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Dedico este trabalho para as meninas e meninos, mulheres e homens moradores
das areas endémicas na certeza de que ele pode contribuir para que os sonhos e

esperancas em dias melhores, almejados por essa gente tdo sofrida, se torne realidade.
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Sentimos que, mesmo que todas as questdes cientificas
possiveis tenham obtido resposta, nossos problemas de vida néo
terdo sido sequer tocados.

Wittgenstein
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Ana Paula Sales de Andrade Corréa

A malaria permanece como uma das principais doencas parasitarias do mundo e no Brasil
tem alta prevaléncia na regido Amazénica. A borrifacao residual intradomiciliar — BRI € uma
das principais ferramentas para o controle dos anofelinos. E importante conhecer a eficacia
residual dos inseticidas, a suscetibilidade e os mecanismos envolvidos na resisténcia dos
anofelinos. O objetivo deste estudo foi avaliar a residualidade de inseticidas, investigar o perfil
de susceptibilidade/resisténcia a piretroide, e explorar a diversidade genética da mutagdo Kdr
em populacdes de anofelinos do estado do Amapa. Para a avaliacao residual foi utilizado
bioensaios de cone da OMS em trés condi¢Oes: casa teste (superficies de madeira com e sem
pintura - MCP, MSP; alvenaria com e sem reboco - ACR e ASR), painéis em laboratério e
diretamente no campo. A suscetibilidade foi avaliada por meio de bioensaios de tubo com
papel impregnado usando deltametrina e 0 mecanismo de resisténcia por analise molecular.
Os resultados demonstraram que para todas as condi¢des ocorreu variagdo na residualidade
dos inseticidas nas superficies. Na condi¢cdo de simulado de campo o piretroide deltametrina
WG apresentou taxa de mortalidade = 80% em até 240 dias ap6s a borrifacdo em superficies
de madeira e o etofenprox PM permaneceu ativo por 120 dias nha MSP. Na comparacgao entre
as condicbes de painel, simulado de campo e campo, o deltametrina WG nos painéis,
apresentou residualidade = 80% por 180 dias nas superficies de MSP e ASR. O etofenprox
PM apresentou residualidade apenas em MSP nas trés condi¢fes. A residualidade da
deltametrina SC-PE foi avaliada nas paredes internas da “casa de teste” em MCP, MSP, ACR
e ASR e em ACR e MCP das paredes externas; na parede interna de ACR o inseticida foi
eficaz (= 80% - 8 meses). No laboratorio, a deltametrina SC-PE foi avaliada em superficies de
madeira e alvenaria com residualidade = 80% durante 5, 10 e 12 meses em ASR, ACR e MSP.
No teste de suscetibilidade, as populacdes de An. darlingi foram suscetiveis e a populacéo de
An. marajoara apresentou uma resisténcia de baixa intensidade na dose 5x maior que a Dose
Diagndstica. Por fim, ndo foram encontradas mutacdes no gene Kdr em relacao a resisténcia
a piretroides nas populagcdes de An. darlingi. Concluiu-se que o simulado de campo (casa
teste) € uma valiosa ferramenta para avaliar a eficacia residual de inseticidas nas superficies
comumente encontradas nas casas de areas endémicas, podendo assim contribuir com o
planejamento das a¢fes de controle vetorial dos anofelinos na regido Amazonica.

Palavras-chave: Anopheles, controle vetorial, efeito residual, inseticida, resisténcia.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Ana Paula Sales de Andrade Corréa

Malaria remains the most important parasitic disease globally and in Brazil it has a high
prevalence in the Amazon region. Indoor residual spraying (IRS) is one of the main methods
that have been used to anophelines control. It is important to know the insecticides residual
efficacy, susceptibility and the elements involved in the resistance of the anophelines. The
objective of this study was to evaluate the residuality of insecticides, investigate the
susceptibility/resistance profile to a pyrethroid and to explore the genetic diversity of the kdr
gene in anopheline populations in the State of Amapa, Brazil. World Health Organization cone
bioassays were used for residual evaluation in three different conditions: test house (wood
surfaces painted and unpainted — PW, UW; plastered and unplastered cement - PC and UC),
laboratory panels and directly in the field. The susceptibility was evaluated through tube
bioassay with impregnated papers using deltamethrin and resistance mechanism by molecular
analysis. Results showed insecticides residuality variation on the surfaces for all conditions
tested. In simulated field condition the pyrethroid deltamethrin WG obtained mortality rate
280% within up to 240 days after spraying on wood surfaces, and etofenprox WP remained
active for 120 days in UW. In a comparison between panel conditions, field and semi-field
simulation, deltamethrin WG showed a residuality = 80% for 180 days on the surfaces of UW
and UC panels. Etofenprox WP showed residuality only in UW for all three conditions. In the
susceptibility test, the An. darlingi population was susceptible and the population of An.
marajoara presented a low intensity resistance at a dose 5x higher than the Diagnostic Dose.
Finally, kdr gene mutations resistance to insecticides of the pyrethroid class were not found in
the evaluated populations of An. darlingi. The residuality of deltamethrin SC-PE was evaluated
in the interior walls of the “test house” on PW, UW, PC and UC and on PC and PW of the
outside walls; on PC surface of the interior wall was the insecticide effective (= 80% - 8
months). In laboratory, deltamethrin SC-PE was evaluated in wood and cement surfaces with
residuals =2 80% during 5, 10 and 12 months in UC, PC and UW. Finally, no mutations were
found in the kdr gene related to pyrethroid resistance in An. darlingi populations. In conclusion,
semi-field simulation (test house) is a valuable tool to assess the residual efficacy of
insecticides on surfaces commonly found in residences of endemic areas, thus contributing in
action planning for vector control of anopheles in the Amazonian region.

