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RESUMO

Introducao: Arboviroses sdo doencas causadas por arbovirus, entre elas
podemos destacar a Febre Amarela (FA), Dengue, Chikungunya e Zika virus.
Esses virus podem ser transmitidos por meio da picada da fémea de mosquitos
da espécie Aedes aegypti e Aedes albopictus. Historicamente, o controle da
espécie Aedes aegypti — principal transmissor do virus da dengue, chikungunya
e zika foi realizado com o organoclorado diclorodifeniltricloretano (DDT),
organofosforados (malathion, fenitrothion e temephos), carbamato (bendiocarb),
piretréides (cipermetrina, deltametrina e alfacipermetrina), inseticidas
reguladores de crescimento (IGR) (diflubenzuron, novaluron) e mais
recentemente pyriproxyfen (PPF). Em 2016 o Distrito Federal (DF) comegou a
utilizar o PPF no controle de fase imatura do mosquito Ae. aegypti. Apesar do
uso recente ja existe registro de resisténcia moderada de Ae. aegypti ao IGR
methoprene, em 2015, na Malasia. Objetivo: Analisar o perfil de suscetibilidade
de seis populagdes da espécie Ae. aegypti ao PPF, oriundas de seis regides do
Distrito Federal. Métodos: Ovos do mosquito Ae. aegypti foram coletados de seis
areas (Vila Planalto, Granja do Torto, Regimento de Cavalaria de Guardas
(RCG), Lago Norte, Varjdo e Subsecretaria de Justica do Distrito Federal
(SUAG- DF) por meio de armadilhas ovitrampas e submetidos ao tratamento e
avaliagcao de suscetibilidade ao PPF. As larvas de 3° e 4° estadios da geracéao
F1 foram expostas as concentracbes de 0,0001; 0,0005; 0,0007; 0,001; 0,005;
0,007; 0,01 e 0,03 pg/ml de PPF grau técnico. Os bioensaios foram realizados
em triplicatas em dias alternados e o registro de mortalidade realizado a cada 48

horas. O grupo controle foi tratado com 1 ml de alcool. Resultados: Foram



expostas um total de 15.120 larvas do mosquito Ae. aegypti. De modo geral, as
populagdes procedentes da Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago Norte,
Varjao e SUAG apresentaram suscetibilidade ao PPF, conforme mostra os
valores da Inibicdo de Emergéncia (IE) que obtiveram média geral acima de
50%. A populacao de referéncia obteve IE de 99% e Concentracédo de Inibicao
(C1) 99% de 0,4 yg/ml. A dose-diagnéstica (DD) deste estudo foi de 0,8 pyg/ml. A
mortalidade de larvas e pupas foi de 1,1% a 3,0% e 54,6% a 72,8%,
respectivamente. A Raz&o de Resisténcia (RR) foi de 0,8 para Vila Planalto e
RCG; 4,0 para a populagao do Varjao; 5,0 para SUAG; 7,0 para o Lago Norte e
11,0 para Granja do Torto. Apesar de trés populagbes terem apresentado RR
altas, quando estas expostas a Dose Diagnostico (DD) de 0,8 ug/m, as mesmas
provavelmente serdo suscetiveis ao PPF. Por fim, sugere-se a utilizagdo da
TL50%=102 horas da populacdo de referéncia Rockfeller com dose de 0,03
Mg/ml como parametro comparativo para detectar alteragdes de suscetibilidade
em populacbes da espécie Ae. aegypti de campo. Conclusdo: As seis
populacdes de mosquito Ae. aegypti do Distrito Federal apresentaram elevado
nivel de suscetibilidade ao PPF. No entanto, novas areas do DF necessitam ser
monitoradas ao longo do tempo, em relagdo a alteragcdo de suscetibilidade da

principal espécie transmissora de arboviroses no Brasil — Ae. aegypiti.

Palavra-chave: Aedes aegypti, suscetibilidade, resisténcia, pyriproxyfen, IGR



ABSTRACT

Arboviroses are diseases caused by an arbovirus; among them, we can highlight
Yellow fever, dengue, Chikungunya and Zika virus. These viruses are transmitted
through the bite of the female species of Aedes aegypti and Aedes albopictus
mosquitoes. Historically, the control of Aedes aegypti species, the main
transmitter of dengue, chikungunya and Zika was done using
dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT), organophosphates (malathion,
fenitrothion and temephos), carbamate (bendiocarb), pyrethroids (cypermethrin,
deltamethrin and alphacypermethrin), insecticides that are insect growth
regulators (IGR) (diflubenzuron, novaluron) and recently pyriproxyfen (PPF). In
2016, PPF started being used in Distrito Federal (DF). Despite its recent use,
moderate resistance has been registered of Ae. aegypti to IGR methoprene in
2015 in Malaysia. Objective: Analyze the susceptibility profile of six populations
of the species Ae. aegypti to PPF, in Distrito Federal. Methods: The Ae. aegypti
mosquito eggs were collected from six areas (Vila Planalto, Granja do Torto,
RCG, Lago Norte, Varjao and SUAG) by means of traps ovitraps and subjected
to treatment with PPF. The larvae of 3 and 4™ stages of F1 generation were
exposed to concentrations of 0.0001, 0.0005, 0.0007; 0.001; 0.005; 0.007; 0.01
and 0.03 ug/ml of PPF. The bioassays were carried out in triplicate on alternate
days and the record of mortality performed every 48 hours. The control group
was treated with 1 ml of alcohol. Results: A total of 15.120 of Ae. aegypti
mosquito larvae were exposed. Overall, the populations from Vila Planalto,
Granja do Torto, RCG, Lago Norte, Varjao and SUAG showed susceptibility to
PPF, as shown by the values of the Emergency Inhibition (SI) that obtained a
general average above 50%. The reference population had 99% IE and
concentration of inhibition (99% CI) of 0.4 ug/ml. The diagnostic dose (DD) in this
study was 0.8 pyg/ml. The mortality of larvae and pupae was 1.1% to 3.0% and
54.6% to 72.8%, respectively. The resistance ratio (RR) was 0.8 for Vila Planalto
and RCG,; 4.0 for the population of Varjao; 5.0 for SUAG; 7.0 for Lago Norte and
11.0 for Granja do Torto. Despite these latter populations present RR values
above 10, when exposed to DD (0.8 pg/ml) and the concentrations of the
commercial product of PPF (Sumilarv® 0.5 G) they will have 100% of IE. Finally,



it is suggested the use of TL50%=102 hours of reference population of
Rockefeller with dose of 0,03 pg/ml as comparative parameter to detect changes
in susceptibility in populations of the Ae. aegypti species Conclusion: The six
mosquito populations of Ae. aegypti in Distrito Federal showed a high level of
susceptibility to PPF. However, new areas of DF need to be monitored, in relation
to the changes of susceptibility of the main species that transmit arboviroses in

Brazil - Ae. aegypti.

Key words: Aedes aegypti, susceptibility, resistance, pyriproxyfen, Insect Growth

Regulator



1 INTRODUGCAO

1.1 Histérico Epidemiolégico da Febre Amarela, Dengue, Chikungunya e
Zika

Os virus transmitidos por artropodes sao denominados de
“arbovirus”, sdo responsaveis por doengas de grande importancia para saude
publica no Brasil e no mundo, tais como, Febre Amarela, Dengue, Chikungunya
e Zika devido ao grande impacto produzido na saude e na economia (OPAS/
OMS, 2016; Camara, 2016; Renteria et al., 2016), principalmente em paises
tropicais e subtropicais. Leta et al. (2017) relataram a ocorréncia de ao menos
uma das doencas produzidas por estes arbovirus em 146 paises e ocorréncia
de multiplas doengas em 123 destes paises, sendo seus principais vetores os
mosquitos da espécie Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus
(Skuse, 1894), pertencentes a ordem Diptera e familia Culicidae (Oliveira,
2014).

1.1.1 Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) € uma doenga de carater infeccioso e febril
aguda, causada por virus da familia Flaviviridae, pertencentes ao género
Flavivirus, na qual é transmitida pela picada de mosquitos silvestres dos
géneros Haemagogus e Sabethes e urbanos — Ae. aegypti e Ae. albopictus
(TERRA et al.,, 2017). Essa doenga possui dois ciclos distintos: um ciclo
silvestre, onde o virus circula entre hospedeiros primatas ndo humanos e
mosquitos dos géneros Haemagogus e Sabethes e outro ciclo urbano, no qual

o0 homem ¢é o unico hospedeiro, sendo o mosquito Ae. aegypti - vetor principal,
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em fung¢do da sua caracteristica urbana (Vasconcelos, 2003; Oliveira, 2014). A
Febre Amarela Urbana (FAU) possui enorme potencial de disseminagdo em
areas urbanas infestadas por mosquitos da espécie Ae. aegypti, possuindo
importancia epidemioldgica, devido sua gravidade clinica (Shearer et al., 2018;
WHO, 2013).

O primeiro relato de uma doenga com caracteristicas similares a
FA data de 1495, em Hispaniola, nas ilhas das Antilhas. Em 1600, uma doencga
conhecida como “peste negra” ou “vdmito de sangue” acometia populag¢des que
residiam nas cidades portuarias do Caribe, sendo também relatada em cidades
da Europa, situadas da costa do Mediterraneo. Porém, foi em 1647, em
Barbados que o primeiro surto de FA foi registrado, depois disso ao longo dos
séculos grandes surtos foram registrados no Sul dos Estados Unidos, América
Central e América do Sul (Holbrook, 2017).

Em 1954, a Febre Amarela Urbana (FAU) foi eliminada da
América, mas ainda persiste na Africa (Vasconcelos, 2003). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 1990 foram registrados 200.000
casos com estimativa de 30.000 mortes por ano em todo o globo terrestre,
sendo 90% somente na Africa. Em 2013 foram registrados somente na Africa
cerca 170.000 casos e cerca de 60.000 mortes (WHO, 2013).

O primeiro registro de epidemia de FA no Brasil foi de 1685, em
Recife, estado de Pernambuco. Com as campanhas sanitarias iniciadas por
Oswaldo Cruz, em 1903, o Brasil conseguiu eliminar a FAU em 1942. Desde
entdo nao foi registrado casos no territorio brasileiro, sendo registrados apenas
casos relacionados a Febre Amarela Silvestre (FAS), mas devido aos altos
niveis de infestagcdo do mosquito Ae. aegypti proximos as areas de risco, existe

a preocupacao de reemergéncia da FAU (Tauil, 2010; Costa et al., 2011).

Ocasionalmente em periodos irregulares o ciclo de
transmissao de FAS reemerge no Brasil. Nos ultimos trés anos houveram dois
grandes surtos, segundo o Boletim Epidemiolégico de Febre Amarela (FA). O
primeiro foi no periodo de dezembro de 2016 a julho de 2017, onde foram
notificados ao Ministério da Saude (MS) 3.564 casos suspeitos de FAS, sendo

que 777 casos foram confirmados, destes 516 evoluiram para a cura e 261
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foram a obito (Brasil, 2017). O segundo grande surto foi no periodo de julho de
2017 a margo de 2018, onde o Brasil registrou 4.102 casos suspeitos, destes
920 foram casos confirmados e 300 obitos. Esse surto chamou a atencéao

quanto ao risco de um possivel surto de FAU, segundo Gossner et al. (2018).

Atualmente, a FA esta distribuida principalmente na Africa e
Ameérica, onde ocorre transmissao autéctone. Essa doenca foi notificada em 30
paises da Africa e em 13 paises da América, sendo também relatados casos
importados na Europa, Asia e Oceania (Leta et al., 2017) (Fig.1).
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Ocorréncia de Febre Amarelano mundo. Paises/ territdrios emrisco.
|:] Nenhuma ocorréncia anterior conhecida. |:| Baixo risco
- Transmissao de vetores autd ctones. I:I Alto risco.

- Ocorrénciarelacionada a viagens paraoutros paises.

Figura 1. Mapa de distribuicdo de casos de Febre Amarela (FA) no
mundo. Area branca: Ndo existe registro de casos de FA anteriormente;
Area vermelha: ocorréncia de transmissdo autéctone de FA; Area azul:
registro de casos importados de FA. Fonte: Leta et al. (2017).
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1.1.2 Dengue

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae. Possui ampla distribuicdo global, sendo encontrado em todos os
continentes com quatro diferentes sorotipos circulantes (DENV 1, 2, 3 e 4). Em
2007, durante o surto de dengue, em Bornéu, cientistas conseguiram isolar um
quinto sorotipo em amostra de sangue humano, mas que nao se propagou em
ciclo continuo de transmissdao em humanos, porém existe a suspeita do virus
DENV 5 circular em primatas ndo humanos da regiao (Normile, 2013; Medeiros
et al., 2018).

O primeiro registro de uma doenca clinicamente compativel com a
dengue data entre 265 a 420 d.C, registrado em uma enciclopédia chinesa.
Outros relatos semelhantes ocorreram, em 1635, nas Antilhas Francesas, 1699
no Panama e posteriormente, em 1779 e 1780, nos continentes da Asia, Africa
e América do Norte. Apés a Segunda Guerra Mundial as grandes epidemias
comegaram a surgir, tornando-se um problema de saude mundial (Gluber,
1998).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a taxa de
incidéncia da dengue aumentou em todo o mundo, nas ultimas décadas.
Estima-se que cerca de 3,9 milhdes de pessoas sdo infectadas e que
aproximadamente 390 milhdes de pessoas, em 128 paises estejam em area de
risco (Bratt et al., 2013; Brady et al., 2012; WHO, 2017).

Atualmente, 111 paises relataram transmissao autdctone pelo
virus da dengue, sendo o continente africano e as Américas responsaveis pelo
maior nimero de relatos. Ainda, diversos paises da Asia e Oceania também
relataram casos de transmissdo autoctone e outros 16 paises da Europa

relataram casos importados (Leta et al., 2017) (Fig. 2).
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- Ocorréncia de Dengue nomundo. Paises/territériosemrisco.

|:| Nenhuma ocormréncia anterior conhecida. |:] Baixo risco.
- Transmissao de vetores autdctones. |:| Alto risco.

- Ocorréncia relacionada a viagens para outros paises.

Figura 2. Mapa de ocorréncia de casos de dengue no mundo. Area
branca: ndo existe relato de casos de dengue anteriormente; Area
vermelha: ocorréncia de casos de transmissdo autoctone de dengue;
Area azul: registro de casos importados de dengue. Fonte: Leta et al. (2017)

Conforme Dick et al. (2012), as primeiras epidemias de dengue nas
Américas datam do século XVI, posteriormente diversos surtos foram
associados a dengue em todas as Américas, desde os Estados Unidos até a
Argentina, porém, ndo € possivel afirmar se todas estas epidemias foram
associadas com a dengue, uma vez que diversas moléstias tem caracteristicas
clinicas semelhantes, na qual podem ser confundidas. No entanto, foi somente
na década de 1940 que o virus da dengue foi isolado pela primeira vez, quando

os surtos da doenga foram registrados com mais preciséo.

Entre os anos de 1947 a 1970, houve uma reducao drastica do
numero de casos de dengue nas Américas, devido as campanhas que visavam
a erradicagao do vetor — Aedes aegypti, devido a Febre Amarela Urbana (Dick
et al., 2012). Nas Ameéricas, durante o periodo de 2011 a 2017 foram
reqgistrados cerca de 3,5 milhdes de casos de dengue, 600 mil casos graves e
2000 obitos aproximadamente, com taxa de incidéncia de 35 casos por 100 mil
habitantes (Brasil, 2017; Salles et al., 2018).
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No Brasil, o registro mais antigo de casos de dengue é do periodo
colonial, no século XVIIl, quando varios estados foram atingidos por surtos de
dengue, sendo Sao Paulo e Rio de Janeiro os estados mais afetados (Tauil,
2002; Catao & Guimaraes, 2011; Terra et al., 2017).

O Brasil conseguiu eliminar o mosquito Ae. aegypti na década de
1950, contudo, entre os anos de 1971 a 1980 houve a reintroducdo do
mosquito Ae. aegypti por consequéncia das falhas nos programas de controle.
Tal fato, levou ao crescimento alarmante de surtos e epidemias de dengue
ocorrendo uma primeira epidemia de dengue pdés erradicagdo em Roraima, em
1982, depois no Rio de Janeiro, em 1986 e espalhando-se por todo o territério
nacional, atingindo enormes propor¢des na década de 1990. Somente nas
grandes capitais brasileiras foram registrados 40.279 casos de dengue
hemorragica, devido a introdugdo de novos sorotipos como DENV2 e DENV3,
afetando principalmente a Regido Nordeste (Dick et al., 2012; Salles et al.,
2018).

Até o ano de 1990, eram poucos os eventos (surtos e epidemias)
que eram registrados, sendo mais restrito nas regides Sudeste e Nordeste.
Durante as décadas de 1980 e 1990 trés grandes epidemias podem ser
destacadas, sendo a primeira entre os anos de 1986 e 1987, com incidéncias
de 35.2 e 65.1 casos por 100 mil habitantes, respectivamente. A segunda entre
1990 e 1991, onde foram registradas taxas de incidéncias de 249.1 e 613.8
casos por 100 mil habitantes e a terceira que ocorreu entre 1994 e 1998, na
qual a taxa de incidéncia manteve-se alta, chegando a 352.4 casos por 100
habitantes. Posteriormente, entre 2000 e 2006, foi notificada uma média de 2.1
milhdes de casos, sendo que ano de 2002 houve o maior registro com média
de 550.000 notificagdes (Brasil, 1999; Brasil, 2001; Brasil, 2013 ).

Em 2010 foram relatados os primeiros casos de DENV4 no Brasil,
no qual foram notificados 1.011.548 casos de dengue grave e 300 o&bitos
(Brasil, 2017; Salles, 2018). Segundo os boletins epidemioldgicos do Ministério
da Saude (MS) foram registrados entre 2011 e 2017 cerca de 6 milhdes de
casos provaveis de dengue no Brasil, sendo que em 2013, 2015 e 2016

apresentaram os maiores registros de casos provaveis, 2013 - 1.452.489 casos
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provaveis e incidéncia de 14,5/100 mil habitantes, 2015 — 1.649.008 casos
provaveis e incidéncia de 16,4/100 mil habitantes e em 2016 — 1.483.623 casos
provaveis com incidéncia de 14,8/100 mil habitantes (Brasil, 2012; Brasil, 2013;
Brasil, 2014; Brasil, 2015; Brasil, 2016; Brasil, 2017).

Segundo o boletim epidemiolégico do MS, até o més de junho de
2018 foi registrado 110.291 casos provaveis de dengue em todo o pais, com
uma incidéncia de 53 casos/100.000 habitantes, sendo que 42.329 (41,6%)
foram confirmados (Brasil, 2018).

1.1.3 Chikungunya

A febre Chikungunya € uma doencga viral que tem como agente
etiolégico virus do género Alphavirus da familia Togaviridade, existindo
atualmente quatro genodtipos do virus CHIKV, linhagem Leste-Centro-Sul-
Africa, Africa Ocidental, Asia e Oceano indico e sua transmissdo ocorre em
dois ciclos distintos: i) ciclo enzodtico/silvestre, transmitido por mosquitos do
género Aedes a primatas ndo humanos, principalmente na Africa e ii) ciclo
urbano que tem como vetores os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus que
transmitem ao homem (Vignuzzi & Higgs, 2017; Tauil, 2014).

