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RESUMO DO PROJETO

A primeira epidemia de dengue registrada no Paraguai aconteceu em 1988. A
partir de 2015 foram introduzidas outros arbovirus como chikungunya e Zika. O Servicio
Nacional de Erradicacion del Paludismo (SENEPA), subordinado ao Ministério da Saude
Publica e Previdéncia Social, é responsavel pela vigilancia entomologica e controle do
vetor Aedes aegypti nos 17 departamentos do pais. A cidade de Pedro Juan Caballero
apresenta uma historia de mais de trés décadas de uso de inseticidas como a Unica
estratégia de controle de vetores. Atualmente ndo ha informacdes sobre a resisténcia da
populacdo de Pedro Juan Caballero aos inseticidas utilizados. Este trabalho tem como
objetivo fornecer dados sobre a suscetibilidade de Aedes aegypti ao larvicida temefos e a
determinacdo da frequéncia de resisténcia fenotipica aos adulticidas deltametrina e
malation. A coleta de ovos foi realizada em todos os bairros da cidade em uma amostra
aleatéria de residéncias. Os ovos coletados foram levados para o laboratorio de
entomologia do SENEPA para contagem, eclosdo e criacdo até a geracdo F1. Os
bioensaios para larvas com temefds foram realizados com base no protocolo da
Organizacdo Mundial da Saude. Bioensaios de garrafas para mosquitos adultos fémeas
foram conduzidos seguindo o protocolo do CDC para deltametrina e malation. A
populacdo de Aedes aegypti da cidade de Pedro Juan Caballero, apresentou baixa
resisténcia ao temefds (RR95: 3,18). Nos bioensaios com mosquitos adultos (detec¢do da
frequéncia fenotipica de resisténcia) a populacdo de Aedes aegypti de Pedro Juan
Caballero apresentou resisténcia ao inseticida deltametrina (84% de mortalidade aos 30
minutos de exposicao) e suscetibilidade ao inseticida malation (100% de mortalidade em
30 minutos de exposicao). Estes resultados serdo fundamentais para a tomada de decisdo
quanto ao uso de inseticidas na cidade de Pedro Juan Caballero pelos responsaveis dos

programas de controle do vetor.

Palavras-chave: Aedes aegypti, resisténcia, temefds, deltametrina, malation.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos da espécie Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) sdo vetores
de diversas arboviroses, como a dengue, a febre amarela urbana, a Zika e o chikungunya
(BARNETT, 2007; POWELL & TABACHNICK, 2013;WEAVER & LECUIT, 2015,
PETERSEN et al, 2016; BUENO, 2017). Estas arboviroses representam um grave
problema em salde publica e podem afetar negativamente a economia da regido atingida
(GUBLER, 1997;CORONEL et al, 2016). O Ae. aegypti € cosmopolita, com alta
frequéncia em ambientes urbanos, com elevada densidade populacional humana, grande
concentracdo de casas e baixa cobertura vegetal, e tem comportamento endofilico
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Um grande problema associado a este vetor é a
capacidade de fazer ingestdes multiplas de sangue durante um unico ciclo gonotréfico o
que amplia a possibilidade do Ae. aegypti se infectar e transmitir esses arbovirus a
humanos (TEIXEIRA et al, 1999).

O mosquito Ae. aegypti

Os mosquitos pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera,
familia Culicidae. O clima € um dos fatores relacionados com a distribuicdo do Ae.
aegypti. Essa espécie é mais abundante em regiGes tropicais e subtropicais,
principalmente entre as latitudes 35°N e 35°S (WHO, 2009). A presenca humana é fator
primordial na distribui¢do desse vetor, ja que se trata de espécie altamente sinantrdpica
que aproveita os criadouros artificiais produzidos pelo homem para sua reproducdo
(PONLAWAT & HARRINGTON, 2005; JANSEN & BEEBE, 2010).

O desenvolvimento pds-embriondrio da-se por holometabolia, isto &,
metamorfose completa, com ciclo bioldgico dividido em quatro estagios: ovo, larva, pupa
e adulto, sendo o estagio larvario subdividido em quatro estadios (L1, L2, L3 e L4). Ap6s
a ecloséo do ovo registram-se cinco ecdises, quatro larvais e uma pupal, e posteriormente
a emergéncia de individuos adultos (FORATTINI, 2002).
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Figura 1: Desenvolvimento Holometabdlico de culicideo e dimorfismo sexual. a: ovo; b: larva; ¢: pupa; d:
mosquito adulto; ecl: eclosdo; ed: ecdise larval; edp: ecdise pupal; Iv: estadio larval; pp: estadio pupal; e:
Fémea adulto, cabega vista lateral; f: Adulto macho, cabeca vista lateral; ANT: antena; PMx: palpo maxilar;
Pr: proboscide; Lb: labela. Fonte: Caldeira, 2016.

Os adultos do Ae. aegypti representam a fase reprodutora do inseto e, por serem
alados, é nessa fase que ocorre a dispersdo da espécie (FUNASA — Fundacdo Nacional
de Saude, 2001). Os mosquitos Ae. aegypti possuem em seu corpo caracteristicas de facil
identificacdo (Figura 2): escamas brancas alternadas com escuras, escudo recoberto por
escamas escuras e um desenho em forma de lira composto por escamas branco-prateadas
(REY, 2008).

Figura 2: Adulto de Ae. aegypti (fémea) cujo corpo é recoberto por escamas pretas e brancas.
Fonte: Genilton Vieira/IOC.