Keywords: Anopheles, vector control, residual effect, insecticide, resistance.
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amostras homozigotas para o alelo selvagem (1014Leu); nos pocos 13 ao
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gendtipos 1014Leu/Leu, 1014Phe/Phe e 1014Leu/Phe respectivamente, e
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1 INTRODUCAO

“Convicgdes sdo inimigos da verdade mais
perigosos que as mentiras”
Friedrich Nietzsche

1.1 Malaria

A malaria € uma doenca evitavel e tratadvel que compde um quadro diversificado
de doencas transmissiveis que prevalecem em condi¢cfes tropicais e subtropicais,
atingindo mais de um bilhdo de pessoas em 149 paises (WHO 2019b). Dentre as
“doencas infecciosas relacionadas a pobreza”, encontra-se a maléaria, que na maior
parte dos paises, onde é endémica, afeta de forma desproporcional as pessoas
pobres e desfavorecidas que tém limitado acesso as unidades de salde, e vivem em
contato proximo com vetores (WHO 2015a; Brasil 2017).

Conhecida como paludismo, impaludismo, febre palustre, febre intermitente,
febre terca benigna e maligna, a malaria é uma doenca parasitaria potencialmente
fatal, na sua maioria febril aguda, de cunho sistémico e ndo contagiosa, produzida no
homem por protozoéarios do género Plasmodium (Suarez-Mutis et al. 2013; Brasil
2017). A doenca tem o processo de transmissao pessoa a pessoa, pela picada da
fémea do mosquito do género Anopheles infectada por uma das cinco espécies de
plasmaodios que atacam de forma diferente o organismo, determinando assim distintas
formas de enfermidade: Plasmodium falciparum Welch, 1897; Plasmodium vivax
Grassi & Feletti 1890; Plasmodium malariae Laveran, 1881, Plasmodium ovale
Stephens 1922 (Suarez-Mutis et al. 2013; Brasil 2017) e também pelo Plasmodium
knowlesi Sinton & Mulligan 1933, plasmédio de macacos capaz de produzir doenca
ao ser transmitido naturalmente ao homem em alguns paises do continente asiatico
(Zhu et al. 2006; Cox-Singh et al. 2008; Ng et al. 2008; Lee et al. 2009; Putaporntip et
al. 2009). No Brasil, ha principalmente trés espécies associadas a malaria em seres
humanos: P. falciparum, P. vivax e P. malariae e as espécies P. vivax e P. falciparum
séo as mais comuns, sendo esta Ultima a responsavel pelas formas graves da doenga
— malaria cerebral ou anemia grave (Brasil 2017). Em 2015 foi descrito a infec¢do
natural do Plasmodium simium Fonseca, 1951 em macacos-prego da Mata Atlantica

brasileira com a possibilidade de infectar eventualmente o homem, contribuindo para



a manutencao da transmissdo nessa regiao (Alvarenga et al. 2015; Brasil et al. 2017;
Grigg & Snounou 2017; Alvarenga et al. 2018).

O homem é o principal reservatério com importancia epidemiolégica para a
malaria e a transmissdo do parasita acontece por um complexo ciclo de vida,
demonstrado na Figura 1.1 elaborado pelo CDC: Centers of Diseases Control and
Prevention (CDC 2019). O ciclo conhecido como esquizogbnico ou assexuado envolve
um hospedeiro intermediario, vertebrado (humano ou outro primata ndo humano), ja
o ciclo esporogonico ou sexuado, envolve um vetor invertebrado (mosquito do género
Anopheles) considerado hospedeiro definitivo (Rey 2008).