Segundo Kuno (2015) o primeiro registro de uma doenga com
caracteristicas similares a febre Chikungunya foi de 1658, na cidade do Cairo,
no Egito. Até o ano de 1948 diversos outros surtos foram relatados em varios
paises na Africa, Asia, Oceania e America do Norte, todos relacionados a
casos de febre com sintomas parecidos com Chikungunya. Mas foi somente
em 1952, durante um surto que durou até 1953, na Tanzania, Leste da Africa
que o primeiro registro de Chikungunya aconteceu, pois foi durante este surto

que os cientistas conseguiram isolar o virus pela primeira vez (Ross, 1956).
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Apo6s o surto de 1952 na Tanzania, o virus se espalhou pelo
continente africano e posteriormente para india, onde gerou surtos em Calcuta
e Chennai, em 1963 e 1965, respectivamente (Paixao et al., 2018). O virus
desapareceu por um curto periodo de tempo e ressurgiu novamente na década
de 2000, e em 2004 um grande surto atingiu a Quénia acometendo milhares de
pessoas e o virus migrou para as llhas do Oceano indico gerando uma grande
epidemia e mutacdo no virus. Posteriormente, em 2007, mais de 1.000 casos
importados foram detectados, na Europa e América. Neste mesmo ano,
ocorreu o primeiro caso de transmissao autoctone na lItalia, desencadeando o
primeiro surto na Europa, e em 2011 um grande surto atingiu a Republica do

Congo com mais de 11.000 casos (Lalle et al., 2013).

No ano de 2013, o virus foi introduzido na llha de Saint Martin no
Caribe que conseguiu se espelhar muito rapido, atingindo mais de 40 paises
das Américas do Sul e Norte gerando grandes surtos com uma taxa de
incidéncia de 25,45 por 100.000 habitantes (Vignuzzi & Higgs, 2017).

Atualmente, o virus CHIKV vem se espalhando em quase todo o
territorio do globo, sendo a segunda doencga transmitida por mosquitos, mais
amplamente distribuida, sendo relatados casos autdctones em 106 paises, da
Africa, Asia, Américas, Europa, Golfo e Pacifico/Oceania (Leta et al., 2017)

(Fig.3)
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® Ocorréncia de febre Chikungunya no mundo. Paises/ territdrios emrisco.
I:I Nenhuma ocorréncia anterior conhecida. I:I Baixo risco.
- Transmissao de vetores autd ctones. |:| Alto risco.

- Ocorrénciarelacionada a viagens para outros paises.

Figura 3. Mapa de distribuicdo de casos de Febre Chikungunya no
mundo. Area em branco: ndo existe registro de casos de Chikungunya
anteriormente; Area vermelha: ocorréncia de transmissdo autéctone de

Chikungunya; Area azul: registro de casos importados. Fonte: Leta et al.
(2017)

Em 2014, o virus CHIKV chegou ao Brasil e foram registrados os
primeiros casos de transmissao autoctones detectados nos estados do Amapa
e Bahia. Durante este mesmo ano, foram registrados 2.772 casos confirmados
em seis Unidades Federativas do pais (Hondrio et al., 2015; Cavalcanti et al.,
2017; Marques et al., 2017).

Ja em 2015 esse numero aumentou para 38.449 casos provaveis
e 13.236 casos confirmados com uma taxa de incidéncia de 18,8 casos por 100
mil habitantes, distribuido em 704 municipios (Brasil, 2016). No ano seguinte, o
numero de casos chegou a 277.882 casos provaveis e 151.318 confirmados,
com uma taxa de incidéncia de 133,0 casos por 100 mil habitantes com

registros em 2.829 municipios (Brasil, 2017).

Em 2017, houve uma reducdo nos numeros de casos em
comparagao com 2016, sendo 185.854 casos provaveis e 52.285 confirmados,

com uma taxa de incidéncia de 90,1 casos por 100 mil habitantes. Atualmente
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até maio de 2018 foram registrados 26.475 casos provaveis e 15.684 casos
confirmados e uma taxa de incidéncia de 12,7 casos por 100 mil habitantes

distribuidos em quase todo o territério nacional (Brasil, 2018).

A dispersao do virus no territério brasileiro deu-se principalmente
pelo fato do Brasil ter uma ampla distribuicdo de populacdes de Ae. aegypti e
Ae. albopictus em seu territorio com alto grau de competéncia vetorial para
Chikungunya (Honorio et al., 2015).

1.1.4 Zika virus

A febre ZIKA é uma doenga viral causada pelo Virus Zika (ZIKV)
pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, que tem como seu
principal vetor o mosquito da espécie Ae. aegypti. Esse virus foi identificado
pela primeira vez, em 1947, quando foi isolado de um macaco sentinela
Rhesus (Macaca mulatta) por cientistas do Laboratério de Pesquisas de Febre
(LPF) na floresta de Zika, em Uganda, Africa. Apds sete anos, foi registrado o
primeiro caso de infecgcdo do virus em humanos, na Nigéria. Apds isso,
inumeros casos dispersos foram relatados dentro de um periodo de 50 anos
(Chang et al., 2016).

Em 2007, um surto atingiu a ilha de Yap, localizada no Oceano
Pacifico Ocidental, o primeiro fora do continente africano, no qual, foram
registrados 49 casos e em 2013, outro surto, agora de propor¢cdes maiores,
atingiu a Polinésia Francesa, também localizada no Oceano Pacifico,
estimando-se cerca de 28.000 casos. Em 2014 o virus comegou a migrar para
0 Leste da Oceania e logo depois para a América do Sul, onde foram
registrados milhares de casos principalmente no Brasil, Coldmbia e Venezuela
(Imperato, 2016; Chang et al., 2016).
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Os primeiros casos autoctones de ZIKV identificados no Brasil
ocorreram em meados de marco de 2015, oito meses apds os primeiros
registros de CHIKV em territorio brasileiro (Valle et al., 2016). Esse surto teve
inicio no estado da Bahia e espalhou-se rapidamente para o restante do pais
(Malta, 2017). No continente africano 14 paises relataram casos autdctones da
doenca; nas Américas com excecao dos Estados Unidos e Canada, quase
todos os demais paises relataram casos da doenca. Na Asia a doenca foi
registrada em alguns paises do sudeste asiatico e subcontinente indiano e
grandes surtos na Oceania. Na Europa oito paises relataram casos importados.
Outros 215 paises nao relataram casos, mas tem grande potencial devido a
presencga do seu principal vetor o mosquito Ae. aegypti (Leta et al., 2017) (Fig.
4).

-
Ocorrénciade febre Zika no.mundo. Paises/territoriosemrisco.
l:l Nenhuma ocorréncia anterior conhecida. l:l Baixo risco.
- Transmissao de vetores autéctones. I:l Alto risco.

- Ocorrénciarelacionada a viagens para outros paises.

Figura 4. Mapa de distribuicdo de casos de ZIKA (ZIKV) no mundo. Area
em branco: ndo existe registro de casos de ZIKV; Area vermelha:
ocorréncia de transmissdo autdctone de ZIKV; Area azul: ocorréncia de
casos importados de ZIKV. Fonte: Leta et al. (2017)
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No primeiro semestre de 2015, 59 municipios do Brasil ja haviam
confirmado casos autdctones da doenca e estima-se que até dezembro do
mesmo ano tenham ocorrido entre 440.000 a 1,3 milh&o de casos e 3 dbitos
confirmados (Brasil, 2016; Terra et al., 2017). Em novembro de 2015, o
governo Brasileiro declarou epidemia e confirmou registros em todos os
estados do Brasil. No dia 1° de fevereiro de 2016, a OMS declarou Estado de
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) de acordo
com o Regulamento Sanitario Internacional (RSI) de 2005 (Bueno, 2017). No
mesmo ano o Brasil registrou 215.319 casos provaveis, com uma taxa de
incidéncia de 105,3 casos por 100 mil habitantes e 8 dbitos confirmados (Brasil,
2017).

A Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) registrou 17.452
casos provaveis de febre pelo virus ZIKV, com uma taxa de incidéncia de 8,5
casos por 100 mil habitantes, destes 8.839 casos foram confirmados,
mostrando uma grande redugdo em relagdo ao mesmo periodo em 2016.
Atualmente, até o més de maio de 2018 foram registrados 2.234 casos
provaveis em todo o pais, com uma taxa de incidéncia de 1,1 casos por 100 mil

habitantes e destes 677 casos foram confirmados (Brasil, 2018).

1.2 Aedes aegypti e Aedes albopictus

Os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus apresentam corpo
segmentado dividido em trés partes: cabega, torax e abdome. Além de
apéndices como, um par de antenas, trés pares de pernas longas, um par de
asas e um par de halteres que auxiliam na orientacdo e equilibrio durante o
voo, aparelho bucal (probdscide) do tipo picador adaptado para sucgéo e a
maior parte corpo revestido de escamas brancas. Possuem um
desenvolvimento holometabolo, dividido em dois ciclos: i) aquatico - constituido

de trés estagios, ovo, larva (possui 4 estadios) e pupa (fase que ocorre
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metamorfose para adulto) e ii) aéreo/terrestre - compreende a fase adulta e
alada (Oliveira, 2013; Nelson, 1986).

Algumas caracteristicas morfolégicas diferem as espécies e
auxiliam na identificagdo das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus. As larvas
de Ae. aegypti possuem espiculas laterotoracicas bastante desenvolvidas,
enquanto que nas larvas de Ae. albopictus sao pouco desenvolvidas (Fig. 5).
Escamas do oitavo seguimento abdominal das larvas da espécie Ae. aegypti,
possui trés espinhos bem definidos, enquanto que Ae. albopictus possui
apenas um espinho central em cada escama e borda serrilhada (Fig. 6). As
palhetas natatdrias das pupas da espécie Ae. aegypti possuem auséncia de
cilios, ja nas palhetas de mosquitos Ae. albopictus séo presentes (Fig. 7). O
adulto da espécie Ae. aegypti possui mesonoto (escudo) ornamentado com
escamas branco- prateadas em forma de lira. Por outro lado, a espécie Ae.
albopictus apresenta mesonoto com escamas brancas prateadas formando
uma unica faixa longitudinal (Fig. 8) (Darsie, 1986; Darsie, 1992; Pessoa et al.,
2013).

Figura 5. Caracteristicas e diferenciagdo das espiculas
laterotoracicas quitinizadas de larvas de mosquitos das
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. (A) e (A1) -
espiculas laterotoracicas bastante desenvolvidas; (B) e (B1)

- espiculas laterotoracicas pouco desenvolvidas. Fonte:
Adaptagéo de Alencar (2008).
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Figura 6. Escamas do oitavo segmento abdominal de
larvas de Aedes aegypti e Aedes albopictus. (A) e (A1) —
Ae. aegypti, escama com trés espinhos bem definidos; (B)
e (B1) — Ae. albopictus, espinho central em cada escama
e borda serrilhada. Fonte: Adaptagéo de Alencar (2008).

Figura 7. Porgao terminal de pupas de mosquitos da espécie Aedes
aegypti e Aedes albopictus. (A) - palhetas natatérias de pupa de Ae.
aegypti, possuem auséncia de cilios; (B) — palheta natatéria de pupa de
Ae. albopictus, presencga de cilios. Fonte: Adaptagéo de Alencar (2008).
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Figura 8. Caracteristicas morfolégicas e dimorfismo sexual entre mosquitos
da espécie Aedes aegypti e Aedes albopictus. (A) macho Ae. aegypti. (1) —
escamas brancas em forma de lira no dorso toracico, (2) — antenas
plumosas; (B) — fémea Ae. albopictus. (1) — escamas brancas formando

uma linha média no dorso toracico. (2) — antenas pilosas. Fonte: Adaptagéo de
Alencar (2008).

O habito alimentar das duas espécies é similar durante a fase
imatura, na qual as larvas se alimentam de matéria organica presente na agua.
Na fase adulta alimentagao sera diversificada de acordo com o sexo, ou seja,
ambos o0s sexos se alimentam de substancias agucaradas e ricas em
carboidratos, como néctar de flores e seiva de frutas que sdo essenciais para o
enrijecimento do exoesqueleto. Porém a fémea, passa a praticar a
hematofagia, isto é, alimentam-se de sangue que € imprescindivel para a
maturacao dos ovos (Oliveira, 2013).

As fémeas de Ae. aegypti tem como caracteristica a preferéncia
por alimentar-se de sangue humano, ja as fémeas de Ae. albopictus tem uma
caracteristica mais diversificada e oportunista podendo alimentar-se de sangue
de outros mamiferos como, bovinos, caninos, além de répteis, aves e anfibios,
mas também pode eventualmente alimentar-se de sangue humano quando
presente em regides de grande densidade populacional (Natal, 2002; Pessoa et
al., 2013; Rey & Lounibos, 2015).

O habitat das duas espécies também possui aspectos peculiares.
Ae. aegypti predomina em areas urbanas devido sua grande capacidade de

adaptagao aos ambientes antropizados, onde encontra elevada disponibilidade
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de criadouros e grande quantidade de fonte alimentar. Ae. albopictus ocorre em
areas silvestres e peri-urbanas, porém, as duas espécies podem

eventualmente coexistirem nestas areas (Rey & Lounibos, 2015).

Devido a diferenca de habitat, os tipos de criadouros também
podem ser diversificados, por exemplo, as fémeas da espécie Ae. aegypti tem
preferéncia por criadouros artificiais, tais como, caixas d’agua, calhas, jarros,
sucatas, pneus velhos, entulho de construgcdo civil, vasos de cemitérios,
recipientes plasticos entre outros, enquanto que as fémeas de Ae. albopictus
tem preferéncia por reservatérios naturais, como bromélias, oco de arvores,
axila de folhas, cascas de frutas e internédios de bambus, além de
reservatorios artificiais em areas peri-urbanas (Natal, 2002; Barbosa & Silva,
2002; Forattini & Brito, 2003; Silva et al., 2006; Pessoa, 2013).

O mosquito Ae. aegypti teve sua origem no continente africano e
migrou para as Ameéricas, durante os séculos XV a XVIII, provavelmente em
navios que transportavam escravos. Ae. albopictus é nativa da Asia e comegou
sua expansdo de forma mais recente provavelmente a bordo dos navios que

transportam pneus (Juliano & Lounibos, 2005; Benedict et al. 2007).

Conforme Kraemer et al. (2015) ambas as espécies estao
distribuidas em praticamente todo o globo terrestre, onde 128 paises ja
registraram a ocorréncia de pelo menos uma das espécies. A Oceania e Asia
apresentam 60% da infestagdo mundial, seguido das Américas com 35% e a

Africa e Europa contribuem com 5%.

Brown et al. (2013) afirmam que habitats domésticos humanos
foram fundamentais para a evolugdo e adaptagdo de espécies
epidemiologicamente importantes, como € o caso da espécie Ae. aegypti. Além
disso, o comércio e a movimentagdo humana pelo globo terrestre foram
fundamentais para migracdo destes vetores para diversas partes do mundo.
(Fig.9; Fig. 10).
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Figura 9. Mapa global da distribuigdo prevista de Ae. aegypti. O mapa
mostra a probabilidade de ocorréncia de 0 (azul) para menor

probabilidade de ocorréncia e para 1 (vermelho) para maior ocorréncia.
Fonte: KRAEMER et al.(2015).

Figura 10. Mapa global da distribuicdo prevista de Ae. albopictus. O mapa
mostra a probabilidade de ocorréncia de 0 (azul) para menor probabilidade

de ocorréncia e para 1 (vermelho) para maior ocorréncia. Fonte: KRAEMER et
al. (2015).
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O Brasil é um pais que reuni todas as caracteristicas necessarias
para a sobrevivéncia e adaptacdo de varias espécies de insetos vetores de
doenca, como altitude, temperatura e umidade (Guedes, 2012). Provavelmente,
a introdugédo da espécie Ae. aegypti no Brasil, ocorreu durante a colonizagéo
dos portugueses, devido ao trafico de escravos oriundos do continente
africano, mas foi nas primeiras décadas do século XX que esta espécie de
mosquito comegou a ter interesse epidemioldgico, quando foi relacionada com
a transmissédo da FAU, principalmente no Rio de Janeiro por volta de 1903
(Wermelinger & Carvalho, 2016).

Ae. albopictus teve sua introdugao mais recente no territorio
brasileiro, provavelmente na década de 1980, mas o primeiro registro ocorreu
em 1986, conforme a descricdo realizada por Forattini (1986). Desde entédo
essa espécie conseguiu se estabelecer em diversas regides do pais (Gomes,
1998).

Apesar da ampla distribuicdo da espécie Ae. albopictus em
territério brasileiro, ainda ndao se tem registro confirmado de transmissao de
arboviroses para essa espécie no Brasil, provavelmente devido a seu ecletismo
alimentar, que provavelmente diminui sua competéncia e capacidade vetorial,
por conta da alimentagdo em diversos organismos (Silva et al. 2006; Rey &
Lounibos, 2015). Existem registros de colonizagdo desta espécie em grandes

aglomerados urbanos (Pessoa et al. 2013).

Ae. aegypti € o principal vetor de arboviroses no Brasil e
atualmente esta distribuido em todas as unidades federativas do pais (Zara et
al., 2016). Os fatores ambientais, socioeconémico, biolégicos e ndo bioldgicos
favorecem a dispersao e proliferagcdo desta espécie, além dos seus habitos
urbanos, endofilia e endofagia, domiciliagdo e estratégia de oviposicdo em
criadouros artificiais, na quais potencializam seu poder de dispersdo das
arboviroses (Barbosa & Silva, 2002; Silval et al., 2009)

41



1.3 Controle da espécie Aedes aegypti

As atividades de controle de insetos s&o antigas e baseavam-se
principalmente no combate de pragas agricolas por meio de controle biolégico
e manejo ambiental, com registros de mais de 2000 anos atras. Porém, com o
surgimento do dicloro-difenil-tricloro-etano (DDT), no final da década de 1930,
imaginou-se 0 sucesso no controle de pragas agricolas e na possibilidade de
erradicacdo de diversas doencgas tropicais, como por exemplo, a malaria
(WHO, 1982; D’Amato et al., 2002; Braga & Valle, 2007).

Em 1947 a Organizagdo Pan-americana de Saude (OPAS) e a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) coordenaram a erradicagédo do
mosquito Ae. aegypti no continente Americano. O Brasil participou desta
campanha e como resultado do intenso combate ao mosquito Ae. aegypti
conseguiu eliminar essa espécie, em 1955, principalmente com o uso do DDT
(Braga & Valle, 2007).

Poucos anos depois, houve o registro de resisténcia de diversas
espeécies ao DDT, entre eles espécies de mosquitos, o que tornou a
erradicagao das doengas tropicais um processo inviavel em todo o globo

terrestre (Hemingway & Ranson, 2000).