Apesar de possuir certo ecletismo com relagdo a sua fonte sanguinea o Ae. aegypti
realiza hematofagia principalmente em seres humanos (TAUIL, 2001). Seus habitos séo
diurnos, porém & oportunista e pode, esporadicamente, realizar hematofagia em qualquer
horéario. As fémeas sdo muito ariscas e vorazes e por isso, quando importunadas fogem
podendo retornar para picar o mesmo hospedeiro ou ainda outro individuo em um dnico
ciclo gonotrofico. Séo capazes de se infectar e transmitir diversas arboviroses para 0s
humanos como dengue, Zika, febre amarela urbana e Chikungunya.

Dengue

A dengue é uma doenca febril aguda, sisttémica, cujo agente etioldgico € um
arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae com quatro sorotipos
conhecidos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e recentemente foi
identificado o DENV-5 (FIGUEIREDO, 2000; TAUIL, 2001; MUSTAFA et al, 2015).
E comum em mais de cem paises em todo o mundo (Figura 3), cerca de quarenta por
cento da populacdo mundial — aproximadamente trés bilhGes de pessoas - vive em areas
de risco de transmissdo dessa arbovirose (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC, 2019a). O humano contaminado transmite o virus dengue para a fémea do vetor no
momento do repasto sanguineo, apés o periodo de incubagdo intrinseca do virus (5 a 6
dias). A fémea infectada pode transmitir o virus dengue a humanos saudéaveis através da
picada ap0s o periodo de incubacdo extrinseca (cinco a 12 dias) por toda sua vida. A
transmissdo do virus dengue ndo ocorre pelo contato direto de pessoa para pessoa
(BRASIL, 2009). Aproximadamente 400 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo virus
dengue anualmente levando a gastos consideraveis por parte dos governos no tratamento
desses doentes (CDC 2019a).
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Figura 3: Dengue no mundo. Fonte: Adaptado de CDC, 2019 https://www.healthmap.org/dengue/en/

A primeira epidemia de dengue registrada no Paraguai ocorreu entre 1988 e 1989,
com um total de 41.990 casos em todo o territorio (PARAGUALI, 2007). No ano de 2013,
mais de 131 mil casos de dengue foram confirmados (PARAGUALI, 2013) e em 2018,
foram registrados 32.359 casos compativeis com dengue. No ano de 2019 até a semana
epidemioldgica N° 22 (30-12-2018 a 01-06-2019) houve 4.740 casos de dengue em 15
departamentos incluindo o departamento de Amambay e a cidade de Assuncao
(PARAGUAL, 2019).

Febre Amarela Urbana

E uma doenca de etiologia viral, de curta duragdo (maximo 12 dias), ndo contagiosa,
causada por um virus do género Flavivirus, familia Flaviviridae (BRASIL, 2009). O Ae.
aegypti é o principal vetor tanto na América do Sul como na Africa (TAUIL, 2010). O
virus da febre amarela é transmitido para as pessoas principalmente através da picada de
mosquitos do género Ae. ou Haemagogus infectados. Os mosquitos adquirem o virus
alimentando-se de primatas infectados (humanos ou ndo humanos) e entdo podem
transmitir o virus a outros primatas (humanos ou ndo humanos). As pessoas infectadas

com o virus da febre amarela sdo infecciosas aos mosquitos (referidos como “virémicos™)
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pouco antes do inicio e até 5 dias ap6s o inicio (CDC, 2019b).

O ciclo urbano envolve a transmissao do virus entre humanos e mosquitos urbanos,
principalmente o Ae. aegypti. O virus é geralmente trazido para 0 ambiente urbano por
um humano virémico infectado na selva ou na savana. Até o final do século XIX as
ocorréncias de epidemias de febre amarela urbana provocavam um caos na economia de
um pais, com prejuizo na producdo, exportacdo e turismo (VASCONCELOS, 2003).
Porém com o desenvolvimento de vacina eficaz no inicio de século XX muitas zonas da
Ameérica Latina e do Caribe eliminaram casos de febre amarela urbana (SVS, 2004).
Apesar disso, no ano de 2008, ap6s 34 anos do Ultimo caso de febre amarela registrado
no Paraguai, casos autdctones foram registrados no norte do pais (OPAS, 2008; TAUIL,
2010). Acontecimentos como esse sdo preocupantes pois podem tomar grandes

proporcdes e se tornar um sério problema de saude publica.

Chikungunya

E uma doenca viral, que é transmitida de pessoa a pessoa através da picada de
mosquitos infectados, incluindo o Ae. aegypti, que se infectam ao picarem um humano
infectado pelo virus. Seus principais sintomas sdo febre alta, dores de cabeca, musculares
e nas articulagdes, que costumam persistir por 7 a 10 dias; porém as dores nas articulacdes
podem durar de semanas até um ano, por isso 0 nome chikungunya, que provém de um
verbo na lingua africana Kimakonde que significa "tornar-se contorcido”, referindo-se a
aparéncia "curvada" das pessoas que sofrem com dores nas articulagdes (CDC, 2019c;
WHO, 2019). Como ¢é possivel observar na figura 4, diversos paises do mundo estdo na
area de risco de transmissao dessa arbovirose. Em 2015, chikungunya chegou ao Paraguai
com 4.294 casos em 9 dos 17 departamentos (Estados). Em 2018, foram registrados 1237
casos de chikungunya, principalmente nos bairros da cidade de Pedro Juan Caballero, ja
no ano de 2019, 40 casos foram identificados (PARAGUAI, 2018; PARAGUAI, 2019).
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- Transmissdo local atual ou anterior do virus chikungunya

Figura 4: Distribuicdo dos paises e territorios com casos de Chikungunya reportados até 29 de maio de
2018. Fonte: Adaptado de CDC, 2019 https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html

A doenca ndo costuma ser fatal, porém mortes causadas direta ou indiretamente por
ela ja estdo sendo reportadas. Até o momento ndo existe tratamento especifico para a
infecgdo por chikungunya, nem vacina para preveni-la, e a Unica forma eficaz de
prevencdo € manter a infestacdo do vetor abaixo dos limites de transmissdo do virus
(PAHO, 2014; BRITO, 2017).

