados=21], acessed at 3rd Aug 2015.
Bold: values above 300, a high incidence rate according to the Brazilian Ministry of Health
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Table S2: temephos lethal concentrations (LC) and diflubenzuron adult emergence inhibition doses (El) of several Brazilian municipalities.

temephos diflubenzuron
range . range
year Region State Municipality/strain LCs (Hg/L) LCos(Hg/L) LCso (uo/L) LCos (ng/L) Elso (/L) Elos(ug/L) Elso (ng/L) Elgs (Mg/L)

Rockefeller 2.89 5.33 280<LC<2.98 517 <LC<5.50 1.101 1.900* 1.047 <LC <1.176 1.805 < LC < 1.999*
2010 NE RN Caico 2431 51.31 23.68 <LC <24.95 48.94 <L.C <53.80 2444 3.283* 2.362 <LC <2.528 3.119<LC < 3.456*
Rockefeller 3.56 7.56 3.31<LC<3.82 6.75<LC<8.46 0.970 2410 0.918<LC<1.025 2256 <LC <2574

RR Pacaraima 15.38 29.91 1349<LC<17.54 2542 <LC<35.19 1.695 3.591 1.608 <LC <1.788 3.307 <LC <3.898

N PA Castanhal 29.03 85.01 25.18 <LC <3347 67.00 <LC <107.85 1.312 2912 1.239<LC <1.389 2.662<LC<3.184

Maraba 28.45 778 25.62 <LC <3159 66.28 <LC <91.31 1.791 3.874 1.708 <LC < 1.878 3.561<LC <4213

SE ES  Cachoeiro de ltapemirim 65.49 129.35 61.86 <LC <69.33 118.68 <LC < 1497 1.846 3.921 1.757 <LC < 1.940 3.639<LC <4.224

2011 Campos Belos 32.47 90.87 30.12 < LC < 35.00 78.91 <LC <104.65 1.654 3.924 1.568 <LC < 1.744 3.530 <LC <4.362
Goiania 28.25 64.83 25.83 <LC <30.90 55.50<LC <75.73 1.509 4.285 1414 <LC<1.610 3.754 <LC < 4.891

Cw GO Rio Verde 40.99 112.06 37.04 <LC <45.36 96.92 <LC <129.57 1.914 3.902 1.830<LC <2.002 3.573<LC <4.262

Séo Siméo 43.13 11.77 37.50 <LC <49.68 92.73<LC<134.71 1.953 5.637 1.851 <LC <2.061 5.019 <LC < 6.331

Uruagu 37.37 94.53 32.88 <LC <4246 79.93<LC<111.81 1.877 3.615 1.799 <LC < 1.958 3.335<LC <3919

0012 oW GO Aparecida de Goiania 63.68 125.36 60.03 <LC <67.54 115.45<LC<136.12 1.069 5.078 0.967 <LC <1.181 4201<LC<6.137
Séo Miguel do Araguaia 75.05 205.21 68.19 <LC <8259 175.02 < LC < 2461 1.508 4.067 1.417 <LC < 1.605 3.597 <LC <4599

* Elsois informed.
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Table S3: deltamethrin lethal concentrations (LC) and kdr frequencies of several Brazilian municipalities. Kdr data source: Linss et al 2014.

Deltamethrin
range . sample 1016lle 1534Cys Na, allelic frequencies
year Region State Municipality/strain LCs0 (Mg/L) LC8(mg/L) LCos(mgiL) LCso (mg/L) LCg (mg/L) LCgs (mg/L) generation size frequency  frequency S R1 R2
Rockefeller 0.70 1.45 0.702 < LC < 0.810 2.361 < LC<3.126
2010 NE RN Caico 4.22 19.04 3.617 < LC < 4.915 15.316 < LC < 23.668 F1 30 0.017 0.084 0.917 0.067 0.017
Rockefeller 0.92 1.41 212 0.842 < LC < 1.009 1.297 < LC < 1.537 1.865 < LC < 2.411
RR Pacaraima 30.61 127.89 25.958 < LC < 36.091 100.193 < LC < 163.248 FO 30 0.400 1.000 0.000 0.600 0.400
N PA Castanhal 9.12 31.52 8.030 < LC < 10.352 26.970 < LC < 36.859 FO 30 0.033 0.333 0.667 0.300 0.033
Maraba 43.72 149.97 38.734 < LC < 49.358 115.845 < LC < 194.161 FO 29 0.000 0.310 0.690 0.310 0.000
SE ES  Cachoeiro de Itapemirim 45.19 110.98 41.605 < LC < 49.101 96.715 < LC < 127.365 FO 29 0.672 0.896 0.103 0.224 0.672
2011 Campos Belos 23.37 110.84 17.963 < LC < 30.424 82.694 < LC < 148.577 FO 29 0.603 0.689 0.310 0.086 0.603
Goiania 43.88 98.57 41.231 < LC < 46.703 89.746 < LC < 108.268
cw GO Rio Verde 30.01 119.29 25.352 < LC < 35.513 94.313 < LC < 150.889 FO 29 0.552 0.759 0.241 0.207 0.552
S&o Simao 28.08 109.52 25.531 < LC < 33.516 87.709 < LC < 136.774 30 0.533 0.916 0.083 0.383 0.533
Uruagu 35.64 109.54 32.363 < LC < 39.241 97.176 < LC < 123.492 FO 30 0.433 0.550 0.450 0.117 0.433
2012 oW co Aparecida de Goiania 30.48 121.39 27.170 < LC < 34.189 103.054 < LC < 143.000 FO 29 0.4631 0.825 0.207 0.362 0.463
Sao Miguel do Araguaia 36.51 104.87 34.262 < LC < 38.901 95,793 < LC < 114.810 FO 29 0.293 0.586 0.414 0.293 0.293

* RReo is informed.

Alleles S, R1 and R2 refer to the positions 1016 and 1534 of the gene coding for the voltage gated sodium channel (Nav) as follows: S = 1016 Val+/ 1534 Phe+; R1 = 1016 Val+/ 1534 Cyskdr ; R2 = 1016 llekdr/ 1534 Cyskdr.
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Table S4: details of the of the enzimatic activity quantification in Brazilian Aedes aegypti larvae populations. Colors as in Table 3 and 4.

ACE (Abs/hour/ptn mg)

MFO (nmoles cit/ptn mg)

GST (mmol/min/ptn mg)

a-Est (nmol/ptn mg/min)

B-Est (nmol/ptn mg/min)

p npa-Est (D Abs/min/ptn mg)

year Region State Municipility/strain generation n med p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock
2010 Rockefeller 256 0.04 0.14 268 40.88 78.41 265 0.38 1.10 268 17.06 62.02 268 29.65 8275 249 3.02 546
RN Caico F2 83 0.03 0 83 38.50 4 83 0.78 19 55 2241 0 55 30.05 0 54 262 0
Rockefeller 179 0.05 0.09 172 35,57 67.48 153 0.47 0.94 178 13.67 2224 163 19.56 31.19 173 247 419
N PA Pacaraima F2 80 0.06 6 79 3456 1 78 0.57 21 80 12.09 0 80 21.66 14 77 1.99 3
Castanhal F2 80 0.04 0 80 65.12 48 80 0.76 34 80 15.33 3 80 27.69 29 80 529 75
2011 Campos Belos F2 79 0.05 1 79 26.32 15 77 0.50 9 79 13.78 1 79 22.46 5 72 1.86 0
co GO Goiania F2 80 0.06 3 80 40.18 6 80 0.93 49 80 16.39 5 80 28.38 34 80 3.75 36
Rio Verde F2 81 0.05 1 81 25.63 0 81 0.75 40 81 18.68 19 81 29.54 38 78 241 8
S&o Simao F2 78 0.06 1 80 36.84 4 80 0.87 40 79 18.98 35 80 2741 33 77 347 32
2012 o Aparecida de Goiénia F1 80 0.06 5 80 53.97 31 80 1.28 85 80 16.05 8 80 31.91 54 80 440 63
Séo Miguel do Araguaia F1 80 0.04 0 80 30.76 0 80 0.73 20 80 19.41 28 80 26.44 21 80 4.58 59

The Rockefeller values used to callibrate each group of assays are shown above the municipalities. (n) Number of specimens evaluated. (med) Median of each enzimatic activity. (p99 Rock) 99 percentil for Rockefeller strain. (%>p99Rock) Rate of the population with activity higher than the Rockefeller 99 percentil.

Table S5: details of the of the enzimatic activity quantification in Brazlian Aedes aegypti adult populations. Colors as in Table 3 and 4.

ACE (Abs/hour/ptn mg)

MFO (nmoles cit/ptn mg)

GST (mmol/min/ptn mg)

a-Est (nmol/ptn mg/min)

B-Est (nmol/ptn mg/min)

p npa-Est (D Abs/min/ptn mg)

year  Region  State Municipility/strain generation n med  p99 Rock % >p99 Rock n' med?>  p99 Rock® % >p99 Rock* n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock n med  p99 Rock % >p99 Rock
2010 Rockefeller 132 0.08 0.12 122 23.89 44.02 124 0.95 145 129 477 6.32 131 5.96 9.00 98 324 6.42
NE RN Caico F2 71 0.08 3 96 26.41 0 93 113 11 100 6.62 63 109 5.70 22 97 3.30 6
Rockefeller 155 0.12 022 137 28.05 4497 100 0.66 1.07 154 549 7.58 153 6.33 10.77 83 3.20 6.39
N RR Pacaraima F2 80 0.17 0 7 38.59 17 60 1.00 40 80 752 48 80 8.61 13 65 4.26 2
SE ES Cachoeiro de ltapemirim 80 0.12 0 79 548 80 80 1.60 98 79 8.12 67 80 743 3 73 7.7 70
2011 Campos Belos F2 80 0.15 0 80 28.64 8 78 122 65 80 6.45 14 80 6.25 1 64 458 6
co G0 Goiania F2 80 0.16 0 78 703 99 79 125 78 80 7.90 53] 80 772 5 78 6.23 38
Rio Verde F2 80 0.18 13 78 48.27 74 45 0.64 4 80 8.98 81 79 7.85 8 75 3.76 13
Séo Siméo F2 80 0.18 21 78 30.98 9 54 112 59 80 8.03 58 80 6.98 14 67 5.04 15
2012 co 6o Aparecida de Goiania F1 80 0.13 1 7 63.42 57 68 158 94 80 8.54 70 80 812 10 79 7.40 73
Sao Miguel do Araguaia F1 80 0.18 4 78 62.41 97 52 0.78 8 80 7.50 46 79 6.55 0 79 4.80 8

The Rockefeller values used to callibrate each group of assays are shown above the municipalities. (n) Number of specimens evaluated. (med) Median of each enzimatic activity. (099 Rock) 99 percentil for Rockefeller strain. (%>p99Rock) Rate of the population with activity higher than the Rockefeller 99 percentil.
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3.3 CAPITULO 3 - Perfis de resisténcia a inseticidas e de incidéncia de dengue

Neste capitulo apresentamos, de forma preliminar, as analises realizadas com os registros
gerados pelo Laficave, no periodo de 2001 a 2012, em suas atividades na Rede MoReNAa.
Comparamos os perfis de resisténcia obtidos nas populacdes de A. aegypti com a incidéncia de casos
de dengue, nas diferentes regides do pais, de forma a identificar relagdo com epidemias e com
eventual exacerbacdo do uso doméstico de inseticidas, além dos mecanismos da resisténcia
envolvidos.

Os modelos estatisticos de regressao sao utilizados quando se deseja estudar a relagéo
entre um desfecho (varidvel dependente ou resposta) e um conjunto de potenciais fatores de risco
(variaveis independentes, preditoras ou explicativas).

Adotamos a regressao de Poisson, que avalia a probabilidade de um determinado evento
ocorrer um numero de vezes em um intervalo de tempo bem definido, e que tem por caracteristica a
andlise de dados de contagem (McCullagh & Nelder 1989). O objetivo é analisar o comportamento, em
fungdo das variaveis preditoras (X), de uma determinada variavel dependente (Y) que se apresenta na
forma quantitativa, porém com valores discretos e n&o negativos. Neste ensaio especifico, procuramos
investigar se as taxas de incidéncia de dengue poderiam ser, em alguma medida, associadas com as
variagOes do status de resisténcia das populacoes de A. aegypti.

Os modelos de regressao de Poisson geralmente sdo utilizados em estudos longitudinais,
onde o resultado € uma contagem de um desfecho ao longo do tempo. Utilizamos como exemplo o
risco de uma pessoa exposta a uma determinada concentragdo de poluente adquirir uma doenga
especifica ser (j) vezes maior que uma pessoa que ndo foi exposta a esta concentragdo. A
probabilidade de risco igual a cinco para uma concentracdo de poluente de 100 pg/m3, por exemplo,
indica que uma pessoa exposta a uma concentracdo de 100 p g/m? possui cinco vezes mais chance de
adquirir uma doenga que uma pessoa que nao foi exposta a essa concentragao.

A regressao logistica trabalha com a raz&o de chances de um evento bindrio - ou seja, 0
evento pode ocorrer (P(i)) ou ndo (1 - P(i)). A razdo de chances é definida pelo quociente entre a
probabilidade de ocorréncia pela probabilidade de ndo-ocorréncia do evento. Adotamos a regressao
logistica com o objetivo de mostrar a razao potencial entre o status de resisténcia das populacoes de A.
aegypti aos inseticidas e os mecanismos potencialmente envolvidos.

Por exemplo, em um determinado estudo buscou-se identificar o risco de crédito
relacionado a inadimpléncia dependendo do estado civil do empreendedor. Os autores identificaram
que dentre as varidveis avaliadas, as que reduzem o risco de inadimpléncia s&o o estado civil 1

(representado por viuvos, separados e divorciados) e 2 (solteiros). Ambas apresentaram valores de
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exp(B) abaixo de um, indicando que diminuem as chances de ocorrer a inadimpléncia (Ritta et al.
2015).

Como a resisténcia a inseticidas de cada populacdo de A. aegypti pode depender de
multiplos mecanismos, utilizamos a Analise de Componentes Principais (PCA, do inglés “Principal
Components Analysis’) para identificar possiveis grupos de mecanismos que podem estar associados
por componentes, investigando a dinédmica da resisténcia no pais levando em conta as particularidades
regionais.

A PCA é um método utilizado para consolidar as variaveis mutuamente correlacionadas de
dados observados multidimensionais em novas variaveis. Por exemplo, se um determinado mecanismo
de resisténcia se intensifica e, simultaneamente, outra medida também aumenta, assume-se que estas
varidveis estejam correlacionadas. Neste caso, bastaria reduzir as duas variaveis iniciais a um s6
componente, composto por ambas - com parte majoritaria de uma varidvel (a que melhor explica a
variagcdo dos dados) e parte da outra. Para duas varidveis, isto pode ser trivial, mas para grande
quantidade de varidveis, isto pode permitir construir novas variaveis que sdo composi¢des de mdltiplas
variaveis utilizadas. Uma das mais importantes caracteristicas dos componentes é que, como todas as
varidveis sdo altamente relacionadas entre si, 0s novos componentes sdo completamente nao
correlacionados, ou seja, s@o ortogonais. Esta técnica pode ser usada para a compreenséo visual de
estruturas de dados, consolidando dados de alta dimensdo em um numero menor de variaveis,
reduzindo a dimensdo (compactacdo dimensional) e projetando os resultados em uma reta
unidimensional, plano bidimensional, espaco ortodimensional; ou seja, € uma técnica que redistribui a
variagdo observada nos eixos originais de forma a se obter um conjunto de eixos ortogonais ndo
correlacionados (Manly 1986; Konishi 2014). Por exemplo, um conjunto de 30 variaveis que tenham
sido investigadas em 80 amostras pode ser reduzido a um conjunto de 5 ou menos componentes, para
as mesmas 80 amostras. O ideal é que uma PCA retome entre 70-80% da variagdo nos trés primeiros
componentes.

Na Figura 15 apresentamos um exemplo de grafico obtido a partir da analise PCA e como
realizar a leitura do mesmo. Os eixos representados por Dim1 e Dim2 s&o 0s componentes principais
(PC); também chamados de 'dimensdes', se cruzam no ponto zero, ou centréide, da PCA. Cada seta,
ou vetor, corresponde a uma variavel. Os vetores sdo representados no grafico pelo impacto das
variaveis em cada PC ou dimensdo. Por exemplo, a varidvel ‘a’ é majoritariamente representada no
PC1 e a variavel ‘b’ majoritariamente no PC2. Também podemos inferir que estas varidveis, ‘a' e 'b',
nao sao relacionadas entre si. A variavel ‘¢’, por outro lado, tem influéncia dos dois PC. A variavel ‘d’ é
melhor representada pelo PC2. As variaveis representadas por ‘€’ e ‘f aparecem dispostas muito
préximas, ou seja, apenas com um pequeno angulo de diferenca entre elas; logo, inferimos que s&o

altamente correlacionadas. Além disso, ‘e’ e ‘f sdo melhor representadas pelo PC1 (os &ngulos que
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formam com este componente s&o menores, quando comparados com os que formam com o PC2). As
variaveis 'e', 'f' ndo sao correlacionadas a variavel ‘d’, que esta melhor relacionada ao PC2. No gréfico,
o tamanho da seta indica a abundéncia da variavel na amostra original, ou seja, 0 quanto aquela
variavel esta representada na amostra. Por exemplo, embora as varidveis ‘g’ € ‘h’ sejam altamente
correlacionadas entre si, ‘g’ contribui mais nos PCs 1 e 2 do que 'h'. Alternativa, ou aditivamente, a
variavel 'g' esta mais contemplada na amostra do que 'h', ou seja, ha maior quantidade de valores para
'g' do que para 'h'. Em relac@o a este ultimo aspecto, vale lembrar que variagdes nos vetores 'maiores’,
isto €, representados por um conjunto maior de valores, tendem a ser menos evidentes, justamente
porque sdo ‘compreendidas' por tal conjunto de valores. Neste caso diz-se que variagdes nos maiores

vetores ocorrem de forma gradual, enquanto as mudancas nos menores vetores s&o mais rapidas.

Dim1

Dim1<0| Dim1>0
Dm2>0| Dm2>0
Dimi<0| Dml1>0
Dim2<0| Dm2<0

Figura 15: Representacdo grafica de uma PCA. As varidveis s@o representadas pelas letras a-h e 0s componentes
principais por Dim 1 e 2. (Figura elaborada pelo autor).
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Como exemplo da aplicagao da PCA, citamos o trabalho de Alimeida et al. (2014) que realizaram
comparagdes morfométricas das micrografias eletronicas de varredura em ovos de Anopheles
(Nyssorhynchus) darlingi (Root, 1926) coletados em nove estados, contemplando as cinco regides
brasileiras. Os autores utilizaram a PCA para avaliar a associagcdo entre algumas variaveis, como:
numero de discos na micropila (ND); numero de turbéculos mensurados em uma area de 300 pm (NT)
e o numero de nervuras dos flutuadores (NR). Como observado na Figura 16, as trés variaveis
parecem independentes; em particular a quantidade de nervuras do flutuador esta representada quase
que exclusivamente no PC1, confirmando que este foi o atributo cujas variagbes se mostraram mais

relevantes para o estudo.

ND
U
05

00 e — mm———— .c o

D - Number of discs
on micropyle

PC2 :34.15%

a

T - Number of
tubsrcles on an
05 areaof 300 um

® R - Number of rios
on float

-0 05 00 05 10
PC1:42.81%

Figura 16: Representagdo gréfica das trés variaveis e suas distribuicdes nos PC1 e PC2. (Figura adaptada de Aimeida et al.
2014).
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3.3.1 Materiais e Métodos

3.3.1.1 Coleta e analise dos dados

Adotamos os dados produzidos pelo Laficave no ambito da Rede MoReNAa, no periodo de
2001 a 2012. Utilizamos os registros das razdes de resisténcia (RR) 50, 90 e 95 para os inseticidas
temephos e deltametrina; o porcentual de mortalidade apds 24 horas de exposicao a deltametrina para
0s bioensaios qualitativos com adultos; o percentual de individuos com atividade acima do percentil 99
de Rockefeller para as enzimas MFO, GST, AChE e Esterases ('a-EST', 'B-EST' e 'pNPA-EST'), a
frequéncia dos individuos homozigotos selvagens (alelo S) para as muta¢des do gene NaV e a taxa de
incidéncia de casos de dengue. Todos os dados foram conferidos, verificados e validados para compor
0 banco de dados, etapa fundamental e essencial para garantir sua confiabilidade (Hair et al. 2005;
capitulo 1 desta dissertacdo).

3.3.1.2 Métodos estatisticos

3.3.1.2.1 Regresséo de Poisson

Com o objetivo de identificar a relac@o potencial entre os niveis de resisténcia de A. aegyptia
inseticidas e a incidéncia de dengue para cada municipio, foi adotado o modelo de regress@o de
Poisson. Foram testadas as variaveis independentes: RR 50, 80, 90 e 95 de temephos e diflubenzuron
para as larvas e de deltametrina para os adultos; a porcentagem da mortalidade de adultos apos 24
horas de exposicdo a deltametrina, metodologias ‘CDC’ e WHO'. A taxa de incidéncia de dengue foi
adotada como variavel dependente.