Em 1967 foi criada a Superintendéncia de Campanhas de Saude
Publica (SUCAM), em 1970 o Programa Nacional de Controle da Febre
Amarela e Dengue (PNCFD), no ano de 1990 a Fundagao Nacional de Saude
(FUNASA), 1996 o Plano de Erradicacao do Ae. aegypti (PEAa), 1998 devido a
falhas no PEAa foi instituido o Ajuste Operacional do PEAa e em 2001 o
programa foi abandonado e no ano seguinte foi implantado o Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) (Braga & Valle, 2007; Wermelinger &
Carvalho, 2016).

Segundo Zara et al. (2016), o controle do mosquito Ae. aegypti no
Brasil é realizado basicamente de trés formas, i) controle mecénico, que
consiste na eliminagdo dos criadouros; ii) biolégico, baseado na utilizagao de

predadores ou patdgenos que tem a capacidade de reduzir o numero de
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vetores e o0 iii) controle quimico, que faz uso de produtos quimicos que podem
ser neurotoxicos, inibidores de sintese de quitina e analogos de hormoénio

juvenil.

Uma das técnicas de controle de vetores mais antigas que se tem
conhecimento € o controle mecanico. Basicamente € um conjunto de técnicas
simples e eficientes como, drenagem de criadouros, destruicdo ou remogao de
criadouros temporarios, telagem de janelas, distribuicdo de mosquiteiros,
educacdo ambiental e mobilizacdo social, além de a¢des de saneamento
basico como, coleta de lixo. Pode ser chamado também de controle fisico
(Brasil, 2001).

Controle biolégico consiste na utilizacdo de inimigos naturais
como predadores (peixes), parasitas (nematdides e fungos) e patdgenos
(bactérias, virus, protozoarios e fungos) que tem como fungédo reduzir a
populagdo de vetores de importadncia em saude publica, podem ser divididos
em dois tipos: i) natural - ndo existe a interveng¢ao do ser humano e ii) artificial -

quando existe a interferéncia do ser humano.

O controle quimico é a utilizacdo de produtos quimicos para
eliminar ou controlar insetos vetores e pode ser dividido em dois grupos: i)
tratamento larvario - utilizados para matar larvas, ndo sendo necessario o uso
de equipamentos mecanicos para aplicagao de produtos quimicos. Nesse tipo
de atividade utilizam-se compostos, geralmente granulados que séo aplicados
manualmente em diferentes tipos de criadouros e, ii) tratamento com
adulticidas - usados para matar mosquitos adultos com auxilio de equipamento
a Ultra Baixo Volume acoplado em veiculo (UBV pesado) ou Ultra Baixo
Volume portatil (UBV costal) que s&o usados no ambiente extradomiciliar,
durante o amanhecer ou entardecer, uma vez que, estes sdo os horarios de
maior atividade dos mosquitos. (Aragéo et al., 1988; Brasil, 2001; Donalisio &
Glasser, 2002; Prokope et al., 2017). A utilizacdo de UBV portatil ou pesado é
preconizada para o controle de mosquitos Ae. aegypti segundo as Diretrizes
Nacionais para Prevencéo e Controle da Dengue (DNPCD), mas as aplicagdes
s6 devem ser realizadas mediante a necessidade de controle de surtos e

epidemias de arboviroses, pelo menos uma vez, com inicio no quarteirao onde
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foi notificado (s) casos e nos quarteirbes adjacentes, levando em consideracao
um raio de 150 metros, tendo sua atividades suspensas apds confirmacao
bloqueio de transmissao (BRASIL, 2009).

Na histéria do controle do mosquito Ae. aegypti foram utilizados
quatro grupos de inseticidas: organoclorados, organofosforados, carbamatos,
piretréides e larvicidas biologicos (Bacillus thuringiensis israelenses) (WHO,
2017). Os inseticidas do grupo organoclorados tém como principio ativo o
carbono, hidrogénio e cloro e podem ser classificados em quatro grupos:
difenil-alifaticos, hexaclorociclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos e agem
sobre o sistema nervoso controlando e modificando a entrada e saida de ions
da membrana dos neurdnios, alterando e danificando a transmissdo dos
impulsos nervosos, como por exemplo, inibindo o receptor de acido gama-
aminobutirico (GABA), o principal representante deste grupo foi o DDT. A
utilizacdo deste tipo de inseticida ndo € mais permitido no Brasil, devido ao
surgimento de populagdes resistentes e o alto grau de toxicidade, mas em
outros paises, como na Africa ainda sdo comercializados (Brasil, 2001;
Waliszerwski et al., 2003; Braga & Valle, 2007).

Os organofosforados sdo derivados do acido fosforico e
classificados em trés subgrupos: alifaticos (ex. malation), derivados do fenil e
os heterociclicos, estes inseticidas agem competindo com a acetilcolina
causando inibi¢ao irreversivel da enzima acetilcolinesterase, regulador quimico
nas transmissdes nervosas, um dos representantes deste grupo que foi
bastante usado no Brasil foi o temephos (larvicida) hoje substituido devido ao
aparecimento de resisténcia em populagdes de campo em todo o territério
nacional (Chavasse, 1997; Brasil, 2001; Lima et al., 2006; Diniz et al., 2014;
Chediak et al., 2016; DIAS et al. 2017).

Os carbamatos sao inseticidas provenientes do acido carbamico e
tém mecanismo de acdo muito semelhante aos organofosforados. Atuam
inibindo a enzima acetilcolinesterase, mas nao possui residualidade
prolongada, forgando a um manejo frequente no campo. O seu uso é limitado
devido ao alto custo (Braga & Valle, 2007; Brasil, 2001).
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Piretroides sado inseticidas sintéticos e estaveis com maior
efetividade e estabilidade quimica, quando comparado com os demais grupos
de inseticidas, além de ser biodegradaveis e atuarem em pequenas doses,
apresentam grande poder de ativo, seu modo de ag&o tem como caracteristica
manter aberto o canal de sédio das membranas dos neurdnios, muito similar ao
mecanismo de agao do DDT (Palchik, 1996; Brasil, 2001).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) tem um rigoroso
processo para avaliar, liberar e indicar o uso de inseticidas. O Ministério da
Saude segue estas recomendacgdes, elencando inseticidas para controle de

insetos vetores (Tab.1).

Outro tipo de controle utilizados no combate a vetores é o
Controle Legal (CL) que se baseia no uso de instrumentos juridicos (leis,
portarias, decretos, normativas etc.) em situagbes onde as agdes de controle
sejam restringidas impedindo que os Agentes de Controle de Endemias (ACE)
realizem as atividades de vistoria, manejo e tratamento quimico de criadouros,
entre outros, como por exemplo: vistoria em ferro-velho, borracharias, imoveis
abandonados ou que o proprietario se recusou a aceitar a vistoria quando ha
perigo iminente a saude publica. A determinagdo vale enquanto durar a
Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN), conforme lei
n°® 13.301, de 27 de junho de 2016 (Brasil, 2016).
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Tabela 1. Inseticidas recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS).

Aplicagao espacial a UBV para espagos  Larvicidas recomendados para uso em agua

Aplicagao residual

abertos potavel
Produto Grupo Produto Grupo Produto Grupo
Alfacipermetrina piretréide Delametrina UL piretréide iséjecllggzigiucrgggivl\‘j(SGS- larvicida bacteriano
Bendiocarb carbamato Delametrina EA piretroide Diflubenzuron benzoilureas
Bifentrina piretroide Lambdacialotrina piretréide Novarulon benzoilureas
Ciflutrina piretroide Malathion organofosforado Piryproxyfen ho?r:?r?igc;u(\j/znil
Deltametrina PM piretréide d-d, transcifenotrina piretréide Espinosade espinosinas
DDT organoclorado Temefds organofosforado
Etofenprox piretroide
Fenitrothion organofosforado
Lambdacialotrina piretréide
Malathion organofosforado
Pirimifos-metil organofosforado
Propaxur carbamato

Fonte: Adaptado de MS, 2014. site: portalms.saude.gov.br; WHO,2017.
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Ao longo do tempo outras estratégias de controle utilizando novas
tecnologias foram adotadas ao controle de Ae. aegypti, algumas com
resultados positivos, como o uso de Wolbachia (bactéria simbiotica intracelular)
usado no controle biologico (Moreira et al., 2012; Carvalho & Moreira, 2012),
mosquitos transgénicos que tem como finalidade tornar os mosquitos machos
estéreis e substituir a populagao selvagem (Carvalho et al., 2015), mosquitos
dispersores de inseticidas, que consiste em atrair a fémea de Ae. aegypti para
uma estagdo disseminadora tratada com inseticida pyriproxyfen (PPF). Ao
pousar na superficie impregnada as particulas aderem no corpo do inseto,
quando a fémea “impregnada” com PPF busca novos criadouros acaba
contaminando-os (Abad--Franch et al., 2015). Esterilizagdo de insetos por
irradiagcéo € outra técnica adotada, que consiste em tratar insetos machos com
uma dose minima de raios gama ou raios — X que provoca a esterilizagao dos

mesmos (Alphey et al., 2010).

Podem ser citados também, dispositivos automaticos com
inseticidas de liberagao lenta, roupas, telas e mosqueteiros impregnados com
inseticidas, combinacao de técnicas como Wolbachia e STI por irradiagao, além
de estudos com compostos naturais e abordagem eco-bio-social (Zara et al.,
2016). Existem também outros inseticidas alternativos como, inseticidas
bioldgicos, atualmente esta sendo utilizado o Bacillus thuringiensis israelensis
(BTI), bactéria entomopatogénica cujos esporos apresentam cristais, que
produzem toxinas, extremamente tdxica as larvas de Ae. aegypti, mas sua
residualidade € de apenas 30 dias (WHO, 1999) e os Reguladores de

Crescimento, também chamados de Insect Growth Regulator (IGR).

1.3.1 Reguladores de Crescimento ou Insect Growth Regulator (IGR)

Os IGRs foram descobertos por volta de 1956, quando
pesquisadores conseguiram isolar o Horménio Juvenil (HJ) do extrato bruto
abdominal do macho de Hpyalophora cecropia. Mas foi em 1965 que

pesquisadores de Havard durante um experimento observaram que as culturas
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de Pyrrhocoris apterus tinham baixa eclosao de ovos e que as larvas nao se
desenvolviam. Estudos posteriores concluiram que isto acontecia devido a um
componente ativo presente na toalha de papel, posteriormente identificada
como juvabione, um éster metilico do acido domatuic existente no abeto de
balsamo, celulose usada na industria de papel e que se comportou como um
imitador de HJ. A descoberta do “fator papel” possibilitaram q pesquisadores
observaram a possibilidade do uso de HJ no desenvolvimento dos insetos
(Siddall, 1976 Miyamoto et al., 1993).

O modo de acédo dos IGRs depende da categoria ao qual eles
pertencem, podem ser: i) Analogos de Hormonio Juvenil (AHJ), ii) Inibidores de
sintese de quitina e/ou deposigdo de quitina e iii) Derivados do composto
organico triazina. Esses produtos atuam interferindo nos processos
morfofisioldgicos do inseto durante o desenvolvimento e metamorfose na fase
imatura do inseto, impedindo a emergéncia completa ou parcial de adultos, ou
caso isso aconteca, esses individuos podem desenvolver anomalias que
podem limitar a capacidade de reprodugcédo como, esterilidade ou genitalias mal

desenvolvidas (Tunaz & Uygun, 2003).

Os IGRs diferem dos inseticidas convencionais devido ao seu
modo de acdo que interfere nos processos morfofisioldgicos e de baixa
toxicidade, sendo considerado inseticidas de terceira geragdo e tém-se
revelando eficiente no controle de insetos vetores como os culicideos, entre
eles, podemos destacar o mosquito Ae. aegypti. O primeiro IGR comercializado
como inseticida foi o Diflubenzuron da classe benzoilureias que age como um
inibidor da sintese de quitina provocando falhas na ecdise impedindo a sintese
de novas cuticulas e tem acao larvicida. O primeiro AHJ lan¢gado no mercado
foi o Metopreno, ele imita a agdo do HJ e age principalmente durante o quarto
estadio, quando a larva encontra-se mais suscetivel devido ao baixo nivel de
HJ, o imitador de HJ suprime a pupacdo, causando mortalidade no estadio de
pupa ou durante o processo de emergéncia do imago (Miyamoto J et al., 1993;
Tunaz & Uygun, 2003) (Fig.11)
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*HJ — Horménio Juvenil (age sobre a epiderme mantendo a cuticula juvenil).

**ECD - Hormonio do crescimento e da muda.

***PPF — Pyriproxyfen.

Figura 11. Mecanismo de acdo do Analogo de Hormdnio Juvenil
(AHJ), no processo de inibicado de emergéncia da fase de pupa para

adulto em culicideos.

Atualmente podemos destacar o Analogo de Hormoénio Juvenil
(AHJ) Pyriproxyfen (4-fenoxifenilo (RS)-2(2-piridiloxi) éter de propilo - PPF) que
foi criado e desenvolvido pela Sumitomo Chemical Co. Ltd. em 1989 no Japao.
(Mulla et al., 1989; Chavasse, 1997; Sumitomo Chemical, 2012).

Segundo o manual do Sumilarv (2012), o PPF é um sdélido de
baixa volatilidade e com ligeira solubilidade, além de baixa toxicidade.
Conforme avaliagédo de ecotoxicologia realizada pela OMS, em conjunto com a
Organizagdo das Nacgbes Unidas para e Agricultura e Alimentagcdo ou em
inglés, Food and nutrition (FAO), em 1999, menciona que apesar de
invertebrados aquaticos e peixes nao sofrerem efeitos adversos quando

expostos a doses menores que 0,05 ppm, organismos como crustaceos podem
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sofrer ligeira diminuicdo quando expostos a doses superiores, sendo a

toxicidade baixa em mamiferos (Sumitomo Chemical, 2012).

Mulla et al. (1989) foram uns dos primeiros a evidenciar a eficacia
dos IGRs. Outros estudos demonstraram resultados significantes tanto com
testes de campo quanto em laboratério, em relacdo ao PPF estudos como
relatado por Vythilingam et al. (2005), Resende & Gama (2006), Seccacini et al.
(2008), Leyva et al. (2010), Gomez et. al. (2011), Maoz et al. (2017) e Oo Min

et al. (2018), demonstram a sua eficacia.

No Distrito Federal, o primeiro estudo de resisténcia ao PPF foi
realizado em 2012, quando uma populacdo resistente ao temephos,
procedente de Planaltina foi submetido a bioensaios de campo para detectar
resisténcia cruzada ao BTi e PPF, conforme mostra Monnerat et al. (2012). Os
resultados obtidos mostraram suscetibilidade ao PPF, porém sua eficacia
diminuiu a 80%, apdés 60 dias de exposicdo. Esses autores também
destacaram a necessidade de novas pesquisas com PPF, em populagdes de

Ae. aegypti

1.4 Resisténcia de Aedes aegypti aos inseticidas utilizados no seu

controle

Segundo a OMS (1992) “resisténcia” é definida como sendo a
capacidade de uma linhagem de algum organismo desenvolver uma habilidade
de tolerar doses de uma substancia téxica que é letal para a maioria dos
individuos em uma populagdo originalmente suscetivel da mesma espécie
(Aragdo, 1972). E um fenémeno estritamente genético, onde ocorrem
mutagdes que acabam afetando as proteinas alvos dos inseticidas e/ ou o seu

metabolismo (Moreira et al. 2012).
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Figura 12. Desenho esquematizado de desenvolvimento de resisténcia em
uma populacao de insetos vetores sobre pressao de inseticidas.

O entomologista Melander foi o primeiro a relatar casos de
resisténcia de populagdes de insetos ao enxofre, em 1914. Desde entdo, o
desenvolvimento de estudos que auxiliem no monitoramento de mecanismos
de resisténcia tem se tornado fundamentais, uma vez que as opgdes de
inseticidas usados na saude publica sao limitadas (Melander, 1914; Nauen,
2007).

A resisténcia pode ser favorecida por dois principais fatores. O
primeiro € o ciclo de vida curto que contribui para o surgimento de populagdes
com alteragdes genéticas que favorecem a tolerancia aos produtos quimicos. A
segunda refere-se a pressdo exercida pelo uso frequente de inseticidas em
uma determinada populacdo que pode selecionar individuos resistentes, nas
quais perpetuardo os genes de resisténcia para futuras geragées (Brogdon &
McAllister, 1998; Braga & Valle, 2007).

Uma populagdo de insetos pode reduzir sua sensibilidade aos
inseticidas por meio de quatro mecanismos: i) modificagdo comportamental, no

qual o inseto reconhece a presenca do inseticida; ii) reducdo na penetragéo
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cuticular; iii) resisténcia metabdlica, onde o inseto metaboliza os produtos
quimicos por meio de enzimas de detoxificacdo e iv) modificagdo nos sitios

alvos dos inseticidas (Moreira et al., 2012).

Resisténcia metabdlica é associada principalmente ao aumento
da detoxificacdo dos inseticidas por meio de trés enzimas metabdlicas, as
Esterases (ESTs), Monooxigenases e as Glutationa-S-transferases (GSTs). O
aumento da atividade de detoxificacdo de inseticidas esta relacionado com
elevagao dos niveis de expressao dos genes codificadores destas enzimas que
tem como consequéncia o aumento da degradacgao de inseticidas (Moreira et
al. 2012; Brogdon & McAllister, 1998).

As esterases formam seis familias de proteinas pertencentes a
subfamilia a/B hidrolases, estas proteinas conseguem quebrar as ligagdes
ésteres de diversos compostos presentes em uma grande variedade de
inseticidas, uma vez que, muitos destes produtos quimicos tém o grupamento
éster na sua estrutura quimica. As monooxigenases estao associadas com o
metabolismo oxidativo aumentado o citocromo P450. Esta familia de enzimas é
encontrada em diversos organismos vivos incluindo os insetos, sendo capazes
de metabolizar inUmeros tipos de inseticidas por meio de reagcbes de oxi-
reducao, onde apenas um dos oxigénios é incorporado e o outro é reduzido a

agua durante o processo metabdlico (Nauen, 2007; Hamid et al., 2017).

Glutationa S-transferases (GST) sdo enzimas compostas por
duas unidades similares e multifuncionais e apresentam funcdo de
detoxificagdo, promovendo a resisténcia aos organofosforados, organoclorados
e piretroides (Andrighetti et al., 2008; Marcombe et al., 2014).

Outro mecanismo de resisténcia é a alteragdo do sitio-alvo que
decorre de alteragbes nas moléculas alvos, no qual, os inseticidas devem agir,
gerando dificuldades ou bloqueando a interagdo das moléculas alvo com o
inseticida. Neste processo destacam-se dois sitios-alvo: i) a acetilcolinesterase
— na fenda sinaptica a transmissao do impulso nervoso é interrompida quando
a acetilcolina é removida pela acetilcolinesterase. Os inseticidas
organofosforados e carbamatos ligam se a enzima acetilcolinesterase fazendo

com que o impulso se propague continuamente, ii) canais de sodio e potassio —
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os inseticidas piretréides e organoclorados ligam—se moléculas alvo, mantendo
os canais de sédio aberto, fazendo com que os impulsos nervosos passem de
forma continua levando o inseto a morte (Nauen, 2007; Moreira et al. 2012;
Braga & Valle, 2007).