A infeccéo inicia-se quando os parasitos (esporozoitos) sdo inoculados pela
picada do vetor, os quais irdo invadir as células do figado, os hepatdcitos. Nessas
células multiplicam-se e déo origem a milhares de novos parasitos (merozoitos), que
rompem os hepatdcitos e, caindo na circulagdo sanguinea, vao invadir as heméacias,
dando inicio & segunda fase do ciclo, chamada de esquizogonia sanguinea. E nessa
fase sanguinea que aparecem os sintomas da malaria. O desenvolvimento do parasito
nas células do figado requer aproximadamente uma semana para o P. falciparum e
P. vivax e cerca de duas semanas para o P. malariae. Nas infec¢des por P. vivax e P.
ovale, alguns parasitos se desenvolvem rapidamente, enquanto outros ficam em
estado de laténcia no hepatdcito. S&o, por isso, denominados hipnozoitos que séo
responsaveis pelas recaidas da doenca, que ocorrem apés periodos variaveis de
incubacdo (geralmente dentro de seis meses). Na fase sanguinea do ciclo, os
merozoitos formados rompem a heméacia e invadem outras, dando inicio a ciclos
repetitivos de multiplicacao eritrocitaria. Os ciclos eritrocitarios repetem-se a cada 48
horas nas infec¢des por P. vivax e P. falciparum e a cada 72 horas nas infec¢gdes por
P. malariae. Depois de algumas geracfes de merozoitos nas hemacias, alguns se
diferenciam em formas sexuadas: os macrogametas (feminino) e microgametas
(masculino). Esses gametas no interior das hemacias (gametdcitos) ndo se dividem e,
qguando ingeridos pelos insetos vetores, irdo fecundar-se para dar origem ao ciclo
sexuado do parasito (Brasil 2010). O ciclo do parasito dentro do mosquito tem duracéo
variada conforme as espécies envolvidas, com duracdo média de 12 a 18 dias, sendo,

em geral, mais longo para P. falciparum do que para P. vivax (Brasil 2017).



Malarla Estagio no Figado Humano

(Plasmodium spp.) Hepatdoit ‘h

Estégio no Moquito
0 A o Ciclo exo-eritrocitico

B
@ Ruptura pelos
I QOocistos  Mosquito ao sugar o sangue o) ﬂ
7 \ \ (inocula os esporozoitos) .

@oocistos / PR Liberagéo dos
eSPorozoitos

A Ruptura dos Hepatécito

.

4] (3]
é ,__ -:’:. LI
H Sl ‘f'l": . Esquizonte
el
4

.. Hepatocitos
fectados

e

I}
NN e de
> @.. s g
o
.
Ciclo Esporogénico ‘ * Estagio no Sangue Humano
5@ ’ Trofozoitos imaturos
= v . (forma de anel)
@ Qocineto Q [}

Repasto sanguineo

com ingestao de ’
Macrogametocitos gametocitos Ciclo eritrocitico
AN A
= W 2 - Trofozoito
ve2. S maduro

Microgameta entrando 0 p .?
no macrogameta (2

. L2 shion il
P falciparum - N
h o ogd
Q i : Liberagao dos\ ’ :: ) /
Flagelagfo dos = Esquizontes 11 ) 4 "
45 e A @

microgametocitos
% £ - Esquizontes
9 X x:. Gametécitos

o ) S e

A Estagio infeccioso Pyl P ;‘: f&’ Gametooitos

A Fase de diagdstico Povale e
P. malariae

Figura 1.1 — Ciclo de vida do parasita da malaria envolvendo dois hospedeiros (Adaptado do
CDC).

O quadro clinico tipico € caracterizado por febres intermitentes, precedida de
calafrios, seguida de sudorese profusa, fraqueza, cefaleia e mialgias que ocorrem em
padrdes ciclicos. O quadro clinico da maléaria pode ser leve, moderado ou grave,
dependendo da espécie de plasmadio infectante, quantidade de parasitos circulantes,
tempo de doenca e nivel de imunidade adquirida pelo paciente. No entanto, gestantes,
criancas menores de 5 anos, pessoas soropositivas (HIV), populacdes moveis,
viajantes e os primoinfectados estdo sujeitos a desenvolverem 0s casos graves que
podem ser letais, principalmente nas infec¢des por P. falciparum (Brasil 2010, 2017).
Individuos que tiveram varios episodios de malaria podem atingir um estado de
imunidade parcial, apresentando poucos ou mesmo nenhum sintoma no caso de uma

nova infecgao.

1.1.1 Breve historico

A maléria teve sua origem provavelmente na Africa, de onde se espalhou pelas
areas tropicais e subtropicais de todo o mundo. Conhecida desde a antiguidade, a

malaria foi citada pela primeira vez por HipdOcrates na era pré-cristda, sendo ele o



descritor das caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre com padréo paroxistico
e intermitente (Coura 2015).

A malaria existiu nos tempos pré-historicos, no Egito, pois mumias foram
encontradas com esplenomegalia, e sumerianos e egipcios entre 3.500 e 4.000 anos
fizeram vérios relatos de febres intermitentes com esplenomegalia (Ebbell 1937;
Sarton 1959). Na Grécia os primeiros relatos sobre a malaria datam de
aproximadamente 500 anos antes de Cristo e coincidiram com a atividade pioneira do
preparo da terra para a agricultura (Sarton 1959), sendo descrita por médicos gregos
da época, onde o trabalho de Hipdcrates ndo deixa duvida em suas formas terca
benigna e maligna e quartd. Em 1880, o médico Charles Louis Alphonse Laveran fez
a maior descoberta da histéria da doenca, com a descricdo do parasito,
posteriormente complementada pelos italianos Golgi, Machiafara, Celli, Grassi, Feletti,
Bastianelli e Sanfelice, com o esclarecimento do ciclo assexuado (Pessoa & Martins
1982).

