éBioAssay

CONTROLE QUIMICO

Avaliacao da Susceptibilidade ao Temephos de Populacoes de Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) dos Municipios de Maracaju e Navirai,
MS, Brasil

EDNILSON LoPES DA SivA!, EDUARDO JOSE DE ARRUDA'!, CARLOS FERNANDO SALGUEIROSA DE ANDRADE?, MAGDA FREITAS
FERNANDES?, TATIANE ZARATINI TEIXEIRA!, CINTHIA GRANZOTTI DA SiLva SCUDELER', Isaias CABRINT'?

'Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnologia, UFGD - Universidade Federal da Grande Dourados.
E-mail: dhenyss@gmail.com;
’Instituto de Biologia, IB-UNICAMP.
SFaculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, UFGD.

BioAssay 10:1 (2015)

Susceptibility evaluation to temephos of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) populations from the Municipalities of Maracaju and
Navirai, Mato Grosso do Sul State, Brazil

ABSTRACT - Dengue is one of the most important arboviral diseases in the world today, whose
transmission occurs by the mosquito Aedes aegypti. The vector control with biological or chemical is
still the main form of control and pesticides are an important tool in integrated management programs.
However, this strategy is threatened by the selection of resistance, especially to organophosphates.
The aim with this study was to evaluate the status of susceptibility/resistance of Ae. aegypti to the
organophosphate Temephos® in two municipalities where there is continuous use of this insecticide.
It was use the diagnostic concentrations 0.008 and 0.012 mg L' as recommended, respectively, by
Superintendence of Endemic Disease Control of the State of Sdo Paulo (SUCEN) and the World Health
Organization (WHO). The results showed the mortality rate of below 80% in the two concentrations
tested, demonstrating resistance of populations to the insecticide. This fact points to the need for
monitoring of resistance in populations of 4e. aegypti in the region.

KEY WORDS - Dengue, vectors, bioassay.

RESUMO - Dengue ¢ uma das arboviroses mais importante no mundo atualmente, cuja transmissao se da
pela picada do mosquito Aedes aegypti. O controle do vetor, com produtos bioldgicos ou quimicos, ainda
¢ aprincipal forma de controle, sendo os inseticidas uma importante ferramenta nos programas de manejo
integrado. Porém, esta estratégia encontra-se ameacada pela selecdo de resisténcia, especialmente
aos organofosforados. O objetivo com o presente trabalho foi avaliar o status de susceptibilidade/
resisténcia de populagdes de Ae. aegypti ao organofosforado Temephos® em dois municipios onde
ocorre uso continuo desse inseticida. Utilizou-se as concentragdes diagnostico 0,008 e 0,012 mg
L' como preconizado, respectivamente, pela Superintendéncia de Controle de Endemias do Estado
de Sao Paulo (SUCEN) e pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Os resultados apresentaram
percentual de mortalidade abaixo de 80% nas duas concentragdes avaliadas, demonstrando resisténcia
das populagoes ao inseticida. Este fato aponta para a necessidade de monitoramento da resisténcia nas
populagdes de Ae. aegypti da regido.

PALAVRAS-CHAVE - Dengue, vetores, bioensaios.
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A dengue é uma das arboviroses de maior incidéncia no
mundo sendo notificada em todos os continentes, exceto
em algumas partes da Europa (Claro et al. 2004). O virus
possui quatro sorotipos distintos (DENV 1, DENV 2, DENV
3 ¢ DENV 4), com a notificagdo de um novo sorotipo
(DENV 5) na Malésia em 2013. A doenca ¢ transmitida
pela picada das fémeas do mosquito urbano Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae). No Brasil, epidemias constantes t€ém
sido notificadas, sendo que em Maracaju e Navirai, MS, em
2013, aincidéncia até a 17* semana, somava mais de 57.000
casos suspeitos e 23 dbitos confirmados caracterizando esses
municipios como de Alta Incidéncia (> 300 casos/100.000
habitantes). Nesse mesmo ano registraram-se 439 dbitos por
dengue hemorragica no Brasil (Estado 2013; Brasil 2014).