Mutagdes no sitio-alvo e resisténcia metabdlica podem ser os
principais mecanismos de resisténcia em mosquitos do género Aedes, por
exemplo, atualmente sdo conhecidas 10 mutacgdes relacionadas ao canal de
sédio, dependentes de voltagens (VGSC): S989P, V1016G, T15201, D1763Y,
L982W, 11011V, F1534C, G923V, I11011M e V1016l. Mutacdes relacionadas a
resisténcia metabolica também foram detectadas na América, Asia e Africa e
os principais genes relacionados a resisténcia metabdlica de mosquitos do
género Aedes sdo: CYP6P121, CYPO9M6, CYP6BB2, CYP9J10, CYP9J26,
CYP9J28, CYP9J32, GSTE2, GSTE7, CCEAE3A*, CYP4DD24 e CYP9J24,
sendo detectadas nos continentes da America, Asia e Europa (Hamid et al.,
2017; Moyes et al., 2017).

Resisténcia cruzada € um fenbmeno que também podem ocorrer,
ou seja, sdo combinagbes que podem fazer com que um unico mecanismo
possa gerar resisténcia ha mais de uma substancia da mesma classe ou de

classes diferentes (Brogdon & McAllister, 1998; Hemingway et al., 2004).

O surgimento de resisténcia de mosquitos das espécies Ae.
aegypti e Ae. albopictus aos quatro principais grupos de inseticidas foram
relatadas nos ultimos anos, principalmente nas Américas, Asia e Africa, como
observado nos estudos de Moyes et al. (2017), que consiste em uma reviséo
da literatura de 2006 a 2016, na qual evidenciou elevada resisténcia das
espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus aos piretroides e organofosforados nas
Américas e na Asia, além do crescente surgimento de resisténcia a piretroides

em diversas partes da Africa Ocidental (Fig. 12).
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Figura 13. Mapa de distribuicdo mundial de realizagdo de testes de suscetibilidade de populacgdes
de mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus as duas classes de inseticidas mais
utilizadas no mundo organofosforados e piretréides, entre 2006 a 2015. Fonte: Adaptagdo de
Moyes et al. (2017) e Krascmer et al. (2015)

) Dados de bioensaios de organofosforados.
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Estudos recentes também apresentaram resultados de resisténcia
de populagdes de mosquitos Ae. aegypti como na revisao literaria de Yap et al.
(2018) que analisou o perfil de resisténcia de populagbes de mosquitos Ae.
aegypti do sudeste da Asia a piretrdides. Entre as populagdes resistentes os
mecanismos mais comuns de resisténcia estao relacionados a alteracdes nos

canais de soédio e aumento na producao de enzimas detoxificantes.

Chediak et al. (2016), ja havia relatado anteriormente alta
resisténcia de populagbes de mosquitos Ae. aegypti ao temefés em
praticamente todo o territério brasileiro. Os autores avaliaram os resultados de
bioensaios de populagdes de mosquito Ae. aegypti ao temefés em todas as
regides do Brasil a partir das bases de dados da Rede Nacional de
Monitoramento da Resisténcia de Ae. aegypti a Inseticidas (MoReNAa). Os
resultados mostram que os primeiros relatos de resisténcia ao temefés no
Brasil datam de 1995 e nos anos seguintes as populagdes resistentes

aumentaram.

Monroy et al. (2018) analisando a frequéncia de resisténcia da
espécie Ae. aegypti a trés piretroides (befinetrina, fenotrina e permetrina)
utilizando bioensaios de garrafa, observaram que todas as populag¢des tratadas
com os trés piretroides mostram-se resistentes obtendo mortalidade de <90%,
e ao avaliarem as populagdes utilizando doses 1x, 2x, 5x e 10x a dose
diagnostica foi de 1ug/ml. Os autores observaram que todas as populagdes

apresentaram resisténcia moderada.

Garcia et al. (2018) analisando os inseticidas deltrametrina,
temefos e diflubenzuron usados no Brasil para controle da espécie Ae. aegypfi
identificaram que das quatro populagdes tratadas, todas apresentaram
resisténcia para temefés com RR entre 3,6 e 16,3 e ainda trés populacdes
demonstraram alta resisténcia a deltametrina, na qual a RR foi superior a 10,0

e todas foram suscetiveis para diflubezuron com RR inferior a 3,0.

Com o crescente aumento de resisténcia aos inseticidas quimicos
houve a necessidade de encontrar novas substancias conhecidos como

produtos alternativos que apareceram como opc¢ao eficaz no controle de
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mosquitos do género Aedes, tal como Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e
Insect Growth Regulator (IGR).

Atualmente, existem poucas informacdes a respeito do panorama
de resisténcia, principalmente aos IGRs assim como o envolvimento dessas
substancias a resisténcia cruzada com outros tipos de inseticidas, como, por
exemplo, temefés com PPF relatados nos estudos de Marcombe et al. (2011),
Marcombe et al. (2014) e Lau et al. (2015). Dias et al. (2017) ao avaliar
resisténcia cruzada entre espinosade com temefés em sete populacdes de Ae.
aegypti mencionaram que espinosade obteve mortalidade acima de 80%
durante um periodo de sete a oito semanas, sendo mais eficiente que o
temefds. Os resultados também mostraram que n&o houve resisténcia de

espinosade nas populacdes avaliadas.
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2 JUSTIFICATIVA

O mosquito Aedes aegypti esta amplamente distribuido no
territério brasileiro devido sua alta capacidade de adaptagdo ao meio urbano e
seu alto grau de endofilia, isso somado a sua capacidade vetorial para os virus
da Dengue, Chikungunya e Zika virus, faz desta espécie um importante
dispersor destas arboviroses. Os inumeros surtos e epidemias causadas por
estas doencgas causam grande impacto nos cofres publicos do Brasil. Em 2018
até o més de junho ja foram registrados foram registrados 110.291 casos
provaveis e 49.329 casos confirmados de Dengue, 26.475 casos provaveis e
15.684 casos confirmados de Chikungunya e 17.452 casos provaveis de 8.839

casos confirmados de Zika virus em todo o pais.

Dentro da cadeia de transmissao das arboviroses o elo mais fraco
€ 0 mosquito, portanto seu controle € de suma importancia, e a utilizacdo de
produtos quimicos tem sido utilizado a décadas tanto no controle da fase

imatura (larva), quanto na fase alada (adulta).

Atualmente, existe registro de resisténcia estabelecida para
organofosforados e piretroides em diversas populacdes de Ae. aegypti, no
Brasil (Medeiros et al., 2018; Fontoura et al., 2012; Macoris et al., 2007). Para
reduzir a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia em populagdes de
Ae. aegypti houve a substituicdo gradativa dos inseticidas neurotoxicos por
reguladores de crescimento que atuam no desenvolvimento e na reproducéao
dos insetos, agindo na sintese de quitina ou inibicdo de adultos. Nesse ultimo
caso destaca-se o analogo de horménio juvenil conhecido como pyriproxyfen
(PPF) (Braga & Valle, 2007).

No Brasil, PPF tem sido utilizado, no controle de larvas, desde o

segundo semestre de 2014. Esse produto comegou a ser utilizado no Distrito
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Federal (DF), em 2016, sendo que seu uso é cada vez mais frequente e
comum em todo o DF (Brasil, 2017; GDF, 2016).

Nesse contexto, existem poucas informagdes a respeito do perfil
de suscetibilidade da espécie Aedes aegypti ao Pyriproxyfen (PPF) que
evidencie o desenvolvimento de resisténcia em populagdes oriundas do DF.

Essa informacédo é de extrema importancia para as a¢des de controle de Ae.

aegypti.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o perfil de suscetibilidade de seis populacdes de Ae.

aegypti ao analogo de hormonio juvenil pyriproxyfen usando ensaios bioldgicos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar o indice de Positividade de Ovos (IPO) e o indice de
Densidade de Ovos das areas estudadas;

e Estimar a Dose Diagndstica, Inibicdo de Emergéncia (IE) e Razao
de Resisténcia (RR) de populagdes de campo e referéncia da
espécie Ae. aegypti expostas ao PPF;

e Avaliar a taxa de mortalidade de larvas e pupas de populacdes da
espécie Ae. aegypti tratadas com diferentes doses de PPF;

e Analisar os Tempos Letais (TL) 50% e 90% de populagdes de Ae.

aegypti expostas ao analogo de horménio juvenil PPF.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Areas de estudo

A area de estudo foi o Distrito Federal (DF), situada na regido
Centro-Oeste do Brasil, Latitude: — 15,7941 e Longitude: - 47,8825, € a menor
unidade federativa brasileira e a Unica que nao possui municipios, sendo
dividida em 31 Regides Administrativas (RAs). Sua é&rea territorial é de
5.779,997 km? e segundo o ultimo censo de 2010 realizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), possui uma populagédo estimada
de aproximadamente 3.036 milhdes de habitantes (Distrito Federal, 2017;
IBGE, 2017).

4.2 Definicao das populagoes de estudo

Foram selecionadas seis Regiées do Distrito Federal de forma
conveniente, na qual a Diretoria de Vigilancia Ambiental (DIVAL) fez uso do
PPF no controle de larvas e pupas de Aedes aegypti, nos ultimos 3 anos,
conforme Memorando Circular N° 03/2016 — GEVAC/DIVAL/SVS/SES/DF da
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal (DISTRITO FEDERAL,
2016). As Regides foram as seguintes: Regidao 1 - Vila Planalto; Regido 2 -
Granja do Torto; Regido 3 — 1° Regimento de Cavalaria de Guardas (RCG)
localizado no Setor Militar Urbano; Regido 4 — Lago Norte; Regido 5 — Varjao e
Regido 6 — Complexo da Subsecretaria de Justica do Distrito Federal (SUAG-
DF), antiga rodoferroviaria, situado no Setor de Industria e Abastecimento
(Fig.14).

60



Vila Planalto

Figura 14. A: Mapa do Distrito Federal. B: Mapa ampliado das Regides onde foram
realizadas as coletas de ovos de Aedes aegypti em Brasilia/DF, no ano de 2017.

Fonte: Imagem ©2017 CNES/ Astrium.Cnes/Sport imagem DigitalGlobe. Landsat/ Copermicus U.S.
Geological Survey. Dados do mapa®©2017 Google maps.

4.3 Obtencao das amostras de campo

Para realizacdo dos bioensaios foi necessario a obtencido de ovos
de mosquitos Ae. aegypti. Para isso foram instaladas armadilhas do tipo
ovitrampa que simulam um ambiente apropriado para oviposi¢cao das fémeas
(Fay & Perri, 1965). Essa armadilha consiste em um vasilhame de plastico de
cor preta, de formato arredondado, medindo 13 cm de altura e 12 cm de
diametro, com capacidade de 1000 ml. Também possui uma palheta de
compensado Eucatex com 5 mm de espessura e 13 cm de comprimento por 3
cm de largura. Um dos lados da palheta era rugoso para facilitar a aderéncia
dos ovos. Cada palheta foi fixada na parte interna do vasilhame com auxilio de
um clipe de aco, posicionada verticalmente em cada armadilha (Fig. 15). Em
cada armadilha foram adicionados 800 ml de agua e feno a 10% que consiste
em uma mistura atrativa que aumenta o rendimento de captura dos ovos (Silva
et. a., 2009; Depoli et al., 2016).
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Figura 15. Armadilha do tipo ovitrampa usada para
captura de ovos do mosquito Aedes aegypiti.

4.4 Preparo da Infusao de Feno

Para preparar a mistura de atragdo das fémeas foi utilizada uma
vasilha de plastico com capacidade de 50 litros, 800g de capim do género
Brachiaria (Depoli et al., 2016), colhidos em area de cerrado préoximo ao Nucleo
de Medicina Tropical (NMT) da Universidade de Brasilia - UNB e 30 litros de
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agua. O preparo foi realizado em quatro etapas: i) foram retirados do capim
impurezas como, insetos, folhas e galhos secos e qualquer outro tipo de detrito
que pudesse alterar a mistura; ii) os 30 litros de agua e o capim foram
colocados em vasilha de plastico e depois coberto com uma tampa de madeira;
iii) o capim permaneceu de molho por sete dias e, iv) apds este periodo a
mistura foi coada com uma peneira de plastico e armazenada em galdes de 5
litros (Nunes et al., 2011) (Fig. 16).

Figura 16. A e B: Capim do género Brachiaria limpo e misturado a agua; C
e D: Vasilhame sendo coberto com tampa de madeira.

4.5 Instalagao das armadilhas ovitrampas

Foram instaladas 60 armadilhas em cada uma das areas,
distribuidas em chacaras, casas, instituigdes publicas: posto policial, de saude

e Centro de Referéncia de Assisténcia Social — CRAS, etc.
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Os locais de instalagao (Fig. 17) foram preferencialmente o intra e
peridomicilio das Unidades Domiciliares com finalidade de aumentar as
chances de captura de ovos, assim como pontos focais, tais como ferro-velho,
borracharias, etc. Todas as armadilhas permaneceram em locais protegidos de
chuva, sombreado e com pouca movimentagdo de pessoas e animais (Nunes
et al.,, 2011). As visitas tiveram a supervisdo de um agente de controle de
endemias da DIVAL/SES/DF, sendo que registrados os dados do imével como,

endereco, nome do proprietario, data de instalagao e telefone.

@

o SEIN

Figura 17. A e B: Armadilhas instaladas na area do Posto de Saude da Vila
Planalto; C: Armadilha suspensa no Jardim de uma residéncia do Lago
Norte; D: Quintal de uma residéncia do Setor de Chacaras no Varjao; E:
Quintal de uma residéncia da Vila Planalto; F: Armadilha instalada no curral
dos Cabritos préoximo ao galinheiro no RCG; G e H: Quintal caracteristico
(ambiente limpo) na cidade de Vila Planalto.

As ovitrampas permaneceram por duas semanas em cada area.
No final da primeira semana era realizada a substituicdo completa das
armadilhas. Na segunda semana todas foram recolhidas definitivamente. As
palhetas contendo os ovos eram recolhidas, identificadas e armazenadas

verticalmente no interior de caixa de poliestireno, de forma a nao ficarem
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sobrepostas umas sobre as outras, a fim de evitar que os ovos fossem

esmagados ou danificados (Fig. 18).

As caixas foram transportadas até o Laboratério de Entomologia
Médica da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude/SVS/MS,
localizado no Nucleo de Medicina Tropical da Universidade de
Brasilia/NMT/UnB.

Figura 18. Palhetas acondicionadas em isopores térmicos e organizadas em
grades de metal para transporte do campo até o Laboratério de Entomologia
Médica/SVS/MS.

4.6 Identificacao e contagem dos ovos

No Laboratério de Entomologia Médica as palhetas foram
colocadas em bandejas plasticas para secagem por um periodo de 48 horas.
Apos isso, foi realizada a identificagédo e contagem dos ovos conforme Consoli
& Oliveira (1994) e Silva et al. (2009). Os ovos foram classificados em

eclodidos, murchos e viaveis (Fig. 19).
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Viavel

Figura 19. Classificagdo dos ovos de Ae. aegypti recolhidos das
armadilhas em viaveis, eclodidos e murchos.

4.7 Criagao e manutencgao das coldnias

Os ovos de Ae. aegypti foram colocados em bandejas plasticas
de cor branca, medindo 30 cm de comprimento, 22 cm de largura e 9 cm de
altura contendo 500 ml de &gua destilada para eclosdo dos ovos, em
temperatura ambiente. A alimentagao das larvas foi realizada por meio de 3 mg
de ragao triturada para filhotes de gato Natural Guabi® com baixo teor de
gordura a cada trés dias.

As larvas de 3° estadio eram transferidas para um Becker de 500
ml, com agua destilada e acondicionado no interior de gaiolas de acrilico
transparente com telas de nylon medindo 40 cm de largura, 40 cm com de

comprimento e 40 cm de altura (Fig. 20).
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Figura 20. Procedimentos para eclos&do dos ovos apOs a secagem e
alimentacao das larvas de Ae. aegypti.

Apds a emergéncia dos adultos foram ofertadas para os machos
e fémeas solugao de agua com agucar a 10%. Trés dias depois da emergéncia
foram alimentadas com sangue de galinha (Gallus gallus domesticus) a cada
48 horas (Fig. 21).

Dentro de cada gaiola foram inseridos recipientes “ovipositores”,
na qual consiste em uma vasilha arredondada de cor preta, medindo 6 cm de
altura e 10 cm de diametro, com 300 ml de agua destilada e uma fita de papel
filtro inserido na borda interna com a finalidade de capturar os ovos. Foram
traidos 100% dos mosquitos para identificagdo taxonémica, a fim de garantir
que nao houvesse outras espécies, como por exemplo, Aedes albopictus, uma
vez que a coleta dos ovos foi realizada em areas periurbanas, onde essa

espécie pode ocorrer em simpatria com Ae. aegypti.
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Figura 21. A: Bandeja com larvas apds eclosao dos ovos; B: Becker com
larvas de 3° e 4° estadio selecionadas para formacgao das col6nias; C:
Gaiola de acrilico transparente utilizada para criagdo das colénias de
mosquito; D: Alimentagdo dos mosquitos com galinha.

A primeira geragdo de ovos foi chamada de geragdo F1, nas
quais as larvas de 3° e 4 ° estadios foram utilizadas para a realizagdo dos

bioensaios biolégicos de cada populagédo de campo.

4.8 Populagao Suscetivel

Foi utilizada a populagdo Rockefeller de Ae. aegypti, obtida do
insetario do Nucleo de Entomologia da Diretoria de Vigilancia
Ambiental/DIVAL/SES/DF.
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4.9 Produto quimico escolhido

Pyriproxyfen (PPF), grau técnico 97%, fornecido pela empresa
ROGAMA NEOGENV® Company.

4. 10 Preparo das solugoes para os bioensaios biolégicos

Para o preparo da dose mae foi pesado 20,6 mg de PPF grau
técnico (97%) de pureza em uma balanga de precisdo, em seguida o produto
foi diluido em 2 ml de Alcool Etilico (PA). Em um tubo de ensaio do tipo Falcon
com capacidade de 50 ml com tampa foi adicionado 20 ml de Alcool Etilico
(PA), em seguida retirado 2 ml com uma pipeta P1000 e posteriormente
acrescentado 2 ml de PPF diluido. A concentracgéo final foi de 1 ml de PPF (Fig.
22).
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10,3 mg de PPF/97% de pureza (grau técnico) foram pesados. ' ' '

20,6 mg/ PPF

Retiral ml Acrescental
ml do PPF
diluido.
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- O volume da Completa com
dose desejada dose mée.

+20ml/ alcool

Diluiem 1 ml
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Figura 22. Esquema para preparo da solugdo mae do grau técnico de PPF.