Manson sugeriu a existéncia do ciclo esporogbnico e a transmissao por
mosquitos (1894), e Grassi, Bastianelli e Bignami demonstraram o desenvolvimento
completo das trés espécies de plasmddio e seu ciclo sexuado no mosquito entre 1898
e 1899 (Neves 2016). Manson também teve importante participacdo em algumas
experiéncias como a demonstracdo das condi¢cdes climaticas que afetam
indiretamente no desenvolvimento da malaria (Bruce-Chwatt 1988). Carlos Chagas
demonstrou pela primeira vez, a transmissao intradomiciliar da malaria realizada por
fémeas dos anofelinos e ndo pelos machos (Chagas 1906; Tauil et al. 1985; Coura
2015).

1.1.2 Maléaria no mundo, nas Américas e no Brasil

Existe uma iniciativa da Organizacdo Mundial de Saude - OMS (WHO 2012)
de estratégia técnica mundial para a eliminacdo da malaria, e apesar de décadas de
pesquisas, a doenca se destaca como um grave problema de saude publica (Figura
1.2). O Relatorio Mundial de Malaria de 2018, baseado em dados de 87 paises em
areas com transmisséao continua da doenca, destacou que no periodo de 2015-2017
ndo houve nenhum progresso significativo na reducdo de casos globais de maléria.
Estima-se que houve 219 milhdes de casos e 435 mil mortes relacionadas em 2017,
sendo o grupo de criangas menores de 5 anos 0 mais vulneravel e afetado, em areas

com alta transmiss&o de malaria como na Africa Subsaariana (WHO 2018b).



Na regido das Américas, um aumento foi observado em 2015, 2016 e, mais
recentemente, em 2017, onde cinco paises relataram incremento nos casos de
malaria: Brasil, Equador, México, Nicaragua e Venezuela (PAHO/WHO 2018). Além
disso, Cuba e Costa Rica relataram casos e Honduras relatou malaria em uma area
onde os casos nao haviam sido detectados recentemente.

No Brasil, a maioria das notificacbes de malaria se concentra na regiao
Amazobnica (99% dos casos), nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao,
Mato Grosso, Para, Rondb6nia, Roraima e Tocantins (PAHO/WHO 2018). Fora da
regido Amazonica, mais de 80% dos casos registrados sao importados dos estados
pertencentes a area endémica brasileira, de outros paises amazonicos, do continente
africano, ou do Paraguai. Entretanto, existe transmissao residual de malaria no Piaui,
no Parana e em areas de Mata Atlantica nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Espirito Santo. Nestas regides, apesar das poucas notificacdes, a doenca
nao pode ser negligenciada, pois se observa uma letalidade mais elevada que na

regido Amazonica (Brasil 2017).
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Figura 1.2 — Distribuicdo da maléaria no mundo.



A incidéncia da malaria na Amazobnia brasileira encontrava-se em
processo de efetivo declinio a partir de 2005, como ja apontados em estudos
sobre a situacdo epidemiologica da doenca na regido (Lapouble et al. 2015). O
Brasil atingiu a meta para a malaria dos Objetivos de Desenvolvimento do Milénio
(ODM), que estipulava a reducdo de 75% no numero de casos no pais entre
2000 e 2015. Os resultados epidemioldgicos do Brasil mostraram que 0s casos
de maléaria apresentaram uma diminuicdo progressiva, e em 2016, foi registrado
0 menor numero de casos dos ultimos 37 anos (Brasil 2018) (Figura 1.3). Essa
reducdo pode ser atribuida a diversos fatores, considerando-se que desde sua
criacdo, o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) investiu na
elaboracao de diretrizes técnicas e politicas de salude baseadas em evidéncias.
O processo de descentralizagcdo das acgbes de vigilancia epidemioldgica
juntamente com essas diretrizes, produziram bons resultados para o Sistema
Unico de Saude (Lapouble et al. 2015). Portanto, a consequéncia do maior
impacto nos indicadores malariométricos deveu-se a: novos esquemas de
tratamento, uso de mosquiteiro impregnado com inseticida de longa duragéo
(MILD), supervisdo dos postos de diagnostico, controle de qualidade e
monitoramento do desempenho do diagndstico, testes de diagndéstico rapido em
areas de dificil acesso, sistema de deteccéo e alerta de epidemias (Lapouble et
al. 2015).