Zika

Zika € uma doenca viral, causada por um Flavivirus e transmitida primariamente ao
humano através da picada de mosquito (Ae. aegypti e Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse, 1984)), ou através da relacdo sexual (WHO, 2019b; PAHO, 2019). Esse virus foi
identificado pela primeira vez em humanos em 1952 em Uganda e na RepuUblica Unida
da Tanzéania (PAHO, 2019).

Dos anos 1960 a 1980, casos esporadicos raros de infec¢bes humanas foram
encontrados em toda a Africa e Asia, geralmente acompanhados por doengas leves. Ap6s
esse periodo primeiro surto registrado de doenca do virus Zika foi relatado na llha de Yap
(Estados Federados da Micronesia) em 2007. Isto foi seguido por um grande surto de
infeccdo pelo virus Zika na Polinésia Francesa em 2013 e outros paises e territorios no
Pacifico. Em marco de 2015, o Brasil registrou um grande surto de doencga exantematica,
logo identificado como infeccdo pelo Zika virus, e em julho de 2015, associado a

sindrome de Guillain-Barré e a microcefalia em recém nascidos (WHO,
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2019b). Atualmente varios paises do mundo estdo na rea de risco de infecgdo pelo

Zika virus (Figura 5).

Mapa mundial de dreas com risco de Zika

Legenda
Pais ou territorio com mosquito?, mas nenhum caso

Pais ou territdrio com o atual surto de Zika® )
de Zika relatado?
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Are_as sem balxa_ prObabl!ldadede |nfecg’ao por Zika !Nenhuma érea esta atualmente relatando surtos de Zika
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metros) } Aedes aegypti

Figura 5: Distribuicdo dos paises e territdrios na &rea de risco de infec¢do por Zika virus. Fonte:
Adaptado de CDC https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/zika-areas-of-risk.pdf.

Em Pedro Juan Caballero no Paraguai os casos de Zika comecaram no final de
2015, com seis casos proximos da fronteira seca com Ponta Pord no Brasil,
especificamente nos bairros de San Gerardo, San Antonio, Guarani e Mariscal
Estigarribia (PARAGUALI, 2016). No ano de 2018 foram notificados sete casos da doenca
no pais (PARAGUALI, 2018) e no ano de 2019 nenhum caso foi notificado até o momento.
A pesar do o0 numero de casos notificados estar diminuindo no Paraguai, a vigilancia deve
permanecer, principalmente pela possibilidade de efeitos asociados a morbidade e
mortalidade de individuos. O controle de mosquitos € um importante componente de
prevencao e gerenciamento do virus Zika e complicacdes. A OMS encoraja 0s paises
afetados e seus parceiros a intensificar o uso das atuais intervenc@es de controle dos

mosquitos como a linha de defesa mais imediata (WHO, 2019b).

Controle Vetorial

O controle do Aedes tem constituido um importante desafio (ZARA et al, 2016).

Apesar de nas Ultimas décadas existir a recomendacdo do controle integrado do



mosquito, que consiste na combinagdo de métodos de controle disponiveis, de maneira
eficaz, econdmica, segura, racional, envolvendo o poder publico e a sociedade, com
objetivo de manter as populac6es do vetor abaixo do limiar de transmissdo (OPAS, 1994;
DONALISIO & GLASSER, 2002), a metodologia de controle mais empregada é o
controle quimico com inseticidas de origem orgéanica ou inorganica (ROUSH &
MCKENZIE, 1987; PRICE, 1991; BRAGA & VALLE, 2007). Durante as Gltimas
décadas, o temefos, um inseticida da classe dos organofosforados, barato e com baixa
toxicidade para mamiferos, foi utilizado para o combate de focos de larvas de Ae. aegypti
no Paraguai (CORONEL et al, 2016). Um dos maiores problemas associados ao controle
quimico € a selecdo da resisténcia nas populacdes de insetos. Segundo a Organizagéo
Mundial de Saude (1975), a resisténcia a inseticidas se define como a habilidade de uma
populagéo de insetos de tolerar doses de um inseticida que seriam letais para a maioria
dos individuos de uma populacdo da mesma espécie em condi¢des normais, ou seja, sem
a pressdo constante de inseticidas. De modo geral, inicialmente, os alelos que conferem
resisténcia estdo em frequéncia muito baixa em uma populacéo, porém o uso continuo de
inseticidas quimicos, pode a cada geracdo selecionar individuos com alelos para a
resisténcia, e alcancar niveis que comprometem o controle (ROUSH & MCKENZIE,
1987; PRICE, 1991; BRAGA & VALLE, 2007).

Atualmente o uso do temefds esta sendo cada vez mais restrito em saide publica
devido a relatos de selecdo de resisténcia em popula¢des de mosquitos em diversos paises
latinos americanos (MACORIS et al, 1995; BISSET et al, 2004; RODRIGUEZ et al,
2007; ALBRIEU-LLINAS et al, 2010).