3.3.1.2.2 Regressao logistica

Para identificar a participacdo dos mecanismos de resisténcia em relagdo aos niveis de
resisténcia aos inseticidas nas populagdes de A. aegypti utilizamos o modelo de regresséo logistica. As
RR para temephos e deltametrina foram adotadas como variaveis independentes. As varidveis
dependentes avaliadas foram: percentual de individuos com atividade acima do percentil 99 de
Rockefeller para as enzimas MFO, GST, AChE, o-EST, B-EST e pNPA-EST; avaliacdo global da
variagdo das atividades enzimaticas (GAB), medida secundaria de cada populacdo avaliada,
correspondente a média das alteracbes das atividades de todas as enzimas, e frequéncia do alelo Nay
suscetivel (NavS), alvo de piretroides.
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3.3.1.2.3 PCA

Avaliamos a potencial relag@o entre os niveis de resisténcia e 0os mecanismos de resisténcia
envolvidos de 48 populagdes brasileiras de A. aegypti, por meio da analise de componentes principais
(PCA). As variaveis utilizadas e seus respectivos 'nomes' foram os seguintes: resisténcia de larvas a
temephos ('RR50_temephos', ‘RR80_temephos’, ‘RRI0_temephos’ e ‘RRI5_temephos’); resisténcia de
larvas ao diflubenzuron ('RR50_diflubenzuron' e ‘RR95_diflubenzuron’); resisténcia de adultos a
deltametrina ('RR50_deltametrina’, ‘RR80_deltametrina’, ‘RR90_deltametrina’ e RR95_deltametrina’);
percentual de adultos sobreviventes apdés 24 horas de exposicdo a deltametrina
(‘GARRAFA_deltametrina’ e ‘PAPEL_deltametrina’); percentual de adultos sobreviventes apds 24 horas
de exposicdo a cipermetrina (‘'GARRAFA_cipermetrina’); a frequéncia do alelo Nay suscetivel
(S_alelo_Nay); atividade do alvo de organofosforados em larvas e adultos (‘AChE_larva),
‘AChE_adulto’); enzimas detoxificantes em larvas (‘ALFA_larva’, ‘BETA_larva’, ‘GST_larva),
‘MFO_larva’ e ‘PNPA_larva’); enzimas detoxificantes em adultos (‘ALFA_aduto’, ‘BETA_adulto’,
‘GST_adulto’, ‘MFO_adulto’, ‘PNPA_adulto’) e conjunto das variagbes das atividades enzimaticas em

larvas e adultos (‘GAB_larva’ e ‘GAB_adulto’).

3.3.1.24 Pacotes computacionais

As andlises de regressao de Poisson, regressao logistica e PCA foram realizadas usando o
software R, versdo 3.2.2. Utilizamos os seguintes pacotes: para os graficos da regresséo - ggplot2
(vers@o 2.21) e os ajustes do modelo com Im.fit e gim.fit - stats (versao 3.4.0), rq.fit - quantreg (verséo
5.33), e para a PCA - FactoMineR (versdo 1.36). Consideramos significativos os valores de ‘p’

inferiores a 0,001.
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3.3.2 Resultados

Os dados referentes a incidéncia de dengue, razdes de resisténcia e potenciais mecanismos
envolvidos foram apresentados nos capitulos 1 e 2 desta dissertac@o. Vale ressaltar que os resultados
do presente capitulo referem-se aos registros de 48 municipios brasileiros, todos monitorados apenas

pelo Laficave.

3.3.2.1 Modelos de regressao

A interpretacdo dos coeficientes estimados para preditores categdricos € relativa ao nivel de
referéncia do preditor. Um coeficiente estimado préximo de zero indica que o efeito do preditor é
pequeno ou inexistente. A forca da relac@o entre duas variaveis € medida pela inclinagéo da reta ou
pelo coeficiente B. O significado do coeficiente a é explicado em cada regresséo, ele é representado
pelo valor da funcdo natural exponencial (exp ou €) de B. A interpretacdo dos resultados levou em
consideracao o valor obtido para o coeficiente a. Logo, se 1> 0 — a =e 87> 1 — efeito crescente, caso
ovalorde 1< 0 — a=ehk" <1 — efeito decrescente. Apresentamos os valores do intervalo de
confianga do coeficiente a, calculados por interpolacéo, por padrao 2,5% e 97,5%.

3.3.2.1.1 regressao de Poisson - resisténcia a inseticidas x incidéncia de dengue

Na regressdo de Poisson o coeficiente a representa a probabilidade de um evento ocorrer em
um intervalo de tempo, nesta regressao ocorre uma transformagéo “log”, o que garante que os valores
ajustados permanecam no intervalo [0, «]. Pelo modelo de regressdo de Poisson, as andlises
realizadas para investigar a potencial relacdo entre RR e a taxa de incidéncia de dengue foram
significativas (p<0,001) para praticamente todas as variaveis testadas referentes aos bioensaios
(Tabela 41).

Também tentamos verificar a existéncia de associacdo entre as metodologias ‘CDC’ (garrafa
impregnada) e ‘WHO’ (papel impregnado), mas nao encontramos qualquer efeito significativo
(p=0,321).
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Tabela 41: Relagdo entre as Razdes de Resisténcia (RR) e, no caso dos ensaios qualitativos, dos percentuais de
mortalidade ap6s exposicao a deltametrina, e a incidéncia de dengue - obtida pela regressao de Poisson.

variavel coeficiente (B1) coeficiente () intervalo de confianca (a) p-value

RR50 temephos 0,011918 1,011990 (1,018728 - 1,019996) < 0,001
RR80 temephos -0,019004 0,998101 (0,979550 - 0,982797) < 0,001
RR90 temephos 0,017873 1,018034 (1,017550 - 1,018511) < 0,001
RR95 temephos 0,020306 1,020514 (1,020059 - 1,020963) < 0,001
RR50 diflubenzuron -2,001380 0,135148 (0,128131 - 0,142554) < 0,001
RR95 diflubenzuron 2,878680 17,790770 (16,549340 - 19,125470) < 0,001
RR50 deltametrina 0,008262 1,008297 (1,007919 -1,008674) < 0,001
RR80 deltametrina 0,000483 1,000484 (1,000097 - 1,000867) 0,0138
RR90 deltametrina 0,006627 1,006650 (1,006445 -1,006853) < 0,001
RR95 deltametrina 0,004984 1,004997 (1,004557 - 1,005437) <0,001
mortalidade 24 h 'CDC' 0,001546 1,001547 (0,976291 - 1,006554) < 0,001
mortalidade 24 h 'WHO' - 0,020485 0,979722 (0,975243 - 1,001945) < 0,001

Graficos com comparagdes entre as médias das RR para os inseticidas temephos e deltametrina
e as médias das taxas de incidéncia de dengue no periodo avaliado estao apresentados nas Figuras
17 e 18, respectivamente.
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Figura 17: Representacéo grafica da relagdo entre as médias das razdes de resisténcia de larvas ao temephos e das taxas
de incidéncia de dengue. Os painéis a, b, ¢, d mostram respectivamente as RR 50, 80, 90 e 95 para temephos. O Ministério
da Saude considera que taxas de incidéncia de dengue superiores a 300 casos/100.000 habitantes s&o indicativos de
epidemia.
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Figura 18: Representagéo grafica da relacdo entre as médias das razbes de resisténcia de adultos a deltametrina e das
taxas de incidéncia de dengue. Os painéis a, b, ¢, d mostram respectivamente as RR 50, 80, 90 e 95 para deltametrina.

3.3.2.1.2 regressao logistica - resisténcia a inseticidas x mecanismos de resisténcia

Na regressao logistica o coeficiente a representa o impacto da varidvel independente sobre a
razao de chance de um evento ocorrer ou estar associado. A transformacao logit da probabilidade
simplifica 0 modelo logistico para uma combinag&o linear das varidveis independentes.

A regress@o logistica realizada para determinar se houve impacto das alteracbes mensuraveis
de cada classe individual de enzimas estudadas e a RR para temephos néo foi significativa (Tabela
42). A unica excecao foi a RR80, mas o significado funcional deste resultado deve ser avaliado com
cautela (ver Discussao). Também n&o encontramos participacao significativa de ACE na resisténcia ao

temephos nas populacdes brasileiras de A. aegypti avaliadas.
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Tabela 42: Relagéo entre as RR para temephos e as enzimas quantificadas por 'ensaios bioquimicos', o sitio
alvo de organofosforados (AChE) e enzimas detoxificantes, em larvas de A. aegypti. Coeficientes obtidos por

regressao logistica.

variavel coeficiente (B1) coeficiente () intervalo de confianga (a) p-value
GST x RR50 tem 0,007346 1,00737 (1,002073-1,012516)  0,00534
GST x RR80 tem 0,060290 1,062145 (1,035948 - 1,089169) < 0,001
GST x RR90 tem 0,003824 1,003831 (0,999459 - 1,008018) 0,0778
GST x RR95 tem 0,002444 1,002447 (0,998308 - 1,064116) 0,235
ALFA x RR50 tem -0,001132 0,988743 (0,992058 - 1,005078) 0,732
ALFA x RR80 tem 0,108050 1,114103 (1,083107 - 1,146285) < 0,001
ALFA x RR90 tem 0,002806 1,002810 (0,997914 - 1,007374) 0,242
ALFA x RR95 tem 0,003906 1,003914 (0,998855 - 1,008563) 0,112
BETA x RR50 tem -0,004459 0,995550 (0,989227 - 1,001390) 0,151
BETA x RR80 tem 0,082880 1,086411 (1,059689 - 1,114227) < 0,001
BETA x RR90 tem -0,002009 0,997993 (0,993141 - 1,002507) 0,399
BETA x RR95 tem -0,002665 0,997338 (0,992439 - 1,001834) 0,265
PNPA x RR50 tem 0,004705 1,004761 (0,998922 - 1,010201) 0,0992
PNPA x RR80 tem 0,132730 1,141942 (1,111592-1,173957) < 0,001
PNPA x RR90 tem 0,001952 1,001954 (0,997125 - 1,006467) 0,41
PNPA x RR95 tem 0,001166 1,001167 (0,996619 - 1,005421) 0,602
MFO x RR50 tem -0,016484 0,983651 (0,970703-0,993991) 000574
MFO x RR80 tem 0,001014 0,998986 (0,969838 - 1,032559) 0,949
MFO x RR90 tem -0,013364 0,986724 (0,976144 - 0,995094) 000571
MFO x RR95 tem -0,014019 0,986078 (0,974420 - 0,994915) 0,0071
AChE x RR50 tem -0,006294 0,993725 (0,976291 - 1,006554) 0,406
AChE x RR80 tem 0,027210 1,027584 (0,983148 - 1,072395) 0,219
AChE x RR90 tem -0,008051 0,991981 (0,975757 - 1,003338) 0,242
AChE x RR95 tem -0,009000 0,991040 (0,975243 - 1,001945) 0,176
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Também tentamos relacionar o possivel efeito da RR e a avaliagdo global da variacdo das
atividades enzimaticas das larvas (GAB). No entanto, ndo encontramos significancia entre as variaveis,
ou seja a comparagdo com o conjunto das enzimas, a exemplo dos resultados relativos a cada classe
individual, também n&o identificou correlagdo com a RR para temephos (Tabela 43 - RR temephos x
GAB larvas).

Tabela 43: Regressdo logistica - investigacdo de relago entre as RR a temephos e a avaliagio global das
variagbes das atividades enziméticas quantificadas (GAB) em larvas de A. aegypti.

variavel coeficiente (B1) coeficiente (a) intervalo de confianca (o)  p-value
RR50 temephos -0,001047 0,998953 (0,992188 - 1,005130) 0,75
RR90 temephos -0,001076 0,998924 (0,993470 - 1,003883) 0,684
RR95 temephos -0,001671 0,998330 (0,992980 - 1,003158) 0,518

Em oposicao aos resultados obtidos para a relagéo entre resisténcia a temephos e resisténcia
metabdlica, a regressao logistica do impacto das alteragdes enzimaticas associadas com a resisténcia
a deltametrina foi significativa para todas as enzimas, em relacdo a pelo menos dois valores de RR
(Tabela 44). A unica excecdo foi a acetilcolinesterase, alvo de organofosforados; no entanto, mais uma

vez a RR80 apresentou resultado discrepante, o que sera discutido posteriormente.
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Tabela 44: Regress@o logistica - verificagdo de relac@o entre as RR para deltametrina e as enzimas quantificadas em
adultos de A. aegypti: detoxificantes e acetilcolinesterase.

variavel coeficiente (B1)  coeficiente (a) intervalo de confianca (a)  p-value
GST x RR50 delta 0,016760 1,016901 (1,011069 - 1,022792) < 0,001
GST x RR80 delta 0,060337 1,062194 (1,050885 - 1,074397) < 0,001
GST x RR90 delta 0,000954 1,000954 (0,996269 - 1,005565) 0,70232
GST x RR95 delta 0,007080 1,007105 (1,002678 - 1,011563) 0,00165
ALFA x RR50 delta -0,023313 0,976956 (0,971253 - 0,982650) < 0,001
ALFA x RR80 delta - 0,043072 0,957842 (0,948105 - 0,967206) < 0,001
ALFA x RR90 delta -0,017443 0,982708 (0,978100 - 0,987314) < 0,001
ALFA x RR95 delta - 0,023971 0,976314 (0,971870 - 0,980740) < 0,001
BETA x RR50 delta - 0,045424 0,955596 (0,947858 - 0,963195) < 0,001
BETAx RR80 delta - 0,369600 0,691010 (0,949140 - 0,977899) < 0,001
BETA x RR90 delta - 0,0329390 0,967597 (0,961735 - 0,973389) < 0,001
BETA x RR95 delta - 0,036273 0,964377 (0,958597 - 0,970045) < 0,001
PNPA x RR50 delta 0,040456 1,041285 (1,034962 - 1,047724) < 0,001
PNPA x RR80 delta 0,033483 1,034050 (1,024951 - 1,043631) < 0,001
PNPA x RR90 delta 0,020115 1,020319 (1,015384 - 1,025309) < 0,001
PNPA x RR95 delta 0,017747 1,017905 (1,013312 - 1,022549) < 0,001
MFO x RR50 delta - 0,026616 0,973735 (0,963739 - 0,983548) < 0,001
MFO x RR80 delta - 0,085811 0,917767 (0,899903 - 0,935217) < 0,001
MFO x RR90 delta -0,023260 0,977008 (0,969254 - 0,984648) < 0,001
MFO x RR95 delta - 0,028330 0,972067 (0,964451 - 0,979474) < 0,001
AChE x RR50 delta 0,001217 1,001218 (0,990315 - 1,012077) 0,826
AChE x RR80 delta - 0,106580 0,898903 (0,882918 - 0,914482) < 0,001
AChE x RR90 delta 0,009711 1,009758 (1,001059 - 1,018602) 0,0282
AChE x RR95 delta 0,010897 1,010957 (1,003141 - 1,018882) 0,00601

A potencial correlagdo entre RR e GAB nos adultos também foi avaliada; no entanto, no caso de
deltametrina, os resultados significativos que haviam sido obtidos com classes individuais de enzimas
nao foram confirmados por esta analise (Tabela 45).

Tabela 45: Regressdo logistica - investigacdo de relagéo entre as Razdes de Resisténcia a deltametrina e a
avaliacdo global das variagdes das atividades enziméticas quantificadas (GAB) em adultos de A. aegypti.

variavel coeficiente (B1) coeficiente (o) intervalo de confianca (a)  p-value
RR50 deltametrina - 0,000792 0,999207 (0,992979 - 1,005449) 0,803
RR90 deltametrina - 0,004689 0,995322 (0,990273 - 1,000386) 0,0704
RR95 deltametrina - 0,005469 0,994545 (0,989805 - 0,999292) 0,0246

Andlise por regressao logistica encontrou relag@o entre as RR para deltametrina e alteragdes de
seus sitios-alvo, 0 Nav (Tabela 46). Como esperado, encontramos relagao inversamente proporcional
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entre a RR para deltametrina e a frequéncia do alelo suscetivel, como mostram as tendéncias dos

pontos representados na Figura 19a-d.

Tabela 46: Regressdo logistica - investigacdo de relacdo entre as RR para deltametrina e a
frequéncia do alelo NayS em adultos de A. aegypti.

variavel coeficiente (B1)  coeficiente (a) intervalo de confianca (a)  p-value
RR50 deltametrina -0,027202 0,973164 (0,967578 - 0,978658) < 0,001
RR80 deltametrina -0,019880 0,998014 (0,994011 - 1,001933) 0,326
RRI0 deltametrina - 0,009301 0,990742 (0,987646 - 0,993687) < 0,001
RR95 deltametrina - 0,032853 0,967680 (0,962743 - 0,972566) < 0,001
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Figura 19: Representacdo gréfica da relacdo entre a frequéncia do alelo Nav suscetivel (NavS) e as razdes de resisténcia
de adultos a deltametrina.

3322 PCA

Na tentativa de compreender o perfil da contribuicdo das varidveis na resisténcia,
decompusemos os dados da PCA por estagio: foram avaliadas 12 variaveis relacionadas com a
resisténcia em larvas e 15 variaveis relacionadas aos adultos.

Para as larvas, os dois primeiros componentes principais explicam 70,26% da varia¢do total dos
dados (Figura 20). Identificamos a participacdo da a-EST, enzima relacionada com a resisténcia em

OP, no PC1 ou dimenséo 1, aparecendo correlacionada positivamente com a RR50 para temephos.
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ACE, alvo dos OP, n&o esta relacionada com as variaveis RR temephos. As variaveis EST (beta e

pnpa) e GST relacionadas a resposta metabdlica estdo melhor representadas pelo PC1, e nédo

apresentaram associacdo com as variaveis RR temephos. As RR90 e 95 estao relacionadas entre si e

sdo melhor compreendidas pela PC2.

Variables factor map (PCA)
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Figura 20: Representagdo grafica das 12 varidveis relacionadas a resisténcia em larvas de A. aegypti e suas distribuices

nos PC1 e PC2.

Tentamos identificar o impacto das variaveis nas populagdes e se existe tendéncia de uma maior

participacdo de um determinado PC por regido (Figura 21). De maneira geral, os municipios foram

melhor representados pelas variaveis relacionadas ao PC1, tanto de forma positiva ou negativa da

contribuicdo das variaveis.
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Figura 21: Mapa dos fatores individuais, larvas - representagdo da contribuicdo individual das varidveis por municipio.

Agrupamos 0s municipios e as regides de origem por elipses.
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Para os adultos os dois primeiros PC da PCA retomaram 62,18% da informacao inicial (Figura
22). |dentificamos um maior impacto positivo das RR50 e 95 de deltametrina na dimensédo 1. Com
relacdo aos mecanismos de resisténcia, as enzimas mais comumente associadas a resisténcia aos
piretroides, GST e pNPA-EST, estdo discriminados na segunda dimensdo de forma positiva. A
frequéncia do alelo NayS foi correlacionada inversamente em relacdo a RR50 e 95 de deltametrina. As

variaveis RR80 de deltametrina e GAB adultos estao melhor compreendidas pelo PC2.

Variables factor map (PCA)
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Figura 22: Representagéo grafica das 15 varidveis relacionadas a resisténcia em adultos de A. aegypti nos dois primeiros
PC da PCA.
Ao avaliarmos o impacto das variaveis que compdem as PC, de maneira geral, foi evidenciado
um comportamento nas variaveis relacionadas com a resisténcia nos adultos, por regi@o, parecido com

o das larvas (Figura 23).
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Figura 23: Mapa dos fatores individuais, adultos - representagdo da contribuicdo individual das varidveis por municipio.
Agrupamos 0s municipios e as regides de origem por elipses.
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3.3.3 Discussao

3.3.3.1 Resisténcia a inseticidas x Incidéncia de dengue

No Brasil os sorotipos especificos de DENV, que circulam intensamente na populagdo em
periodos determinados, combinados com o nivel de imunidade de rebanho para cada sorotipo, podem
explicar a distribuicdo espago-temporal da incidéncia de dengue e sua variagdo ao longo dos anos
(Teixeira 2012). As taxas de incidéncia de dengue no Brasil no periodo de 2001 a 2012 n&o foram
significativamente reduzidas. Em 2001-2002 houve um aumento da incidéncia, seguida de declinio em
2004-2005, com valores inferiores a 100 casos/por 100 mil habitantes; no entanto, logo apds esse
periodo ocorreu um aumento na taxa de incidéncia de dengue no pais (Brasil 2014).

Em resposta ao aumento da incidéncia de dengue em uma determinada localidade, em geral
sdo realizadas acdes de combate ao vetor, com o objetivo de reduzir sua densidade e, com isso,
mitigar os novos casos da doenca (Braga & Valle 2007a). Uma estratégia ainda amplamente utilizada
no controle vetorial € 0 uso de inseticidas quimicos, o que acarreta, a médio e/ou em longo prazo, a
selecdo de individuos resistentes. Observa-se que, na iminéncia ou no decorrer de uma epidemia,
ocorre aumento do uso de inseticidas - tanto publico, pelo programa de controle do vetor em saude
publica, quanto doméstico. No ultimo caso, ha intensificagdo de uso de inseticidas voltados para o
controle de adultos, o0 que pode acarretar no aumento da resisténcia aos inseticidas, ocasionando uma

falha no controle do vetor em campo (Figura 24).

Falha no controleemcampo - --—-—----— > 1‘ incidéncia de dengue

Tresisténcia aos inseticidas - 'T‘uso doméstico de inseticidas

Figura 24: Esquema da relagdo entre a incidéncia de dengue e a resisténcia aos inseticidas.