Como evidéncia, em 2003 o Ministério da Saude e o Ministério do
Desenvolvimento Agrario, pela portaria interministerial buscaram evitar que
projetos de colonizacdo da Amazodnia fossem inviabilizados pela migracdo de
pessoas para areas endémicas de malaria (Brasil 2003a). Da mesma forma que
pela portaria 47 de 2006, a Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) estabeleceu
gue todo assentamento de reforma agraria e empreendimento ambiental na
regido amazobnica deveria ter um plano de controle da maléria antes da
instalagdo, sendo necessario portanto de licenciamento ambiental com
Avaliacdo do Potencial Malarigeno e o Atestado de Condi¢cdo Sanitaria (Brasil
2006). Alem disso, vale ressaltar as diretrizes para o desenvolvimento do Manejo
Integrado de Vetores (MIV) como estratégia para alcancar maior impacto na
reducdo de transmissdo e prevengdo da malaria e outras doengas (OPS/OMS
2008), a criacao do Projeto de Expanséo do Acesso as Medidas de Prevencéo
e Controle da Maléaria para Populac¢des Vulneraveis da Amazoénia brasileira em



2009 (financiado por recursos do Fundo Global de Combate a Aids, tuberculose
e maléria) e Projeto de Apoiadores Municipais para o Controle da Malaria, em
2012 (Lapouble et al. 2015).

No entanto, a partir de 2016 esse panorama comec¢ou a mudar e €
possivel observar o aumento no numero de casos de maléaria, especialmente
causada pelo P. vivax (Figura 1.3). Entre janeiro e dezembro de 2018, o Brasil
notificou 186.791 casos de malaria nesta regido, revelando um aumento
consideravel quando comparado ao ano de 2017 que teve 174.522 casos
(PAHO/WHO 2018). Para o ano de 2018, os estados que relataram o maior
namero de casos foram Amazonas, Para e Acre (SIVEP Malaria 2019), o que

reflete possivel fragilidade no programa de controle a malaria (Figura 1.4).
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Figura 1.3 — Distribuicdo dos casos de malaria notificados na Amaz6nia Legal brasileira por espécie e ano.



Embora a malaria esteja aumentando em todo o mundo (sem explicagéo
definitiva), a hipdtese dessa ocorréncia no Brasil, pode estar relacionada a perda
da importancia da malaria em todos os niveis da administracéo publica - federal,
estadual e municipal. Como a doenca vinha caindo, parecia estar sob controle e
isso teria feito o poder publico baixar a guarda. Além disso, enquanto a maléria
caia, o Brasil foi assolado por surtos de doencas infecciosas tipicos de zonas
urbanas, como Dengue, Zika e Chikungunya, que mobilizaram a opinido publica,
contribuiram para a mudanca de foco e para a fragilidade quanto as medidas de
controle com a descontinuidade das ac¢des (Tauil 2017).
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Figura 1.4 — NUmeros de casos de malaria com provavel infec¢cdo na Amazénia Legal
brasileira e diferenca percentual por ano (2016 a 2018).

No estado do Amapa, ndo obstante do que vem ocorrendo nas Américas,
0 numero de casos vinha reduzindo progressivamente ao longo da ultima
década, porém em 2017 houve um incremento no numero de casos positivos em
relacdo a 2016 principalmente de malaria causada por P. vivax, padrdo esse que
foi mantido em 2018 (Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Distribuicdo dos casos de maléaria notificados no estado do Amapa por espécie e ano.
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Além disso, considerando-se os casos de malaria por categoria de local
provavel de infeccdo nos anos de 2016, 2017 e 2018, houve um aumento em todas
as categorias em pelo menos um dos anos (Figura 1.6). Tal fator contribui também
para que houvesse um incremento nos municipios com risco de adoecer de maléria,
analisados pelo indice parasitario anual (IPA), elevando de quatro para seis 0S

municipios com alto risco de transmissao (Figura 1.7).
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Figura 1.6 — Diferenca percentual de casos de malaria por categoria de local provavel de infeccao
no estado do Amapa.
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Figura 1.7 — Risco de adoecer por malaria no estado do Amapé- IPA, nos anos de 2016, 2017 e
2018.
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1.2 Os vetores da malaria

A maléaria é transmitida por artropodes da Classe Insecta, Ordem Diptera,
Subordem Nematocera, Familia Culicidae e subfamilia Anophelinae, do género
Anopheles. Existem mais de 400 espécies diferentes de mosquitos Anopheles, dos
quais cerca de 40 sdo vetores de grande importancia distribuidos por todo o mundo
(Hay et al. 2010; Sinka et al. 2012) (Figura 1.8). A OMS apresenta uma lista das
principais espécies de vetores, destacada no Quadro 1.1 da regido das Américas,
juntamente com uma breve descricdo das principais caracteristicas ecoldgicas e
comportamentais relevantes para o controle (WHO 2019a).