A cidade de Pedro Juan Caballero é localizada na fronteira com o Brasil (Figura 6)
na cidade de Ponta Pora (MS) (Figura 7). As duas cidades tém uma particularidade em
relacdo a sua condicdo de fronteira: sdo consideradas cidades-gémeas, caracterizadas pela
maior proximidade de seus limites como podemos observar na Figura 7 e pelas diversas
e diversificadas relagfes socioculturais que tal proximidade enseja (NASCIMENTO &
ANDRADE, 2018).
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Figura 6: Demarcacao fronteira do Paraguai com Brasil, Bolivia e Argentina. Em Amarelo a cidade de
Pedro Juan (Paraguai), divisa com o Brasil. Fonte: Cartografia SENEPA.



Figura 7: Fronteira Pedro Juan Caballero (Paraguai) e Ponta Pord (Brasil). Fonte:
http://www.douradosnews.com.br.

Atualmente ndo ha informacdes sobre a resisténcia da populacdo de Pedro Juan
Caballero aos inseticidas utilizados como controle de vetores.

Por meio de provas bioldgicas de susceptibilidade é possivel realizar a deteccdo
de individuos resistentes em uma populacdo de insetos e buscar op¢des de métodos
alternativos de controle ou substituicdo de inseticida antes que essa resisténcia chegue a
um patamar irreversivel. O Servicio Nacional de Erradicacion del Paludismo (SENEPA)
é o responsavel, entre outras atividades pela vigilancia e controle vetorial do Ae. aegypti,
nesseaspecto  também é responsavel pelo monitoramento da
susceptibilidade e resisténcia aos inseticidas usados nos trabalhos de controle vetorial. O
objetivo deste trabalho é avaliar a susceptibilidade a inseticida da populacédo de Ae.
aegypti da cidade de Pedro Juan Caballero, ja que atualmente ndo existe qualquer
informacdo sobre essa populacdo. O resultado obtido podera auxiliar nas acGes de
controle vetorial da regiao.
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2. OBJETIVO GERAL

Fornecer dados sobre susceptibilidade a inseticidas que auxiliardo acfes de controle

vetorial.

3. OBJETIVO(S) ESPECIFICO(S)

e Determinar a susceptibilidade ao inseticida temefos de larvas de mosquitos da
espécie Ae. aegypti da cidade de Pedro Juan Caballero, Paraguai.

e Determinar a frequéncia de resisténcia fenotipica ao inseticida deltametrina de
mosquitos fémeas adultos da espécie Ae. aegypti da cidade de Pedro Juan
Caballero, Paraguai.

e Determinar a frequéncia de resisténcia fenotipica ao inseticida malation de
mosquitos fémeas adultos da espécie Ae. aegypti da cidade de Pedro Juan
Caballero, Paraguai

4. METODOLOGIA

Amostragem

As éareas de coleta de ovos de Ae. aegypti foram selecionadas por meio do
software Qgis (Quantum Geographic Information System) versdo 2.18.1 para
computadores sistema Windows (GNU, Boston, MA, USA), de forma aleatéria no
17 bairros da cidade de Pedro Juan Caballero. Foram selecionadas um total de 400
residéncias distribuidas em igual quantidade por quarteirdo na cidade de Pedro Juan
Caballero (Figura 8).
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Figura 8: Distribuicdo de ovitrampas para coleta de ovos de Ae. aegypti na cidade de Pedro Juan
Caballero.

Coleta de ovos
A coleta de ovos de Ae. aegypti foi realizada através da instalacdo de armadilhas

de oviposicéo, conhecidas como ovitrampas, adaptada por Fay & Eliason (1966).

Foram instaladas 400 armadilhas distribuidas no peridomicilio de residéncias dos
17 bairros da cidade de Pedro Juan Caballero no periodo de 17 a 27 de abril de 2018.
As armadilhas consistiram de um recipiente na forma de um vaso plastico preto, com
capacidade de 500 mL e com orificios laterais para escoamento d’agua em caso de
precipitacdo pluvial. Como suporte para oviposic¢do foi colocada verticalmente no

interior do vaso, uma paleta de eucatex com dimenséo de 2 cm x 12,5 cm, sendo que
12



a face rugosa era voltada para o interior do vaso e fixadas com um clipe metéalico para
que fémeas de Ae. aegypti pudessem realizar a oviposi¢cdo. Em cada ovitrampa foi
adicionado 250 a 300 mL de agua da rede de abastecimento local sem o uso de
atrativos. Cada paleta foi enumerada e as armadilhas foram retiradas apds seis dias.
As paletas foram secas em temperatura ambiente e enviadas ao Laboratério de
|[Entomologia para contagem dos ovos em estereomicroscopio, posterior ecloséo dos

0vos e criagdo dos mosquitos.

Criacao dos mosquitos de campo em laboratorio

Para a obtencdo de formas adultas, as paletas com ovos foram colocadas
verticalmente em recipientes plasticos com agua declorada até que estas fossem
completamente submersas. Os recipientes foram devidamente identificados com o
nome da populacdo e a data de eclosdo. As paletas permaneceram nos recipientes por
um periodo de 72 horas. Apos esse periodo, foi realizada a separacao das larvas em
bacias contendo 500 larvas, 1 litro de &gua desclorada e 1 mg de racdo por larva de
comida para gatos marca Wiskas® sabor de salmdo. A cada trés dias era oferecida
racao de acordo com a necessidade.