4. 11 Bioensaios bioldgicos

Os bioensaios bioldgicos foram conduzidos de acordo com WHO
(1981), WHO (2005) e WHO (2016) com adaptacbes. As subdoses
provenientes da dose mae utilizadas para realizagao dos bioensaios foram de
0,0001; 0,0005; 0,0007; 0,001; 0,005; 0,007; 0,01 e 0,03 ug/ml. Para cada dose
foram expostas um total 270 larvas de 3° e 4° estadios e o grupo controle foi de
90 larvas. Todas as larvas foram selecionadas de maneira mais homogénea

possivel para padronizagao da idade fisioldgica e cronoldgica.

Inicialmente, as larvas foram colocadas em trés copos de plastico
pequenos (50 ml), contendo 20 ml de agua destilada. Em cada copo foi inserido
30 larvas, totalizando 90 larvas para cada dose. Todas as larvas
permaneceram em repouso por aproximadamente 30 minutos para aclimatagao
(Fig. 23)
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Em seguida, foram colocados em copos plasticos maiores (400
ml) 230 ml de agua destilada, posteriormente foi retirado com auxilio de uma
pipeta (P1000) (Eppendorf) 1 ml de agua de cada copo. A seguir, foi
acrescentado 1 ml de cada dose de PPF e homogeneizado com bastdo de
vidro (Fig. 24).

As larvas ja aclimatadas foram transferidas para os copos
maiores, juntamente com 20 ml de agua dos copos pequenos, totalizando um
volume final de 250 ml por copo. Feito isso, era pulverizado cerca de 3 mg de
racao Natural Guabi® e coberto com uma rede de malha fina preso a borda
com uma liga elastica para evitar que os adultos escapassem apos
emergéncia. A alimentagéo foi realizada a cada trés dias.

O registro de mortalidade foi realizado a cada 48 horas, sendo
finalizado somente quando todas as pupas realizassem a emergéncia para
adultos, no grupo controle. Os critérios de mortalidade foram seguintes: i)
larvas e pupas incapazes de subir para a superficie ou de mostrar reacdes de
mergulho, quando a agua é perturbada, além disso, também pode mostrar
descoloragao, posi¢gdes anormais, tremores e falta de coordenagao ou rigor; ii)
larvas e pupas mortas sdo aquelas que nado conseguem se mover quando
estimuladas com uma agulha no sifao ou na regiao cervical (WHO 2016; Lau et
al., 2015). Os adultos que nao realizaram todo o processo de desenvolvimento
e nao conseguiram realizar a separagdo completa da pupa durante a
emergéncia também foram consideradas mortas (Morais et. al., 2017).

A temperatura (25°C a 30°C) e umidade relativa do ar (70% a
80%) foram controladas por aquecedor e umidificador de ar comum, em
ambiente isolado conforme descrito em WHO (2005). As informagdes de
horario, data, temperatura e umidade foram registradas em planilhas

especificas (Apéndice 1).
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Todos os bioensaios foram realizados em duplicatas e repetidos

em trés diferentes dias. A leitura de mortalidade foi realizada por um unico
pesquisador.

Copo de plastico 230 ml de agua destilada.

Copo plastico de café 20 ml de agua
kA=A i

(WA A A A A/

@ W W w w W! Larvas de terceiro (L3) e quarto (L4) estadio.

As concentragoes de PPF foram pipetadas
nos copos e homogeneizadas. , Doses em ug/ml

0,0001
Obs. Verificar se todas estao

0,0007
~

Marcar o horario e temperatura. 0,001
Aslarvas L3 e L4 foram adicionadas nos copos 0.005
. A ,
apos homogeneizagao
0,007

0,01
E w W w w W — > Oteste deve ser realizado 3 vezes 0,03

Ap6s 48 horas realizar leitura.

Figura 23. Esquema de montagem dos bioensaios, conforme
orientacdo de WHO (1981). A: copos de 500 ml com 230 ml de agua
destilada; B: copos do tipo café de 50 ml com 20 ml de agua destilada e
as larvas deixadas em repouso para aclimatizagao; C: copos com as
concentragbes de PPF homogeneizadas e as larvas aclimatizadas; D:
Tabela com as subdoses de PPF utilizadas nos bioensaios.
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Figura 24. A: larvas de 3° e 4° estadio em repouso antes da montagem do
teste; B: Copos com as diluicbes das concentragbes de PPF diluidas; C:
Copos ja com as larvas de 3° e 4° estadios e cobertos com tecido do tipo
filé para evitar escape de adultos emergidos; D: Sala climatizada onde os
testes foram realizados.

4. 12 Analises dos dados

Os dados de mortalidade das larvas, pupas e adultos das

diferentes populagdes levaram em consideragao os seguintes parametros:

a) Inibicdo de Emergéncia (IE%) — Foi calculada com a finalidade de estimar
o percentual de inibicdo de emergéncia das populag¢des tratadas com PPF

(Leyva, 2010), sendo calculada usando a formula:

Tx .100
C

INIBIGAO DE EMERGENCIA= 100 -

Onde:
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T = porcentagem de sobreviventes ou adultos emergidos nos recipientes

tratados e,

C = porcentagem de sobreviventes ou adultos no grupo controle.

b) Férmula de Abbott (FB) — Quando o percentual de emergéncia de adultos
no grupo controle fosse menor que 90%, o teste era descartado e repetido e se
o percentual estivesse entre 91% e 99% foi usada a formula de Aboott para
corregao dos dados (Abbott, 1987).

% mortalidade nos tratados IE - % mortalidade no controle IE

FORMULA DE ABBOT = X100
100 - % mortalidade no controle IE

c) Razédo de Resisténcia (RR) — Foi calculada para avaliar a resisténcia das
populagdes tratadas com PPF, onde o IE%50 da populagdo de campo foi
dividido pelo IE%50 da populacdo suscetivel. O critério adotado foi de RR <5
indica uma populagdo de campo suscetivel, RR entre 5 e 10 resisténcia
moderada e RR >10 alta resisténcia (WHO, 2016; Lau et al., 2015)

IE50 POPULAGAO DE CAMPO

RAZAO DE RESISTENCIA (RR) = N A
IE50 POPULACAO DE REFERENCIA

d) Tempo Letal (TL) — Foi calculado para avaliar o tempo médio necessario
para que as populagdes tratadas com PPF atingissem 50% e 90% de Inibic&o
de Emergéncia.

Outros dados também foram analisados, tais como, média de

mortalidade de larvas (ML%), média de mortalidade de pupas (MP%), além do
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indice de Positividade de Ovitrampas (IPO) e indice de Densidade de Ovos
(IDO) (Ochipinti et al., 2014; Gomes, 1998).

% média de mortalidade de larvas (ML%) = —=™— X 100

Lexp

% média de mortalidade de pupas (MP%) = P__Ir_n X 100

Onde:

Lm = larvas mortas;
Lexp = larvas expostas;
Pm = pupas mortas;

T = total.

indice de positividade de ovitrampas IPO = n®de armadilhas positivas X 100

n° de armadilhas examinadas

n° de ovos

indice de densidade de ovos IDO =
n° de armadilhas positivas

Para as estimativas de Inibico de Emergéncia (IE),
Concentragao de Inibigao (Cl) e Tempo Letal (TL) foi utilizado programa JMP®
Trial 14.0.1 com Intervalos de Confianca (IC) de 95%.
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5 Resultados

5.1 Classificagao das amostras de ovos de Ae. aegypti

As armadilhas ovitrampas permitiram a obtenc&o de 7.486 ovos
de fémeas da espécie Ae. aegypti, dos quais 5.014 estavam viaveis, 1.863
murchos e 609 eclodidos (Tab. 2). Nessa tabela, observa-se também que a RA
do Lago Norte foi a area com maior numero de coleta de ovos com (n=1.904),

enquanto que a area da SUAG obteve menor numero de ovos.

Foi possivel obter ovos da espécie Ae. aegypti com valores de
viabilidade superiores a 55% em todas as areas amostradas. Nota-se que a
Vila Planalto foi a area com maior numero de ovos viaveis coletados, cujo valor
foi de 1.312 ovos, representando 91%. Por outro lado, Granja do Torto e o
RCG foram as que apresentaram maior numero de ovos murchos com 651 e

314, representando 42,8% e 35,2%, respectivamente.

O numero de ovos eclodidos foi baixo, variando entre 1,7%
(Granja do Torto) a 16,5% (SUAG) para as amostras coletadas nas seis areas
do Distrito Federal, entre janeiro a abril de 2017.
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Tabela 2 - Distribuicdo do numero de ovos viaveis, murchos e eclodidos de fémeas de Aedes aegypti coletados em seis areas

do Distrito Federal, entre janeiro a abril de 2017.

Classificacéo Vila Planaol/’:)o Grarllnja do 'I;Zno _ RCG = Lnago Nozt/(: K Varjéo% - SUAG% TOTAL
Viaveis 1312 917 843 55,5 526 589 1.178 619 801 69,7 354 60,1 5.014
Murchos 64 4,5 651 42,8 314 35,2 499 26,2 197 17,1 138 234  1.863
Eclodidos 55 38 26 1,7 53 5,9 227 11,9 151 13,1 97 16,5 609
TOTAL 1431 100 1.520 100 893 100 1.904 100 1.149 100 589 100 7.486
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5.2 indice de Positividade e Densidade de Ovos de Ae. aegypti

O indice de Positividade de Ovitrampa (IPO) foi maior (95%) para
as armadilhas instaladas na RA da Vila Planalto, enquanto que o menor valor
foi registrado nas armadilhas procedentes da RA do Varjao, cujo IPO foi de
36% (Fig. 25) Apesar do fato, da RA da Vila Planalto possuir o maior IPO
observa-se que o indice de Densidade de Ovos (IDO) foi baixo (34). O maior
IDO foi da RA do Lago Norte (51) e o menor IDO dentre todas as areas
trabalhadas nesse estudo foi da SUAG (19), conforme mostra a figura 26.
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Figura 25 - indice de Positividade de Ovitrampas (IPO) por armadilha
positiva em seis areas do DF, entre janeiro a abril de 2017.
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Figura 26 - indice de Densidade de Ovos (IDO) por armadilha positiva
em seis areas do DF, entre janeiro a abril de 2017.

5.3 Inibicao de Emergéncia de populagoes de Ae. aegypti do campo

Foram expostas um total de 14.866 larvas do mosquito Ae.
aegypti. De modo geral, as populagcbes da espécie Ae. aegypti procedentes da
Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago Norte, Varjao e SUAG apresentaram
elevada suscetibilidade ao analogo de hormdnio juvenil pyriproxyfen (PPF),
conforme os resultados das Inibigdes de Emergéncia (IE), as quais podem ser
observadas na Tab. 3. Observa-se também nessa tabela que as populacdes da
Granja do Torto e Lago Norte apresentaram tolerancia ao PPF, principalmente
nas doses entre 0,0001 a 0,0007 pg/ml, em comparagdo com as demais
populagdes, incluindo o grupo controle. A Granja do Torto foi a menos

suscetivel, ou seja, somente atingiu 50% de |IE na dose de 0,005 pg/ml.
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A populacao de referéncia Rockfeller obteve a maior IE, quando
comparadas as demais populagdes de campo, ou seja, quando expostas as
doses entre 0,0001 a 0,03 pg/ml de PPF apresentaram |E variando de 51% a
99%. Ressalta-se que a dose de 0,03 pg/ml inibiu a emergéncia de 99% dos

adultos da linhagem de referéncia Rockfeller.

Destaca-se que as menores taxas de |[E foram para a populagao
de Ae. aegypti oriunda do RCG que registrou um valor de 86% de interrupgao
da emergéncia de pupas, seguida da populagdgo SUAG com um valor de 88%
de IE, na dose 0,03 ug/ml (Tab. 3).

As populagdes da Vila Planalto e Varjao apresentaram valores
semelhantes para IE, isto é, ambas as populacdées demostraram valores de
92% quando expostas ao composto quimico PPF. Também foram registrados
valores proximos de IE para as populacdes de Ae. aegypti oriundas da RA do
Lago Norte e Granja do Torto, com valores de 90% e 91%, respectivamente.
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Tabela 3 - Inibicdo de emergéncia de populagdes de mosquito Aedes aegypti expostos a diferentes doses do analogo de
horménio juvenil PPF, em 2018.

Rockefeller Vila Planalto Granja do Torto RCG Lago Norte Varjao SUAG

Doses (pg/ml)

n(216 *IE n(2160) *IE n(2160) *E n (2160) *IE n (2160) *IE n(2160) *IE n (2160) *IE
0,0001 270 51 270 57 270 28 270 58 270 38 270 44 270 33
0,0005 270 57 270 64 270 36 270 60 270 41 270 51 270 48
0,0007 270 66 270 67 270 35 270 65 270 46 270 57 270 55
0,001 270 76 270 71 270 42 270 67 270 52 270 61 270 58
0,005 270 82 270 76 270 50 270 71 270 58 270 65 270 69
0,007 270 87 270 82 270 65 270 78 270 74 270 81 270 69
0,01 270 89 270 91 270 84 270 79 270 81 270 80 270 82
0,03 270 99 270 92 270 91 270 87 270 90 270 92 270 89

*|E - Inibigdo de Emergéncia expresso em %.
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A Fig. 27 mostra a média da IE de adultos da espécie Ae. aegypti.
A populacédo Rockefeller obteve um valor médio de 76%, enquanto que para as
populagbes de campo, houve variagao de 74,5% (Vila Planalto) a 54% (Granja
do Torto) entre as médias de IE. Ainda, nessa mesma figura € possivel
observar que as populagdes da espécie Ae. aegypti procedentes da RCG
(70,5%), Varjao (66,3%) e SUAG (66,3%) apresentaram valores médios de IE
superiores a 60%, no entanto, as populagdes oriundas do Lago Norte (59%) e
Granja do Torto (54%) obtiveram médias abaixo de 60%.
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Figura 27. Distribuicdo média da Inibicdo de Emergéncia de pupas da
espécie Aedes aegypti, em ordem decrescente, expostos a diferentes
doses do analogo de horménio juvenil PPF, Distrito Federal, em 2018.
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5.4 Concentragao de Inibicao, Dose Diagnéstica e Razdo de Resisténcia

de populacoes de Ae. aegypti tratados com PPF

Os resultados referentes a Concentragéo de Inibicédo (Cl) 50%,
90% e 99%, assim como da Razéo de Resisténcia (RR) estdo apresentados na
Tab. 4. A populacédo de referéncia Rockefeller obteve uma C150% de 0,00008
pg/ml, CI90% de 0,00937 pg/ml e CI99% de 0,42952 ug/ml. A Dose
Diagnéstica para esse estudo foi de 0,8 pg/ml, ou seja, 2 X a CI99% da

populacdo Rockfeller.

Em relacdo as RRs das seis populagées de mosquito Ae. aegypti
procedentes de campo observa-se que trés apresentaram suscetibilidade ao
analogo de horménio juvenil PPF, sendo Vila Planalto (RR 0,8), RCG (RR 0,8)
e Varjao (RR 4,0). Duas populagdes registraram resisténcia moderada, SUAG
(RR 5,0) e Lago Norte (RR 7,0) e a populagdo procedente da RA Granja do
Torto mostrou um valor de RR de 11,0, ou seja, acima do esperado, conforme

mostra a Tab. 4.

83



Tabela 4 — Concentragao de Inibigcdo e Razao de Resisténcia de populagdes de mosquito Aedes aegypti expostos a diferentes

doses do analogo de horménio juvenil PPF, em 2018.

*CI150% (IC 95%)

*Cl190% (IC 95%)

*Cl199% (IC 95%)

**RR

Populagao n

Rockefeller 2160
Vila Planalto 2160
Granja do Torto 2160
RCG 2160
Lago Norte 2160
Varjao 2160
SUAG 2160

0,00008 (0,00005 - 0,00012)
0,00008 (0,00004 - 0,00012)
0,00145 (0,00121 - 0,00173)
0,00008 (0,00004 - 0,00012)
0,00074 (0,00058 - 0,00992)
0,00035 (0,00025 - 0,00047)
0,00042 (0,00030 - 0,00056)

0,00937 (0,00678 - 0,01396)
0,01698 (0,01128 - 0,02875)
0,07633 (0,0182 - 0,121990
0,01698 (0,01128 - 0,02875)
0,07097 (0,04577 - 0,12242)
0,05570 (0,03501 - 0,10050)
0,07461 (0,04552 - 0,14021)

0,42952 (0,20672 - 1,11312)
0,99000 (0,52578 - 4,71337)
1,92543 (0,09793 - 4,41159)
1,33976 (0,52578 - 4,71337)
2,91734 (1,29533 - 8,12623)

3,43936 (1,37245 - 11,31435)
5,05410 (1,92682 - 17,69615)

0.8
11.0
0.8
7.0
4.0
5.0

n - NUmero de expostos.
*Cl- Concentragao de Inibigéao.

** - Razao de Resisténcia = IE 50% campo/IE% Rockefeller.
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5.5 Mortalidade de larvas e pupas de populacoes de Ae. aegypti

A populacdo de referéncia Rockefeller apresentou média de
mortalidade de larvas de 0,6% quando tratadas com o horménio juvenil PPF.
Nas populacdes de campo observa-se que a média de mortalidade de larvas foi
entre 1,1% a 3,0%, indicando que a morte de larvas expostas ao PPF ¢é baixa,

conforme mostra a Tab. 5.

Por outro lado, os valores médios de mortalidade de pupas foram
elevados, tanto na populacio de referéncia, quanto nas populagcdes de campo.
A populacado de referéncia Rockefeller apresentou média de mortalidade de
pupas de 75,1%, seguida da populagdo de Ae. aegypti da Vila Planalto
(72,8%), RCG (68,1%), Varjao (63,8%), SUAG (62,6%) e Lago Norte (59%)
Granja do Torto (54,6%).

Tabela 5 — Distribuicdo média da mortalidade de larvas e pupas de
populacdes de Aedes aegypti expostos a diferentes doses de PPF, em
2018.

Populagao n *ML *MP
Rockfeller 2160 0,6 75,1
Vila Planalto 2160 3,0 72,8
Granja do Torto 2160 11 54,6
RCG 2160 1,5 68,1
Lago Norte 2160 1,9 59,0
Varjao 2160 2,0 63,8
SUAG 2160 1,4 62,6

n - numero total de larvas de 3° e 4° estadio expostas ao PPF.
*ML - Média de mortalidade de larvas.
**MP - Média de mortalidade de pupas.
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5.6 Tempo Letal 50% (TL50%) das populagoes de referéncia e campo

A variabilidade do TL50% para as diferentes populacbes da
espécie Ae. aegypti tratadas com PPF podem ser observadas na Tab. 6 e 7.
TL50% da populacdo Rockefeller variou entre 270 a 102,5 horas nas doses

entre 0,0001 a 0,03 pg/ml conforme mostra a Tab. 6.

TL50% da populagao Rockefeller para a dose de 0,0001 ug/ml foi
de 270 horas. Nessa mesma dose observa-se que os TL50% da populacido da
Granja do Torto e Lago Norte foram de 594,1 e 657,69 horas, respectivamente.
Comparativamente, as TL50% dessas populagdes levaram o dobro de tempo,

em relagao a populagéo Rockefeller para matar 50% das larvas expostas.