O principal vetor no Brasil € o Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi (Root, 1926).
No entanto, Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis s.l (Arribalzaga, 1878) e Anopheles
(Nyssorhynchus) aquasalis (Curry, 1932), além de outras espécies do subgénero
Nyssorhynchus, como Anopheles deaneorum (Rosa-Freitas 1989), Anopheles
oswaldoi (Peryassui 1926), Anopheles triannulatus (Neiva e Pinto 1922), Anopheles
brasiliensis (Chagas 1907) e, Anopheles marajoara (Galvdo e Damasceno, 1942),
também sado consideradas importantes (Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994). Sendo
necessario o conhecimento da bioecologia de espécies anofélicas locais para garantir
0 sucesso das medidas de controle em cada area malarigena. Todavia, estes
mosquitos que sdo mais abundantes nos horarios crepusculares, ao entardecer e ao
amanhecer, também sdo encontrados picando durante todo o periodo noturno, porém
em menor quantidade (WHO 2019a).
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Figura 1.8 — Mapa da distribuicdo global das espécies de anofelinos. Fonte: Kiszewski et al. (2004).
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Quadro 1.1 — Principais vetores da malaria nas Américas. Fonte: Adaptado de WHO 2019.

Espécies

An. albimanus

An. albitarsis 5./,

An. aguasalis
An. braziliensis

An. darlingi

An. freeborni

An. marajoara

An. nuneztovari 5.1,

An.
pseudopunctipennis
5.

An,

quadrimaculatus
subgroup

Zona ecoldgica

Costeira e franja de
montanha

Franja de montanha

Costeiro

Acima de 600m

Savana, planicies,
vales, planicie floresta
e floresta franja

Espécies da planicie,
associado com zonas
umidas, florestas
secunddrias e
intervencdo humanos

Borda de montanha

Montanhas

Planicies costeiras e
vales fluvials

Habitats aquaticos

Agua aberta, iluminada pelo sol, incl,
campo de arroz. Fresco ou salobro

lluminado pelo sol, claro, dgua doce,
incl. lagoas lagos, campo de arroz
Habitats ensolarados contendo
emergentes vegetagdo, tanto salobra
comao fresca, incl. piscinas fluviais,
mangues, pantanos de grama, lagoas
e valas

Corpos d'dgua naturais, ind. lagoas
lagos e particularmente de fluxo lento
riachos ou rios com sombra, claro
dgua e submerso associado
vegetagdo, como raizes de bambu
Agua de infiltragdo clara, piscinas 3
beira da estrada, campos de arroz
(margens) e similares habitats.
Preferem piscinas iluminadas pelo
sol, embora larvas sejam
ocasionalmente encontradas em
piscinas sombreadas

Agua iluminada pelo sol e clara ou
lamacenta, incl. escavagdes de ouro

lluminado pelo sol e sombreado, incl.
dgua fresca, limpida, parada ou
fluvial, com vegetagdo flutwuante ou
emergente: lagoas, lagos, rios de
fluxo lento, lagoas de peixes, minas
de ouro, pogas de chuva e piscinas
temporarias ou permanentes.
Exposto ao sol, raso, claro, riachos de
dgua doce ou piscinas fluviais com
algas filamentosas abundantes
(incl. salobra)

Campos de arroz, primeira inundacdo

Antropofilia/ Zoofilia

pode ser zoofilico ou
antropofilico

zoofilico e antropofilico

zoofilico e antropofilico

antropofilico

z200filico

zoofilice e antropofilico

zoofilico e antropofilico

woofilico e antropofilico

zoofilico
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Comportamento de picada

Exofagia /Endofagia

Predominantemente ao

ar livre

Intradomicilio e ao ar
livre

Intradomicilio e ao ar
livre

Intradomicilio e ao ar
livre

Predominantemente ao

ar livre

Intrademicilio e ac ar
livre

Predominantemente ao

ar livre

Intradomicilio ao ar livre

Predominantemente ao
ar livre

Pico de repasto
sanguineo

Tarde e noite

Tarde e noite

Crepusculo vesperting

A noite toda

Creplsculo vesperting

18:00-20:00
(nuneztovari A);

22:00-02:00
{nuneztovari B/C)

A noite toda

A noite toda, os picos
ao entardecer e
alvorecer

Comportamento em
FEPOUSO

Exofilia /Endofilia

Predominantemente ao ar
livre. Endofilica no México,
América Central
Predominantemente ao ar
livre

Predominantemente ao ar
livre

Predominantemente ao ar
livre

Exclusivamente
exofilico [?)

Ao ar livre

Predominantemente ao ar
livre

Ao ar livre

Observagies

Muito adaptivel ao
comportamento humano

Membro do complexo
Albitarsis

An. quadrimaculatus (sp.
A), An. smorogdinus (sp. B)

e An. diluvialis (sp. C)



1.2.1 Anopheles darlingi

O Anopheles darlingi (Figura 1.9) é considerado um dos mais eficientes vetores
de malaria humana na regido neotropical (Deane 1989; Consoli & Lourenco-de-
Oliveira 1994, Sinka et al. 2010). Encontrado predominantemente na Ameérica do Sul,
onde é o principal vetor e esta associado a dindmica de transmissdo da malaria das
regioes de floresta tropical. No Brasil esta presente em todo territdrio nacional, com
excecdo das areas secas do nordeste brasileiro, abaixo da foz do Rio Iguacu e em

areas de elevada altitude (Consoli & Lourengo-de-Oliveira 1994; Emerson et al. 2015).