As pupas foram transferidas para copos plasticos de 50 mL com o auxilio de uma
pipeta plastica tipo Pasteur de 5 mL. Os copos com as pupas foram colocados em
gaiolas de pléastico de 30 x 30 x 30 cm onde permaneceram até a emergéncia completa
dos mosquitos adultos.

Todo processo de criacdo ocorreu em insetario com temperatura e umidade
controlados (26 +2°C / RH 70 + 10%). Para obtencéo de ovos da geracdo F1, as
fémeas parentais dos mosquitos foram alimentadas com sangue de cobaia da espécie
Cavia porcellus (Linnaeus, 1758) ap6s o minimo de trés dias de vida em contato com
machos para que ocorresse a copula. Trés dias apds a alimentacdo sanguinea copo
plastico preto com as paredes internas recoberta por papel filtro e contendo agua
desclorada foram introduzidos na gaiola, devidamente identificados com nome da
populacdo, data e geragdo, para a realizacdo de postura de ovos pelas fémeas. Esses
Copos permaneceram na gaiola por trés dias, depois foram retirados, o excesso de
agua foi descartado e colocados para secar em temperatura e umidade controlada
dentro de bacia plastica com tampa telada. Depois de secos, os ovos foram

armazenados em envelopes de papel e mantidos em insetario.
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Inseticidas
Temefos (PESTANAL® - 95,6% temefos i.a., Sigma - Aldrich), Deltametrina
(PESTANAL®- 99,9% deltametrina i.a., Sigma - Aldrich) e Malation (PESTANAL®

- 99,2% malation i.a., Sigma - Aldrich) foram utilizados nos ensaios de laboratorio.

Bioensaios

Todos os bioensaios foram conduzidos com a geracdo F1 da populacéo de campo.

O bioensaio com temefds foi realizado com base no protocolo da Organizacao
Mundial da Satde (WHO, 1981). Para cada dosagem, 80 larvas L3 (quatro réplicas
contendo 20 larvas cada em copos plésticos brancos contendo 100ml de solucéo)
foram expostas a 12 doses diferentes de inseticida (entre 0,0033 e 0,054 mg /L). Os
ensaios foram realizados trés vezes, em dias diferentes, para a populacdo de Pedro
Juan Caballero e para a linhagem Rockefeller (referéncia de susceptibilidade a
inseticida para Ae. aegypti) (Kuno, 2010). A solucdo de temefos foi preparada com
etanol e dgua desclorada. Para o grupo controle, apenas etanol (0,6%) foi utilizado.
A leitura da mortalidade foi realizada apds 24 horas de exposicao.

Os bioensaios de garrafa foram conduzidos seguindo protocolo do CDC (2010) e
WHO (2016). Deltametrina pestanal e malation pestanal (Sigma Aldrich) foram
escolhidos por coincidir com os ingredientes ativos usados em medidas de controle
local. Aliquotas de solucédo estoque na concentracdo de 3 mg/mL foram armazenadas
em freezer a -80°C e diluicGes com acetona padrdo analitico (P.A) a 10 pg/mL para
deltametrina e 50 pg/mL para malation foram preparadas imediatamente antes do uso.

Para cada ensaio foram utilizadas garrafas de vidro Wheaton® (250 mL), quatro
tratadas com 1 mL de solucdo de inseticida e duas tratadas com 1mL de acetona a
cada uma. A cada 15 minutos foi realizado registro de mortalidade até que todos 0s
mosquitos estivessem mortos ou ao limite maximo de duas horas. O ensaio foi

repetido por trés vezes em dias diferentes.

Analises estatisticas

indice de positividade de ovitrampas — Calculado pelo nimero de armadilhas
positivas x 100 / nimero de ovitrampas recolhidas.

Bioensaio com larvas - As concentragdes letais (CL’s) foram calculadas usando a
analise Probit, pacote de estatisticas Polo-PC (RAYMOND, 1985) e as razdes de
resisténcia (RR) foram calculadas pela divisdo da CL de Pedro Juan Caballero pela
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respectiva concentracgéo letal da linhagem Rockefeller. A populacdo foi classificada
segundo os critérios de Mazzari e Georgiou (1995) em que popula¢des com RR < 3
sdo consideradas suscetiveis, RR > 3 e < 5 populacdes com baixa resisténcia,

populacdes com RR > 5 e < 10 moderadamente resistentes e RR > 10, altamente

resistentes.

Bioensaios com adultos — A resisténcia fenotipica das populagdes foram

caracterizadas de acordo com o critério WHO (2016) no tempo discriminatério dos

inseticidas (30 minutos) para ensaio com garrafas impregnadas com inseticida:

98 — 100 % de Mortalidade: Susceptivel
90 — 97 % Mortalidade: Possibilidade de resisténcia

< 90% Mortalidade: Resisténcia confirmada

Considerac0es éticas

A assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi

solicitada aos donos das residéncias onde as ovitrampas foram instaladas para a

coleta de ovos. Os dados como identificacdo do participante e endereco se

manterdo de modo confidencial neste estudo. (Anexo 1). A alimentacdo de

mosquitos com sangue de cobaio foi autorizada pelo Comité de Etica en

Investigacion (CEI) do Laboratério Central de Satde Pablica do Paraguai (Anexo

2).

5.

RESULTADOS

No periodo de 17 a 27 de Abril de 2018 foram coletados ovos de Ae. aegypti em
bairros de Pedro Juan Caballero. A tabela 1 mostra os dados da coleta.

Tabela 1: Analise descritiva da coleta de ovos de Ae. aegypti em Pedro Juan Caballero
por meio de ovitrampas.