A entrada do virus chickungunya, cuja transmissao
também ocorre por meio do Ae. aegypti, no pais aumenta a
necessidade de controle do mosquito. Casos de febre por esse
virus tem ocorrido no Distrito Federal e Amapa (G1, 2015).

O aumento nos casos dessas arboviroses, com agravos
nas constantes epidemias vivenciadas pelas populagdes dos
municipios de Mato Grosso do Sul sugerem ineficacia dos
programas de preven¢ao, planejados pelas prefeituras, e dos
inseticidas utilizados nos programas de controle do vetor,
refor¢ando a necessidadede se monitorar a resisténcia das
populagdes locais ao larvicida organofosforado Temephos® e
perspectivas de pesquisas para prospeccao de novos bioativos
e/ou classes inseticidas (Arruda et al. 2011).

As agdes de vigilancia desenvolvidas no Brasil mostram
um quadro bastante preocupante de resisténcia do Ae. aegypti
ao Temephos®. Em 2001, foram avaliadas populagdes do
vetor em 54 municipios, verificando-se resisténcia para 20
deles, distribuidos nas varias regides brasileiras, com excegdo
da Regido Sul. Considerando a situag@o epidémica da dengue
no Brasil e as informagdes ja existentes sobre resisténcia
dos vetores a inseticidas, fica evidente a necessidade de
se avancar rapidamente na implementagdo de medidas
para retardar os processos de resisténcia. Além disso, ¢
fundamental tornar parte integrante do programa de controle
vetorial 0 monitoramento sistematizado da resisténcia aos
inseticidas em uso, pois as alternativas para o controle do
Ae. aegypti em situagdes de emergéncia sao poucas (Rose
2001; Bisset et al. 2013; Koou et al. 2014).

O organofosforado Temephos® foi introduzido no
mercado em 1965 (Melo et al. 2008), sendo o tinico larvicida
do grupo com uso generalizado no controle de larvas de
mosquito, por mais de 40 anos. Foi aprovado pela OMS
para o uso em agua de consumo humano, por sua pouca
persisténcia no ambiente e baixa toxidade aguda (WHO
2007). Seu uso no Brasil teve inicio a partir de 1967 e foi
intensificado apds o surto de dengue de 1986 (Macoris et
al. 2007), sendo estimado em 5 mil toneladas por ano o seu
emprego em saude publica (FUNASA 2001). A resisténcia
de Ade. aegypti ao Temephos® foi pela primeira vez indicada
no Brasil por Andrade & Modolo (1991) em testes feitos
com uma populacdo de Campinas, SP em 1987, ¢ foi
novamente confirmada depois do inicio da sua utilizago
com a implantag¢do do Plano de Erradicacdo do de. aegypti
no Brasil em 1997/1998 (Macoris et al. 1999; Braga et
al. 2004; Carvalho et al. 2004). A partir desses relatos, o
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monitoramento da resisténcia de populacdes de Ae. aegypti
ao Temephos® tem sido amplamente registrado em varias
localidades do Brasil, como para os Estados de Goias, no
Distrito Federal, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Paraiba,
Alagoas, Goias, Rio Grande do Norte, Sergipe, Rio Grande
do Sul, Para, Sdo Paulo, Minas Gerais, Ceara e Pernambuco
(Macoris et al. 1995; FUNASA 2002; Lima et al. 2003;
Macoris et al. 2003; Carvalho et al. 2001; 2004; Beserra et
al. 2007; Montella 2007; Horta et al. 2011; Lima et al. 2011;
Araujo et al. 2013). E em consequéncia disto, o Ministério da
Satide substituiu 0 Temephos® por produtos a base de Bacillus
thuringiensis israelenses (Bti) nas regides onde havia sido
detectada a resisténcia do Ae. aegypti (Lima 2003).