Os resultados obtidos sobre a resisténcia de larvas e adultos de populacbes de A. aegypti
avaliadas pelo Laficave foram analisados pelo modelo de regress@o de Poisson com o objetivo de
investigar relacdo com a incidéncia de dengue. Este modelo foi usado tanto em comparagdes com a
resisténcia de larvas ao temephos, composto utilizado por mais de 40 anos no controle das formas

imaturas do vetor, quanto com deltametrina, empregada no controle da forma adulta. Foi possivel
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identificar, em menor ou maior escala, a influéncia da resisténcia a inseticidas utilizados em saude
publica sobre a incidéncia de dengue. Dessa forma, 0 aumento do numero de casos de dengue em
uma localidade tende a aumentar o uso de inseticidas, 0 que por sua vez tende a aumentar a
resisténcia aos inseticidas, possibilitando identificar um carater dindmico entre a incidéncia de dengue e
a resisténcia a inseticidas. Dados da literatura, principalmente nos casos de resisténcia aos piretroides,
corroboram o achado, ou seja, 0 uso de inseticidas tende a aumentar com a elevagé@o dos indices de
dengue. Em particular, a intensificacdo do uso de piretroides ocorre nas a¢des de bloqueio realizadas
pelo programa de controle mas também com o uso doméstico (Maciel-de-Freitas et al. 2014; Maciel-de-
Freitas & Valle 2014; Bellinato et al. 2016, Garcia et al. 2018; Macoris, Martins et al. 2018).

Efeito significativo foi evidenciado quando comparamos as RR obtidas para diflubenzuron e a
incidéncia de dengue. No entanto, em fungéo de sua recente introducéo no controle do vetor, ainda néo
¢ possivel avaliar se os IGR impactam da mesma maneira que os OP e PY na dindmica entre a
resisténcia e a incidéncia. Além disso, todas as RR avaliadas para diflubenzuron sdo menores que 3,0,
ou seja, nao ha evidéncias de resisténcia a este composto. Finalmente, vale lembrar que o grupo
amostral para o IGR é reduzido. Em conjunto, estas evidéncias sugerem que o efeito significativo
identificado aqui pode nao refletir a relevancia funcional bioldgica do achado.

Vale ressaltar que o uso de modelos de previs@o de incidéncia de doencas transmitidas por
vetores sdo muito importantes atualmente. Isto é especialmente relevante no caso da dengue, um
grande problema de saude em paises tropicais e subtropicais. Geralmente estes modelos procuram
associar a incidéncia de dengue com variaveis climaticas (Hii et al. 2009; Limper et al. 2015). O
trabalho aqui apresentado, de nosso conhecimento, é o primeiro que avalia a influéncia da resisténcia
aos inseticidas utilizados no controle do vetor sobre a dengue. Nao pretendemos, no entanto, inferir
que a incidéncia de dengue dependa, exclusiva ou majoritariamente, do status de resisténcia a
inseticidas. A intencao foi simplesmente identificar se ha associaga@o entre a incidéncia de dengue e a
resisténcia. A ocorréncia de epidemias depende, como sabemos, de muitos fatores, como a frequéncia
da populagdo imune, a circulagdo viral, a competéncia vetorial e a abundancia do mosquito, entre
outros. No entanto, relacionar altas taxas de incidéncia de dengue com aumento da resisténcia do
mosquito a inseticidas pode evidenciar a intensificacdo do uso doméstico de inseticidas e suas

consequéncias.

3.3.3.2 Comparacao entre metodologias

Duas metodologias sao amplamentes utilizadas para avaliar a resisténcia de A. aegypti adultos,
baseadas no uso de garrafas ou de papeis impregnados com inseticidas (Brogdon & McAllister 1998;
WHO 1998a). Ambas sdo consideradas eficazes para identificar o status de suscetibilidade aos
inseticidas (Aizoun et al. 2013; Owusu et al. 2015; WHO 2016). Como abordado no capitulo 1, cada
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metodologia possui suas proprias peculiaridades. Os registros do Laficave de mortalidade 24 horas
apds exposicdo a deltametrina, ndo permitiram encontrar associacdo entre os dois métodos pelo
modelo de regresséo logistica. Tentativa prévia, e mais robusta, de correlaciona-las estatisticamente,

realizada por Owusu et al. (2015), também n&o identificou associagao.

3.3.3.3 Mecanismos de resisténcia

A resisténcia metabolica decorre de uma série de etapas que levam a degradacéo do inseticida,
contribuindo para sua solubilizagédo e facilitando assim sua excre¢@o. As enzimas detoxificantes
envolvidas no metabolismo de xenobidticos podem ser divididas em enzimas de Fase |, que promovem
modificacbes quimicas - MFO, EST, e enzimas de Fase Il, que promovem conjugacdo - GST.
Procuramos relacionar o envolvimento dessas enzimas, avaliadas nos ensaios de rotina do
monitoramento para ambos os estagios do vetor, com as RR obtidas para temephos e deltametrina.

Para as larvas ndo foi possivel relacionar matematicamente, de forma significativa, alteracdes
das enzimas detoxificantes com as RR para temephos. Algumas enzimas demonstraram valor de 1
negativo, como B-EST e MFO, e valores de a menores que um, apresentando uma participacao
decrescente do envolvimento destas, logo, um menor incremento destes grupos enzimaticos
participando da resisténcia a OP pode ser esperado. Relatos referentes ao tema associaram alteragdes
de GST e EST e resisténcia ao temephos em populagdes brasileiras de A. aegypti (Montella et al. 2007;
Bellinato et al. 2016; Garcia et al. 2018). Para os adultos, alteragdes em GST e pNPA-EST
apresentaram efeito positivo e significativo quando relacionadas a resisténcia aos PY, confirmando
relatos anteriores (Enayati et al. 2005; Montella et al. 2007; Lumjuan et al. 2011; Riveron et al. 2014;
Bellinato et al. 2016). As enzimas a-EST e -EST foram relacionadas negativamente com a resisténcia
a PY, refletindo que estas enzimas ndo estdo envolvidas com a resisténcia a PY nas populagdes
avaliadas. Resultado equivalente foi obtido para MFO, embora esta classe enzimatica seja
frequentemente relacionada com a resisténcia a PY (David et al. 2013).

Adotamos a medida de GAB para larvas e adultos na tentativa de evidenciar, de forma mais
genérica, o potencial envolvimento, com a resisténcia a inseticidas, do conjunto das enzimas cuja
atividade foi quantificada, as enzimas detoxificadoras e o sitio alvo de OP. No entanto, para nenhum
dos estagios foi possivel associar RR com altera¢6es de GAB.

Em nenhum estégio, larva ou adulto, encontramos correlagé@o significativa entre resisténcia a
inseticidas e alteracdes na atividade de acetilcolinesterase, o que de certa forma ja era esperado. De
nosso conhecimento ndo existem até hoje evidéncias da resisténcia a OP conferida por mutagdes em
seu alvo, em populagbes brasileiras de A. aegypti; todos os mecanismos identificados estdo
relacionados a resisténcia metabdlica. Para ACE, foram testadas tanto a atividade total (AChE) como a
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atividade inibida pelo carbamato propoxur (AChl). De acordo com o critério da WHO (1998b), AChl
igual ou superior a 30% indica resisténcia aos inseticidas OP e carbamatos. Em todos so casos a ACE
foi considerada suscetivel ao OP, o que é corroborado pelo efeito negativo encontrado para esta
variavel.

Alteracdes no alvo dos PY, o Nay, tendem a resultar em niveis mais elevados de resisténcia do
que aquela mediada por alteragcdes metabdlicas (Martins & Valle 2012; Saavedra-Rodriguez et al. 2012;
Brito et al. 2013; Bellinato et al. 2016). Por regressdo logistica foi possivel comparar as RR para
deltametrina com as alteracdes do Nay, 0 que nos permitiu correlacionar resisténcia a PY com maior
frequéncia dos alelo kdr, corroborando os dados disponiveis sobre o tema na literatura.

A andlise dos resultados de regresséo logistica revelou resultados discrepantes entre diferentes
mecanismos de resisténcia e a RR80. Para as enzimas GST e EST, em larvas, e ACE nos adultos
houve efeito estatisticamente significativo para estas associa¢des de varidveis, efeito oposto as demais
RR dos grupos correspondentes. E possivel que este resultado, inesperado, seja consequéncia de
diferengas no grupo amostral adotado para realizar as analises com a RR80. As RR50, 90 e 95 séo as
mais utilizadas na rotina do monitoramento e portanto sdo as mais abundantes. As RR80 sao utilizadas
apenas naqueles casos em que ndo é possivel, com o0s bioensaios, alcangar mortalidades maiores, que
permitam o calculo das RR90 e RR95. Em geral isto ocorre com populagdes, ou amostras, que sao
muito resistentes, porque faltam espécimes suficientes para testar concentragdes mais elevadas. Em
outras palavras, o conjunto de populagdes para as quais a RR80 esta disponivel ndo é representativo

da totalidade das amostras avaliadas, o que pode ter impactado na analise.

3334 PCA

A andlise de componentes principais de 27 varidveis que caracterizam as 48 populagdes de A.
aegypti do Brasil sugerem relagdes potenciais entre as varidveis.

Para as larvas, identificamos correlacéo entre a-EST e RR50 de temephos, ambas as variaveis
aparecendo na primeira dimenséo da PCA, essa associacéo reflete-se como a participacdo da enzima
conferindo resisténcia a OP. Mediag&o de resisténcia a OP por a-EST ja foi descrita em populacoes de
A. aegypti (Polson et al. 2011; Poupardin et al. 2014; Moyes et al. 2017; Viana-Medeiros et al. 2017).
As enzimas GST, EST (B-EST e pNPA-EST) e MFO n&o aparecem associadas contribuindo para a
resisténcia a OP. Este achado corrobora os resultados obtidos por regressdo logistica para as
avaliacdes em larvas, que também ndo apresentaram associagao significativa entre as variaveis.

Foi identificada associa¢@o negativa entre as RR para diflubenzuron e as enzimas GST e EST,
indicando uma n&o participacdo dessas enzimas. Por outro lado, a PCA detectou associa¢éo entre a
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RR50 para este IGR e GAB. No entanto, avaliagdes adicionais sdo necessarias para se compreender 0
significado funcional destes resultados.

A partir da PCA pode-se supor que a resisténcia a deltametrina em adultos das populagdes
brasileiras avaliadas, em relacdo as varidveis RR50 e 95 para deltametrina, resultam da combinacao:
(1) da reducéo da frequéncia do alelo selvagem (NavS) e (2) da menor participagédo das enzimas de
detoxificacdo, em especial B-EST, pNPA-EST e GST. No entanto, a correlagéo entre a frequéncia da
mutacdo kdr e a resisténcia a deltametrina foi significativa, confirmando maior participacdo deste
mecanismo em relacdo ao papel da resisténcia metabolica a deltametrina (Saavedra-Rodriquez et al.
2012).

As alteragdes em MFO aparecem associadas aos resultados de mortalidades obtidas pela
metodologia ‘CDC’ e para a RR80 de deltametrina. Este ultimo resultado foi equivalente ao encontrado
por regressdo logistica para MFO, mesmo que o resultado de regressdo logistica tenha sido
discrepante devido ao impacto da representatividade da amostra na andlise.

Vale ressaltar que, mesmo que uma determinada varidvel possa ter sido considerada
significativa, temos que levar em conta o efeito estatistico versus o efeito bioldgico no momento de
adotar medidas preventivas para minimizar os efeitos das epidemias de dengue no pais. Também
demonstramos que a resisténcia a inseticidas quimicos é multipla e amplamente distribuida entre as

populacdes de A. aegypti do Brasil.
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4 DISCUSSAO GERAL

A dinémica da dengue no Brasil apresenta padrao sazonal, com maior ocorréncia no primeiro
semestre de cada ano, periodo de maior variagdo da temperatura e dos indices pluviométricos (Viana &
Ignotti 2013). Na década de 1980 a dengue adquiriu relevancia, em funcéo da epidemia que alcangou o
Estado do Rio de Janeiro e a Regido Nordeste, com a circulagéo do sorotipo DEN-1 (Schatzmayr et al.
1986; Teixeira et al. 1999). Desde entdo, e até 2010, foram introduzidos no pais, sucessivamente, os
outros trés sorotipos do virus dengue (Schatzmayr et al. 1986; Nogueira et al. 1990; 2001; Brasil 2012).

Entre 1990 e 2014 a taxa de incidéncia de dengue no territorio nacional apresentou periodos
epidémicos com valores acima de 300 casos da doenga/por 100.000 habitantes em todas as regides,
com excecdo da Regido Sul. As Regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste foram as que mais
apresentaram taxas elevadas, acima do limiar que define epidemia. Desde 2007 a Regido Centro-
Oeste sempre esteve em periodo epidémico (Brasil 2016).

Até o momento ndo dispomos nem de vacinas efetivas nem de medicamentos especificos;
aqueles disponiveis sdo restritos ao tratamento dos sintomas (Sanofi Pasteur 2016). A prevencao das
arboviroses transmitidas por A. aegypti depende, quase que exclusivamente, de medidas de controle
voltadas para redugdo da densidade do vetor, sendo os inseticidas quimicos ainda amplamente
utilizados pelos programas de saude publica, o que resulta na sele¢@o de individuos resistentes. Com
isso, um dos pilares dos programas de controle € o monitoramento do status de suscetibilidade de
populacdes naturais do vetor, de forma a subsidiar 0 manejo da resisténcia aos inseticidas (Ranson et
al. 2010).

No Brasil 0 uso de inseticidas no controle do vetor da dengue tem sido intenso e continuo,
estratégia que favoreceu a selecdo de espécimes resistentes ao longo dos anos. Em 2006, como
consequéncia da identificada disseminag@o de resisténcia a temephos no pais, 0 PNCD adotou um
critério funcional que considera que populagdes de A. aegypti com RRes acima de 3,0 sdo resistentes a
este larvicida (Brasil 2006). Vale ressaltar que a substituicdo de inseticidas no pais depende de
decisbes que podem demorar muito, uma vez que s&o o resultado da agao articulada das trés esferas
de gestao: nacional, estadual e municipal. Neste sentido, a reduc@o do valor que define o ponto de
corte para a 'resisténcia' a temephos, de RRgs 10,0 para 3,0, teve foco em aspectos operacionais,
servindo como argumento para a troca de compostos antes que limiar irreversivel de resisténcia tivesse
sido atingido. Este mesmo critério também passou a ser empregado, para fins académicos, para
classificar tanto o status de resisténcia a deltametrina como ao diflubenzuron.

Reafirmamos, por meio de bioensaios, a alteragdo no perfil de suscetibilidade das populagoes

brasileiras de A. aegypti avaliadas frente ao temephos, corroborando os dados disponiveis na literatura
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(Macoris et al. 1999, Lima et al. 2003, Beserra et al. 2007, Montella et al. 2007, Melo-Santos et al.
2010, Lima et al. 2011, Prophiro et al. 2011, entre outros).

Em virtude da resisténcia instalada ao OP, temephos passou a ser substituido por larvicidas
com modos de acdo distintos, os IGR, o que se consolidou para praticamente todo o pais a partir de
2009-2010. Avaliamos o perfil de 12 populagbes de A. aegypti a diflubenzuron e todas foram
classificadas como suscetiveis, apresentando RR < 3 (capitulo 2: Bellinato et al. 2016). O status de
suscetibilidade de quatro populacdes brasileiras de A. aegypti ao diflubenzuron também havia sido
acompanhado por um ano; em todos os casos as RRgs para diflubenzuron se mantiveram abaixo de 3,0
(Garcia et al. 2018). Estes resultados sao, de certa forma, esperados, em fung¢@o da introducéo recente
de diflubenzuron na época destes ensaios. O conjunto dos dados com OP e IGR aponta para a
necessidade de realizar 0 manejo adequado dos inseticidas e da resisténcia, por exemplo, com a
adogao de estratégias como o esquema de rodizio de larvicidas. Tais praticas racionais tém o objetivo
de preservar 0s compostos ainda disponiveis para uso em agua potavel, em saude publica (Brasil
2012; 2014; WHOPES 2017). Neste sentido, vale ressaltar que, embora resisténcia ao diflubenzuron
ainda ndo tenha sido detectada em populagdes brasileiras de A. aegypti, alteracdes no perfil de
suscetibilidade a IGR em populacdes de Aedes spp. da Malasia ja foram relatadas (Lau et al. 2015).
Em uma populagéo oriunda da Italia de mosquito de outro género, Cx. pipiens, ha registro de aumento
de 128 vezes na razéo de resisténcia ao diflubenzuron (Grigoraki et al. 2017).

No Brasil, foram usadas duas metodologias qualitativas de avaliagéo da resisténcia de adultos
a deltametrina, metodologia CDC (garrafas impregnadas) e metodologia WHO (papéis impregnados),
durante 0 monitoramento da resisténcia. Em varias oportunidades 0 mesmo municipio/ano era avaliado
por ambas metodologias simultaneamente, e foi possivel compara-las. Embora, na grande maioria das
vezes, as populagdes tenham sido classificadas como resistentes a deltametrina, foi possivel identificar
uma sutil diferenca entre as duas metodologias. Nas avaliagdes simultdneas, em nenhum caso a
metodologia WHO identificou populagdes suscetiveis, enquanto este status foi registrado para quase
8% das avaliagdes 'CDC'".

Com o conjunto de dados obtidos a partir dos ensaios qualitativos ndo foi possivel associar de
forma significativa as metodologias ‘CDC’ e ‘WHO’ pela regressédo logistica. Posteriormente foram
desenvolvidos e aplicados bioensaios quantitativos com deltametrina, que confirmaram a disseminada
resisténcia a PY nas populacées de A. aegypti no pais. A deteccdo, em varias localidades, da
disperséo de resisténcia a PY (Martins et al. 2009; I0C/Fiocruz 2011) acarretou na substituicao desta
classe pelo OP malathion em 2009 em todo o pais (Brasil 2009b)

A resisténcia metabdlica sempre esteve presente com maior intensidade nos adultos do que
nas larvas. Glutationa-S-transferases e EST foram as principais classes enzimaticas associadas a

resisténcia a inseticidas em varias populagdes brasileiras do vetor. Alteragdes de GST e EST j& haviam
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sido associadas a resisténcia de A. aegypti a PY e a OP no Brasil (Montella et al. 2007; Bellinato et al.
2016; Garcia et al. 2018). Apesar de todos estes relatos, em geral observa-se em outras popula¢des do
vetor no mundo que MFO sao as enzimas preferencialmente alteradas (Marcombe et al. 2009; Vardn et
al. 2010; Dusfour et al. 2011; Saavedra-Rodriguez et al. 2015; Ishak et al. 2017).

A partir do conjunto de dados disponiveis para 0s mecanismos que conferem resisténcia aos
PY foi possivel relacionar um potencial menor envolvimento das alteragbes metabdlicas nas
populacdes com maiores frequéncias dos alelos resistentes (‘kadr') do Nay, sendo evidenciado tanto por
regressao logistica quanto pela PCA. Em outras palavras, mosquitos com mutag¢bes kdr tenderam a
apresentar menor participacao da resisténcia metabdlica (Martins & Valle 2012; Saavedra-Rodriguez et
al. 2012; Brito et al. 2013).

Foi possivel sugerir, em varias situacdes, o impacto das epidemias de dengue sobre a
resisténcia aos inseticidas. Percebe-se, empiricamente, que 0 aumento do nimero de casos da doenga
é seguido pela intensificacdo do uso de inseticidas, com consequente disseminag@o da resisténcia.
Esta associacdo tem sido confirmada em varias situagdes, em fung@o da intensificacdo do uso de
inseticidas resultante tanto das agdes do governo quanto de iniciativas privadas (Maciel-de-Freitas et
al. 2014; Maciel-de-Freitas & Valle 2014; Bellinato et al. 2016, Garcia et al. 2018; Macoris, Martins et al.
2018).

Nesse sentido, a adogao de rotacdo de compostos com diferentes mecanismos de agdo € um
passo importante da estratégia de manejo da resisténcia. Contudo, em um pais com as dimensdes € a
estrutura de gestéo tripartite da saude como o Brasil, ha complexidades logisticas de um processo de
rotacdo a considerar, como aquisi¢do, capacitacdo de pessoal e distribuicdo aos municipios. Além
disso, é importante rever a importancia relativa do controle quimico, em um cenario de saneamento e
abastecimento de dgua precarios, so para citar alguns fatores que podem influenciar a densidade deste
vetor urbano. Finalmente, vale lembrar a necessidade de também investir em campanhas de
conscientizagdo, dirigidas tanto aos gestores quanto a sociedade em geral, sobre a importancia do

controle mecanico de vetores.

100



5 CONCLUSOES

A resisténcia das populacdes brasileiras de A. aegypti ao temephos e adeltametrina é reflexo
do uso continuo no controle.

Identificamos maiores razdes de resisténcia, tanto para temephos quanto para deltametrina,
relacionadas com eventos de epidemia de dengue.

O impacto da interferéncia do uso doméstico de piretrdides nos periodos epidémicos de
dengue pode influenciar os indices de resisténcia.

Reducéo da frequéncia do alelo NavS nas popula¢des do vetor contribui com maiores niveis de
resisténcia frente aos PY.

A susceptibilidade das populagbes de A. aegypti ao diflubenzuron nos municipios avaliados
demonstrou que os IGRs sao eficientes no controle do vetor; no entanto é interessante monitorar as
populacOes para resguardar o uso do composto em Saude Publica.

Confirmamos o carater multifatorial do fenémeno da resisténcia nas populagdes brasileiras do

vetor.
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Tabela 2 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regiao Norte.

UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
RO Porto Velho 128 103 237 118 106 105 106 260 430 1.409 29 35
AC Rio Branco 553 237 251 1.161 576 53 94 544 5.120 9.792 5.077 512
Al Borba 403 60 189 9 6 223 14 14 3 332 94 83
Manaus 1.008 101 206 42 51 27 107 386 31 208 3.006 205
AR Boa Vista 1.731 529 2.000 224 802 224 204 1515 829 1.611 301 209
Pacaraima 82 182 486 72 1.297 155 468 759 327 1.131 445 890
Ananindeua 110 71 62 20 22 16 112 31 59 165 74 77
Belém 158 238 195 163 98 81 208 103 106 211 119 134
Benevides 431 508 451 102 298 201 137 112 218 441 137 297
Castanhal 266 272 75 24 30 55 103 141 97 134 79 152
PA Dom Eliseu 2 29 123 117 37 2 2 333 158 39 162 33
Maraba 494 223 462 45 65 111 208 268 110 147 213 134
Marituba 24 386 372 337 177 260 426 210 169 437 452 263
Santa Barbara do Paré 109 9% 84 15 182 88 32 56 157 292 367 547
Santarém 2.198 438 123 84 221 15 24 354 36 155 423 159
Tucurui 3.170 08 16 96 218 0 243 333 32 77 482 182
AP Macapé 786 164 954 535 468 235 611 119 256 394 338 241
Oiapoque 0 0 24 5 15 5 3.155 2.833 2.331 3.223 2.618 614
10 Araguaina 214 110 148 333 260 338 478 911 169 106 377 1.191
Palmas 630 268 293 9 651 656 2.310 1.286 644 1.206 2.206 2.146

Legenda: Incidéncia de dengue a partir de 300 casos por 100 mil habitantes ja é indicativo de epidemia, de acordo com o MS. Levando isto em conta, valores de incidéncia anual de

dengue até 300 estdo apresentadas em fundo verde. Em azul e fonte maior, os municipios avaliados para temephos e/ou deltametrina.
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Tabela 3 - Histérico da distribuicdo de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Norte.

estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
tem

RO Bti
IGR

tem
AC Bti
IGR

tem
AM Bti
IGR

tem
RR Bti
IGR

tem
PA Bti
IGR

tem
AP Bti
IGR

tem
TO Bi

Legenda: Estados - RO: Rondénia; AC: Acre; AM: Amazonas; RR: Roraima; AP: Amapa; PA: Para; e TO: Tocantins. Inseticidas - tem: temephos; Bti: Bacillus thuringiensis var.
israelensis ; e IGR: Insect Growth Regulators .
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Tabela 4 - Cor

lidado da

isténcia de populagdes de A.

gypti da Regido Norte ao larvicida temephos. Para os bioensaios quantitativos estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope' (uma medida de heterogeneidade das populacdes) e as fontes dos

dados. Estdo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas, que tratam de mecanismos de resisténcia metabdlica, e do sitio alvo de organofosforados, acetilcolinesterase.

bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagéo geracdo RRs, RRg,* RRg; slope referéncia geragéo AChE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST GAB
2002 RO Porto Velho 2.6 2.6 Braga et al 2005

2005 AC Rio Branco 2.9 4.9 Moyes et al 2017

2007 AC Rio Branco 5.6 6.7 Moyes et al 2017

2011 AC Rio Branco 5.6 7.8 Moyes et al 2017

2012 AM Borba 3 43 Moyes et al 2017

2003 AM Manaus 2.1 3.1 Moyes et al 2017

2004 AM Manaus 8.5 15.6 Moyes et al 2017

2010 AM Manaus 3.6 5.1 Moyes et al 2017

2002 RR Boa Vista 34 43 Moyes et al 2017

2003 RR Boa Vista 2.7 33 Moyes et al 2017

2004 RR Boa Vista 43 47 Moyes et al 2017

2007 RR Boa Vista 41 74 Belinato et al 2012 (&) 12 2 31 8 1 2 g
2010 RR Boa Vista 2 2.8 Maciel et al 2014

2011 RR Pacaraima F2 43 4.0 4.0 5.7 Bellinato et al 2016 F2 6 1 21 0 14 3 8
2007 PA Ananindeua* F1 10.3 12.4 37 presente estudo

2003 PA Belém 18.7 Montella et al 2007

2005 PA Belém F2 47 71 8.0 25 presente estudo

2007 PA Belém F1 6.9 12,5 2.7 presente estudo

2010 PA Belém F1 7.5 113 33 presente estudo F1 7 4 74 10 4 20 20
2007 PA Benevides F2 9.3 10.6 46 presente estudo

2011 PA Castanhal F2 8.2 10.5 11.2 35 Bellinato et al 2016 F2 0 48 34 3 29 75 32
2003 PA Dom Eliseu 21.4 Montella et al 2007

2007 PA Maraba* F1 73 10.2 2.9 presente estudo

2009 PA Maraba F1 7.7 10.7 37 presente estudo F1 0 14 51 5 2 0 12
2011 PA Maraba F2 8.0 9.7 10.3 3.8 Bellinato et al 2016

2007 PA Marituba* F1 8.4 11.2 3.1 presente estudo

2007 PA Santa Barbara do Para* F2 7.0 8.9 3.4 presente estudo

2008 PA Santarém F1 9.0 13.1 35 presente estudo

2010 PA Santarém F2 6.3 7.3 7.6 47 presente estudo F1 0 5 25 2 0 11 7
2007 PA Tucurui F1 13.4 14.9 48 presente estudo

2010 PA Tucuruf F1 22 3.3 3.7 3.4 presente estudo F1 0 1 36 2 1 2 7
2002 AP Macapa 8.3 133 Braga et al 2005

2004 AP Macapa 8.2 10.9 Moyes et al 2017

2009 AP Macapa 9.1 11.0 Araujo et al 2013

2009 AP Oiapoque 421 102.5 Araujo et al 2013

2006 TO Araguaina 115 8.8 Moyes et al 2017

2009 T0 Araguaina 9.4 12.9 Moyes et al 2017

2006 TO Palmas 6.8 7.8 Moyes et al 2017

2009 T0 Palmas 6.1 8.1 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Razdo de Resisténcia, 'slope’: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungdo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o substrato acetato
de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagéo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB:

avaliagao global dos ensaios bioquimicos (média das alteracbes observadas nas avaliagbes de todas as enzimas)

* para alguns municipios a RRg esta informada no lugar da RRgg

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3

vermelho - RR95 maior que 3

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15

%> p99Rock entre 15 e 50

%> p99Rock maior que 50

(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 5 - Histdrico da distribuicao de adulticidas, pelo Ministério da Satde, aos estados da regido Norte.

estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Pl
RO
OoP
Pl
AC
OoP
Al Pl
OoP
AR Pl
OoP
PA Pl
OoP
AP Pl
OoP
Pl
TO
OoP

Legenda: Estados - RO: Ronddnia; AC: Acre; AM: Amazonas; RR: Roraima; AP: Amapg; PA: Parg; e TO: Tocantins. Inseticidas - PI: piretroides; e OP: organofosforado -
malathion.
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Tabela 6 - Resisténcia de populacoes de A. aegypti da Regido Norte ao adulticida deltametrina, ensaios qualitativos e 'bioquimicos'. Para os bioensaios qualitativos estéo indicadas a porcentagem de mortalidade apds 24
horas de exposi¢ao para as metodologias 'CDC', 'WHO' e as fontes dos dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioguimicas. Legendas dos 'bioquimicos' como na Tabela Norte 3 e
critério de classificacéo de mortalidade estéo apresentadas no texto e abaixo da figura.

bioensaios dose-diagndstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada

OMS, papel impregnado

mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populagéo geracao % mort24 horas  geragdo % mort 24 horas fonte geracdo  AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2007 AC Rio Branco 98.2 96.6 Moyes et al 2017

2011 AC Rio Branco 95.4 Moyes et al 2017

2012 AM Borba 52.9 Moyes et al 2017

2010 AM Manaus 85.4 Moyes et al 2017

2012 AM Manaus 65.2 Moyes et al 2017

2007 RR Boa Vista F2 90.0 F2 37.6 Belinato 2012 F2 (&) 0 0 13 26 0 49
2007 PA Ananindeua F1 7.4 presente estudo F1 0 0 24 44 3 71
2007 PA Belém F1 96.4 F1 57.7 presente estudo F1 0 0 36 43 4 43
2007 PA Benevides F2 98.2 F2 67.2 presente estudo F2 0 0 31 3 0 48
2007 PA Maraba F1/F2 97.6 F1 54.0 presente estudo F1 0 0 27 24 0 57
2007 PA Marituba F1 100.0 F1 66.7 presente estudo F2 0 0 24 11 0 56
2007 PA Santa Barbara do Para F2 100.0 F2 78.2 presente estudo F2 1 0 30 42 1 74
2007 PA Tucurui F2 81.0 presente estudo F1 0 0 46 16 0 68
2008 PA Santarém F1 74.8 F1 11.1 presente estudo F1 55 59 0 31 7 8
2006 TO Araguaina 7.5 Moyes et al 2017

2009 TO Araguaina 88.5 67.5 Moyes et al 2017

2006 TO Palmas 31.2 Moyes et al 2017

2009 TO Palmas 35.9 15.9 Moyes et al 2017

legenda cores enzimas

vermelho: mortalidade menor que 80%
laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 7 - Resisténcia de populacdes de A. aegypti da Regido Norte ao adulticida deltametrina, bioensaios quantitativos, frequéncia de mutacdes no AaNaV e ensaios 'bioquimicos'. Legendas dos bioensaios e 'bioguimicos' como na Tabela 4.

Indicaces sobre os alelos de AaNay estdo apresentadas no texto e abaixo da figura.

bioensaios dose-resposta deltametrina Frequéncia alelos AaNa , mecanismos de resisténcia, % > p99
ano estado populagéo geracio  RRs RRgy RRy;  slope fonte S R1 R2  geracdo AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB
2010 RR Boa Vista 12.4 15.9 Maciel 2014 0.000 0.732 0.268
2011 RR Pacaraima F2 33.2 52.8 60.3 2.6 Bellinato 2016 0.000 0.600 0.400 F2 0 17 40 48 13 2 20
2010 PA Belém F1 6.8 8.5 8.5 4.0 presente estudo  0.714 0.286 0.000 F1 0 17 14 68 47 59 34
2011 PA Castanhal F2 9.9 13.6 14.9 3.1 Bellinato 2016 0.667 0.300 0.033
2009 PA Maraba F1 7.5 8.1 8.8 4.3 presente estudo F1 0 5 23 65 55 45 32
2011 PA Maraba F2 47.4 64.7 70.7 3.1 Bellinato 2016 0.690 0.310 0.000
2010 PA Santarém F2 211 25.2 26.6 3.9 presente estudo ~ 0.250 0.750 0.000 F1 3 0 2 61 3 5 12
2010 PA Tucurui F1 8.5 10.0 10.5 4.0 presente estudo  0.350 0.650 0.000 F1 0 4 21 7 25 52 29
cores RRs: cores enzimas alelos AaNay

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50

S = suscetivel a piretréides

R1 = resistente, mutagéo na posicdo 1534

R2 = resistente, mutac&o nas posi¢des 1016 e 1534
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Tabela 8 - Consolidado das informagdes sobre resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Norte, larvas e adultos a e ina, e Estao apresentados apenas os 'municipios/ano' para os quais ha alguma avaliagéo de mecanismos de resisténcia (bioquimicos' e/ou AaNay). Legendas como nas Tabelas
4,6,7).
temephos, dose-resposta delta, DD deltametrina, dose-resposta mecanismos de resisténcia, % > p99 Frequéncia alelos AaNa ,
ano estado populagdo estdgio geracdo RRs) RRyy RRg; slope garrafa%T papel,%T  RRs, RRgy RRgs slope estigio AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB GAB-AChE S R1 R2
2007 RR Boa Vista larva 41 74 L 12 2 31 8 1 2 9.3 8.8
2007 RR Boa Vista adulto 90.0 376 A 0 0 13 26 0 49 14.7 17.6
2010 RR Boa Vista adulto 124 15.9 A 0.000 0.732 0.268
2011 RR Pacaraima larva F2 43 4.0 4.0 5.7 L 1 1 21 0 14 &l 6.7 7.8
2011 RR Pacaraima adulto 33.2 52.8 60.3 26 A 26 0 52 13 1 35 22.8 222 0.00 0.60 0.40
2007 PA Ananindeua adulto 71.4 A 0 0 24 44 3 71 237 28.4
2007 PA Belém adulto 96.4 57.7 A 0 0 36 43 4 43 21.0 25.2
2010 PA Belém larva F1 75 1.3 33 L 7 4 74 10 4 20 19.8 224
2010 PA Belém adulto 6.8 85 8.5 4.0 A 0 17 14 68 47 59 34.2 41.0 0.71 0.29 0.00
2007 PA Benevides adulto 98.2 67.2 A 0 0 31 3 0 48 13.7 16.4
2011 PA Castanhal larva F2 8.2 105 1.2 35 L 30 48 34 &l 29 75 36.5 37.8
2011 PA Castanhal adulto 9.9 13.6 14.9 31 A 0.67 0.30 0.03
2007 PA Maraba adulto 97.6 54.0 A 0 0 27 24 0 57 18.0 21.6
2009 PA Maraba larva F1 7.7 10.7 37 L 0 14 51 5 2 0 12 14.4
2009 PA Maraba adulto 75 8.1 8.8 43 A 0 5 23 65 55 45 322 38.6
2011 PA Maraba adulto 47.4 64.7 70.7 3.1 A 0.69 0.31 0.00
2007 PA Marituba adulto 100.0 66.7 A 0 0 24 11 0 56 16.2 18.2
2007 PA Santa Barbara do Para  adulto 100.0 78.2 A 1 0 30 42 1 74 247 29.4
2008 PA Santarém adulto 74.8 1141 A 55 59 0 31 7 3 25.8 20.0
2010 PA Santarém larva F2 6.3 73 7.6 4.7 L 0 5 25 2 0 11 72 8.6
2010 PA Santarém adulto 211 25.2 26.6 3.9 A 3 0 2 61 3 5 12.3 14.2 0.25 0.75 0.00
2007 PA Tucurui adulto 81.0 A 0 0 46 16 0 68 21.7 26.0
2010 PA Tucuruf larva F1 2.2 33 37 34 L 0 1 36 2 1 2 7 8.4
2010 PA Tucuruf adulto 8.5 10.0 105 4.0 A 0 4 21 7 25 52 28.8 34.6 0.35 0.65 0.00
cores RRs (temephos e deltametrina): cores ensaios DD cores enzimas GAB: avaliagéo bioquimica 'global' (média das alelos AaNay
verde - RR95 menor ou igual a 3 vermelho: mortalidade menor que 80% %> p99Rock menor que 15 alteragdes de Ace, MFO, GST e EST) S = suscetivel a piretrdides
vermelho - RR95 maior que 3 laranja: mortalidade entre 80 e 98% %> p99Rock entre 15 e 50 GAB - AChE: avaliagio bioquimica 'global’, R1 = resistente, mutag&o na posi¢ao 1534
verde: mortalidade maior que 98% %> p99Rock maior que 50 apenas resisténcia metabdlica R2 = resistente, mutag&o nas posicdes 1016 e 1534
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Tabela 9 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regido Nordeste.

UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

VA Bacabal 45 699 264 45 22 8 106 10 5 7 119 88
Séo Luis 35 32 49 13 240 119 340 109 7 250 474 117

Floriano 144 142 215 17 43 9 64 28 241 936 36 257

Pl Parnaiba 45 115 140 48 277 153 727 7 3 8 249 479
Teresina 546 525 488 15 21 178 568 156 122 308 655 871

Barbalha 320 295 309 89 352 5 1.043 43 22 575 137 634

Cedro 4 249 1.068 8 652 65 518 2.736 69 8 12 20

CE Crato 1.759 343 467 181 329 49 1.038 96 12 1.192 319 986
Fortaleza 553 202 506 21 482 636 495 1.212 173 213 1.392 1.602

Juazeiro do Norte 1.325 273 402 12 123 16 317 19 11 388 130 455

Caicé 2.447 243 102 246 329 88 143 221 6 100 278 492

Mossord 89 68 68 4 51 54 102 561 51 56 540 501
RN Natal 2.642 1.267 1.448 108 192 541 826 1.387 185 509 1.162 1.616
Parnamirim 418 388 459 72 59 243 629 963 104 223 501 510
Pau dos Ferros 160 599 1.181 285 1.768 192 533 1.249 18 1.964 1.027 2.674

Boqueirdo 59 941 71 0 24 166 201 30 0 118 65 178

Brejo dos Santos 1.678 1.549 613 16 2.856 0 2.227 65 129 2.872 1.194 194

- Campina Grande 374 360 351 32 32 43 68 75 8 105 90 13
ltaporanga 461 806 280 17 26 56 108 207 26 103 116 207

Jodo Pessoa 60 124 27 34 74 76 477 70 18 152 435 542

Remigio 1.069 660 341 57 80 165 700 182 6 68 370 23
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Tabela 9 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regido Nordeste.

UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
A. da Ingazeira 482 311 539 0 6 20 262 137 117 422 1.713 5.443
Agrestina 159 11477 1.658 260 203 106 238 101 44 31 13 123
Araripina 168 749 629 14 16 4 18 43 12 48 169 194
Arcoverde 728 404 1.362 39 0 1 57 250 12 285 23 142
Cabo do Santo Agostinho 171 2.531 178 41 118 225 1.058 280 54 797 81 713
Fernando de Noronha 12.319 38 0 228 342 1.217 494 989 0 2.243 837 4.259
PE G. do Goiata 165 1.082 48 14 0 131 48 410 10 507 134 665
Jaboatao dos Guararapes 5 1.367 33 9 27 103 153 279 14 376 72 295
Recife 195 2.277 10 9 35 72 52 192 25 626 292 635
Salgueiro 99 87 445 2 247 417 304 320 468 1.759 34 235
S. C. do Capibiribe 505 1.377 360 5 9 90 998 86 21 132 25 13
S. J. Egito 361 57 710 0 19 490 97 9 66 509 2.193
Tamandaré 53 811 111 0 5 14 101 232 5 39 135 92
Arapiraca 5 168 182 27 22 64 268 778 73 4.052 620 1.437
AL Maceid 40 532 362 287 164 227 553 669 268 2.178 246 1.492
Satana do Ipanema 5 14 71 415 37 9 166 115 85 3.212 57 1.335
Aracaju 339 398 257 31 51 66 54 1.495 74 44 220 400
SE Barra dos Coqueiros 68 196 236 0 40 4 16 593 172 32 168 617
ltabaiana 150 497 562 4 1 7 11 1.113 12 13 140 156
Barreiras 327 194 175 100 7 13 59 108 1.654 164 2.275 24
Eunapdlis 153 255 548 9 1 20 2 127 2.346 16 446 382
Ibotirama 374 547 94 35 67 16 24 311 2.828 31 142 24
Ilhéus 293 891 758 38 1.303 116 23 148 2.275 752 845 1.385
ltabuna 201 843 2.723 12 113 8 13 816 7.117 283 172 3.077
BA Jacobina 867 2.521 1.850 112 628 86 483 1.074  1.865 170 256 1.910
Jequié 78 763 633 76 28 16 54 267 6.611 949 645 918
Juazeiro 298 158 1.272 180 199 21 209 1.644 181 76 484 136
Paulo Afonso 32 162 49 18 122 11 57 174 60 172 62 129
Salvador 66 1.027 34 6 10 14 46 85 231 228 194 193
Serrinha 324 304 132 186 431 99 35 241 2.096 2.407 291 1.614
Sobradinho 518 55 27 0 5 18 27 105 23 14 82 9

Legenda: Incidéncia de dengue a partir de 300 casos por 100 mil habitantes jé é indicativo de epidemia, de acordo com o MS. Levando isto em conta, valores de incidéncia anual de dengue
até 300 estdo apresentadas em fundo verde. Em azul e fonte maior, 0os municipios avaliados para temephos e/ou deltametrina.
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Tabela 11 - Histdrico da distribuicao de larvicidas, pelo Ministério da Satide, aos estados da regido Nordeste.
estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

tem
MA Bti
IGR

tem
Pl Bti
IGR

tem
CE Bti
IGR

tem
RN Bti
IGR

tem
PB Bti
IGR

tem
PE Bti
IGR

tem
AL Bti
IGR

tem
SE Bti
IGR

tem

BA Bti

IGR

Legenda: Estados - MA: Maranhao; PI: Piaui; CE: Ceard; RN: Rio Grande do Norte; PB: Paraiba; PE: Pernambuco; AL: Alagoas; SE: Sergipe; e BA: Bahia. Inseticidas - tem:
temephos; Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis ; € |GR: Insect Growth Regulators .
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Tabela 12 - Consolidado da resisténcia de populacoes de A. aegypti da Regiao Nordeste ao larvicida temephos. Para os bioensaios quantitativos estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), 0 'slope’ (uma medida de heterogeneidade
das populagdes) e as fontes dos dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas, que tratam de mecanismos de resisténcia metabdlica, e do sitio alvo de organofosforados, acetilcolinesterase.
mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

bioensaio dose-resposta temephos

ano regido  estado populacio geracdo RRs, RRg,* RRgs slope referéncia AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST

2009 NE MA Bacabal 5.6 6.6 Araujo AP et al 2013

2006 NE MA S&o Luis 7.6 9.5 Moyes et al 2017

2004 NE PI Parnaiba 14.1 17.0 Moyes et al 2017

2004 NE Pl Teresina 10.7 13.8 Moyes et al 2017

2012 NE Pl Teresina 11.6 21.6 Moyes et al 2017

2009 NE CE Barbalha 30.0 Lima EP et al 2011

2012 NE CE Barbalha 2.9 Lima EP et al 2014

2009 NE CE Cedro 88.6 132.7 Araujo AP et al 2013

2003 NE CE Crato 13 Lima EP et al 2006

2009 NE CE Crato 192.7 Lima EP et al 2011

2013 NE CE Crato 23.2 64.8 Viana-Medeiros PF et al 2017 0 2 13 4 1 22

2002 NE CE Fortaleza 10.0 Moyes et al 2017

2003 NE CE Fortaleza 12 Lima EP et al 2006

2003 NE CE Fortaleza 7.6 8.4 Moyes et al 2017

2004 NE CE Fortaleza 5.9 9.1 Moyes et al 2017

2006 NE CE Fortaleza 9.8 8.3 Moyes et al 2017

2007 NE CE Fortaleza 43 Martins AJ et al 2012

2002 NE CE Juazeiro do Norte 7.0 9.6 Moyes et al 2017

2003 NE CE Juazeiro do Norte 12 Lima EP et al 2006

2004 NE CE Juazeiro do Norte 12.1 17.5 Moyes et al 2017

2009 NE CE Juazeiro do Norte 7.2 Lima EP et al 2011

2012 NE CE Juazeiro do Norte 17.5 Lima EP et al 2014

2004 NE RN Caicé 12.5 Montella et al 2007

2008 NE RN Caico* F2 9.8 10.1 3.9 presente estudo

2009 NE RN Caico* F1 10.8 1.1 presente estudo 8 8 50 14 3 2

2010 NE RN Caicé F2 8.4 9.3 9.6 5.1 Bellinato et al 2016 0 15 14 58 70 6

2004 NE RN Mossoré 12.6 Montella et al 2007

2009 NE RN Mossord F1 8.9 14.9 3.0 presente estudo 2 1 68 0 0 0

2011 NE RN Mossoré F1 8.0 9.4 9.8 4.0 presente estudo

2002 NE RN Natal 17.1 24.4 Braga IA et al 2005

2004 NE RN Natal 18.6 Montella et al 2007

2007 NE RN Natal* F1 6.8 8.4 3.6 presente estudo

2010 NE RN Natal F1 7.8 11.0 12.2 3.6 presente estudo 1 35 40 1 1 0

2013 NE RN Natal Moyes et al 2017

2004 NE RN Parnamirim 12.6 Montella et al 2007

2008 NE RN Pau dos Ferros F2 7.8 10.9 3.6 presente estudo

2009 NE RN Pau dos Ferros F1 6.9 10.6 11.9 3.3 presente estudo

2010 NE RN Pau dos Ferros F2 8.5 11.1 12.0 4.0 presente estudo 0 5 16 0 0 1
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano regiao estado populagao geragao RRs, RRg,* RRgs slope referéncia AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2003 NE PB Boqueirao 11 Beserra et al 2007
2003 NE PB Brejo dos Santos 14 Beserra et al 2007
2003 NE PB Campina Grande 5.8 Beserra et al 2007
2003 NE PB Itaporanga 115 Beserra et al 2007
2009 NE PB Jodo Pessoa 5.8 11.7 Araujo AP et al 2013
2003 NE PB Remigio 6.3 Beserra et al 2007
2009 NE PE A. da Ingazeira 84.4 120.6 Araujo AP et al 2013
2009 NE PE Agrestina 69 212.6 Araujo AP et al 2013
2003 NE PE Araripina 8.8 11.2 Moyes et al 2017
2009 NE PE Araripina 224.3 252.7 Araujo AP et al 2013
2011 NE PE Arcoverde 222.6 Diniz FAD et al 2015
2003 NE PE Cabo do Santo Agostinho 25 3.4 Moyes et al 2017
2009 NE PE Fernando de Noronha 24 24 Araujo AP et al 2013
2009 NE PE G. do Goiatd 19.3 72 Araujo AP et al 2013
2000 NE PE Jaboatéo dos Guararapes 45 47 Moyes et al 2017
2003 NE PE Jaboatéo dos Guararapes 3.6 7.3 Moyes et al 2017
2000 NE PE Recife 34 3.8 Moyes et al 2017
2003 NE PE Recife 5.1 9.0 Moyes et al 2017
2009 NE PE Recife 47 71 Araujo AP et al 2013
2009 NE PE Salgueiro 12.8 60 Araujo AP et al 2013
2009 NE PE S. C. Capibiribe 56.2 142.4 Araujo AP et al 2013
2009 NE PE S. J Egito 75 124.7 Araujo AP et al 2013
2004 NE PE Tamandaré 7.4 9.5 Moyes et al 2017
2000 NE AL Arapiraca 44 43 Moyes et al 2017
2003 NE AL Arapiraca 8.7 Montella et al 2007
2008 NE AL Arapiraca F1 6.9 12.2 2.8 presente estudo
2000 NE AL Maceié 48 5.6 Moyes et al 2017
2001 NE AL Maceié 8.6 9.4 Braga et al 2004
2003 NE AL Maceié 10.8 Montella et al 2007
2005 NE AL Maceié 10.3 Belinato et al 2013
2007 NE AL Macei6* F1 15.8 16.9 48 presente estudo
2009 NE AL Maceié F1 11.4 12.2 55 presente estudo 1 14 54 0 1 0
2010 NE AL Santana do Ipanema F2 88.8 111.8 119.1 42 presente estudo 0 1 27 6 6 16
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano regiao estado populagao geragao RRs, RRg,* RRgs slope referéncia AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2000 NE SE Aracaju 4.1 5.3 Moyes et al 2017
2001 NE SE Aracaju 5.8 6.1 Braga IA et al 2004
2003 NE SE Aracaju 6.6 Montella IR et al 2007
2005 NE SE Aracaju 19.3 Belinato TA et al 2013
2007 NE SE Aracaju* F1 12.1 11.4 7.2 presente estudo
2010 NE SE Aracaju F1 11.0 9.6 9.3 85 presente estudo 6 3 6 34 50 2
2012 NE SE Aracaju F1 11.2 12.5 12.9 42 Viana-Medeiros et al 2017 4 9 20 30 39 55
2000 NE SE Barra dos Coqueiros 25 3.2 Moyes et al 2017
2001 NE SE Barra dos Coqueiros 9.4 11.2 Braga IA et al 2004
2004 NE SE Barra dos Coqueiros 235 Montella IR et al 2007
2000 NE SE Itabaiana 5.7 8.5 Moyes et al 2017
2004 NE SE Itabaiana 25.8 Montella IR et al 2007
2007 NE SE Itabaiana F1 16.9 22.1 3.8 presente estudo
2008 NE BA Barreiras 3.4 5.2 Andrighetti et al 2008
2009 NE BA Barreiras 3.9 5.0 Moyes et al 2017
2012 NE BA Barreiras 35 5.3 Moyes et al 2017
2011 NE BA Eundpolis 341 139.2 Moyes et al 2017
2012 NE BA Eunépolis 37.8 139.2 Moyes et al 2017
2012 NE BA Ibotirama 9.5 10.4 Moyes et al 2017
2009 NE BA lheds 10.0 14.2 Moyes et al 2017
2004 NE BA [tabuna 16.3 18.6 Moyes et al 2017
2013 NE BA [tabuna 20.6 55.8 Moyes et al 2017
2008 NE BA Jacobina 8.8 9.8 Moyes et al 2017
2009 NE BA Jacobina 29.4 104.2 Moyes et al 2017
2013 NE BA Jacobina 457 228.8 Moyes et al 2017
2009 NE BA Jequié 38.7 64.6 Moyes et al 2017
2012 NE BA Jequié 59.5 162.7 Moyes et al 2017
2013 NE BA Juazeiro 14.6 33.9 Moyes et al 2017
2011 NE BA Paulo Afonso 36.6 121.6 Moyes et al 2017
2012 NE BA Paulo Afonso 40.5 121.6 Moyes et al 2017
2004 NE BA Salvador 10.2 14.8 Moyes et al 2017
2008 NE BA Salvador 8.8 10.6 Andrighetti et al 2008
2011 NE BA Salvador 12.1 235 Moyes et al 2017
2012 NE BA Serrinha 137.8 254.9 Moyes et al 2017
2007 NE BA Sobradinho 35 3.8 Moyes et al 2017
2009 NE BA Sobradinho 2.6 3.3 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Razdo de Resisténcia, 'slope”: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungdo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases
quantificadas com o substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. ‘%>p99": para cada enzima, percentual da populagdo com valores de
atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliag@o global dos ensaios bioquimicos (média das alteracbes observadas nas avaliacées de todas as enzimas)

* para alguns municipios a RRg, esté informada no lugar da RRgy

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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Tabela 13 - Histérico da distribuicao de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Nordeste.

estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

we P,
OoP
Pl Pl
OoP
Pl

CE

RN Pl
OoP

e P [ ——————
OoP

e P | ———————
OoP
AL Pl
OoP

P | ——————,

SE

OoP
BA Pl
OP

Legenda: Estados - MA: Maranhao; PI: Piaui; CE: Ceara; RN: Rio Grande do Norte; PB: Paraiba; PE: Pernambuco; AL: Alagoas; SE: Sergipe; e BA: Bahia. Inseticidas - PI:
piretroides; e OP: organofosforado - malathion.
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Tabela 14 - Resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Nordeste ao adulticida deltametrina, ensaios qualitativos e 'bioquimicos'. Para os bioensaios qualitativos estéo indicadas a porcentagem de mortalidade apds 24 horas de
exposicdo para as metodologias ‘CDC', 'WHO" e as fontes dos dados. Estdo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas.

bioensaios dose-diagndstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada

WHO, papel impregnado

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano  estado populagao geracdo % mort 24 horas geracdo % mort 24 horas referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST  GAB
2006 MA Séo Luis 68.9 Moyes et al 2017

2010 Pl Floriano 93.3 Moyes et al 2017

2012 Pl Teresina 77.2 Moyes et al 2017

2013 Pl Teresina 86.5 Moyes et al 2017

2006 CE Fortaleza 38.4 Moyes et al 2017

2007 CE Fortaleza 46.9 Martins et al 2009

2008 RN Caico F2 95.6 F2 50 presente estudo F2 3 0 12 18 0 7 7
2009 RN Caicd F1 46.7 presente estudo 1 9 80 44 32 9 29
2007 RN Natal F1 100 F1/F2 704 presente estudo F2 0 0 58 3 0 27 15
2013 RB Natal 71 Moyes et al 2017

2008 RN Pau dos Ferros F2 94.2 F2 54.4 presente estudo F2 0 1 12 32 2 12 10
2009 RN Pau dos Ferros F1 97.8 F1 85.96 presente estudo 66 65 31 3 0 31 33
2010 PE Araripina 91 Moyes et al 2017

2010 PE Recife 73.7 Moyes et al 2017

2008 AL Arapiraca F1 100 F1 63 presente estudo F1 0 11 20 63 5 29 21
2005 AL Maceié F2 62.9 F2 58.2 Belinato et al 2013/presente estudo F2 (&) 11 6 81 1 1 8 18
2007 AL Maceié F2 911 F1 55.6 presente estudo F1 0 0 38 12 0 9 10
2005 SE Aracaju F2 88.1 F2 80.3 Belinato et al 2013/presente estudo F2 (&) 3 2 87 23 3 26 24
2007 SE Aracaju F1 59.3 presente estudo F1 0 34 3 0 12 10
2008 SE Aracaju F1 91.9 F1 7141 presente estudo

2007 SE Itabaiana F1 63.8 presente estudo

2008 BA Barreiras 100 67.3 Moyes et al 2017

2009 BA Barreiras 93.7 Moyes et al 2017

2012 BA Barreiras 86.4 Moyes et al 2017

2012 BA Eunapdlis 76.7 Moyes et al 2017

2012 BA Ibotirama 74.7 Moyes et al 2017

2009 BA llhéus 721 Moyes et al 2017

2013 BA Itabuna 65.2 Moyes et al 2017

2008 BA Jacobina 96.3 52.7 Moyes et al 2017

2009 BA Jacobina 86.7 Moyes et al 2017

2013 BA Jacobina 72.7 Moyes et al 2017

2009 BA Jequié 50.4 Moyes et al 2017

2012 BA Jequié 46.1 Moyes et al 2017

2013 BA Juazeiro 87.8 Moyes et al 2017

2012 BA Paulo Afonso 84.9 Moyes et al 2017

2008 BA Salvador 96.6 91.9 Moyes et al 2017

2011 BA Salvador 89.3 Moyes et al 2017

2012 BA Serrinha 53.5 Moyes et al 2017

2007 BA Sobradinho 95.2 63.5 Moyes et al 2017

2009 BA Sobradinho 88.5 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Razéo de Resisténcia, 'slope”: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungéo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas
com o substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99': para cada enzima, percentual da populagéo com valores de atividade acima do

percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliagéo global dos ensaios bioquimicos (média das alteragdes observadas nas avaliagdes de todas as enzimas)

legenda

cores enzimas

vermelho: mortalidade menor que 80° %> p99Rock menor que 15
laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 15 - Consolidado da resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Nordeste ao adulticida deltametrina. Para os bioensaios estéo indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope' (uma medida de heterogeneidade das populagdes) e as fontes dos
dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas e a frequéncia do alelo kar.

bioensaios dose-resposta deltametrina

Frequéncia alelos AaNay

mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populacio geracdo RR;, RRyy RRg5 slope referéncia S R1 R2 geracao ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2013 CE Crato F3 37 51.6 Viana-Medeiros et al 2017 0.446 0.393 0.161 F2 34 0 26 17 0 23
2010 RN Caico F2 6.0 11.0 13.1 2.51 Bellinato et al 2016 0.917 0.067 0.017 F2 3 0 1 63 22 6
2009 RN Mossord F1 177 9.4 10.0 3.83 presente estudo 0.783 0.217 0.000 F1 2 54 88 49 60 42
2011 RN Mossord Fi 16.0 241 271 2.79 presente estudo 0.383 0.583 0.033

2010 RN Natal F1 8.4 11.8 3.27 presente estudo F1 0 19 49 45 8 8
2010 RN Pau dos Ferros F2 7.4 9.5 10.2 3.60 presente estudo F2 1 19 29 82 14 0
2009 AL Macei6 F1 5.6 71 7.6 3.68 presente estudo F1 3 2 74 23 12 18
2010 AL Santana do Ipanema F2 75 10.5 11.6 3.27 presente estudo 0.717 0.250 0.033 F2 2 5 58 87 46 15
2010 SE Aracaju F1 7.5 10.2 111 3.39 presente estudo 0.442 0.019 0.538 F1 8 16 22 45 3 8
2012 SE Aracaju F1 14.3 17.0 17.8 3.59 Viana-Medeiros et al 2017 0.383 0.100 0.517 F1 1 87 36 75 8 32

Legenda: 'RR': Raz&o de Resisténcia, 'slope": medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de funcao mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o substrato

acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. %>p99": para cada enzima, percentual da populagdo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel

(Rockefeller). GAB: avaliacéo global dos ensaios bioquimicos (média das alteracdes observadas nas avaliagdes de todas as enzimas)

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3
*RR80 informada

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50

alelos AaNay
S = suscetivel a piretréides

R1 = resistente, mutagdo na posicéo 1534

R2 = resistente, mutacéo nas posicées 1016 e 1534
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Tabela 16 - Consolidado das informacdes sobre resisténcia de populacdes de A. aegypti da Regido Nordeste, larvas e adultos a e ina, e i i Estéo ap apenas 0s 'municipios/ano' para os quais ha alguma avaliagao de mecanismos de resisténcia (‘bioquimicos' e/ou AaNay). Legendas como nas Tabelas 12, 14 e
15).

temephos, dose-resposta delta, DD deltametrina, dose-resposta mecanismos de resisténcia, % > p99 Frequéncia alelos AaNa,
ano estado populagdo estagio geracdo RRgy RRg* RRgs slope garrafa%T papel, %T  RRs RRgy RRgs slope estigio AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB  GAB-AChE S R1 R2
Ltem 2013 CE Crato larva 23.2 64.8 L 0 2 13 4 1 22 7 8
ARRdelta 2013 CE Crato adulto 37 51.6 A 34 0 26 17 0 23 17 13 0.446 0.393 0.161
ADDdelta 2008 RN Caico adulto F2 95.6 50 A 3 0 12 18 0 7 7 7
Ltem 2009 RN Caicé* larva F1 108 1.1 L 8 8 50 14 3 2 14 15
ADDdelta 2009 RN Caico adulto F1 46.7 A 1 9 80 44 32 9 29 35
Ltem 2010 RN Caicé larva F2 8.4 9.3 9.6 5.1 L 0 15 14 58 70 6 27 33
ARRdelta 2010 RN Caico adulto 6.0 11.0 13.1 A 3 0 11 63 22 6 18 20 0.917 0.067 0.017
Ltem 2009 RN Mossoré larva F1 8.9 14.9 3.0 L 4 2 13 10 10 1 7 7
ARRdelta 2009 RN Mossord adulto F1 7.7 9.4 10.0 3.83 A 2 54 88 49 60 42 49 59 0.783 0.217 0.000
ARRdelta 2011 RN Mossoré adulto F1 16.0 24.1 27.1 2.79 A 0.383 0.583 0.033
ARRdelta 2007 RN Natal adulto F1 100 704 A 0 0 58 3 0 27 15 18
Ltem 2010 RN Natal larva F1 78 1.0 122 36 L 0 49 13 26 4 1 22 26
ARRdelta 2010 RN Natal adulto F1 8.4 11.8 3.27 A 0 19 49 45 8 8 22 26
ADDdelta 2008 RN Pau dos Ferros adulto F2 94.2 54.4 A 0 1 12 32 0 7 9 10
ADDdelta 2009 RN Pau dos Ferros adulto F1 97.81 85.96 A 66 65 31 3 0 31 33 26
Ltem 2010 RN Pau dos Ferros larva F2 85 1.1 12.0 4.0 L 0 5 16 0 0 1 4 4
ARRdelta 2010 RN Pau dos Ferros adulto F2 74 9.5 10.2 3.60 A 1 19 29 82 14 0 24 29
ADDdelta 2008 AL Arapiraca adulto F1 100 63 A 0 11 20 63 5 29 21 26
ADDdelta 2005 AL Maceid adulto F2 62.9 58.2 A il 6 81 1 1 8 18 19
ADDdelta 2007 AL Maceid adutto F2 91.1 55.6 A 0 0 38 12 0 9 10 12
Ltem 2009 AL Maceio larva F1 14 122 55 L 12 37 19 6 1 7 14 14
ARRdelta 2009 AL Maceid adulto F1 5.6 71 7.6 3.68 A 3 2 74 23 12 18 22 26
Ltem 2010 AL Santana do Ipanema larva F2 88.8 1118 1191 42 L 0 1 27 6 6 16 9 "
ARRdelta 2010 AL Santana do Ipanema adulto F2 75 105 116 3.27 A 2 5 58 87 46 15 36 42 0.717 0.250 0.033
ADDdelta 2005 SE Aracaju adulto F2 88.1 80.3 A 3 2 87 23 3 26 24 28 0.867 0.033 0.100
ADDdelta 2007 SE Aracaju adulto 59.3 A 0 34 3 0 12 10 12
Ltem 2010 SE Aracaju larva F1 11.0 9.6 9.3 85 L 6 3 6 34 50 2 17 19
ARRdelta 2010 SE Aracaju adulto F1 75 10.2 1.1 3.39 A 8 16 22 45 3 8 17 19 0.442 0.019 0.538
Ltem 2012 SE Aracaju larva F1 1.2 125 129 4.2 L 4 9 20 30 39 55 26 31
ARRdelta 2012 SE Aracaju adulto F1 143 17.0 17.8 3.59 A 1 87 36 75 8 32 40 48 0.383 0.100 0.517
cores RRs (temephos e deltametrina): cores ensaios DD cores enzimas GARB: avaliagéo bioquimica 'global' (média das alelos AaNay
verde - RR95 menor ou igual a 3 vermelho: mortalidade menor que 80% %> p99Rock menor que 15 alteragdes de Ace, MFO, GST e EST) S = suscetivel a piretréides
vermelho - RR95 maior que 3 laranja: mortalidade entre 80 e 98% %> p99Rock entre 15 e 50 GAB - AChE: avaliago bioguimica 'global’, R1 = resistente, mutagao na posicéo 1534
verde: mortalidade maior que 98% %> p99Rock maior que 50 apenas resisténcia metabélica R2 = resistente, mutagao nas posigdes 1016 e 1534
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Tabela 17 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regido Sudeste.

UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Belo Horizonte 210 187 70 18 6 31 216 533 563 2.181 72 23
Coronel Fabricio 1.496 1.409 293 687 620 77 437 1.196 3.040 988 861 1.459
Governador Valadares 1.873 487 73 1.086 3 10 143 244 685 498 693 958
MG Montes Claros 46 452 10 4 55 239 249 470 114 1.890 117 246
Uba 300 439 38 99 3 399 186 588 26 1.095 106 1.287
Uberaba 333 283 49 66 554 1.474 37 48 56 305 106 72
Uberlandia 99 130 66 25 675 1.877 75 26 175 818 506 921
Cachoeiro de Itapemirim 173 5.558 20 3 11 117 150 3.323 7 799 770 314
Cariacica 159 476 1.431 145 30 404 66 224 624 288 825 850
ES Colatina 464 849 781 380 149 49 140 1.223 95 3.272 2.824 99
Vila Velha 391 585 1514 72 26 496 29 887 1.902 321 889 282
Vitéria 628 1.450 2.032 106 89 239 72 423 1.615 694 1.741 574
Cabo Frio 678 1.496 53 15 9 191 431 288 17 910 2.825 1.557
Campos dos Goytacazes 4 3 1 0 1 18 503 1.907 61 437 865 260
Duque de Caxias 34 1.361 5 2 1 17 71 1.606 22 144 1.084 321
ltaperuna 1.342 817 77 15 15 120 1.800 131 29 1.370 853 378
Niterdi 2.700 4.283 117 48 24 151 1.525 1.276 152 265 1.039 1.303
Ry Nova Iguagu 38 132 2 1 2 45 186 1.677 13 29 394 333
Rio de Janeiro 472 2.461 25 9 15 230 413 1.709 45 45 1.188 2.086
Séo Gongalo 547 1.374 21 14 7 42 305 263 24 148 460 946
S&o Jodo de Meriti 227 503 4 2 2 21 56 1.257 15 53 670 328
Séo José do Vale do Rio Preto 5 138 0 0 5 20 163 0 257 469 40
Trés Rios 912 183 4 4 1 35 76 10 14 136 17
Volta Redonda 101 1.885 312 6 4 160 101 437 44 62 2.338 382
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Tabela 17 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regido Sudeste.
UF UF (municipio) 2001 2002 2003

Aragatuba 322 461 1.713

Barretos
Bauru
Botucatu
Campinas
[tapevi
Itu
Jandira
Marilia
Presidente Prudente
Registro
Ribeirdo Preto
Santana do Parnaiba
Santos
Séo Carlos

Séo José do Rio Preto
Séo José dos Campos

S&0 Sebastido
S&o0 Paulo
Sorocaba

SP

238

2004

2005

2006

2007

1.311
287

1.071

641

1.372
445
579

239
1.219

457

205

2008

2009 2010 2011 2012

971 1.035 338
184 1.263

226

430

1546
296

Legenda: Incidéncia de dengue a partir de 300 casos por 100 mil habitantes ja é indicativo de epidemia, de acordo com o MS. Levando isto em conta, valores de incidéncia anual de dengue até 300

estdo apresentadas em fundo verde. Em azul e fonte maior, 0s municipios avaliados para temephos e/ou deltametrina.
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Tabela 18 - Histérico da distribuicdo de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Sudeste.
inseticida

regiao estado

2003 2004 2005 2006

2007

2013 2014

MG

ES

SE

RJ

SP

tem
Bti
IGR

tem
Bti
IGR

tem
Bti
IGR

tem
Bti
IGR

Legenda: Estados - MG: Minas Gerais; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; e SP: Sao Paulo. Inseticidas - tem: temephos; Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis; e IGR: Insect

Growth Regulators .
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Tabela 19 - Consolidado da resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Sudeste ao larvicida temephos. Para os bioensaios quantitativos estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope' (uma medida de
heterogeneidade das populagdes) e as fontes dos dados. Estdo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioguimicas, que tratam de mecanismos de resisténcia metabdlica, e do sitio alvo de
organofosforados, acetilcolinesterase.

bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracio RRs, RRg* RRgs slope referéncia geragao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2005 MG Belo Horizonte 5.4 Belinato et al 2013
2008 MG Belo Horizonte F1 7.4 10.8 3.49 presente estudo
2011 MG Governador Valadares F1 19.2 19.5 19.5 4.92 presente estudo
2005 MG Montes Claros 13.6 Belinato et al 2013
2010 MG Ubd F2 10.8 13.2 4.31 presente estudo
2005 MG Uberaba 9.6 Martins et al 2012
2005 MG Uberlandia F1 7.3 8.6 9.0 3.25 presente estudo
2007 ES Cachoeiro de Itapemirim F2 14.5 19.7 21.5 3.63 presente estudo
2009 ES Cachoeiro de Itapemirim F1 8.9 17.5 2.55 presente estudo F1 3 18 75 19 8 1
2011 ES Cachoeiro de Itapemirim F1 18.4 17.4 171 5.57 Bellinato et al 2016
2007 ES Colatina F2 12.7 17.4 19.1 3.57 presente estudo
2009 ES Colatina F1 11.0 14.4 15.5 3.95 presente estudo F2 0 6 47 0 0 0
2005 ES Vila Velha F1 6.4 75 7.8 3.25 presente estudo
2008 ES Vila Velha F1 6.8 10.1 11.3 3.36 presente estudo
2010 ES Vila Velha F1 6.3 8.5 9.3 3.77 presente estudo F1 0 0 27 0 0 0
2005 ES Vitéria F1 6.0 6.3 6.4 3.72 presente estudo
2008 ES Vitdria F1 7.9 10.6 115 3.83 presente estudo
2010 ES Vitéria F1 6.0 8.0 3.88 presente estudo F1 0 1 12 0 0 2
2003 RJ Cabo Frio 55 Montella et al 2007
2008 RJ Cabo Frio F1 6.9 10.1 11.2 3.44 presente estudo 22 0 66 0 0 0
2001 RJ Campos dos Goytacazes 8.5 7.8 Braga et al 2004
2003 RJ Campos dos Goytacazes 4.2 Montella et al 2007
1999 RJ Duque de Caxias 5.2 8.7 Lima et al 2003
2001 RJ Duque de Caxias 75 85 Braga et al 2004
2003 RJ Itaperuna 16.8 Montella et al 2007
2011 RJ Itaperuna F2 12.7 21.9 25.6 2.61 presente estudo
2001 RJ Niterdi 13.5 14.4 Braga et al 2004
2003 RJ Niteréi 1.7 Montella et al 2007
2001 RJ Nova Iguagu 8 8.2 Braga et al 2004
2003 RJ Nova Iguagu 12.8 Montella et al 2007
2008 RJ Nova Iguagu* F1 9.3 10.1 3.51 presente estudo 45 0 77 0 0 1
2001 RJ Rio de Janeiro 12.2 11.8 Braga et al 2004
2002 RJ Rio de Janeiro 13.2 15.8 Braga et al 2005
2003 RJ Rio de Janeiro 6.5 Montella et al 2007
2004 RJ Rio de Janeiro 12.5 Montella et al 2007
2011 RJ Rio de Janeiro F1 7.1 85 9.0 3.86 presente estudo F1 0 0 12 0 0 0
1999 RJ S&o Gongalo 7.6 12.4 Lima et al 2003
2001 RJ Séo Gongalo 15.5 16.8 Braga et al 2004
2008 RJ S&o Gongalo F2 75 10.8 12.0 3.50 presente estudo 25 0 30 0 0 0
1999 RJ S&o Jodo de Meriti 3.0 3.6 Lima et al 2003
2001 RJ S&0 Jodo de Meriti 5.8 7.5 Braga et al 2004
2002 RJ S&o José do Vale do Rio Preto 3.0 Montella et al 2007
2002 RJ Trés Rios 8.2 Montella et al 2007
2003 RJ Volta Redonda 52 Montella et al 2007
2008 RJ Volta Redonda F2 6.4 7.0 7.1 5.22 presente estudo
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracdo RR;, RRg* RRgs slope referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
1998 SP Aragatuba 2.1 Macoris et al 1999
1999 SP Aracatuba 2.2 Macoris et al 2003
2000 SP Aragatuba 2.1 22 Moyes et al 2017
2001 SP Aragatuba 1.7 22 Moyes et al 2017
2002 SP Aragatuba 22 25 Moyes et al 2017
2003 SP Aracatuba 1.9 2.6 Moyes et al 2017
2004 SP Aragatuba 2.3 34 Moyes et al 2017
2005 SP Aracatuba 2.2 3.1 Macoris et al 2006
2006 SP Aragatuba 34 35 Moyes et al 2017
2007 SP Aracatuba 3.8 4.7 Moyes et al 2017
2008 SP Aragatuba 2.9 4.0 Moyes et al 2017
2009 SP Aragatuba 25 33 Moyes et al 2017
2010 SP Aracatuba 2.2 3.2 Moyes et al 2017
2011 SP Aragatuba 3.2 4.9 Moyes et al 2017
2013 SP Aracatuba 3.7 46 Moyes et al 2017
2015 SP Aracatuba 25 2.8 Moyes et al 2017
1998 SP Barretos 24 Moyes et al 2017
1999 SP Barretos 2.4 Macoris et al 2003
1999 SP Barretos 36 Moyes et al 2017
2000 SP Barretos 1.7 24 Macoris et al 2007
2001 SP Barretos 2.3 2.8 Moyes et al 2017
2002 SP Barretos 2.3 3.1 Moyes et al 2017
2003 SP Barretos 22 34 Moyes et al 2017
2004 SP Barretos 1.9 2.7 Moyes et al 2017
2005 SP Barretos 1.7 27 Macoris et al 2006
2006 SP Barretos 3.8 3.9 Moyes et al 2017
2008 SP Barretos 2.8 36 Moyes et al 2017
2009 SP Barretos 3.0 52 Moyes et al 2017
2010 SP Barretos 4.3 5.2 Moyes et al 2017
2012 SP Barretos 32 47 Moyes et al 2017
2014 SP Barretos 32 4.3 Moyes et al 2017
2015 SP Barretos 3.1 33 Moyes et al 2017
1998 SP Bauru 1.5 Macoris et al 1999
1999 SP Bauru 1.5 Macoris et al 2003
1999 SP Bauru 2.1 Moyes et al 2017
2000 SP Bauru 1.3 1.5 Macoris et al 2007
2001 SP Bauru 14 1.8 Moyes et al 2017
2002 SP Bauru 1.6 1.8 Moyes et al 2017
2003 SP Bauru 14 2.0 Moyes et al 2017
2004 SP Bauru 1.7 22 Moyes et al 2017
2006 SP Bauru 2.6 27 Moyes et al 2017
2008 SP Bauru 2.8 5.0 Moyes et al 2017
2009 SP Bauru 22 3.8 Moyes et al 2017
2010 SP Bauru 24 3.0 Moyes et al 2017
2011 SP Bauru 27 6.5 Moyes et al 2017
2012 SP Bauru 2.7 3.9 Moyes et al 2017
2013 SP Bauru 34 5.0 Moyes et al 2017
2015 SP Bauru 2.1 3.3 Moyes et al 2017
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracdo RR;, RRg* RRgs slope referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2004 SP Botucatu 1.6 22 Moyes et al 2017
2006 SP Botucatu 2.1 2.2 Moyes et al 2017
2008 SP Botucatu 1.6 1.8 Moyes et al 2017
2010 SP Botucatu 2.0 22 Moyes et al 2017
2012 SP Botucatu 1.9 2.2 Moyes et al 2017
2014 SP Botucatu 2.0 2.8 Moyes et al 2017
1998 SP Campinas 2.7 Macoris et al 1999
1999 SP Campinas 2.6 Macoris et al 2003
1999 SP Campinas 37 Moyes et al 2017
2000 SP Campinas 1.8 2.6 Macoris et al 2007
2001 SP Campinas 2.1 2.9 Moyes et al 2017
2002 SP Campinas 1.7 1.9 Moyes et al 2017
2003 SP Campinas 2.1 2.8 Moyes et al 2017
2004 SP Campinas 1.3 25 Moyes et al 2017
2005 SP Campinas 14 22 Moyes et al 2017
2007 SP Campinas 2.8 36 Moyes et al 2017
2009 SP Campinas 2.3 3.1 Moyes et al 2017
2011 SP Campinas 29 55 Moyes et al 2017
2013 SP Campinas 24 35 Moyes et al 2017
2015 SP Campinas 1.8 1.8 Moyes et al 2017
2004 SP [tapevi 5.2 7.3 Moyes et al 2017
2006 SP [tapevi 3.8 4.6 Moyes et al 2017
2009 SP [tapevi 3.0 5.2 Moyes et al 2017
2012 SP Itapevi 27 4.5 Moyes et al 2017
2014 SP Itapevi 2.9 4.5 Moyes et al 2017
2008 SP Itu 2.8 34 Moyes et al 2017
2010 SP Itu 26 3.0 Moyes et al 2017
2003 SP Itu 22 33 Moyes et al 2017
2005 SP Itu 2.0 3.3 Moyes et al 2017
2006 SP Jandira 35 4.4 Moyes et al 2017
1998 SP Marilia 1.6 Macoris et al 1999
1999 SP Marilia 1.7 Macoris et al 2003
2000 SP Marilia 1.6 1.7 Macoris et al 2007
2001 SP Marilia 1.7 1.9 Moyes et al 2017
2002 SP Marilia 1.6 1.8 Moyes et al 2017
2003 SP Marilia 1.4 1.8 Moyes et al 2017
2004 SP Marilia 1.6 2.1 Moyes et al 2017
2005 SP Marilia 1.2 1.8 Moyes et al 2017
2007 SP Marilia 2.6 33 Moyes et al 2017
2009 SP Marilia 2.0 27 Moyes et al 2017
2010 SP Marilia 2.3 32 Moyes et al 2017
2011 SP Marilia 27 4.9 Moyes et al 2017
2012 SP Marilia 22 33 Moyes et al 2017
2013 SP Marilia 25 35 Moyes et al 2017
2015 SP Marilia 2.1 2.8 Moyes et al 2017
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracdo RR;, RRg* RRgs slope referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
1998 SP Presidente Prudente 1.7 Macoris et al 1999
1999 SP Presidente Prudente 1.2 Macoris et al 2003
1999 SP Presidente Prudente 2.3 Moyes et al 2017
2000 SP Presidente Prudente 1.2 1.2 Macoris et al 2007
2001 SP Presidente Prudente 1.4 1.5 Moyes et al 2017
2002 SP Presidente Prudente 1.7 24 Moyes et al 2017
2002 SP Presidente Prudente 1.8 1.8 Braga IA et al 2005
2003 SP Presidente Prudente 1.6 2.1 Moyes et al 2017
2004 SP Presidente Prudente 1.5 1.7 Moyes et al 2017
2006 SP Presidente Prudente 2.3 25 Moyes et al 2017
2007 SP Presidente Prudente 33 38 Moyes et al 2017
2008 SP Presidente Prudente 2.6 4.1 Moyes et al 2017
2009 SP Presidente Prudente 35 42 Moyes et al 2017
2010 SP Presidente Prudente 2.8 3.2 Moyes et al 2017
2011 SP Presidente Prudente 29 4.1 Moyes et al 2017
2015 SP Registro 23 2.3 Moyes et al 2017
1999 SP Ribeirdo Preto 2.8 Macoris et al 2003
2000 SP Ribeirdo Preto 2.3 2.8 Macoris et al 2007
2001 SP Ribeirao Preto 2.3 2.9 Moyes et al 2017
2002 SP Ribeirdo Preto 2.2 25 Moyes et al 2017
2003 SP Ribeirao Preto 26 3.8 Moyes et al 2017
2004 SP Ribeirao Preto 2.0 2.8 Moyes et al 2017
2005 SP Ribeirdo Preto 24 35 Macoris et al 2006
2006 SP Ribeirao Preto 4.1 3.4 Moyes et al 2017
2007 SP Ribeirao Preto 32 42 Moyes et al 2017
2008 SP Ribeirao Preto 3.1 3.4 Moyes et al 2017
2009 SP Ribeirao Preto 26 3.1 Moyes et al 2017
2010 SP Ribeirao Preto 29 4.1 Moyes et al 2017
2011 SP Ribeirao Preto 2.4 3.3 Moyes et al 2017
2013 SP Ribeirdo Preto 3.1 42 Moyes et al 2017
2015 SP Ribeirao Preto 24 3.0 Moyes et al 2017
2001 SP Santana do Parnaiba 2.3 3.1 Moyes et al 2017
2003 SP Santana do Parnaiba 1.7 2.0 Moyes et al 2017
2005 SP Santana do Parnaiba 2.1 29 Moyes et al 2017
2008 SP Santana do Parnaiba 2.1 3.0 Moyes et al 2017
2010 SP Santana do Parnaiba 33 42 Moyes et al 2017
2012 SP Santana do Parnaiba 2.4 35 Moyes et al 2017
2014 SP Santana do Parnaiba 3.3 3.7 Moyes et al 2017
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracdo RR;, RRg* RRgs slope referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
1998 SP Santos 6.3 Macoris et al 1999
1999 SP Santos 2.9 Macoris et al 2003
1999 SP Santos 1.9 Moyes et al 2017
2000 SP Santos 27 29 Macoris et al 2007
2001 SP Santos 3.9 4.8 Moyes et al 2017
2002 SP Santos 3.6 4.1 Moyes et al 2017
2003 SP Santos 4.1 47 Moyes et al 2017
2004 SP Santos 3.6 4.1 Moyes et al 2017
2005 SP Santos 3.4 10.6 Macoris et al 2006
2006 SP Santos 47 6.8 Moyes et al 2017
2007 SP Santos 5.2 4.3 Moyes et al 2017
2008 SP Santos 3.8 4.8 Moyes et al 2017
2009 SP Santos 3.9 5.0 Moyes et al 2017
2010 SP Santos 33 36 Moyes et al 2017
2011 SP Santos 32 45 Moyes et al 2017
2012 SP Santos 5.0 4.3 Moyes et al 2017
2013 SP Santos 34 3.8 Moyes et al 2017
2015 SP Santos 2.5 3.0 Moyes et al 2017
2004 SP Séo Carlos 1.3 1.8 Moyes et al 2017
2005 SP Séo Carlos 1.6 25 Moyes et al 2017
2006 SP Séo Carlos 2.1 27 Moyes et al 2017
2008 SP S&o Carlos 22 2.8 Moyes et al 2017
2010 SP Séo Carlos 26 32 Moyes et al 2017
1998 SP S&o José do Rio Preto 25 Macoris et al 1999
1999 SP Séo José do Rio Preto 24 Macoris et al 2003
1999 SP Séo José do Rio Preto 4.2 Moyes et al 2017
2000 SP Séo José do Rio Preto 1.8 24 Macoris et al 2007
2001 SP Séo José do Rio Preto 2.1 3.0 Moyes et al 2017
2002 SP S&o José do Rio Preto 2.6 4.3 Moyes et al 2017
2003 SP Séo José do Rio Preto 2.8 5.1 Moyes et al 2017
2004 SP S&o José do Rio Preto 2.3 35 Moyes et al 2017
2005 SP S&o José do Rio Preto 22 3.1 Macoris et al 2006
2006 SP S&o José do Rio Preto 41 5.1 Moyes et al 2017
2007 SP Séo José do Rio Preto 44 6.2 Moyes et al 2017
2008 SP S&o José do Rio Preto 3.0 5.6 Moyes et al 2017
2009 SP Séo José do Rio Preto 32 5.4 Moyes et al 2017
2010 SP S&o José do Rio Preto 3.2 5.2 Moyes et al 2017
2012 SP Séo José do Rio Preto 27 4.1 Moyes et al 2017
2013 SP Séo José do Rio Preto 34 4.8 Moyes et al 2017
2015 SP Séo José do Rio Preto 2.8 35 Moyes et al 2017
2015 SP S&o José dos Campos 26 2.8 Moyes et al 2017
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bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populagao geracdo RR;, RRg* RRgs slope referéncia geracao AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
1999 SP Séo Paulo 25 Macoris et al 2003
2003 SP S&o Paulo (Ipiranga) 33 55 Moyes et al 2017
2004 SP Séo Paulo (Ipiranga) 4.1 9.2 Moyes et al 2017
2005 SP S&o Paulo (Nova Europa) 22 3.1 Moyes et al 2017
2000 SP Séo Paulo (Pirituba) 1.5 25 Macoris et al 2007
2001 SP S&o Paulo (Pirituba) 2.1 2.7 Moyes et al 2017
2003 SP S&o Paulo (Pirituba) 2.4 3.1 Moyes et al 2017
2005 SP S&o Paulo (Pirituba) 1.9 3.1 Moyes et al 2017
2008 SP S&o Paulo (Pirituba) 2.4 3.0 Moyes et al 2017
2010 SP S&o Paulo (Pirituba) 24 3.8 Moyes et al 2017
2011 SP Séo Paulo (Pirituba) 3.2 55 Moyes et al 2017
2013 SP S&o Paulo (Pirituba) 2.8 3.8 Moyes et al 2017
2015 SP Séo Paulo (Pirituba) 1.8 22 Moyes et al 2017
2001 SP Séo Sebastido 32 34 Moyes et al 2017
2003 SP Séo Sebastido 3.6 4.1 Moyes et al 2017
2004 SP Séo Sebastido 8.1 10.5 Moyes et al 2017
2005 SP Séo Sebastido 24 2.8 Moyes et al 2017
2006 SP S&o Sebastiao 4.9 45 Moyes et al 2017
2007 SP Séo Sebastido 48 4.8 Moyes et al 2017
2008 SP S&o Sebastiao 34 34 Moyes et al 2017
2009 SP Séo Sebastido 35 4.8 Moyes et al 2017
2010 SP S&o Sebastiao 5.7 5.0 Moyes et al 2017
2011 SP Séo Sebastido 37 4.1 Moyes et al 2017
2013 SP Séo Sebastido 3.6 5.1 Moyes et al 2017
2015 SP Séo Sebastido 2.8 2.7 Moyes et al 2017
2003 SP Sorocaba 2.0 33 Moyes et al 2017
2004 SP Sorocaba 2.0 3.8 Moyes et al 2017
2005 SP Sorocaba 24 33 Moyes et al 2017
2007 SP Sorocaba 4.0 45 Moyes et al 2017
2009 SP Sorocaba 2.6 4.1 Moyes et al 2017
2011 SP Sorocaba 27 4.2 Moyes et al 2017
2013 SP Sorocaba 33 42 Moyes et al 2017
2015 SP Sorocaba 2.1 22 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Razao de Resisténcia, 'slope”: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de funcéo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST:
Esterases quantificadas com o substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99" para cada enzima, percentual da
populacéo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliacéo global dos ensaios bioquimicos (média das alteracdes observadas nas avaliagoes de todas as

* para alguns municipios a RRg esta informada no lugar da RRgy

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3

vermelho - RR95 maior que 3

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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Tabela 20 - Historico da distribuicdo de adulticidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Sudeste.
estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

o
ES o
o
sP :)’L

Legenda: Estados - MG: Minas Gerais; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de Janeiro; e SP: Sdo Paulo. Inseticidas - PI: piretroides; e OP: organofosforado - malathion.
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Tabela 21 - Resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Sudeste ao adulticida deltametrina, ensaios qualitativos e 'bioquimicos'. Para os bioensaios qualitativos estdo indicadas a porcentagem de mortalidade apds 24 horas de exposicdo para as metodologias 'CDC', 'WHO'
e as fontes dos dados. Estdo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas.