A populagdo Rockefeller, na dose de 0,03 pg/ml, obteve um
TL50% de 102,5 horas.
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Tabela 6 — Comparagéo de tempos letais 50% entre as populagdes Rockefeller, Vila Planalto, Granja do Torto e RCG, em julho

de 2018.
Rockefeller Vila Planalto Granja do Torto RCG
Dose n n n n

(mg/ml) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (1C95%) (2160) *TL50% (1C95%) (2160) *TL50% (IC95%)
0,0001 270 270,0 (228,4 - 319,2) 270 149,5 (127,7 - 174,9) 270 594,1 (470,8 - 749,8) 270 203,1 (172,2 - 239,6)
0,0005 270 2441 (209,9 - 283,8) 270 306,1 (262,6 - 356,9) 270 379,8 (314,5 - 458,6) 270 197,7 (169,1 - 231,0)
0,0007 270 148,3 (129,7 - 169,7) 270 297,9 (256,8 - 345,4) 270 402,8 (331,7 - 489,1) 270 176,6 (152,4 - 204,7)
0,001 270 138,3 (120,5 - 158,7) 270 251,3(218,1 - 289,6) 270 322,9 (268,6 - 388,3) 270 185,0 (158,6 - 215,8)
0,005 270 141,3 (123,7 - 161,3) 270 226,9 (197,7 - 260,5) 270 2442 (207,0 - 288,0) 270 150,6 (130,8 - 173,4)
0,007 270 128,0 (112,4 - 145,9) 270 198,44 (173,9 - 226,3) 270 184,7 (159,0 - 214,5) 270 145,6 (126,7 - 167,3)
0,01 270 118,9 (104,8 - 134,9) 270 145,38 (128,0 - 165,0) 270 136,9 (120,1 - 156,0) 270 126,5(110,9 - 144 ,4)
0,03 270 102,5 (90,9 - 115,5) 270 123,0 (108,7 - 139,2) 270 118,4 (104,5 - 134,3) 270 103,4 (90,3 - 118,3)

n - Numero total de individuos expostos.

*TL - Tempo Letal.
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Tabela 7 — Comparacéao de tempos letais 50% entre as populagdes Rockefeller, Lago Norte, Varjao e SUAG em julho de 2018.

Rockefeller Lago Norte Varjao SUAG
Dose n n n n
(mg/ml) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (1IC95%) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%)
0,0001 270 270,0 (228,4 - 319,2) 270 657,69 (540,0-800,88) 270 366,8 (306,0 -439,7) 270 483,7 (402,3 - 581,7)
0,0005 270 2441 (209,9 - 283,8) 270 547,12 (456,4-655,8) 270 341,0 (285,8 - 407,0) 270 508,5 (422,9-611,5)
0,0007 270 148,3 (129,7 - 169,7) 270 597,0 (494,4 - 720,9) 270 262,5 (223,6 - 308,3) 270 311,1 (266,7 - 362,9)
0,001 270 138,3 (120,5 - 158,7) 270 382,5 (325,7 - 449,1) 270 243,6 (208,1 - 285,1) 270 228,4 (199,6 - 261,4)
0,005 270 141,3 (123,7 - 161,3) 270 283,4 (242,6 - 331,0) 270 220,5(189,7 - 256,3) 270 267,7 (231,8 - 309,2)
0,007 270 128,0 (112,4 - 145,9) 270 250,2 (217,2 - 288,2) 270 135,8 (118,5 - 155,5) 270 235,7 (205,8 - 269,9)
0,01 270 118,9 (104,8 - 134,9) 270 2256 (197,1 - 258,2) 270 153,7 (134,3-175,7) 270 196,6 (172,2 - 224,3)
0,03 270 102,5 (90,9 - 115,5) 270 192,4 (170,0 -217,8) 270 113,6 (100,3 - 128,7) 270 178,4 (157,0 - 202,6)

n - Numero total de individuos expostos.

*TL - Tempo Letal.



6 DISCUSSAO

6.1 indice de Positividade de Ovos (IPO) e indice de Densidade de Ovos

de populagoes de mosquitos Ae. aegypti das areas estudadas

Armadilhas do tipo ovitrampas tém sido utilizadas para o
levantamento de indices de infestacdo de populacdes de Ae. aegypti por parte
dos servigos de vigilancia entomoldgica estaduais e municipais. O uso da
armadilha ovitrampa ¢é indicado pelo Ministério da Saude para monitoramento
de areas infestadas e n&o infestadas por Ae. aegypti (Brasil, 2002). Varios
estudos vém sendo realizados nos ultimos anos com o intuito de testar a
sensibilidade deste tipo de armadilha e os resultados apresentados mostraram-
se positivos como descrito por Nunes et al. (2010), Monteiro et al. (2014),
Oliveira & Musis (2014), Soares et al. (2015) e Barbosa et al. (2017).

Estudos realizados em outros paises também apresentaram
resultados positivos, de acordo com Gopalakrishnan et al. (2012) que avaliando
a performance de iscas na atracdo de fémeas para oviposi¢do, na india,
observaram que adicionar 30% de palha de arroz a infusdo de feno aumenta a
coleta de ovos em quatro vezes, em comparagao com 0 uso de apenas agua.
Esses autores também afirmaram que armadilhas do tipo ovitrampas sao uteis
para compreender a prevaléncia sazonal e distribuicdo de mosquitos das
espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus, uma vez que sao de facil manuseio,

menos evasivas, possuem atragédo de longo alcance e sao de baixo custo.

Saide et al. (2014) realizaram inquérito entomoldgico em 1160
imoveis em Mérida, México, com o intuito de avaliar os niveis de ocorréncia do
mosquito Ae. aegypti. A pesquisa revelou que o aumento do IPO e IDO
estavam associados com a presencga de adultos no interior e peridomicilio dos
imoveis.

Na Malasia, Hasnan et al. (2016) quantificaram a distribuigcéo e
abundancia de populagdes de Ae. aegypti por meio de 360 armadilhas
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ovitrampas instaladas em duas areas (sem e com surto). Os autores
observaram que do total de armadilhas instaladas, 216 foram positivas para Ae.
aegypti, destas 99 (45,8%) foram procedentes da area sem surto e 117 (54,2%)
da area com surto, sendo possivel identificar a abundancia de mosquito da
espécie Ae. aegypti, juntamente com sua distribuicdo na area de surto de

dengue.

Nesse estudo foi obtido um total de 7.486 ovos da espécie Ae.
aegypti. Apesar da variabilidade no numero de ovos nas seis areas do Distrito
Federal, quando comparado ao estudo de Nunes et al. (2011) que obtiveram
um total de 9.820 ovos de fémeas da espécie Ae. aegypti, em um bairro da
cidade de Santana, no estado do Amapa sugere-se que as armadilhas tiveram
um bom desempenho, permitindo a coleta de ovos em numero suficiente para

realizagcao dos bioensaios biolégicos com PPF.

A variacdo no numero de ovos obtidos em cada area pode ser
explicada por meio das diferentes caracteristicas ambientais e climaticas,
levando em consideragao de que fémeas da espécie Ae. aegypti buscam locais
muito especificos, como areas sombreadas e umidas, com temperatura média
de 27°C. Essas alteragcdes podem interferir na produtividade das fémeas como
descrito por Oliveira e Musis (2011) que observaram uma queda na captura de
ovos da espécie Ae. aegypti em uma escola de Cuiaba — MT, Brasil, devido a
remogdo da vegetacdo que proporcionava um ambiente favoravel a

proliferacdo da espécie.

A area da Vila Planalto € uma regido que possui varios imoveis
com presencga de vegetacao no quintal e grande quantidade de entulhos. Tais
fatores associados a elevada pluviosidade do més de janeiro contribuiram para
aumentar a quantidade de criadouros (Monteiro et al., 2014) e,

consequentemente o rendimento das capturas de ovos na Vila Planalto.

Por outro lado, a area da SUAG possui caracteristicas muito
diferentes, pois se trata de um imdvel publico constituido por um conjunto de
prédios proximo ao cerrado e sem areas de sombreamento. Dessa forma, foi
possivel obter 589 ovos em um periodo de duas semanas, provavelmente

devido a menor quantidade de criadouros disponiveis e redugao de volume da
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agua das chuvas, pois as armadilhas forma instaladas em abril quando no DF
as chuvas comegam a diminuir. Outro fator que talvez possa ter contribuido foi
a realizagcdo de aplicagao espacial de inseticidas com Ultra Baixo Volume

(UBV), conforme relatado pelos trabalhadores locais da SUAG.

A sensibilidade das armadilhas ovitrampas pode ser observada
no presente estudo, considerando o tamanho das areas monitoradas,
quantidade de armadilhas instaladas (360 unidades) e o tempo de permanéncia
das armadilhas nos pontos de coleta (duas semanas em cada localidade).
Nesse trabalho, a média geral de IPO foi de 49,1% e IDO de 39 ovos nas areas
monitoradas. Monteiro et al. (2014) utilizaram 2.508 armadilhas na cidade de
Macapa/AP, entre 2011 a 2012, obtendo um IDO médio de 50 e IDO 103 ovos.
Recentemente, Barbosa et al. (2017) monitorando a cidade de Natal, no Rio

Grande do Norte registrou um IPO médio de 40% e IDO 51 ovos por armadilha.

Ainda, é possivel medir o nivel de risco de transmiss&do de uma
determinada area por meio dos valores de IPO e IDO, conforme descrito por
Oliveira & Musis et al. (2014). Esses autores mencionaram que areas nao
propicias a risco possuem IPO < 40% e IDO < 40 ovos. Areas de alerta
apresentam IPO entre 41% e 60% e IDO de 41 a 60 ovos e areas de risco
possuem IPO > 60% e IDO > 60 ovos.

Apesar do fato da area da Vila Planalto ter obtido um IPO acima
de 60%, indicando area de risco, o IDO foi baixo, sugerindo que as oviposi¢des
estavam concentradas em pontos especificos e que possivelmente a
distribuicdo das fémeas da espécie Ae. aegypti ndo estavam dispersas de
forma ampla no territério. Segundo Soares et al. (2015), os periodos de seca
facilitam a dispersdo das fémeas da espécie Ae. aegypti, uma vez que a
disponibilidade de criadouros € baixa, induzindo as fémeas a buscarem outros
criadouros em locais mais distantes. Tal fato pode explicar a alta dispersido de
fémeas na area do Lago Norte, levando em consideragdo que o DF passa por
periodos de seca prolongada, principalmente entre os meses de maio a

outubro.

A grande variacdo de temperatura e umidade durante os meses

de coleta dos ovos, podem ter influenciado na variagdo do numero de ovos
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murchos e eclodidos das populagbes de campo. A granja do Torto foi a regido
com o segundo maior numero de captura de ovos (n=1.520), mas foi a regido
com maior numero de ovos murchos (n=651), possivelmente isto pode ter
ocorrido devido as baixa temperatura e baixa humidade durante o periodo de
coleta o que pode ter afetado o tempo de desenvolvimento do embrido, outra
possibilidade foi a forma de armazenamento dos ovos apds a coleta. Ja o Lago
Norte foi a regido com maior numero de ovos capturados (n=1.904) e foi a que
registrou 0 maior numero de ovos eclodidos (n=227), a provavel causa pode ter
sido devido ao clima quente e umido durante o periodo de permanéncia das
armadilhas nas areas de coleta, favorecendo o processo de eclosio
acontecesse em um periodo mais curto (Silva & Silva, 1999; Beserra et al.,
2006; Farnesi et al., 2009).

6.2 Inibicao de Emergéncia de populacdes de Aedes aegypti do campo

Nessa pesquisa, a populagdo de referéncia da linhagem
Rockefeller obteve Inibicdo de Emergéncia (IE) de pupas de 99%, na dose de
0,03 pg/ml. Esse resultado assemelha-se ao obtido por Seccacini et al. (2008)
que ao tratar populacdo de referéncia Rockefeller com PPF grau técnico
(97,8%) encontraram IE de 100%. Em outro estudo utilizando PPF comercial -
Sumilav® (0,5%) em bioensaios de campo com a populagdo Rockefeller
registrou-se |IE de 91,8%, corroborando também com os valores obtidos neste
trabalho, conforme Ochipinti et al. (2014). Vythilingam et al. (2005) e Itoh et al.
(1994) também detectaram valores de |IE proximos ao observados nesta
pesquisa.

Ainda, nessa pesquisa a IE das populagdes de mosquito Ae.
aegypti procedentes da Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago Norte,
Varjao e SUAG variou entre 87% a 92%, demostrando suscetibilidade ao PPF.
Andrighetti et al. (2008) expuseram, sob condi¢des de laboratério, trés

populagcbes de mosquito Ae. aegypti ao PPF grau técnico (98,5%) oriundas de
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Salvador/Bahia, Barreiras/Bahia e Bauru/Sao Paulo, na qual encontraram baixa

resisténcia ao PPF com média de |IE de 97,2%.

Itoh et al. (1994) utilizaram as doses de 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e
10,0 (ppb) para avaliar o padrdo de suscetibilidade de duas populagdes de
mosquito Ae. aegypti oriundas de Bangkok, na Tailandia. As populagdes
obtiveram |[E maior que 50% a partir das concentragdes de 0,1 a 10,0 (ppb) e a
meédia de IE foi de 96,7% em comparacao a populacao referéncia.

Portanto, ao comparar os resultados de IE das populacées da
espécie Ae. aegypti procedentes de seis areas do DF, associado com os
demais estudos realizados por outros autores, evidencia-se a elevada
suscetibilidade das populacbes de Ae. aegypti ao PPF avaliadas neste

trabalho.

6.3 Razao de Resisténcia (RR) e Concentragcdo de Inibicao (Cl) de

populacdes de Aedes aegypti expostas ao PPF

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que se a RR
for <5 a populagao é suscetivel, RR entre 5 e 10 trata-se de uma populacao
com resisténcia moderada e RR >10 a populagéo apresenta resisténcia (WHO
2016). No presente estudo as populagdes da Vila Planalto e RCG (RR=0,8) e
Varjao (RR=4,0) apresentaram um RR <5, sendo consideradas suscetiveis ao
PPF. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados por Leyva
et al. (2010) que realizaram testes com PPF grau técnico (97%) em quatro
populagcdes de mosquito Ae. aegypti oriundas de Cuba, cujos valores de RR
foram de RR 3,4, 0,9, 0,5 e 1 para as populagbes de SANtem F13, Boyeros,
Cotorro e 10 de Octubre, respectivamente.

Andrighettii et al. (2008) também detectaram baixos niveis de
resisténcia em duas populagbes de mosquitos Ae. aegypti oriundas de
Barreiras/BA (RR=1,4) e Bauru/SP (RR=3,6) quando expostas ao PPF, sob

condicdes de laboratério. Os autores consideraram essas populacdées como

93



suscetiveis ao PPF. Populagbes de Ae. aegypti capturados de Martinica
também apresentaram RR= 2,2 em bioensaios com PPF grau técnico (98,7%),
conforme mostra a pesquisa de Marcombe et al. (2011). Oito populacbes da
espécie Ae. albopictus procedentes dos Estados Unidos também apresentaram
suscetibilidade ao PPF, na qual obtiveram valores de RR entre 1 a 2,36, de
acordo com Marcombe et al. (2014).

As populagdes da SUAG e Lago Norte obtiveram RR de 5,0 e 7,0,
respectivamente. A populagdo da Granja do Torto apresentou RR de 11,0
quando comparada da populacdo Rockfeller. De acordo com WHO (2016)
essas populacdes seriam classificadas com resisténcia moderada e resistente.

No entanto, ressalta-se que os resultados de IE e mortalidade de
pupas comprovam que as populagdes mencionadas acima sédo suscetiveis ao
analogo de horménio juvenil PPF. Provavelmente, esses resultados podem ser
explicados devido a problemas na padronizagao da curva dose resposta que
nao permitiram uma boa estimativa da RR.

Outro fator importante que permite evidenciar a suscetibilidade
das populagdes da SUAG, Lago Norte e Granja do Torto trata-se do resultado
da Dose Diagndstica (DD) que foi estimado em 0,8 ug/ml para esse estudo. Na
dose 0,03 pg/ml as populagbes da SUAG, Lago Norte e Granja do Torto
obtiveram IE de 88%, 90% e 91%, respectivamente. Certamente, quando
expostas a DD de 0,8 yg/ml apresentariam IE% de 100%.

Além disso, a exposigao ao produto comercial (Sumilarv® 0,5 G)
recomendado pelo Ministério da Saude (MS) que utiliza uma dose de 0,01 mg/I
em condigbes de campo devera inibir emergéncia de pupas, pois trata-se de

uma dose elevada, em comparagado com a utilizada nos bioensaios biologicos.

Em relagdo ao valor de CI50% da populagdo de referéncia
Rockfeller obtido nesse estudo (0,00008 pg/ml), nota-se que Ali et al. (1995)
estimaram uma CI150% de 0,00011ppb para a espécie Ae. albopictus oriunda
da Florida (EUA), quando tratadas com PPF grau técnico (97%), em bioensaios
bioldgicos. Hatakoshi et al. (1987) avaliando a inibicdo de emergéncia de Culex
pipiens pallens, Anopheles stephensi e Aedes aegypti ao composto ativo de
hormonio juvenil sintetizado S-31183 registraram valores de CI50% para Ae.
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aegypti de 0,023 ppb, Culex pipiens pallens de 0,0046 ppb e Anopheles
stephensi de 0,043 ppb.

Marcombe et al. (2011) obtiveram valores de C150% de 0,11 ppb
para populagdo da espécie Ae. aegypti de Bora-Bora e de 0,24 ppb para
Vauclin, ambos em Martinica. Leyva et al. (2010) ao tratarem quatro
populagdes de campo de mosquito Ae. aegypti ao PPF obtiveram CI150%
variando de 0,013 a 0,079 ppb. Gémez et al. (2011) que ao tratar duas
populagdes de mosquitos da espécie Ae. aegypti e Ae. albopictus demostraram
valores de CI50% de 0,008 e 0,016 ppb. Ahmed et al. (2016) que também ao
expor uma populacado de mosquito Ae. aegypti obtiveram CI50% 0,0019. Para
todos os autores citados acima, os resultados obtidos revelaram alto grau de
suscetibilidade das populagdes tratadas com PPF. Desta forma, tais resultados
corroboram aos obtidos neste estudo e convergem para uma elevada

suscetibilidade ao analogo de hormdnio juvenil PPF.

6.4 Taxa de mortalidade de larvas e pupas de populagdes da espécie Ae.

aegypti tratadas com diferentes doses de PPF

Poucos estudos na literatura utilizaram os indicadores de taxa de
mortalidade de larvas (ML) e pupas (MP) em testes de suscetibilidade de
mosquitos do género Aedes ao PPF. O presente estudo analisou estes
indicadores, possibilitando comprovar que o PPF ndo atua como larvicida, ao
menos nas baixas concentracdes utilizadas nesse trabalho. A mortalidade de
larvas das populacdes de campo variou entre 1,1% a 3,0% e de pupas foi de
54,6% a 75,1%. Esses resultados corroboram com Leyva et al. (2010) que

demonstraram que somente acima de 1 ppb o PPF tem acao larvicida.