Avaliagdes de susceptibilidade de populagdes de Ae.
aegypti a inseticidas tem permitido assim mudangas nos
programas de controle e a troca de produtos, sendo pratica
corrente o uso de Concentragdes Diagndsticas (CDs). As
CDs sdo estimadas a partir de bioensaios de laboratorio com
linhagens susceptiveis de Ae. aegypti, sendo depois adotadas
nos testes com populagdes de campo, CDs entre duas a trés
vezes maiores do que a concentragdo letal 99% (CL,,) para
as linhagens susceptiveis. Assim, enquanto Brown (1986)
indicava nos anos *80 como CD para o Temephos® 0,02 mg
L', a OMS (1992) indicou a partir da década de 90 como
CD uma concentragdo menor (0,012 mg L'). A SUCEN,
posteriormente, propds uma CD local cerca de 50% menor
ainda para o Temephos® (0,008 mg L") (Macoris et al. 2005).

No Mato Grosso do Sul, para os municipios de Maracaju
e Navirai, ndo se conhece o estado de susceptibilidade
das populagdes de Ae. aegypti ao Temephos®. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a susceptibilidade de
duas populacdes de de. aegypti desses municipios as
CDs propostas pela OMS e pela SUCEN, e discutir as
recomendacdes e implicagdes.

Materiais e Métodos

Amostra Populacional e colonia de Ae. aegypti. Nos
periodos de Marco a Maio e Outubro a Dezembro de 2011,
foram utilizadas para coleta de ovos de Ae. aegypti de
15 a 20 armadilhas de oviposicao (Fay & Eliason 1966),
instaladas em residéncias dos municipios de Maracaju e
Navirai-MS. As paletas com ovos foram trazidas para o
laboratério de Entomologia Aplicada do Instituto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas (IB-UNICAMP,
Campinas-SP) para eclosdo das larvas e realizagdo dos
bioensaios de susceptibilidade.

Os ovos foram mantidos em estufa BOD com temperatura
27+42°C, umidade relativa de 70+5% e fotoperiodo 12 h para
obtengdo das larvas da geragdo parental. Para obtengao das
geragdes F, e F, 0s mosquitos adultos foram permitidos se
alimentar de sangue em codornas. Aproximadamente 1.000
larvas foram mantidas em recipientes plasticos com 2 L de
dgua e alimentadas com ragdo de peixe Alcon Goldfish®
(Alcon pet) até o 3° estadio de desenvolvimento, quando
foram utilizadas nos bioensaios.

Bioensaios de susceptibilidade. Utilizou-se metodologia
preconizada pela WHO (1981) avaliando-se a CD-SUCEN
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de 0,008 mg L' (Macoris et al. 2005) na geragdo F, e a
CD-WHO de 0,012 mg L' (WHO 1992) na geragdo F,. As
concentragdes foram obtidas a partir de uma solugdo estoque
(10.000 ppm i.a.) de Temephos® em alcool etilico e dilui¢cdes
em agua destilada. Os bioensaios de susceptibilidade foram
feitos com quatro repetigdes e 30 larvas entre o final de 3° ¢
inicio do 4° estadio por repeticdo. As larvas foram colocadas
em copos plasticos (250 mL) com 200 mL de solugdo. As
avaliacdes foram feitas em quadruplicata, em diferentes dias.
A mortalidade foi verificada ap6s 24 horas de exposicao,
sendo consideradas mortas as larvas que ndo apresentaram
movimentos ou que ndo responderam ao estimulo de um
toque de uma pipeta Pasteur. Como referencial de populagéo
susceptivel foram utilizadas larvas da linhagem Rockefeller
(CDC, Atlanta, USA), submetidas as mesmas concentragdes
do inseticida, e como testemunhas larvas das duas populagdes
em agua destilada.

Para determinagdo de susceptibilidade ou resisténcia
utilizou-se os critérios de Davidson & Zahar (1973), WHO
(1998) e Macoris et al. (2005) onde uma populagdo ¢é
considerada resistente a determinado inseticida quando
apresenta mortalidade abaixo de 80% a uma CD. Os
resultados foram analisados estatisticamente por meio do
teste t de Student (a = 0,05), comparando-se as populagdes
alvos e a susceptivel e utilizando-se o software Bioestat 5.0.