bioensaios dose-diagndstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada OMS, papel impregnado mecanismos de resisténcia, % > p99
ano estado populagéo geragéo % mort 24 horas geragao % mort 24 horas referéncia geracdo  AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2005 MG Belo Horizonte F2 74.5 F2 84.0 Belinato et al 2013/presente estudo &) 8 72 64 44 81
2008 MG Belo Horizonte F1 47.4 F1 57.0 presente estudo - 3 7 32 15 3 5
2005 MG Montes Claros F2 62.7 F2 82.2 Belinato et al 2013 F2 (&) 0 0 98 38 0 47
2005 MG Uberaba F1 55.3 Fi/F2 61.3 Martins et al 2009 F1 (&) 1 2 86 52 23 29
2005 MG Uberlandia F1 72.7 F1 68.2 presente estudo F1 0 4 87 47 42 51
2007 ES Cachoeiro de Itapemirim F2 93.3 F2 315 presente estudo 77 76 35 89 51 46
2007 ES Colatina F2 82.3 F2 35.2 presente estudo 24 78 6 54 6 2
2005 ES Vila Velha F1 58.9 presente estudo F1 37 7 95 53 13 48
2008 ES Vila Velha F1 21.7 F1 52.6 presente estudo - 61 52 18 57 18 14
2005 ES Vitdria F1 63.2 F1 69.0 presente estudo F1 30 96 61 38 78
2008 ES Vitdria F1 53.3 F1 44.4 presente estudo - 15 38 20 70 23 22
2008 RJ Cabo Frio F1 39.3 F1 35.6 presente estudo F1 8 0 76 45 37 76
2008 RJ S&o Gongalo F2 67.8 F2 49.7 presente estudo F2 8 1 65 0 0 65
2008 RJ Nova Iguagu F1 87.4 F1 334 presente estudo F1 12 29 80 8 0 80
2008 RJ Volta Redonda F2 92.0 presente estudo
2006 SP Aragatuba 451 Moyes et al 2017
2007 SP Aracatuba 77.8 26.6 Moyes et al 2017
2008 SP Aragatuba 87.8 5.6 Moyes et al 2017
2009 SP Aracatuba 74.6 38.1 Moyes et al 2017
2010 SP Aracatuba 42.5 Moyes et al 2017
2011 SP Aragatuba 64.3 Macoris et al 2014
2012 SP Aracatuba 48.2 Moyes et al 2017
2013 SP Aracatuba 49.3 Moyes et al 2017
2014 SP Aracatuba 12.7 Moyes et al 2017
2015 SP Aragatuba 27.7 Moyes et al 2017
2016 SP Aracatuba 34.4 Moyes et al 2017
2006 SP Barretos 39.8 Moyes et al 2017
2008 SP Barretos 87.3 1.8 Moyes et al 2017
2009 SP Barretos 67.8 55.9 Moyes et al 2017
2010 SP Barretos 69.6 Moyes et al 2017
2012 SP Barretos 46.3 Moyes et al 2017
2014 SP Barretos 38.5 Moyes et al 2017
2015 SP Barretos 54.4 Moyes et al 2017
2016 SP Barretos 41.0 Moyes et al 2017
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bioensaios dose-diagnéstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada

OMS, papel impregnado

mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populacao geracéo % mort 24 horas geracao % mort 24 horas referéncia geracdo  AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2006 SP Bauru 64.5 Moyes et al 2017
2008 SP Bauru 93.3 44.5 Moyes et al 2017
2009 SP Bauru 90.7 83.0 Moyes et al 2017
2010 SP Bauru 78.2 Moyes et al 2017
2011 SP Bauru 81.2 Moyes et al 2017
2012 SP Bauru 70.7 Moyes et al 2017
2013 SP Bauru 66.0 Moyes et al 2017
2014 SP Bauru 59.4 Moyes et al 2017
2015 SP Bauru 43.4 Moyes et al 2017
2016 SP Bauru 59.9 Moyes et al 2017
2007 SP Campinas 80.0 56.3 Moyes et al 2017
2009 SP Campinas 76.5 53.6 Moyes et al 2017
2011 SP Campinas 65.5 Moyes et al 2017
2012 SP Campinas 69.9 Moyes et al 2017
2013 SP Campinas 80.2 Moyes et al 2017
2014 SP Campinas 51.2 Moyes et al 2017
2015 SP Campinas 324 Moyes et al 2017
2016 SP Campinas 35.5 Moyes et al 2017
2006 SP Itapevi 68.9 Moyes et al 2017
2009 SP Itapevi 78.7 63.9 Moyes et al 2017
2012 SP Itapevi 82.2 Moyes et al 2017
2014 SP Itapevi 50.8 Moyes et al 2017
2016 SP Itapevi 31.0 Moyes et al 2017
2008 SP ltu 87.4 62.5 Moyes et al 2017
2010 SP Itu 68.7 Moyes et al 2017
2006 SP Jandira 57.2 Moyes et al 2017
2007 SP Marilia 97.0 68.8 Moyes et al 2017
2009 SP Marilia 791 81.3 Moyes et al 2017
2010 SP Marilia 84.3 Moyes et al 2017
2011 SP Marilia 73.5 Moyes et al 2017
2012 SP Marilia 65.6 Moyes et al 2017
2013 SP Marilia 57.8 Moyes et al 2017
2014 SP Marilia 57.5 Moyes et al 2017
2015 SP Marilia 4.4 Moyes et al 2017
2016 SP Marilia 88.1 Moyes et al 2017
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bioensaios dose-diagnéstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada

OMS, papel impregnado

mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populagao geragao % mort 24 horas geracao % mort 24 horas referéncia geracdo  AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2006 SP Presidente Prudente 53.4 Moyes et al 2017
2007 SP Presidente Prudente 741 491 Moyes et al 2017
2008 SP Presidente Prudente 76.5 327 Moyes et al 2017
2009 SP Presidente Prudente 4.7 46.0 Moyes et al 2017
2010 SP Presidente Prudente 59.4 Moyes et al 2017
2011 SP Presidente Prudente 40.5 Moyes et al 2017
2012 SP Presidente Prudente 73.3 Moyes et al 2017
2013 SP Presidente Prudente 44.5 Moyes et al 2017
2014 SP Presidente Prudente 61.7 Moyes et al 2017
2015 SP Presidente Prudente 27.3 Moyes et al 2017
2016 SP Presidente Prudente 56.9 Moyes et al 2017
2015 SP Registro 70.8 Moyes et al 2017
2016 SP Registro 27.9 Moyes et al 2017
2006 SP Ribeirdo Preto 38.8 Moyes et al 2017
2007 SP Ribeirdo Preto 731 39.0 Moyes et al 2017
2008 SP Ribeirdo Preto 82.0 17.6 Moyes et al 2017
2009 SP Ribeirdo Preto 68.2 49.1 Moyes et al 2017
2010 SP Ribeirdo Preto 55.1 Moyes et al 2017
2011 SP Ribeirdo Preto 69.7 Moyes et al 2017
2012 SP Ribeirdo Preto 48.6 Moyes et al 2017
2013 SP Ribeirdo Preto 46.5 Moyes et al 2017
2014 SP Ribeirdo Preto 51.0 Moyes et al 2017
2015 SP Ribeirdo Preto 46.4 Moyes et al 2017
2016 SP Ribeirdo Preto 40.8 Moyes et al 2017
2008 SP Santana do Parnaiba 86.2 18.5 Moyes et al 2017
2010 SP Santana do Parnaiba 70.2 Moyes et al 2017
2012 SP Santana do Parnaiba 42,5 Moyes et al 2017
2014 SP Santana do Parnaiba 32.8 Moyes et al 2017
2016 SP Santana do Parnaiba 53.5 Moyes et al 2017
2006 SP Santos 25.4 Moyes et al 2017
2007 SP Santos 81.4 24.3 Moyes et al 2017
2008 SP Santos 87.9 5.5 Moyes et al 2017
2009 SP Santos 63.4 58.0 Moyes et al 2017
2010 SP Santos 50.5 Moyes et al 2017
2011 SP Santos 49.6 Macoris et al 2014
2012 SP Santos 28.3 Moyes et al 2017
2013 SP Santos 36.8 Moyes et al 2017
2014 SP Santos 40.4 Moyes et al 2017
2015 SP Santos 23.2 Moyes et al 2017
2016 SP Santos 37.7 Moyes et al 2017
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bioensaios dose-diagnéstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada OMS, papel impregnado mecanismos de resisténcia, % > p99
ano estado populagao geragao % mort 24 horas geracao % mort 24 horas referéncia geracdo  AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2006 SP Séo Carlos 71.8 Moyes et al 2017
2008 SP S&o Carlos 89.7 57.7 Moyes et al 2017
2010 SP Séo Carlos 71.8 Moyes et al 2017
2006 SP S&o José do Rio Preto 65.6 Moyes et al 2017
2007 SP Séo José do Rio Preto 90.9 57.0 Moyes et al 2017
2008 SP S&o José do Rio Preto 88.7 13.2 Moyes et al 2017
2009 SP Séo José do Rio Preto 49.9 47.4 Moyes et al 2017
2010 SP S&o José do Rio Preto 58.8 Moyes et al 2017
2012 SP S&o José do Rio Preto 51.8 Moyes et al 2017
2013 SP S&o José do Rio Preto 36.3 Moyes et al 2017
2014 SP Séo José do Rio Preto 4.7 Moyes et al 2017
2015 SP S&o José do Rio Preto 40.4 Moyes et al 2017
2016 SP Séo José do Rio Preto 65.1 Moyes et al 2017
2016 SP S&o José dos Campos 12.7 Moyes et al 2017
2008 SP Séo Paulo (Pirituba) 85.9 325 Moyes et al 2017
2010 SP Séo Paulo (Pirituba) 65.0 Moyes et al 2017
2011 SP Séo Paulo (Pirituba) 49.0 Moyes et al 2017
2013 SP Séo Paulo (Pirituba) 56.0 Moyes et al 2017
2015 SP Séo Paulo (Pirituba) 57.2 Moyes et al 2017
2006 SP Sao Sebastido 30.1 Moyes et al 2017
2007 SP S&o Sebastido 86.4 46.7 Moyes et al 2017
2008 SP Séo Sebastiao 78.9 2.7 Moyes et al 2017
2009 SP S&o Sebastido 76.9 55.7 Moyes et al 2017
2010 SP Séo Sebastiao 54.9 Moyes et al 2017
2011 SP S&o Sebastido 27.9 Moyes et al 2017
2012 SP Séo Sebastiao 39.7 Moyes et al 2017
2013 SP S&o Sebastido 34.0 Moyes et al 2017
2014 SP Séo Sebastiao 43.3 Moyes et al 2017
2015 SP S&o Sebastido 11.0 Moyes et al 2017
2016 SP Séo Sebastiao 16.6 Moyes et al 2017
2007 SP Sorocaba 7.4 48.8 Moyes et al 2017
2009 SP Sorocaba 73.9 68.1 Moyes et al 2017
2011 SP Sorocaba 55.5 Moyes et al 2017
2013 SP Sorocaba 82.0 Moyes et al 2017
2015 SP Sorocaba 51.4 Moyes et al 2017

legenda cores enzimas

vermelho: mortalidade menor que 80% %> p99Rock menor que 15
laranja: mortalidade entre 80 e 98% %> p99Rock entre 15 e 50
verde: mortalidade maior que 98% %> p99Rock maior que 50

(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 22 - Resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Sudeste ao adulticida deltametrina, bioensaios quantitativos, frequéncia de mutagdes no AaNa , e ensaios 'bioquimicos'. Legendas dos bioensaios e 'bioguimicos' como na Tabela 19. Indicagdes sobre os alelos
de AaNay esao apresentadas no texto e abaixo da figura.

bioensaios dose-resposta deltametrina Frequéncia alelos AaNa mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populagao geracao RRsp RRg * RRy;  slope referéncia S R1 R2 geragdo  AChE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST
2011 SE MG Governador Valadares F1 19.4 34.5 2.41 presente estudo 0.117 0.317 0.567
2010 SE MG Uba F2 25.6 35.7 39.4 3.27 presente estudo F2 30 3 62 84 17 95
2009 SE ES Cachoeiro de Itapemirim F1 33.8 42.6 45.6 371 presente estudo F1 0 26 60 46 12 60
2011 SE ES Cachoeiro de Itapemirim* F1 49.0 78.6 2.16 Bellinato et al 2016 0.103 0.224 0.672 F1 0 0 98 20 3 99
2009 SE ES Colatina F1 9.8 13.4 14.7 3.36 presente estudo F1 8 9 70 86 43 70
2010 SE ES Vila Velha F3 35.9 471 51.0 3.52 presente estudo F1 51 27 90 36 12
2010 SE ES Vitdria F1 28.6 46.7 3.59 presente estudo 0.083 0.033 0.883 F1 1 14 3 44 14 25
2008 SE RJ S&o0 Gongalo F1 5.7 9.1 2.84 presente estudo 0.462 0.288 0.250 F2 8 1 65 0 0 65
2011 SE RJ Itaperuna F2 17.4 29.7 34.6 2.50 presente estudo 0.333 0.167 0.500
2011 SE RJ Rio de Janeiro F1 26.1 34.2 3.21 presente estudo F1 54 5 42 75 35 7
2011 SE SP Aragatuba 72 Macoris et al 2014
2011 SE SP Marilia 40.9 Macoris et al 2014
2011 SE SP Santos 95 Macoris et al 2014

cores RRs: cores enzimas alelos AaNay

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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Tabela 23 - Consolidado das informagoes sobre resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Sudeste, larvas e adultos a e ina, e Estao apresentados apenas os 'municipios/ano’ para os quais hé alguma avaliagéo de de ia (‘bioquimicos' e/ou AaNa ). Legendas como nas Tabelas
19,21,22).
temephos, dose-resposta delta, DD deltametrina, dose-resposta mecanismos de resisténcia, % > p99 Frequéncia alelos AaNa ,
ano  estado populagio estagio geragdo RRsy RRgy - RRgs slope garrafa%T papel, %T  RRgy RRy, RRgs slope AChE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB GAB-AChE S R1 R2
2005 MG Belo Horizonte adulto F2 745 84.0 8 72 64 44 81 54 54
2008 MG Belo Horizonte adulto F1 47.4 57.0 3 7 32 15 3 5 11 12
2005 MG Montes Claros adulto F2 62.7 82.2 0 0 98 38 0 47 31 37
2010 MG Ubéa adulto F2 25.6 35.7 39.4 3.27 30 3 62 84 17 95 49 52
2005 MG Uberaba aduto 553 61.3 1 2 86 52 23 29 32 38
2005 MG Uberlandia F1 72.7 68.2 0 4 87 47 42 51 39 46
2007 ES Cachoeiro de Itapemirim adulto F2 93.3 315 77 76 35 89 51 46 62 59
2009 ES Cachoeiro de Itapemirim larva F1 8.9 175 255 3 18 75 19 8 1 21 24
2009 ES Cachoeiro de Itapemirim adulto F1 338 426 456 3.7 0 26 60 46 12 60 34 4
2011 ES Cachoeiro de Itapemirim* adulto F1 49.0 78.6 2.16 0 0 98 20 3 99 37 44 0.103 0.224 0.672
2007 ES Colatina adulto F2 82.3 35.2 24 78 6 54 6 2 28 29
2009 ES Colatina larva F1 1.0 144 155 3.95 0 6 47 0 0 0 9 11
2009 ES Colatina adulto 9.8 134 14.7 3.36 8 9 70 86 43 70 48 56
2005 ES Vila Velha adulto F1 58.9 37 7 95 53 13 48 42 43
2008 ES Vila Velha adulto F1 21.7 52.6 61 52 18 57 18 14 37 32
2010 ES Vila Velha larva F1 6.3 85 9.3 3.77 0 0 27 0 0 0 5 5
2010 ES Vila Velha adulto F3 35.9 471 51.0 3.52 51 0 27 90 36 12 36 33
2005 ES Vitéria aduto  F1 63.2 69.0 30 9% 61 38 78 61 61
2008 ES Vitéria adulto F1 53.3 44.4 15 38 20 70 23 22 31 35
2010 ES Vitéria larva F1 6.0 8.0 3.88 0 1 12 0 0 2 3 3
2010 ES Vitdria adulto F1 28.6 46.7 3.59 1 14 3 44 14 25 17 20 0.083 0.033 0.883
2008 RJ Cabo Frio larva F1 6.9 10.1 1.2 3.44 22 0 66 0 0 0 15 13
2008 RJ Cabo Frio adulto F1 39.3 35.6 8 0 76 45 37 76 40 47
2008 RJ Nova Iguagu larva F1 93 10.1 3.51 45 0 7 0 0 1 21 16
2008 RJ Nova Iguagu adulto F1 87.4 33.4 12 29 80 8 0 80 35 39
2008 RJ Séo Gongalo larva F2 75 10.8 120 3.50 25 0 30 0 0 0 9 [
2008 RJ Séo Gongalo adulto F2 67.8 49.7 5.7 9.1 2.84 8 1 65 0 0 65 23 26 0.462 0.288 0.250
2011 RJ Rio de Janeiro larva F1 74 85 9.0 3.86 0 0 12 0 0 0 2 2
2011 RJ Rio de Janeiro adulto 26.1 34.2 3.21 54 5 42 75 35 7 36 33
cores RRs (temephos e deltametrina): cores ensaios DD cores enzimas GAB: avaliagéo bioguimica ‘global’ (média das alteragdes de alelos AaNay

verde - RR95 menor ou iguala 3
vermelho - RR95 maior que 3

vermelho: mortalidade menor que 80%
laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50

Ace, MFO, GST e EST)

GAB - AChE: avaliagdo bioquimica 'global', apenas
resisténcia metabdlica
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Tabela 24 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regido Sul
UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012

Cambé 459 353
Curitiba

Foz do Iguagu 1.203 184 1.069
Ibipora 1.550

PR Jacarezinho

Londrina
Maringa
Paranavai
Santa Helena
Ubiratd

ljui
Santa Rosa

RS

SC Tubarao

Legenda: Incidéncia de dengue a partir de 300 casos por 100 mil habitantes ja é indicativo de epidemia, de acordo com o MS. Levando isto em conta, valores de incidéncia anual de dengue
até 300 estdo apresentadas em fundo verde. Em azul e fonte maior, os municipios avaliados para temephos e/ou deltametrina.
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Tabela 25 - Histérico da distribuicao de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Sul.
estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
tem
PR Bti
IGR

tem - [
]

SC Bti
IGR

tem
RS Bti
IGR

Legenda: Estados - PR: Parand; SC: Santa Catarina; e RS: Rio Grande do Sul. Inseticidas - tem: temephos; Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis ; e IGR: Insect Growth
Regulators .

1I
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Tabela 26 - Consolidado da resisténcia de populagoes de A. aegypti da Regiao Sul ao larvicida temephos. Para os bioensaios quantitativos estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope' (uma medida de heterogeneidade das
populagdes) e as fontes dos dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas, que tratam de mecanismos de resisténcia metabdlica, e do sitio alvo de organofosforados, acetilcolinesterase.

bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano estado populacéo geracéo RR;, RRgy* RRg5 slope referéncia ACE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST GAB
2006 PR Cambé 2.3 2.6 Duquel JE et al 2015
2003 PR Curitiba 1.7 47 Luna DJE et al 2004
2001 PR Foz do Iguagu 1.3 2.3 Moyes et al 2017
2002 PR Foz do Iguacu 2.2 3.1 Moyes et al 2017
2003 PR Foz do Iguagu 1.6 2.2 Moyes et al 2017
2005 PR Foz do Iguacu 2.8 3.9 Duquel JE et al 2015
2006 PR Foz do Iguacu 2.3 3.4 Prophiro JS et al 2011
2006 PR Foz do Iguacu 2.8 3.1 Moyes et al 2017
2008 PR Foz do Iguacu 2.9 34 Moyes et al 2017
2009 PR Foz do Iguacu 2.4 4.0 Moyes et al 2017
2006 PR Ibipora 3.1 6.6 Duquel JE et al 2015
2006 PR Jacarezinho 1.6 3 Duquel JE et al 2015
2011 PR Jacarezinho 3 3.6 Aguirre-Obando et al 2016
2012 PR Jacarezinho 1.9 25 Aguirre-Obando et al 2016
2002 PR Londrina 1.7 1.8 Moyes et al 2017
2006 PR Londrina 2.9 3.1 Moyes et al 2017
2002 PR Maringa 1.9 21 Moyes et al 2017
2003 PR Maringa 1.9 2.7 Moyes et al 2017
2005 PR Maringa 3.2 6.9 Duquel JE et al 2015
2006 PR Maringa 3.1 3.6 Moyes et al 2017
2008 PR Maringa 2.4 44 Moyes et al 2017
2009 PR Maringa 1.7 5.2 Moyes et al 2017
2005 PR Paranavai 1.6 2.0 Moyes et al 2017
2005 PR Paranavai 3.2 34 Duquel JE et al 2015
2006 PR Santa Helena 1.6 1.7 Prophiro JS et al 2011
2006 PR Ubirata 1.7 1.7 Prophiro JS et al 2011
2004 RS ljui 1.4 Montella IR et al 2007
2004 RS Santa Rosa 1.7 Montella IR et al 2007
2011 RS Santa Rosa F1 22 2.3 2.3 4.7 presente estudo 0 0 12 0 0 0 2

Legenda: 'RR": Razao de Resisténcia, 'slope”: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungéo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST:
Esterases quantificadas com o substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99': para cada enzima, percentual da

populagdo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliagéo global dos ensaios bioquimicos (média das alteragdes observadas nas avaliagdes de todas as enzimas)
* para alguns municipios a RRg, esta informada no lugar da RRgy

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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Tabela 27 - Histdrico da distribuicao de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Sul.

estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
PR
oP -]
SC
OoP
RS
OP

Legenda: Estados - PR: Parana, SC: Santa Catarina, e RS: Rio Grande do Sul. Inseticidas -Inseticidas - PI: piretroides; e OP: organofosforado - malathion.
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Tabela 28 - Resisténcia de populacoes de A. aegypti da Regido Sul ao adulticida deltametrina, ensaios qualitativos e 'bioquimicos'. Para os bioensaios qualitativos estao indicadas a porcentagem de mortalidade apés 24
horas de exposicao para as metodologias 'CDC', 'WHO' e as fontes dos dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas. Legendas dos 'bioquimicos' como na Tabela 26 e
critério de classificagao de mortalidade estao apresentadas no texto e abaixo da figura.

bioensaios dose-diagndstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada WHO, papel impregnado
ano estado populacéo geragdo % mort 24 horas geragdo % mort 24 horas referéncia ACE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST GAB
2006 PR Foz do Iguacu 84.6 Moyes et al 2017
2008 PR Foz do Iguacu 82.8 53.1 Moyes et al 2017
2008 PR Foz do Iguagu 57 Bona et al 2012
2009 PR Foz do Iguagu 68.6 57 Moyes et al 2017
2006 PR Londrina 59.6 Moyes et al 2017
2006 PR Maringa 70.9 Moyes et al 2017
2008 PR Maringa 90.4 275 Moyes et al 2017
2009 PR Maringa 74.9 80.9 Moyes et al 2017

Legenda: atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungéo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o substrato acetato de alfa-
naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagéo com valores de atividade acima do
percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliagdo global dos ensaios bioquimicos (média das alteragdes observadas nas avaliagdes de todas as enzimas)

legenda

vermelho: mortalidade menor que 80%

laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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Tabela 29 - Resisténcia de populagdo de A. aegypti da Regido Sul ao adulticida deltametrina, bioensaios quantitativos, frequéncia de mutagdes no AaNaV e ensaios 'bioquimicos'. Legendas dos bioensaios € 'bioquimicos' como na Tabela 26. Indicagbes
sobre os alelos de AaNaV estéo apresentadas no texto e abaixo da figura.

bioensaios dose-resposta deltametrina Frequéncia alelos AaNay mecanismos de resisténcia, % > p99
ano estado populagéo geragao RRs, RRy, RRgs slope referéncia S R1 R2  geracédo ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB
2011 RS Santa Rosa Fi 15.0 27.9 33.3 2.32 presente estudo 0.537 0.167 0.296 F2 25 4 6 56 21 68 30.0

Legenda: 'RR': Razao de Resisténcia, 'slope": medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de funcdo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o substrato acetato
de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagao com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB:
avaliagao global dos ensaios bioquimicos (média das alteracdes observadas nas avaliacdes de todas as enzimas)

cores RRs: cores enzimas alelos AaNay

verde - RR95 menor ou igual a 3 %> p99Rock menor que 15 S = suscetivel a piretrides

vermelho - RR95 maior que 3 %> p99Rock entre 15 e 50 R1 = resistente, mutagao na posicao 1534

*RR80 informada %> p99Rock maior que 50 R2 = resistente, mutacéo nas posicées 1016 e 1534
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Tabela 30 - Consolidado das informacdes sobre resisténcia de populacéo de A. aegypti da Regido Sul, larvas e adultos a hos e del ina, e i lacionad

como nas Tabelas 26, 28, 29).