A populagao referéncia Rockefeller do presente estudo obteve
uma MP de 75,1%. Seccacine et al. (2008) analisando a MP de mosquito Ae.
aegypti suscetivel tratada com PPF observaram 100% de mortalidade de

pupas, para doses de 0,2 e 1 ppm de PPF. Essas doses foram muito elevadas
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em comparagdo com as doses utilizadas nesse trabalho para tratar a
populacao referéncia, onde a menor dose foi 0,0001 ug/ml e a maior 0,03
Mg/ml, ou seja, caso a populagdo Rockefeller fosse tratada com doses

superiores a 0,03 pg/ml, certamente teria uma inibigdo semelhante de 100%.

Monnerat et al. (2012) ao avaliar a eficacia de diferentes
larvicidas trataram uma populagdo de mosquito Ae. aegypti com PPF
(Sumilarv® 0.5 G) produto comercial com uma dose de 0,02 ppm, na qual
resultou em 91,4% de mortalidade de pupas. Outro estudo com PPF comercial
demostrou que doses inferiores a 0,01 ppb permitiram uma mortalidade de
pupas de 98,5%, conforme descrito por Suman et al. (2014). Esses resultados
indicam que o PPF é muito eficiente para inibir a emergéncia de pupas em
populagdes de mosquitos do género Aedes quando tratados com doses

menores que 0,01 ppb.

6.5 Tempo Letal (TL) 50% e 90% de populagdes de Ae. aegypti expostas
ao PPF

O Tempo Letal (TL) é a estimativa de tempo médio necessario
para que uma populagdo de inseto exposta a um determinado produto quimico
atinja 50% de mortalidade de larvas, pupas ou adultos. Esse parametro é
bastante utilizado para avaliar a suscetibilidade de insetos da subfamilia
Phlebotominae (Henriquez et al., 2009; Marcel6 et al., 2014). Recentemente,
Arzamani et al. (2018) ao avaliar a suscetibilidade de populagbes de
Phlebotomus sergenti oriundo de provincias ao norte do Ird, aos inseticidas
DDT (4%), permetrina (0,75%) e bendiocarb (0,1%) com base no TL indicaram
que a permetrina € eficiente contra P. sergenti e bendiocarb e DDT pouco
efetivos.

Anteriormente, mencionou-se que existem poucas informacdes na

literatura que utilizaram os indicadores de ML e MP em testes de
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suscetibilidade de mosquitos do género Aedes ao PPF. Para o monitoramento
de resisténcia de Ae. aegypti ao PPF utilizando TL as informagbes sao
escassas e quase que inexistentes. Gonzalez et al. (2016) utilizaram o TL50%
para avaliar a mortalidade de larvas de Ae. aegypti expostas a Bti, espinosade
e temephos combinados com atrativos para larvas (1-octen-3ol e 3-
methylphenol). Os autores observaram que o Bti obteve os melhores resultados
quando combinado com 0,1 mg/ml de 3-methylphenol e que o TL50% do grupo

controle diminui de 153 horas para 88,9 horas.

O TL foi utilizado também para avaliar armadilha letal para larvas
e adultos de Ae. aegypti. Os autores utilizaram PPF e permetrina combinados,
na qual se obteve mortalidade de larvas de quase 100%, em aproximadamente
65,5 horas e mortalidade de adultos de 85%, em 1,2 horas (Parker et al. 2017).

Nesse trabalho, a populagdo Rockefeller, na dose de 0,03 ug/ml
obteve TL50% de 102,5 horas. Essa TL50% (102 horas) pode ser utilizada
como parametro comparativo para detectar variacbes de suscetibilidade em
populagdes da espécie Ae. aegypti de campo. Portanto, sugere-se pela
primeira vez, um tempo de 102 horas para atingir 50% da mortalidade ou IE de
pupas de Ae. aegypti, uma vez que na literatura ndo foi encontrado estudos
especificos que utilizaram TL como meio de avaliar suscetibilidade dessa

importante espécie transmissora de arbovirus no Brasil.

As limitagdes do estudo ocorreram devido ao intenso clima frio
que houve em 2017, fazendo com que a criagdo e manutengao das coldnias de
Ae. aegypti de campo e referéncia ficassem prejudicadas quanto a produgao da
geracédo F1, mesmo utilizando aquecedores elétricos e umidificadores de ar na
sala de criacéo.

O atraso na obtencdo da geragdo F1 de todas as populagdes
limitou o tempo do estudo. Algumas CI150% apresentaram resultados elevados,
sendo necessario utilizar novas subdoses nos bioensaios bioldgicos, a fim de
melhor estimar a curva dose resposta. Esses bioensaios ndo puderam ser
realizados, consequentemente, gerou deficiéncias na padronizagdo da Dose
Diagndstica e nas estimativas de Razdo de Resisténcia que foram obtidas por

meio do programa estatistico JMP® Trail 14.0.1.
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O presente trabalho colaborou no monitoramento de resisténcia
de populagbes de mosquito Ae. aegypti no DF, comprovando alta
suscetibilidade das populacbées do DF ao PPF, até o momento. No entanto,
novas areas do DF necessitam ser monitoradas, em relacdo a alteragdo de
suscetibilidade da principal espécie transmissora de arboviroses no Brasil — Ae.
aegypti.
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7 CONCLUSOES

v

O IPO indica que o0 mosquito Ae. aegypti esta presente nas seis
areas estudadas no DF e que a quantidade de ovos (IDO) varia de

uma localidade para outra, conforme as caracteristicas do ambiente;

As seis populacdes procedentes do DF sao suscetiveis ao PPF
com IE acima de 87%. As RR apontaram baixa resisténcia ao PPF,
apesar das populagbes da SUAG (RR=5), Lago Norte (RR=7) e da
Granja do Torto (RR=11) e apresentarem um alto valor de RR;

Para este estudo, a Concentracéo de Inibicdo (Cl) 99% foi de 0,4
pug/ml e a Dose Diagnéstica (DD) de 0,8 pg/ml, ou seja, 2 X a Cl199%
da populagédo Rockfeller. A mortalidade de larvas e pupas foi de 1,1%
a 3,0% e 54,6% a 72,8%, respectivamente. Esses resultados indicam
baixa atividade larvicida e elevada ag¢ao na inibicdo de emergéncia

de pupas de Ae. aegypti;

A principio a TL50%=102 horas da populagdo de referéncia
Rockefeller pode ser utilizada como pardmetro comparativo para
detectar alteracdes de suscetibilidade em populacdes da espécie Ae.

aegypti de campo.
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Apéndice 1. Ficha de anotagao de mortalidade.

Ensaio N2: 02 Investigador: Bruno |Populagdo: Vila Planalto Espéc: Ae. aegypti
Data: 22/03/2018 Hrs: 13:50 T°C: 26,0°C |UR: 65%
Controle VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,0001 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,0005 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,0007 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,001 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,005 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,007 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,01 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Data: Hrs: T°C: UR:
0,03 VIVO MORTO
Qnt L A TV L P ™
R1 30
R2 30
R3 30
Total 90
Populagdo total ndo exposta: 90
Populagdo total exposta: 720
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Resumo
Contexto:

O estudo avaliou o perfil de suscetibilidade de seis populagdes da espécie
Aedes aegypti ao analogo de hormdnio juvenil pyriproxyfen, no Distrito Federal,

Brasil.
Resultados:

As populagbes procedentes da Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago
Norte, Varjao e SUAG apresentaram elevada suscetibilidade ao PPF, com
média de Inibicdo de Emergéncia (IE) de 92%. A populagdo de referéncia
obteve |IE de 99% e Concentracéo de Inibicdo (Cl) 99% de 0,4 pg/ml. A dose-
diagnostica (DD) deste estudo foi de 0,8 pg/ml. A mortalidade de larvas e
pupas foi de 1,1% a 3,0% e 54,6% a 72,8%, respectivamente. A Razéo de
Resisténcia (RR) foi de 0,8 para Vila Planalto e RCG; 4,0 para a populagéo do
Varjao; 5,0 para SUAG; 7,0 para o Lago Norte e 11 para Granja do Torto.
Apesar dessas ultimas populagdes apresentarem valores de RR acima de 10,
quando expostas a DD (0,8 ug/ml), provavelmente o valor da IE atingira 100%.
Por fim, sugere-se utilizagado da TL50%=102 horas da populacéo de referéncia
Rockfeller como paradmetro comparativo para detectar alteragdes de

suscetibilidade em populagdes da espécie Ae. aegypti de campo.

Conclusoes:

As seis populacdes de mosquito Ae. aegypti do Distrito Federal apresentaram
elevado nivel de suscetibilidade ao PPF. No entanto, novas areas do DF
necessitam ser monitoradas, em relacdo a alteragdo de suscetibilidade da

principal espécie transmissora de arboviroses no Brasil — Ae. aegypti.

Palavras-chave

Aedes aegypti, suscetibilidade, resisténcia, pyriproxyfen, IGR
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Introducgao

Os virus transmitidos por mosquitos sao denominados de
“arbovirus”, sendo responsaveis pelas principais doencas de importancia para
saude publica no Brasil e no mundo, tais como, Febre Amarela, Dengue,
Chikungunya e Zika devido ao grande impacto produzido na saude e na
economia (OPAS/ OMS, 2016; Camara, 2016; Renteria et al.,2016). Leta et al.
(2017) relataram a ocorréncia de ao menos uma das doencgas produzidas por
estes arbovirus em 146 paises e ocorréncia de multiplas doengcas em 123
destes paises, sendo seus principais vetores os mosquitos da espécie Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894).

Ae. aegypti por sua vez, € o principal vetor de arboviroses no
Brasil e esta distribuido em todas as unidades federativas do pais (Zara et al.,
2016). Os fatores ambientais, socioeconémico, bioldgicos e nao biolégicos
favorecem a dispersao e proliferacao desta espécie, além dos seus habitos
urbanos, endofilia e endofagia, domiciliagdo e estratégia de oviposicdo em
criadouros artificiais, na quais potencializam seu poder de dispersdo das
arboviroses (Barbosa & Silva, 2002; Silva et al., 2009).

Historicamente, o controle da espécie Aedes aegypti foi realizado
com o organoclorado diclorodifeniltricloretano (DDT), organofosforados
(malathion, fenitrothion), carbamato (bendiocarb), piretréides (cipermetrina,
deltametrina e alfacipermetrina), inseticidas biolégicos (Bacillus thunrigiensis) e
inseticidas reguladores de crescimento também chamados de Insect Growth
Regulator (IGR) (Zara et al., 2016). Atualmente, existe registro de resisténcia
estabelecida para organofosforados e piretroides em diversas populagcbes de
Ae. aegypti, no Brasil (Medeiros et al., 2018; Fontoura et al., 2012; Macoris et
al., 2007; Moyes et al., 2017).

Para reduzir as chances de desenvolvimento de resisténcia em
populagdes de Ae. aegypti houve no Brasil a substituigdo gradativa dos

inseticidas neurotoxicos por reguladores de crescimento (ou Insect Growth
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Regulator — IGR) como o diflubenzuron, novaluron e atualmente o pyriproxyfen
(Braga & Valle, 2007).

No Brasil o PPF tem sido utilizado, no controle de larvas, desde o
segundo semestre de 2014. Esse produto comecgou a ser utilizado no Distrito
Federal (DF), em 2016, sendo que seu uso é cada vez mais frequente e
comum em todo o DF (Brasil, 2017; GDF, 2016).

Apesar do uso recente ja existe registro de resisténcia moderada
de Ae. aegypti ao IGR methoprene, em 2015, na Malasia (Lau et al., 2015). No
Distrito Federal, a primeira pesquisa de resisténcia ao PPF foi realizada em
2012, quando uma populagao resistente ao temefés, procedente de Planaltina
foi submetido a bioensaios de campo para detectar resisténcia cruzada ao
Bacillus thuringiensis israelensis (BTi) e PPF, conforme mostra Monnerat et al.
(2012). Os resultados obtidos mostraram suscetibilidade ao PPF, porém sua

eficacia diminuiu a 80%, apos 60 dias de exposicao.

Existem poucas informacbées a respeito do perfil de
suscetibilidade da espécie Ae. aegypti ao PPF que evidencie o
desenvolvimento de resisténcia em populagdes oriundas do DF. Essa
informacao é de extrema importancia para nortear as atividades de controle do

principal vetor de arbovirus no Brasil — Ae. aegypti.

Nesse contexto, o objetivo foi analisar a suscetibilidade de
populagdes de Ae. aegypti procedentes de seis areas do Distrito Federal (DF)

ao analogo de hormoénio juvenil PPF.

Métodos

Area de estudo - O estudo foi realizado no Distrito Federal (DF), situado na
regido Centro-Oeste do Brasil, Latitude: — 15,7941 e Longitude: - 47,8825.
Foram selecionadas seis Regides do Distrito Federal, na qual a Diretoria de
Vigilancia Ambiental (DIVAL) fez uso do PPF no controle de larvas e pupas de

Ae. aegypti, nos ultimos 3 anos. As Regides foram as seguintes: Regido 1 - Vila
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Planalto; Regi&do 2 - Granja do Torto; Regido 3 — 1° Regimento de Cavalaria de
Guardas (RCG) localizado no Setor Militar Urbano; Regido 4 — Lago Norte;
Regidao 5 — Varjao e Regido 6 — Complexo da Subsecretaria de Justica do
Distrito Federal (SUAG-DF), antiga rodoferroviaria, situado no Setor de

Industria e Abastecimento.

Obtencao das amostras de campo - Foram instaladas 60 armadilhas do tipo
ovitrampa (Fay & Perri, 1965), com adigdo de feno a 10% para aumentar o
rendimento de captura dos ovos (Silva et. a., 2009; Depoli et al., 2016). Todas
as armadilhas permaneceram por duas semanas em cada area em locais
protegidos de chuva, sombreado e com pouca movimentagdo de pessoas e

animais (Nunes et al., 2011).

Populagao Suscetivel - Foi utilizada a populagdo Rockefeller de Ae. aegypti,
obtida do insetario do Nucleo de Entomologia da Diretoria de Vigiléncia
Ambiental/DIVAL/SES/DF.

Produto quimico escolhido - Pyriproxyfen (PPF), grau técnico 97%, fornecido
pela empresa ROGAMA NEOGENV® Company.

Bioensaios biolégicos - Os bioensaios bioldgicos foram conduzidos de
acordo com WHO (1981) e adaptagdes de WHO (2005) e WHO (2016). As
doses utilizadas foram de 0,0001; 0,0005; 0,0007; 0,001; 0,005; 0,007; 0,01 e
0,03 pg/ml. Para cada dose foram expostas um total 270 larvas de 3° e 4°
estadios e o grupo controle foi de 90 larvas. Todas as larvas foram
selecionadas de maneira mais homogénea possivel para padronizagado da
idade fisiologica e cronoldgica. As larvas foram colocadas em copos de 400 ml
com 250 ml de agua destiladas, cobertos com uma rede de malha fina presa a
borda com uma liga elastica e alimentadas com 3 mg de ragdo Natural Guabi®.
O registro de mortalidade foi realizado a cada 48 horas, por um unico
pesquisador, sendo finalizado somente quando todas as pupas realizassem a
emergéncia para adultos, no grupo controle. Todos os bioensaios foram
realizados em duplicatas em trés dias diferentes. A temperatura (25°C a 30°C)
e umidade relativa do ar (70% a 80%) foram controladas por aquecedor e

umidificador de ar comum.
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Analises estatisticas - Foi utilizado o programa JMP® Trial 14.0.1 para
estimar a Inibicdo de Emergéncia (IE%) das populagbes tratadas com PPF
(Leyva, 2010), Razdo de Resisténcia (RR), onde IE%50 da populacéo de
campo foi dividido pelo IE%50 da populagéo suscetivel e o Tempo Letal (TL)
necessario para que as populagbes de tratadas atingissem 50% e 90% de
mortalidade ou IE. Outros dados também foram analisados, tais como, média
de mortalidade de larvas (ML%), média de mortalidade de pupas (MP%)
(Ochipinti et al., 2014; Gomes, 1998). O critério adotado foi de RR <5 indica
uma populagdo de campo suscetivel, RR entre 5 e 10 resisténcia moderada e
RR >10 alta resisténcia (WHO, 2016; Lau et al., 2015)

Resultados

Foram expostas um total de 15.120 larvas do mosquito Ae.
aegypti. De modo geral, as populagdes da espécie Ae. aegypti procedentes da
Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago Norte, Varjao e SUAG apresentaram
elevada suscetibilidade ao analogo de hormoénio juvenil PPF, conforme os
resultados da IE, as quais podem ser observadas na Tabela 1. A populacéo de
referéncia Rockfeller obteve a maior |IE, quando comparadas as demais
populagdes de campo, ou seja, na dose de 0,03 ug/ml observa-se a IE de 99%

dos adultos da linhagem de referéncia Rockfeller.

A média da IE de pupas da espécie Ae. aegypti para populagéo
Rockefeller foi de 76%, enquanto que para as populagdes de campo, houve
variagao de 74,5% (Vila Planalto) a 54% (Granja do Torto), conforme mostra a
Fig. 1.

A Dose Diagnostica para esse estudo foi de 0,8 pg/ml, ou seja, 2
X a Cl99% da populacado Rockfeller. A Razao de Resisténcia (RR) foi de 0,8
para Vila Planalto e RCG; 4,0 para a populagao do Varjao; 5,0 para SUAG; 7,0
para o Lago Norte e 11,0 para Granja do Torto (Tab. 2). Apesar dos valores de
RR acima de 10 nas duas ultimas popula¢des, quando expostas a DD (0,8

pg/ml) serdo suscetiveis ao PPF. Nas populagdes de campo registra-se média
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de mortalidade de larvas entre 1,1% a 3,0%, indicando que a morte de larvas
expostas ao PPF é baixa, conforme mostra a Tab 3. Enquanto que, os valores
médios de mortalidade de pupas foram de 75,1% para populagcdo Rockfeller,
seguida da populacdo de Ae. aegypti da Vila Planalto (72,8%), RCG (68,1%),
Varjao (63,8%), SUAG (62,6%) e Lago Norte (59%) Granja do Torto (54,6%).

TL50% da populacdo Rockefeller variou entre 270 a 102,5 horas
nas doses entre 0,0001 a 0,03 pg/ml conforme mostra a Tab 4. TL50% da
populacdo Rockefeller para a dose de 0,0001 pg/ml foi de 270 horas. Nessa
mesma dose observa-se que os TL50% da populagdo da Granja do Torto e
Lago Norte foram de 594,11 e 657,69 horas, respectivamente.
Comparativamente, as TL50% dessas populacdes levaram o dobro de tempo,
em relacdo a populagdo Rockefeller para matar 50% das larvas expostas. A
populagcdo Rockefeller, na dose de 0,03 ug/ml, obteve um TL50% de 102,5

horas.