Resultados e Discussao

Os resultados dos experimentos nao mostraram
mortalidade entre as larvas mantidas como testemunhas.
Os resultados com o Temephos® demonstraram que ambas
as populagdes de Ae. aegypti estdio com uma resisténcia
bem estabelecida, uma vez que a porcentagem média de
mortalidade foi sempre abaixo de 80% e variando entre 14,76
% (d.p. 2,18) ¢ 67,91 % (5,83) (Tabela 1). Observa-se que a
varia¢ao de mortalidade entre as duas concentragdes (0,008
€ 0,012 mg L") foi de aproximadamente 1,5 vezes, para as
duas populagdes, razdo equivalente a relacdo entre as CDs.

Na comparagdo estatistica entre as populagdes houve
diferenca significativa para ambas as concentragdes, tanto
para a CD-SUCEN de 0,008 mg L' (t=-13,863, GL=6, p
<0,05) como para a CD-WHO de 0,012 mg L (t=-12,863,
GL =6, p<0,05). Esses resultados indicam que a populagéo
de Ae. aegypti de Maracaju-MS sofreu maior pressdo de

Silva el al.

seleg@o, respondendo com porcentagens de mortalidade
significativamente menores para ambas as CDs e atingindo,
nivel de resisténcia significativamente maior.

Pode-se indicar que as populacdes de Ae. aegypti
avaliadas estdo submetidas a pressdo de selecdo pelo
tratamento com Temephos® nos criadouros domésticos, por
parte das prefeituras/centro de zoonoses. Além disso, os dois
municipios estdo localizados em regido de agricultura de soja
e milho, que recebem tratamentos regulares de inseticidas
de diferentes classes, sendo esse um classico fator adicional
para a pressao de selegdo a resisténcia.

Avaliagdes de susceptibilidade de populacdes de Ae.
aegypti ndo tem sido publicadas para os municipios de
Maracaju ou Navirai no Estado de Mato Grosso do Sul. Estes
municipios distam num raio de aproximadamente 100 km de
Dourados-MS. Os dados mais recentes para o Estado sao de
1998 e 1999 quando Campos & Andrade (2001) indicaram
um status de susceptibilidade para uma populagdo de Campo
Grande, usando, entretanto uma CD elevada, de 0,04 mg L™
de i.a.. Considerando-se que a linhagem susceptivel padrdo
(Rockefeller, CDC Atlanta) apresentou nas avaliagdes da
SUCEN (Macoris et al. 2005) uma CL,, de 0,004 mg L'
de i.a., constata-se que Campos & Andrade (2001) usaram
de fato uma CD pouco discriminativa e igual a dez vezes
essa CL,, Discute-se ainda que a WHO (1998) indica uma
CD trés vezes maior e, por sua vez, Macoris et al. (2005)
recomendam uma CD apenas duas vezes maior que a CL,,
portanto mais discriminativa. As duas CDs empregadas no
presente trabalho indicaram o mesmo status de resisténcia
para as populagdes avaliadas.

Por ter sido verificada diferenga significativa para as CDs
e o ndo estabelecimento de CD local, recomenda-se que seja
adotada a CD-SUCEM para avaliagdo da susceptibilidade das
populacdes de Ae. aegypti da regido da Grande Dourados.

Os resultados obtidos no presente trabalho alertam para a
necessidade de maior abrangéncia na detec¢do de populagoes
resistentes ao Temephos' e a urgente necessidade de aplicagao
de estratégias de controle integrado que restrinjam o maximo
possivel o uso de métodos quimicos de controle vetorial.
Além disso, ha a necessidade do emprego de metodologias
que retardem os processos de resisténcia, como o uso de
sinergistas, aplica¢do de inseticidas em mosaico, uso de
misturas, rotagdes ou sucessdes 6timas de inseticidas e novos
bioativos.

Tabela 1. Porcentagem média de mortalidade (desvio padrdo) de larvas de Ae. aegypti de dois municipios do Mato Grosso

do Sul expostas ao inseticida Temephos®.

Populacio

Concentraciao Diagnostica

0,008 mg L

0,012 mg L

Rockefeller
Maracaju-MS

Navirai-MS

14,76 (2,18)
45,62 (4,04)

100 100
25,20 (3,07)
67,91 (5.83)
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