N PO /
| 2 AL y o W B ’

Figura 1.9 — Anopheles (Nyssorhynchus) darlingi (Root, 1926).

O An. darlingi é altamente susceptivel aos plasmédios, capaz de transmiti-los
dentro e fora das casas, mesmo quando sua densidade esta baixa (Sinka et al. 2010).
No Brasil, o An. darlingi se beneficia das alteragdes antropicas no ambiente silvestre,
como a substituicdo da floresta por plantacdes, pastagens ou garimpos. Estas
alteracBes antropicas afastam os anofelinos de hébitos mais silvestres e propiciam
ambiente muito favoravel ao An. darlingi, acarretando o aumento de sua densidade
(Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994; Vittor et al. 2009), exigindo estratégias de
controle especificas para reduzir as populacdes dessa espécie (Tadei et al. 2017).

As larvas de An. darlingi sdo encontradas com mais frequéncia em fragmentos
e detritos flutuantes ao longo das margens dos rios de fluxo lento (Manguin et al.
1996), uma vez que os habitats larvais da espécie sdo normalmente os corpos de
agua naturais, como lagoas, lagos e particularmente correntes de fluxo lento ou rios
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com aguas claras, sombreadas e vegetacdo submersa associada (Manguin et al.
1996; Brochero et al. 2005; Achee et al. 2006; Nagm et al. 2007) (Figura 1.10). No
entanto, larvas de An. darlingi ja foram encontradas em locais ndo caracteristicos
como em aguas turvas e poluidas, em aguas ligeiramente salobras, em abrigos
abandonados, minas de ouro e em barragens e viveiros de peixe (Manguin et al. 1996;
Moreno et al. 2000; Silva-Vasconcelos et al. 2002; Arcos et al. 2018) reforcando

adaptacdes dessa espécie as areas com alteracdes antrépicas (Brochero et al. 2005).

Figura 1.10 — Caracteristicas de criadouros de Anopheles darlingi.

1.2.2 Anopheles marajoara

O An. marajoara (Figura 1.11), comp0e as espécies do complexo An. albitarsis
s.l, que tem uma vasta distribuicdo na regido neotropical e € amplamente distribuido
geograficamente no Brasil (Rosa-Freitas et al. 1990; Consoli & Lourencgo-de-Oliveira
1994; Conn & Mirabello 2007). Especificamente exemplares de An. marajoara sao
encontrados na regido norte: Amazonas, Para, Rondénia e Amapa (Pévoa et al. 2001;
Conn et al. 2002; Galardo et al. 2007).
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Foto: Monteiro, W.

Figura 1.11 — Anopheles (Nyssorhynchus) marajoara (Galvdo e Damasceno, 1942).

Geralmente, as formas imaturas de An. marajoara sdo encontradas em locais
iluminados pelo sol com &gua limpida e parada, no entanto, ja foram encontradas
larvas em aguas lamacentas como tanques de peixe, po¢as em campos agricolas e
garimpo (Moreno et al. 2000; Brochero et al. 2005), demonstrando sua adaptacédo a
criadouros temporarios ou criados pelo homem, favorecendo seu desenvolvimento
(Figura 1.12) (Conn et al. 2002), o que sugere que seja dominante em relagéo ao An.
darlingi nesses ambientes (Lima et al. 2017).

Anteriormente apontado como vetor secundario, o An. marajoara em estudos
prévios no Amapa, foi encontrado em alta densidade em diversas localidades (Conn
et al. 2002; Galardo et al. 2009; Barbosa et al. 2014) e infectados por Plasmodium
sendo, portanto, incriminado como espécie dominante (Conn et al. 2002; Galardo et
al. 2007; Galardo 2010). De maneira geral o An. marajoara é descrito como um vetor
antropofilico e zoofilico, endofagico e exofagico, mas quase que exclusivamente
exofilico (Rubio-Palis & Curtis 1992; Lourenco-de-Oliveira & Luz 1996; Conn et al.
2002; Brochero et al. 2005; Zimmerman et al. 2006; Moreno et al. 2007; Sinka et al.
2010).
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Figura 1.12 — Caracteristicas de criadouros de Anopheles marajoara.

1.3 Medidas de controle da malaria

Apesar de existirem evidéncias claras em apoio as medidas de controle, as
doencas transmitidas por vetores ainda respondem por cerca de 17% da carga global
estimada de doencas transmissiveis, com mortalidade de 700 mil pessoas por ano
(WHO 2019a).