Discussao

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) preconiza que se a RR
for <5 a populagao é suscetivel, RR entre 5 e 10 trata-se de uma populacao
com resisténcia moderada e RR >10 a populagéo apresenta resisténcia (WHO
2016). No presente estudo as populagdes da Vila Planalto e RCG (RR=0,8) e
Varjao (RR=4,0) apresentaram um RR <5, sendo consideradas suscetiveis ao
PPF. Esses resultados corroboram com os resultados encontrados por Leyva
et al. (2010) que realizaram testes com PPF grau técnico (97%) em quatro
populagcdes de mosquito Ae. aegypti oriundas de Cuba, cujos valores de RR
foram de RR 3,4, 0,9, 0,5 e 1 para as populagées de SANtem F13, Boyeros,

Cotorro e 10 de Octubre, respectivamente.

Andrighettii et al. (2008) também detectaram baixos niveis de
resisténcia em duas populagbes de mosquitos Ae. aegypti oriundas de
Barreiras/BA (RR=1,4) e Bauru/SP (RR=3,6) quando expostas ao PPF, sob
condi¢cdes de laboratério. Os autores consideraram essas populagbes como
suscetiveis ao PPF. Populagbes de Ae. aegypti capturados de Martinica
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também apresentaram RR= 2,2 em bioensaios com PPF grau técnico (98,7%),
conforme mostra a pesquisa de Marcombe et al. (2011). Oito populacbes da
espécie Ae. albopictus procedentes dos Estados Unidos também apresentaram
suscetibilidade ao PPF, na qual obtiveram valores de RR entre 1 a 2,36, de
acordo com Marcombe et al. (2014).

As populagdes da SUAG e Lago Norte obtiveram RR de 5,0 e 7,0,
respectivamente. A populagdo da Granja do Torto apresentou RR de 11,0
quando comparada da populacdo Rockfeller. De acordo com WHO (2016)
essas populagdes seriam classificadas com resisténcia moderada e resistente.

No entanto, ressalta-se que os resultados de inibicdo de
emergéncia e mortalidade de pupas comprovam que as populagdes
mencionadas acima sdo suscetiveis ao analogo de horménio juvenil PPF.
Provavelmente, esses resultados podem ser explicados devido a problemas na
padronizagao da curva doses resposta, ndo permitindo uma boa estimativa da
RR.

Outro fator importante que comprova a suscetibilidade das
populagdes da SUAG, Lago Norte e Granja do Torto trata-se do resultado da
Dose Diagnostica (DD) que foi estimado em 0,8 ug/ml para esse estudo. Na
dose 0,03 pg/ml as populagbes da SUAG, Lago Norte e Granja do Torto
obtiveram IE de 88%, 90% e 91%, respectivamente. Certamente, com a

exposi¢cao a DD de 0,8 pg/ml apresentariam IE% de 100%.

Nessa pesquisa, a populagdo de referéncia da linhagem
Rockefeller obteve Inibicdo de Emergéncia (IE) de pupas de 99%, na dose de
0,03 pg/ml. Esse resultado assemelha-se ao obtido por Seccacini et al. (2008)
que ao tratar populacdo de referéncia Rockefeller com PPF grau técnico
(97,8%) encontraram IE de 100%. Em outro estudo utilizando PPF comercial -
Sumilav® (0,5%) em bioensaios de campo com a populagdo Rockefeller
registrou-se |IE de 91,8%, corroborando também com os valores obtidos neste
trabalho, conforme Ochipinti et al. (2014). Vythilingam et al. (2005) e Itoh et al.
(1994) também detectaram valores de |E proximos ao observados nesta

pesquisa.
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Ainda, nessa pesquisa a |IE das populagdes de mosquito Ae.
aegypti procedentes da Vila Planalto, Granja do Torto, RCG, Lago Norte,
Varjado e SUAG variou entre 87% a 92%, demonstrando suscetibilidade ao
PPF. Andrighetti et al. (2008) expuseram, sob condi¢des de laboratorio, trés
populagdes de mosquito Ae. aegypti ao PPF grau técnico (98,5%) oriundas de
Salvador/Bahia, Barreiras/ Bahia e Bauru/Sao Paulo, na qual encontraram

baixa resisténcia ao PPF com média de IE de 97,2%.

Itoh et al. (1994) utilizaram as doses de 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e
10,0 (ppb) para avaliar o padrdo de suscetibilidade de duas populagdes de
mosquito Ae. aegypti oriundas de Bangkok, na Tailandia. As populagdes
obtiveram |E maior que 50% a partir das concentragdes de 0,1 a 10,0 (ppb) e a
meédia de IE foi de 96,7% em comparacao a populagao referéncia.

Ao comparar os resultados de IE das populagdes da espécie Ae.
aegypti procedentes de seis areas do DF, associado com os demais estudos
realizados por outros autores, evidencia-se a elevada suscetibilidade das

populagdes de Ae. aegypti ao PPF avaliadas neste trabalho.

Em relagdo ao valor de CI50% da populagcdo de referéncia
Rockfeller obtido nesse estudo (0,00008 ug/ml), nota-se que Ali et al. (1995)
estimaram uma CI150% de 0,00011ppb para a espécie Ae. albopictus oriunda
da Florida (EUA), quando tratadas com PPF grau técnico (97%), em bioensaios
biolégicos. Hatakoshi et al. (1987) avaliando a inibigdo de emergéncia de Culex
pipiens pallens, Anopheles stephensi e Ae. aegypti ao composto ativo de
hormonio juvenil sintetizado S-31183 registraram valores de CI50% para Ae.
aegypti de 0,023 ppb, Culex pipiens pallens de 0,0046 ppb e Anopheles
stephensi de 0,043 ppb.

Marcombe et al. (2011) obtiveram valores de CI150% de 0,11 ppb
para populagdo da espécie Ae. aegypti de Bora-Bora e de 0,24 ppb para
Vauclin, ambos em Martinica. Leyva et al. (2010) ao tratarem quatro
populagdes de campo de mosquito Ae. aegypti ao PPF obtiveram CI50%
variando de 0,013 a 0,079 ppb. Gémez et al. (2011) que ao tratar duas
populagbes de mosquitos da espécie Ae. aegypti e Ae. albopictus

demonstraram valores de CI50% de 0,008 e 0,016 ppb. Ahmed et al. (2016)
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que também ao expor uma populagdo de mosquito Ae. aegypti obtiveram
CI50% 0,0019. Para todos os autores citados acima, os resultados obtidos
revelaram alto grau de suscetibilidade das populacdes tratadas com PPF.
Desta forma, tais resultados corroboram aos obtidos neste estudo e convergem
para uma elevada suscetibilidade ao analogo de hormonio juvenil PPF.

Poucos estudos na literatura utilizaram os indicadores de taxa de
mortalidade de larvas (ML) e pupas (MP) em testes de suscetibilidade de
mosquitos do género Aedes ao PPF. O presente estudo analisou estes
indicadores, possibilitando comprovar que o PPF ndo atua como larvicida, ao
menos nas baixas concentracdes utilizadas nesse trabalho. A mortalidade de
larvas das populacdes de campo variou entre 1,1% a 3,0% e de pupas foi de
54,6% a 75,1%. Esses resultados corroboram com Leyva et al. (2010) que

demonstraram que somente acima de 1 ppb o PPF tem acao larvicida.

A populagao referéncia Rockefeller do presente estudo obteve
uma MP de 75,1%. Seccacine et al. (2008) analisando a MP de mosquito Ae.
aegypti suscetivel tratada com PPF observaram 100% de mortalidade de

pupas, para doses de 0,2 e 1 ppm de PPF.

Monnerat et al. (2012) ao avaliar a eficacia de diferentes
larvicidas trataram uma populagdo de mosquito Ae. aegypti com PPF
(Sumilarv® 0.5 G) produto comercial com uma dose de 0,02 ppm, na qual
resultou em 91,4% de mortalidade de pupas. Outro estudo com PPF comercial
demonstrou que doses inferiores a 0,01 ppb permitiram uma mortalidade de
pupas de 98,5%, conforme descrito por Suman et al. (2014). Esses resultados
indicam que o PPF é muito eficiente para inibir a emergéncia de pupas em
populagdes de mosquitos do género Aedes quando tratados com doses

menores que 0,01 ppb.

O Tempo Letal (TL) é a estimativa de tempo médio necessario
para que uma populagdo de inseto exposta a um determinado produto quimico
atinja 50% de mortalidade de larvas, pupas ou adultos. Esse parametro é
bastante utilizado para avaliar a suscetibilidade de insetos da subfamilia
Phlebotominae (Henriquez et al., 2009; Marcel6 et al., 2014). Recentemente,

Arzamani et al. (2018) ao avaliar a suscetibilidade de populagbes de
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Phlebotomus sergenti oriundo de provincias ao norte do Ir4, aos inseticidas
DDT (4%), permetrina (0,75%) e bendiocarb (0,1%) com base no TL indicaram
que a permetrina € eficiente contra P. sergenti e bendiocarb e DDT pouco

efetivos.

Anteriormente, mencionou-se que existem poucas informacdes na
literatura que utilizaram os indicadores de ML e MP em testes de
suscetibilidade de mosquitos do género Aedes ao PPF. Para o monitoramento
de resisténcia de Ae. aegypti ao PPF utilizando TL as informagbes sao
escassas e quase que inexistentes. Gonzalez et al. (2016) utilizaram o TL50%
para avaliar a mortalidade de larvas de Ae. aegypti expostas a Bti, espinosade
e temephos combinados com atrativos para larvas (1-octen-3ol e 3-
methylphenol). Os autores observaram que o Bti obteve os melhores resultados
quando combinado com 0,1 mg/ml de 3-methylphenol e que o TL50% do grupo

controle diminui de 153 horas para 88,9 horas.

O TL foi utilizado também para avaliar armadilha letal para larvas
e adultos de Ae. aegypti. Os autores utilizaram PPF e permetrina combinados,
na qual obteve-se mortalidade de larvas de quase 100%, em aproximadamente
65,5 horas e mortalidade de adultos de 85%, em 1,2 horas (Parker et al. 2017).

Nesse trabalho, a populagdo Rockefeller, na dose de 0,03 ug/ml
obteve TL50% de 102,5 horas. Essa TL50% (102 horas) pode ser utilizada
como parametro comparativo para detectar variacbes de suscetibilidade em
populagdes da espécie Ae. aegypti de campo. Portanto, sugere-se pela
primeira vez, um tempo de 102 horas para atingir 50% da mortalidade ou IE de
pupas de Ae. aegypti, uma vez que esse parametro ndo é comumente utilizado
para monitorar a suscetibilidade dessa importante espécie transmissora de

arbovirus no Brasil.

As limitagdes do estudo ocorreram devido ao intenso clima frio
que houve em 2017, fazendo com que houvesse atraso na obtencido da
geracao F1 de todas as populagdes. Algumas C150% apresentaram resultados
elevados, sendo necessario utilizar novas subdoses nos bioensaios biolégicos,
a fim de melhor estimar a curva dose resposta. Esses bioensaios nao puderam

ser realizados, consequentemente, gerou deficiéncias na padronizagdo da
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Dose Diagnéstica e nas estimativas de Raz&o de Resisténcia. O presente
trabalho colaborou no monitoramento de resisténcia de populagdes de
mosquito Ae. aegypti no DF, comprovando alta suscetibilidade das populagdes

do DF ao PPF, até o momento.

Conclusoes

As seis populagdes de mosquito Ae. aegypti do Distrito Federal
apresentaram elevado nivel de suscetibilidade ao PPF. Sugere-se a utilizagao
da TL50%=102 horas da populacdo de referéncia Rockfeller como parametro
comparativo para detectar alteracbes de suscetibilidade em populacbes da
espécie Ae. aegypti procedentes de campo. Por fim, novas areas do DF
necessitam ser monitoradas, em relacdao a alteracdo de suscetibilidade da

principal espécie transmissora de arboviroses no Brasil — Ae. aegypiti.
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Arquivos adicionais

Tabela 1 - Inibicdo de emergéncia de populagdes de mosquito Aedes aegypti expostos a diferentes doses do analogo de

horménio juvenil PPF, em 2018.

Rockefeller Vila Planalto Granja do Torto RCG Lago Norte Varjao

Doses (ug/ml)

n (2160) *IE n(2160) *IE n(2160) *IE n (2160) *IE n (2160) “IE n (2160) *IE
0,0001 270 51 270 57 270 28 270 58 270 38 270 44
0,0005 270 57 270 64 270 36 270 60 270 41 270 51
0,0007 270 66 270 67 270 35 270 65 270 46 270 57
0,001 270 76 270 71 270 42 270 67 270 52 270 61
0,005 270 82 270 76 270 50 270 71 270 58 270 65
0,007 270 87 270 82 270 65 270 78 270 74 270 81
0,01 270 89 270 9 270 84 270 79 270 81 270 80
0,03 270 99 270 92 270 9 270 87 270 90 270 92

*IE - Inibicdo de Emergéncia expresso em %.
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Torto

Figura 1. Distribuicdo média da Inibicdo de Emergéncia de pupas da
espécie Aedes aegypti, em ordem decrescente, expostos a
diferentes doses do analogo de horménio juvenil PPF, Distrito
Federal, em 2018.
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Tabela 2 — Concentracéo de Inibigcdo e Raz&do de Resisténcia de populagdes de mosquito Aedes aegypti expostos a diferentes

doses do analogo de horménio juvenil PPF, em 2018

*CI150% (IC 95%)

*Cl90% (IC 95%)

*Cl199% (IC 95%)

**RR

Populagao n

Rockefeller 2160
Vila Planalto 2160
Granja do Torto 2160
RCG 2160
Lago Norte 2160
Varjao 2160
SUAG 2160

0,00008 (0,00005 - 0,00012)
0,00008 (0,00004 - 0,00012)
0,00145 (0,00121 - 0,00173)
0,00008 (0,00004 - 0,00012)
0,00074 (0,00058 - 0,00992)
0,00035 (0,00025 - 0,00047)
0,00042 (0,00030 - 0,00056)

0,00937 (0,00678 - 0,01396)
0,01698 (0,01128 - 0,02875)
0,07633 (0,0182 - 0,121990
0,01698 (0,01128 - 0,02875)
0,07097 (0,04577 - 0,12242)
0,05570 (0,03501 - 0,10050)
0,07461 (0,04552 - 0,14021)

0,42952 (0,20672 - 1,11312)
0,99000 (0,52578 - 4,71337)
1,92543 (0,09793 - 4,41159)
1,33976 (0,52578 - 4,71337)
2,91734 (1,29533 - 8,12623)

3,43936 (1,37245 - 11,31435)
5,05410 (1,92682 - 17,69615)

0.8
11.0
0.8
7.0
4.0
5.0

n - NUmero de expostos.
*Cl- Concentragao de Inibigéao.

** - Razao de Resisténcia = IE 50% campo/IE% Rockefeller.
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Tabela 3 — Distribuicdo média da mortalidade de larvas e pupas de
populacdes de Aedes aegypti expostos a diferentes doses de PPF,

em 2018.

Populagao n *ML *MP
Rockfeller 2160 0,6 75,1
Vila Planalto 2160 3,0 72,8
Granja do Torto 2160 1,1 54,6
RCG 2160 1,5 68,1
Lago Norte 2160 1,9 59,0
Varjao 2160 2,0 63,8
SUAG 2160 1,4 62,6

n - numero total de larvas de 3° e 4° estadio expostas ao PPF.

*ML - Média de mortalidade de larvas.

**MP - Média de mortalidade de pupas.
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Tabela 4 — Comparagéo de tempos letais 50% entre as populagdes Rockefeller, Vila Planalto, Granja do Torto e RCG, em julho de
2018.

Rockefeller Vila Planalto Granja do Torto RCG

Dose n n n n
(mg/ml) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%)

0,0001 270 270,0 (2284 - 319,2) 270 149,5 (127,7 - 174,9) 270 594,1 (470,8 - 749,8) 270 203,1 (172,2 - 239,6)
0,0005 270 2441 (209,9 - 283,8) 270 306,1 (262,6 - 356,9) 270 379,8 (314,5 - 458,6) 270 197,7 (169,1 - 231,0)

0,0007 270 148,3 (129,7 - 169,7) 270 2979 (256,8 - 345,4) 270 402,8 (331,7 - 489,1) 270 176,6 (152,4 - 204,7)

0,001 270 138,3 (120,5 - 158,7) 270 251,3 (218,1 - 289,6) 270 322,9 (268,6 - 388,3) 270 185,0 (158,6 - 215,8)
0,005 270 141,3 (123,7 - 161,3) 270 226,9 (197,7 - 260,5) 270 2442 (207,0 - 288,0) 270 150,6 (130,8 -173,4)
0,007 270 128,0 (112,4 - 145,9) 270 198,4 (173,9 - 226,3) 270 184,7 (159,0 - 214,5) 270 145,6 (126,7 - 167,3)
0,01 270 118,9 (104,8 - 134,9) 270 145,38 (128,0 - 165,0) 270 136,9 (120,1 - 156,0) 270 126,5(110,9 - 144,4)
0,03 270 102,5 (90,9 - 115,5) 270 123,0 (108,7 - 139,2) 270 118,4 (104,5 - 134,3) 270 103,4 (90,3 -118,3)

n - Numero total de individuos expostos.

*TL - Tempo Letal.
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Tabela 5 — Comparacgéao de tempos letais 50% entre as populagdes Rockefeller, Lago Norte, Varjao e SUAG em julho de 2018.

Rockefeller Lago Norte Varjao SUAG
Dose n n n n
(mg/ml) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%) (2160) *TL50% (IC95%)
0,0001 270 270,0 (228,4 - 319,2) 270 657,69 (540,0-800,88) 270 366,8 (306,0 -439,7) 270 483,7 (402,3 - 581,7)
0,0005 270 2441 (209,9 - 283,8) 270 547,12 (456,4-655,8) 270 341,0 (285,8 - 407,0) 270 508,5 (422,9 - 611,5)
0,0007 270 148,3 (129,7 - 169,7) 270 597,0 (494,4 - 720,9) 270 262,5 (223,6 - 308,3) 270 311,1 (266,7 - 362,9)
0,001 270 138,3 (120,5-158,7) 270 382,5(325,7 -449,1) 270 243,6 (208,1 - 285,1) 270 228,4 (199,6 - 261,4)
0,005 270 141,3 (123,7 - 161,3) 270 283,4 (242,6 - 331,0) 270 220,5 (189,7 - 256,3) 270 267,7 (231,8 - 309,2)
0,007 270 128,0 (112,4 - 145,9) 270 250,2 (217,2 - 288,2) 270 135,8 (118,5-155,5) 270 235,7 (205,8 - 269,9)
0,01 270 118,9 (104,8 - 134,9) 270 2256 (197,1 - 258,2) 270 153,7 (134,3-175,7) 270 196,6 (172,2 - 224,3)
0,03 270 102,5 (90,9 - 115,5) 270 192,4 (170,0 - 217,8) 270 113,6 (100,3 - 128,7) 270 178,4 (157,0 - 202,6)

n - Numero total de individuos expostos.

*TL - Tempo Letal.
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