. Locais Locais Ovitrampas | Paletas Paletas Paletas [ Numeros| IPO*
Bairro . . - . . . .
visitados | Positivos | instaladas | positivas | negativas | perdidas | de ovos (%)
Solares de
Amambay 8 7 16 10 6 0 228 62,50
San
Antonio 8 7 16 8 8 0 110 50,00
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Fraccion
de
Amambay 3 3 6 3 3 0 223 50,00
Perpetuo
Socorro 10 9 20 14 6 0 171 70,00
Bernardino
Caballero 16 16 32 30 2 0 735 93,75
Mcal
Estigarribia 19 19 38 35 3 0 243 92,11
San
Gerardo 15 15 30 24 6 0 638 80,00
San Blas 12 12 24 19 5 0 900 79,17
Maria
Victoria 12 10 24 14 10 0 406 58,33
Guarani 15 15 30 23 7 0 384 76,67
General
Genes 44 40 88 61 25 2 1421 69,32
Virgen de
Caacupé 12 12 24 20 4 0 558 83,33
Gral Diaz 15 13 30 19 11 0 572 63,33
SanJuan
Neuman 26 24 52 43 9 0 1309 82,69
Aurora 63 60 126 94 31 1 2523 74,60
Obrero 75 73 150 126 22 2 3022 84,00
Defensores
del Chaco 47 40 94 63 30 1 1387 67,02
Total 400 375 800 606 188 6 14830 75,75

* |PO - Indice de positividade de ovitrampas

Determinacdo da susceptibilidade ao temefos:

Os bioensaios realizados de acordo com a metodologia OMS foram capazes de
determinar o perfil de susceptibilidade da populacdo de Ae. aegypti da populagéo de
Pedro Juan Caballero, estes ensaios foram realizados ao mesmo tempo para a
linhagem Rockefeller. A amplitude do efeito dose-resposta ao organofosforado
temefds pode ser observada na Figura 9. E possivel observar o efeito dose dependente
do inseticida sobre a populacdo de campo e a linhagem de referéncia, além disso,
doses mais altas tiveram que ser utilizadas sobre a populacdo de campo para obter

resultados semelhantes aos da linhagem referéncia.
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Figura 9: Amplitude do efeito dose resposta do organofosforado temefés sobre a linhagem

Rockefeller e a populagdo de Pedro Juan Caballero de Ae. aegypti.

Tabela 2: Resisténcia ao larvicida temefds em larvas de estadio L3 de Ae. aegypti da

Populacao Pedro Juan Caballero e da linhagem Rockefeller

Populagéo Slope CL50 IC RR50 CL9S IC RR95
Rockefeller 3,9310 | 0,00358 | 0,00329 - - 0,00938 | 0,00875 - -
0,00382 0,01024
Pedro Juan 3,5028 | 0,01013 | 0,00932 - 2,83 | 0,02987 | 0,02767-| 3,18
Caballero 0,01087 0,03275

CL= concentracéo letal (mg/L) IC= Intervalo de confianca RR= Razdo de Resisténcia

O célculo da Razéo de resisténcia para a populacdo de Pedro Juan Caballero foi
realizado da seguinte maneira: CL de Pedro Juan Caballero / CL de Rockefeller. A Razéo
de Resisténcia 95 obteve resultado de 3,18, 0 que segundo os critérios de Mazzarri e
Georghiou (1995) caracteriza uma popula¢do com baixa resisténcia ao larvicida temefos.

Determinacdo da susceptibilidade a deltametrina:

No caso dos mosquitos de Pedro Juan Caballero a mortalidade atingida no periodo
de 30 minutos foi de 84% como podemos observar na figura 10. Sendo assim, podemos
considerar a populacdo de Ae. aegypti de Pedro Juan Caballero resistente ao inseticida

deltametrina.
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Figura 10: Mortalidade de fémeas de Ae. aegypti de Pedro Juan Caballero expostas a
garrafas impregnadas com o inseticida deltametrina

Mortalidade acima de 90% foi obtida somente ap6s 60 minutos de exposicao e
100% de mortalidade ocorreu somente apds 75 minutos de exposi¢do ao inseticida
deltametrina.

Determinacéo da susceptibilidade a malation:

No ensaio de garrafa com o inseticida malation a populagdo de Pedro Juan
Caballero obteve mortalidade de 100% ap6s 30 minutos de exposic¢ao. De acordo com o
Protocolo WHO (2016) populacdes com mortalidade acima de 98% sdo consideradas
susceptiveis, logo Pedro Juan Caballero se encontra na faixa sensivel ao malation como

podemos observar na Figura 11.
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Figura 11: Mortalidade de fémeas de Ae. aegypti de Pedro Juan Caballero expostas a garrafas
impregnadas com o inseticida malation.
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6. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi determinar a suscetibilidade a inseticidas de mosquitos
Ae. aegypti em uma cidade na fronteira com a cidade de Ponta Pora (Brasil), onde tais
avaliacbes ndo foram realizadas até o momento. As diferentes respostas ao larvicida
temefdss e aos adulticidas deltametrina e malation foram analisadas.