Estao apresentados apenas os 'municipios/ano' para os quais hd alguma avaliagdo de mecanismos de resisténcia (‘bioquimicos' e/ou AaNaV). Legendas

temephos, dose-resposta delta, DD deltametrina, dose-resposta mecanismos de resisténcia, % > p99 Frequéncia alelos AaNa,
ano  estado populagdo estdgio geragdo RRs, RRg, RRgs slope  garrafa%T papel,%T  RRs RRg, RRgs slope estagio ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB GAB-AChE S R1 R2
ARRdelta 2011 RS  SantaRosa adulto F1 15.0 279 33.3 23 A 25 4 6 56 21 68 30 31 0.537 0.167 0.296
Ltem 2011 RS SantaRosa larva F1 22 23 23 47 L 0 0 12 0 0 0 2 2
cores RRs (temephos e deltametrina): cores ensaios DD cores enzimas alelos AaNay

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

vermelho: mortalidade menor que 80%
laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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S = suscetivel a piretréides
R1 = resistente, mutac@o na posicao 1534
R2 = resistente, mutagao nas posigdes 1016 e 1534
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Tabela 31 - taxa de incidéncia de dengue/ 100 mil habitantes, regidao Centro-Oeste.

UF UF (municipio) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
Campo Grande 1.381 1.659 199 2 14 396 6.338 30 398 3.794 234 483
Corumba 6 95 3 0 0 15 220 48 5.544 1.097 122 996

MS Coxim 218 1.141 134 168 12 1.626 3.016 159 261 815 267 25
Dourados 158 463 68 0 39 897 2.230 19 493 3.669 35 20
Ponta Pora 23 125 26 1 17 31 2.424 49 184 850 42 73
Trés Lagoas 848 70 3 1 20 2.226 3.373 14 16 1.540 294 1.031

MT  Cuiabd 25 403 558 4 4 97 172 95 2.218 783 172 1.508
Aparecida de Goiania 420 702 343 262 1.432 1.341 846 1.366 1.906 2.156 1.149 1.460
Campos Belos 52 277 264 1 147 202 72 221 1.685 4.356 92 5
Goiania 509 1.355 525 294 756 952 506 1.586 1.950 3.225 471 756
Luziania 82 221 38 5 10 16 27 84 27 682 1.413 104

GO  Planaltina 5 29 11 11 6 4 18 20 13 456 87 16
Rio Verde 27 62 48 246 885 1.089 512 822 209 1.721 243 301
Sé&o Miguel do Araguaia 145 22 9 4 27 520 816 331 1513 592 117 95
Séo Siméo 43 274 14 200 437 1.474 106 18 1.643 2.388 97 56
Uruagu 517 269 9 14 366 604 209 66 1.615 141 110 74

DF  Brasilia 61 123 34 10 15 19 45 45 34 582 56 55

Legenda: Incidéncia de dengue a partir de 300 casos por 100 mil habitantes ja é indicativo de epidemia, de acordo com o MS. Levando isto em conta, valores de incidéncia anual de
dengue até 300 estdo apresentadas em fundo verde. Em azul e fonte maior, os municipios avaliados para temephos e/ou deltametrina.
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Tabela 32 - Histérico da distribuicao de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Centro-Oeste.

estado

inseticida

2003 2004 2005

MS

MT

GO

DF

tem
Bti
IGR

tem
Bti
IGR

tem
Bti
IGR

tem
Bi
IGR

2006

2007 2008 2009 2010 2011 2012

2013 2014

Legenda: Estados - MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; GO: Goias; e DF: Distrito Federal. Inseticidas - tem: temephos; Bti: Bacillus thuringiensis var. israelensis ; e IGR:
Insect Growth Regulators .
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Tabela 33 - Consolidado da resisténcia de populacoes de A. aegypti da Regido Centro-Oeste ao larvicida temephos. Para os bioensaios quantitativos estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope’ (uma medida de heterogeneidade das

populagdes) e as fontes dos dados. Estdo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas, que tratam de mecanismos de resisténcia metabdlica, e do sitio alvo de organofosforados, acetilcolinesterase.

bioensaio dose-resposta temephos

mecanismos de resisténcia, % > p99 Rock

ano regido  estado populagéo geragéo RRs, RRg* RRgs slope referéncia geracédo ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2005 co MS Campo Grande F1 7.6 7.0 6.8 4.51 presente estudo

2011 co MS Campo Grande 2.7 45 Moyes et al 2017

2011 (6{0) MS Corumbd 3.5 47 Moyes et al 2017

2011 co MS Coxim 44 7.6 Moyes et al 2017

2005 co MS Dourados 5.7 Belinato et al 2013

2011 co MS Dourados 34 5.3 Moyes et al 2017

2011 (6{0) MS Ponta Poré 3.7 6.1 Moyes et al 2017

2011 co MS Trés Lagoas 4.6 7.5 Moyes et al 2017

2005 CcOo MT Cuiaba 4.0 Belinato et al 2013

2005 (6]0] GO Aparecida de Goiania 11.2 Martins et al 2012

2008 co GO Aparecida de Goiania 15.7 19.2 Belinato et al 2012 (&) 20 20 46 9 0 4
2012 co GO Aparecida de Goiania F1 17.9 16.9 16.6 5.59 Bellinato et al 2016 F1 5 31 85 8 54 63
2011 co GO Campos Belos F2 9.1 11.3 12.0 3.68 Bellinato et al 2016 F2 1 15 9 1 5 0
2003 co GO Goiénia 33 Montella et al 2007

2007 co GO Goiénia* F1 9.5 12.0 3.42 presente estudo

2009 co GO Goiénia F1 8.6 14.0 3.06 presente estudo F1 2 4 88 0 0 0
2011 co GO Goiénia F2 7.9 8.4 8.6 4.56 Bellinato et al 2016 F2 3 6 49 5 34 36
2008 co GO Luziénia F1 5.7 8.9 10.1 3.18 presente estudo 0 4 20 10 0 3
2011 co GO Luziénia F2 7.0 8.3 8.7 3.92 Bellinato et al 2016

2009 co GO Planaltina 3.1 4.2 Moyes et al 2017

2008 co GO Rio Verde F1 6.0 10.4 9.1 2.85 presente estudo 0 1 25 21 0 15
2011 co GO Rio Verde F2 11.5 14.0 14.8 3.77 Bellinato et al 2016 F2 1 0 40 19 38 8
2012 co GO S&o Miguel do Araguaia F1 211 25.7 271 3.77 Bellinato et al 2016 F1 0 0 20 28 21 59
2011 co GO S&o Simdo F2 12.1 14.2 14.8 3.98 Bellinato et al 2016 F2 1 0 40 35 83 32
2008 co GO Uruagu F1 7.6 11.7 13.1 3.28 presente estudo

2011 (6]0] GO Uruagu F2 10.5 12.0 12.5 4,08 Bellinato et al 2016

2007 (6{0) DF Brasilia 3.6 4.0 Moyes et al 2017

2009 co DF Brasilia 3.3 4.3 Moyes et al 2017

2010 (6{0) DF Brasilia 45 4.9 Moyes et al 2017

2012 co DF Brasilia 35 5.3 Moyes et al 2017

2008 co DF Brasilia (Gama Sul) 2.3 2.8 Moyes et al 2017

2009 co DF Brasilia (Gama Sul) 2.9 4.6 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Razéo de Resisténcia, 'slope’: medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungao mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas

com o substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagdo com valores de atividade acima do

percentil 99 da cepa suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliacao global dos ensaios bioquimicos (média das alteracdes observadas nas avaliagdes de todas as enzimas)

* para alguns municipios a RRg, esta informada no lugar da RRg,

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15

%> p99Rock entre 15 e 50

%> p99Rock maior que 50

(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 34 - Historico da distribuic@o de larvicidas, pelo Ministério da Saude, aos estados da regido Centro-Oeste.

estado inseticida 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
PI
MS
oP
MT |
oP
PI
GO
oP
DF PI
OoP

Legenda: Estados - MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; GO; Goias; e DF: Dsitrito Federal. Inseticidas - PI: piretroides; e OP: organofosforado - malathion.
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Tabela 35 - Resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Norte ao adulticida deltametrina, ensaios qualitativos e 'bioquimicos'. Para os bioensaios qualitativos estdo indicadas a porcentagem de mortalidade apés 24 horas de exposicdo para as
metodologias 'CDC', 'WHO' e as fontes dos dados. Estédo também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas.

bioensaios dose-diagndstica com deltametrina

CDC, garrafa impregnada OMS, papel impregnado . mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populagao geracdo % mort24 horas  geragcdo % mort 24 horas referéncia geragao ACE MFO GST A-EST B-EST PNPA-EST
2005 MS Campo Grande F2 63.8 F2 57.2 presente estudo F2 0 89 15 9 80
2011 MS Campo Grande 43.9 Moyes et al 2017

2012 MS Corumba 11.0 Moyes et al 2017

2011 MS Coxim 47.4 Moyes et al 2017

2005 MS Dourados F2 74.9 F2 72.8 Belinato et al 2013/presente estudo (&) 8 2 89 55 38 64
2011 MS Dourados 51.6 Moyes et al 2017

2005 MT Cuiabd F1 89.2 F1 84.0 Belinato et al 2013/presente estudo F1 (&) 1 88 45 14 67
2005 GO Aparecida de Goiania F2 64.6 F2 61.3 Martins et al 2009/presente estudo F1 (&) 0 1 75 20 9 75
2008 GO Aparecida de Goiénia F1 67.9 F1 11.7 Belinato et al 2012/presente estudo F1 (&) 0 1 19 35 0 4
2007 GO Goiania F1 92.8 F1 21.8 presente estudo 24 78 6 54 6 2
2013 GO Goiénia 23.8 Moyes et al 2017

2008 GO Luziania F1 98.5 F1 65.5 presente estudo 8 8 16 24 8 7
2008 GO Rio Verde F1 88.3 F1 8.1 presente estudo 12 9 10 2 4 5
2008 GO Uruagu F1 64.0 F1 15.5 presente estudo 10 37 22 23 1 24
2007 DF Brasilia 100 71.9 Moyes et al 2017

2009 DF Brasilia 83.3 Moyes et al 2017

2010 DF Brasilia 26.6 Moyes et al 2017

2012 DF Brasilia 28.6 Moyes et al 2017

2008 DF Gama Sul 85.6 40.9 Moyes et al 2017

2009 DF Gama Sul 15.9 Moyes et al 2017

Legenda: 'RR": Raz&o de Resisténcia, 'slope": medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungao mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o
substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagéo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa
suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliagao global dos ensaios bioquimicos (média das alteragdes observadas nas avaliagbes de todas as enzimas)

legenda cores enzimas

vermelho: mortalidade menor que 80% %> p99Rock menor que 15
laranja: mortalidade entre 80 e 98% %> p99Rock entre 15 e 50
verde: mortalidade maior que 98% %> p99Rock maior que 50

(&) dados de mecanismos de resisténcia: presente estudo
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Tabela 36 - Consolidado da resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regiao Norte ao adulticida deltametrina. Para os bioensaios estao indicadas as Razdes de Resisténcia (RR), o 'slope’ (uma medida de heterogeneidade das
populagdes) e as fontes dos dados. Estao também apresentados, quando disponiveis, os resultados das avaliagdes bioquimicas e a frequéncia do alelo kar.

bioensaios dose-resposta deltametrina

Frequéncia alelos AaNay

mecanismos de resisténcia, % > p99

ano estado populagéo geragéo RR;, RRg, * RRg5 slope referéncia S R1 R2  geracdo ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST
2012 GO Aparecida de Goiania F1 33.0 50.7 57.2 2.74 Bellinato et al 2016 0.207 0.362 0.463 F1 1 57 94 70 10 73
2011 GO Campos Belos F2 25.3 44.5 52.3 243 Bellinato etal 2016 0.310 0.086 0.603 F2 0 8 65 14 1 6
2009 GO Goiénia Fi 12.9 19.3 21.7 3.04 presente estudo F1 0 17 62 22 36 62
2011 GO Goiénia F2 47.6 46.7 46.5 4.68 Bellinato et al 2016 0.074 0.222 0.704 F2 0 99 78 55 5 38
2011 GO Luziania* F2 7.1 166.9 1.96 presente estudo 0.467 0.283 0.250

2011 GO Rio Verde F2 32.5 49.8 56.2 2.74 Bellinato et al 2016 0.241 0.207 0.552 F2 13 74 4 81 8 13
2012 GO S&o Miguel do Araguaia F1 39.6 47.1 49.4 3.59 Bellinato etal 2016~ 0.414 0.293 0.293 F1 4 97 8 46 0 8

2011 GO Séo Siméao F2 30.4 45.9 51.6 2.78 Bellinato et al 2016 0.083 0.383 0.533 F2 21 9 59 58 14 15
2011 GO Uruagu F2 38.6 48.4 51.6 3.37 Bellinato et al 2016 0.450 0.117 0.433

Legenda: 'RR': Raz&o de Resisténcia, 'slope": medida de heterogeneidade; atividades de ACE: acetilcolinesterase (atividade total), MFO: oxidases de fungdo mista, GST: glutationa-S-transferases, A-EST: Esterases quantificadas com o

substrato acetato de alfa-naftil, B-EST: idem, com o substrato acetato de beta-naftil, PNPA-EST: idem, acetato de para-nitro-fenil. '%>p99": para cada enzima, percentual da populagéo com valores de atividade acima do percentil 99 da cepa
suscetivel (Rockefeller). GAB: avaliagao global dos ensaios bioquimicos (média das alteracdes observadas nas avaliacdes de todas as enzimas)
* para alguns municipios a RRg, esta informada no lugar da RRgy

cores RRs:

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3
*RR80 informada

cores enzimas

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50
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alelos AaNay

S = suscetivel a piretréides

R1 = resistente, mutagéo na posi¢éo 1534
R2 = resistente, mutagao nas posicoes 1016 e 1534
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Tabela 37 - Consolidado das informagdes sobre resisténcia de populagdes de A. aegypti da Regido Norte, larvas e adultos a I e ina, e Estao apresentados apenas o0s 'municipios/ano' para os quais ha alguma avaliagdo de mecanismos de resisténcia (‘bioquimicos' e/ou AaNay). Legendas como nas Tabelas
Norte 33, 35, 36).
temephos, dose-resposta delta, DD deltametrina, dose-resposta mecanismos de resisténcia, % > p99 Frequéncia alelos AaNay
ano estado populagao estigio  geracao RRsy RRgy RRgs slope garrafa%T papel, %T RRsy RRgy RRgs slope estagio ACE MFO GST A-EST  B-EST PNPA-EST GAB  GAB-AChE S R1 R2
2005 MS Campo Grande adulto F1 45 63.8 57.2 A 0 89 15 9 80 38.6 38.6
2005 MS Dourados adulto F2 74.9 72.8 A 8 2 89 55 38 64 426 495
2005 MT Cuiaba adulto F1 89.2 84.0 A 1 88 45 14 67 43.0 43.0
2005 GO Aparecida de Goiania adulto 64.6 61.3 A 0 1 75 20 9 75 30.0 36.0
2008 GO Aparecida de Goiania larva 157 19.2 L 20 20 46 9 0 4 16.5 15.8
2008 GO Aparecida de Goiania adulto 67.9 1.7 A 0 1 19 35 0 41 16.0 19.2
2012 GO Aparecida de Goiania larva F1 17.9 16.9 16.6 L 5 31 85 8 54 63 41.0 48.2
2012 GO Aparecida de Goiania adulto Fi 33.0 50.7 57.2 2.74 A 1 57 94 70 10 73 50.8 60.8 0.21 0.36 0.46
2011 GO Campos Belos larva F2 9.1 1.3 12.0 368 L 1 15 9 1 5 0 52 6.0
2011 GO Campos Belos adulto F2 25.3 44.5 52.3 243 A 0 8 65 14 1 6 15.7 18.8 0.31 0.09 0.60
2007 Go Goiania adulto F1 92.8 21.8 A 2 78 6 54 6 2 283 292
2009 GO Goiania larva F1 8.6 14.0 3.06 L 2 4 88 0 0 0 15.7 184
2009 GO Goiania adulto F1 12.9 19.3 217 3.04 A 0 17 62 22 36 62 33.2 39.8
2011 GO Goiania larva F2 7.9 8.4 8.6 4.56 L 3 6 49 5 34 36 22.2 26.0
2011 GO Goidnia adulto F2 476 46.7 46.5 4.68 A 0 99 78 55 5 38 45.8 55.0
2008 GO Luziania larva F1 57 8.9 10.1 3.18 L 0 4 20 10 0 3 6.2 74
2008 GO Luziania adulto Fi 98.5 65.5 A 8 8 16 24 8 7 11.8 12.6
2008 GO Rio Verde larva F1 6.0 104 9.1 2.85 L 0 1 25 21 0 15 103 124
2008 GO Rio Verde adulto Fi 88.3 8.1 A 12 9 10 2 4 5 7.0 6.0
2011 GO Rio Verde larva F2 115 14.0 14.8 3.77 L 1 0 40 19 38 8 177 21.0
2011 GO Rio Verde adulto F2 325 49.8 56.2 2.74 A 13 74 4 81 8 13 32.2 36.0 0.24 0.21 0.55
2012 GO S&o Miguel do Araguaia larva F1 211 257 271 377 L 0 0 20 28 21 59 213 25.6
2012 GO S&o Miguel do Araguaia adulto F1 39.6 4741 494 3.59 A 4 97 8 46 0 8 27.2 31.8 0.41 0.29 0.29
2011 GO S&o Simao larva F2 121 14.2 14.8 3.98 L 1 0 40 35 33 32 235 28.0
2011 GO S&o Simao adulto F2 30.4 45.9 51.6 2.78 A 3 0 63 34 14 52 21.7 32.6 0.08 0.38 0.53
2008 GO Uruagu adulto F1 64.0 15.5 A 10 37 22 23 1 24 19.5 214
cores RRs (temephos e deltametrina): cores ensaios DD cores enzimas GAB: avaliagdo bioquimica ‘global' (média das alelos AaNay

verde - RR95 menor ou igual a 3
vermelho - RR95 maior que 3

vermelho: mortalidade menor que 80%

laranja: mortalidade entre 80 e 98%
verde: mortalidade maior que 98%

%> p99Rock menor que 15
%> p99Rock entre 15 e 50
%> p99Rock maior que 50

alteragdes de Ace, MFO, GST e EST)

GAB - AChE: avaliacdo bioguimica 'global',
apenas resisténcia metabélica

48/48

S = suscetivel a piretrdides

R1 = resistente, mutacao na posi¢ao 1534
R2 = resistente, mutagdo nas posi¢des 1016 e 1534
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