No Paraguai o larvicida temefds teve uso continuo por quase 30 anos. Apesar
disso, existem poucos dados na literatura sobre avaliacdo da resisténcia das populacoes
locais de Ae. aegypti frente a esse produto (FERREIRA et al, 2015; CORONEL, 2016).
O fendmeno da resisténcia se deve a pressdo de selecdo de individuos naturalmente
resistentes de uma populagdo (BRAGA & VALLE, 2007). Devido ao uso continuo casos
de populagdes de Ae. aegypti resistentes ao temefds vem sendo relatados em todo o
mundo (CALDERON-ARGUEDAS & TROYO, 2016; GRISALIS et al, 2013;
RANSON et al, 2010), inclusive no Brasil (LIMA, et al, 2003; BRAGA et al, 2004; DIAS
etal, 2017; VALLE, et al, 2019). As avaliagdes com o larvicida temefos para a populagdo
Pedro Juan Caballero (PJC) apresentaram baixa resisténcia ao produto (RR95= 3,18),
esse resultado corrobora com os obtidos para as populacdes das cidades Assuncao
(FERREIRA et al, 2015) e Ciudad del Este (CORONEL et al., 2016), onde também se
observou RR superior a 3. Infelizmente ndo encontramos dados anteriores sobra a
avalicdo da resisténcia da populacdo de Pedro Juan Caballero ou da cidade vizinha

Ponta Pora.

Além da possibilidade de selecdo da resisténcia por causa do uso continuo de um
determinado inseticida, a proximidade singular entre Pedro Juan Caballero e a cidade
brasileira Ponta Pord (NASCIMENTO & ANDRADE, 2018) é um fator que pode
facilitar a migracdo de alelos resistentes. Segundo Nazni et al. (2005) a reversdo da
resisténcia pode ocorrer ap6s longos periodos da populacéo livre de inseticida, mas isso
pode acontecer de forma muito lenta (WIRTH & GEORGIOU, 1999).

Em outros paises da America Latina foram realizadas avaliagcbes do larvicida
temefos frente a larvas de Ae. aegypti, mas com resultados com diferentes como o
relatado por Calderon-Arguedas & Troyo (2014), onde uma populacdo na regido
caribenha da Costa Rica ndo apresentou nenhum nivel de resisténcia ao larvicida. Outro
trabalho realizado com mosquitos de Misiones e Buenos Aires na Argentina obtiveram
resultados semelhantes (BISSET et al.,, 2014). No caso da Argentina, 0s autores

sugeriram que a auséncia de resisténcia poderia ser justificada por sua situacao geografica
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e diferencas climéaticas em comparacdo com os demais paises da regido, considerando
que os surtos de arbovirus costumam ocorrer esporadicamente neste pais, portanto, seria
estimado exposicao reduzida a temefos em populagdes de Ae. aegypti.

Quanto a susceptibilidade aos temefos, no Brasil a situacdo varia de acordo com
cada municipio avaliado. No Estado do Parand, nos municipios de Foz do lguagu e
Jacarezinho, sdo reportados dados comparaveis aos deste estudo (RR 3,9; RR 3,
respectivamente), diferentemente dos reportados para Maringd e Ibipord que
apresentaram resisténcia média (RR95> 5 e <10) (DUQUE et al, 2015). No Estado da
Paraiba, especificamente em Piabas, foi encontrada uma razdo de resisténcia de 4,
apresentando resisténcia baixa semelhante a encontrada no Pedro Juan Caballero. No
mesmo estado, trés municipios de Campina Grande, Lagoa do Mato e Capim de Cheiro
apresentaram resisténcia moderada. Ja os municipios de Boqueirdo (RR: 11), Brejo dos
Santos (RR: 16,6) e Itaporanga (RR 15,6) demonstrando alta resisténcia ao produto
(BESERRA et al, 2007). Considerando as semelhangas encontradas entre 0s municipios
do Brasil e 0 Pedro Juan Caballero, no Paraguai, parece haver uma associacao entre a
intensa exposicdo ao temefos e o surgimento de resisténcia em varios niveis. A intensa e
continua exposicdo ao temefds, na regido, é explicada pelos recorrentes surtos de
arboviroses.

Em outras regiGes das Américas, como Guayaquil-Equador, em duas populacdes
estudadas, foram observadas discrepancias. Em Pascuales, a resisténcia foi demonstrada
e em Guayacanes, a suscetibilidade foi encontrada (TERAN et al, 2014). Em 2007, em
dois bairros do municipio de La Dorada, foi encontrada resisténcia ao temefos, mas
em 2011 um novo estudo mostrou uma reducdo no grau de resisténcia nesses bairros.
Seria interessante analisar se essa diferenca relatada entre os resultados de 2007 e 2011
esta relacionada a qualquer mudanca de larvicida que tenha sido feita nessas cidades
(CONDE et al, 2015). Trabalhos realizados na Venezuela, nos Estados de Tachira, Zulia
e Falcon publicaram valores que indicam suscetibilidade ao larvicida (RR: 1,2,2,2e 1,6
respectivamente) (ALVAREZ et al., 2006).

Cabe ressaltar que em meados de 2018 o SENEPA instituiu a rotacdo do temefos
pelo biolarvicida pyriproxyfen no Paraguai (SENEPA - Servicio Nacional de
Erradicacion del Paludismo, 2018), o monitoramento da susceptibilidade de Pedro Juan
Caballero ao temefos e ao pyriproxyfen pode auxiliar no uso eficaz de inseticidas e
controle desses mosquitos na regido

Analisando os dados referentes ao adulticida deltametrina, os resultados obtidos
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para Pedro Juan Caballer indicam a existéncia de resisténcia fenotipica (mortalidade de
84% apos 30 minutos de exposicdo). A resisténcia de populacdes de Ae. aegypti a
diversos piretréides incluindo deltametrina tem sido descrita em varias partes do mundo
(DA- CUNHA et al., 2005; MOYES et al, 2017; VAZQUEZ-PROKOPEC et al,
2017;VALLE et al, 2019;) e esta relacionada a ocorréncia de uma pressdo de sele¢do nas
populagdes do vetor por inseticidas (BROGDON & MCALLISTER, 1998; ROSE, 2001)
e a existéncia de resisténcia cruzada com o DDT (BROGDON & MCALLISTER, 1998)
e temefds (WIRTH & GEORGHIOU, 1999). No Paraguai o inseticida deltametrina teve
uso continuo por mais de 20 anos (SENEPA — Servicio Nacional de Erradicacion del
Paludismo, 2010), e foi utilizado preferencialmente na pulverizacdo espacial e focal até
2018 (SENEPA — Servicio Nacional de Erradicacion del Paludismo, 2018). Infelizmente
ndo ha informacdes sobre o nivel de susceptibilidade a deltametrina da populacéo de Ae.
aegypti da area estudada, porém uma avaliacdo realizada por Garcia et al (2018) apontou
resisténcia a deltametrina no municipio em Campo Grande, capital do estado brasileiro
de Mato Grosso do Sul, estado que faz fronteira com o municipio de Pedro Juan
Caballero. O inseticida deltametrina foi substituido pelo uso do malation no ano de 2018
no Paraguai e vem sendo utilizado até o momento (SENEPA — Servicio Nacional de
Erradicacion del Paludismo, 2018). Estes resultados estdo de acordo com achados da
regido do Caribe na Costa Rica (BISSET et al, 2014), por outro lado, diferem dos
resultados em Misiones e Buenos Aires, onde as populacdes mostraram sensibilidade;
como no Panama, onde oito populacBes suscetiveis a piretroide deltametrina foram
relatadas (CACERES et al, 2012). Tal fato parece estar relacionado ao menor niimero
de casos de arboviroses registradas por ano, comparado a outros paises da regido, o que
pode reduzir consideravelmente a pressdao de selecdo de mosquitos com o uso de
inseticidas. Resultados semelhantes foram encontrados no Departamento do Atlantico -
Colémbia, no qual foram estudadas populacBes de cinco municipios (Barranquilla,
Soledad, Malambo, Puerto Colombia e Baranoa) (MAESTRE et al, 2010), em que todas
se apresentaram como suscetiveis. Da mesma forma, no trabalho de Santacoloma et al
(2010), das 13 populages investigadas, apenas uma apresentou resisténcia. Em Cuba, no
municipio de Boyeros, os resultados determinaram populaces resistentes a deltametrina
(RODRIGUEZ et al, 2009), estando de acordo com a historia de casos de dengue
relatados por Cuba.

Com relacéo ao adulticida malation, os resultados de suscetibilidade observados

na populacdo de Pedro Juan Caballero estdo de acordo com sua recente introducdo em
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2018 no pais (SENEPA — Servicio Nacional de Erradicaciéon del Paludismo, 2018),
também na Coldémbia com o trabalho de Maestre et al (2010) foram obtidos resultados de
suscetibilidade em 5 municipios, bem como o trabalho realizado por Rodriguez et al
(2009) em Santiago de Cuba, Cuba. Na Venezuela, apesar de seu uso amplo e continuo
nos programas de controle do Ae. aegypti, um status de suscetibilidade foi observado em
seis areas urbanas com alto indice de casos de arboviroses (MOLINA et al, 2013).

Os dados aqui relatados indicam que ainda existe suscetibilidade ao malation em
Ae. aegypti, semelhante ao encontrado em Pedro Juan Caballero. Um dado interessante
para é o relatado por Vianna-Medeiros et al (2018), que indica que, embora os
mecanismos de surgimento de resisténcia ao malation e ao temefds sejam diferentes,
parece haver um impacto negativo entre o uso de malation e resisténcia a temefés. O
monitoramento da resisténcia do Ae. aegypti a inseticidas pode nortear as acGes dos
programas de controle do vetor e evitar ou reduzir as proporc6es de possiveis surtos de

arboviroses das quais esse inseto pode ser vetor.

7. CONCLUSOES

- A populacdo de Ae. aegypti da cidade de Pedro Juan Caballero mostrou baixa
resisténcia ao temefos.

- A frequéncia fenotipica de resisténcia ao inseticida deltametrina em mosquitos adultos
da populacéo investigada aponta para resisténcia a esse inseticida.

- A frequéncia fenotipica de resisténcia ao inseticida malation em mosquitos adultos da
populagéo investigada aponta para suscetibilidade a esse inseticida.

Os resultados obtidos neste trabalho serdo fundamentais para a tomada de deciséo
guanto ao uso de inseticidas no programa de controle vetorial na cidade de Pedro Juan

Caballero.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Termo de consentimento livre e esclarecido para a coleta de ovos

nos bairros de Pedro Juan Caballero

e T e ————

[ CONSENTIMIENTO INFORMADO

Tras haber recibido informacion verbal clara y sencilla y leer este escrito explicativo sobre
el estudio: “Determinacion de la susceptibilidad a insecticidas de una poblacion de
Aedes aegypti de la ciudad de Pedro Juan Caballero, Paraguay”, he podido hacer
preguntas y aclarar mis dudas sobre qué es, como se hace, para qué sirve y qué riesgos
conlleva. Asi, al entender el presente documento, doy libremente mi consentimiento para
la colocacion de las ovitrampas en mi vivienda.

Lugar y Fecha: Z\QTO 2. 19-.04-1%

Nombre y Apellido: l Eane fe C’{f/

Firma del participante

e A2 24Y

D

7z
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Anexo 2: Aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais — CEI

Laboratorio central de Salud Publica.
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