As ferramentas estratégicas para o controle da malaria enquadram-se dentro
do pacote de intervengdes recomendado pela OMS, adotado pelo PNCM que propde
reduzir a letalidade e a gravidade dos casos, a incidéncia da doenca por meio da
eliminacdo da transmissao do P. falciparum em areas urbanas e a manutencdo da
auséncia da doenca em locais onde a transmissdo ja foi interrompida. Em
consequéncia da auséncia de vacina e do risco de sele¢édo de parasitas resistentes
aos farmacos disponiveis, o diagnostico precoce e tratamento oportuno, o controle de
vetores, a protecdo individual e a participacdo da comunidade sédo os pilares das
estratégias da OMS (IRAC 2011; WHO 2018b, 2019a).

N&o obstante a importancia de todas as estratégias propostas, o diagndstico

precoce e tratamento oportuno, assim como o controle vetorial s&o componentes
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essenciais, devendo ser implementado com base nos dados epidemiolégicos e

entomologicos locais.

1.3.1 Diagndstico precoce e tratamento oportuno (adequado e imediato)

O controle da maléaria, ao contrario da maioria das outras doencgas transmitidas
por vetores, registrou um aumento significativo dos recursos financeiros desde o ano
2000, levando a uma reducéo significativa da carga global. A partir deste periodo, a
regido das Américas vem diminuido a morbidade por malaria em 60%, onde o Brasil
refletiu esse panorama, apresentando reducdo que pode ser observada desde a
instituicdo do controle integrado no pais (Brasil 2003b). E fato que, o diagnostico
oportuno, seguido imediatamente de um tratamento adequado, € a forma mais efetiva
para interromper a cadeia de transmissao e consequentemente reduzir a gravidade e
a letalidade da maléaria (PAHO/WHO 2013). O diagnéstico correto da infec¢éo so é
possivel pela identificacdo do parasito, ou de antigenos relacionados, no sangue
periférico do paciente, pelos métodos diagndsticos especificados de: gota espessa
(padréo ouro); esfregaco delgado (possui baixa sensibilidade); testes rapidos para a
deteccdo de componentes antigénicos de plasmaodio. Em parasitemia superior a 100
parasitos/uL, podem apresentar sensibilidade de 95% ou mais quando comparados a
gota espessa. Por ndo avaliarem a densidade parasitaria nem a presenca de outros
hemoparasitos, os testes rapidos ndo devem ser usados para controle de cura devido
a possivel persisténcia de partes do parasito, apds o tratamento, levando a resultado
falso-positivo. Diagnéstico por técnicas moleculares, sendo o Nested PCR (reacéo da
polimerase em cadeia) ou PCR convencional, e o PCR em tempo real sdo as técnicas
moleculares mais utilizadas para o diagndéstico da malaria. No entanto, custo elevado,
a falta de infraestrutura e a falta de mao de obra especializada restringem o uso de
técnicas moleculares aos laboratérios de referéncia (Brasil 2017).

Dentro deste contexto, o inicio do tratamento antimalarico em um intervalo
inferior a 48 horas apds 0s primeiros sintomas evita a progressao para uma doenca
grave associada a hospitalizacdo ou ao 6bito podendo ainda reduzir o nimero de
individuos que podem contribuir para a transmisséo da malaria (Oliveira-Ferreira et al.
2010).

O tratamento com medicamentos é espécie-especifico e tem como principais
objetivos: reduzir a morbidade e a mortalidade, devendo ser realizado rapidamente
apos o diagnostico; garantir a cura completa da infec¢do, prevenindo a progressao da

doengca nao complicada para forma grave e potencialmente fatal, no caso do
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P. falciparum; reduzir o reservatério do parasito humano, diminuindo a transmissao da
doenca; e, evitar o surgimento e a disseminacéo da resisténcia aos antimalaricos. O
surgimento e a disseminacdo de parasitos resistentes a mdultiplos antimalaricos,
representam desafios adicionais no controle da doenca, estando associados ao
aumento da morbidade e da mortalidade nas areas endémicas (WHO 2018b).

O tratamento antimalarico indicado depende de alguns fatores, como a espécie
do protozoario infectante; diferentes fases do ciclo do parasita, idade do paciente;
condi¢cdes associadas, tais como gravidez e outros problemas de saude; além da
gravidade da doenca. O tratamento antimalarico é feito em regime ambulatorial,
somente 0s casos graves deverdo ser hospitalizados de imediato (Brasil 2010).

A escolha do esquema de tratamento antimalarico € baseada na eficacia
terapéutica da combinagcdo medicamentosa (WHO 2015b). Em forma de comprimidos
com multiplas drogas em varias combinacgfes para P. falciparum e comprimidos com
Gnica droga para P vivax, apesar do tratamento usar associacdo de medicamentos.
Os antimalaricos agem de forma especifica para impedir o desenvolvimento do
parasito no hospedeiro, e essas drogas sao fornecidas gratuitamente em unidades do
Sistema Unico de Salde (SUS) (Brasil 2010). Os antimalaricos disponiveis
compreendem quinolinas, aminoalcoois, sulfonamidas e sulfonas, biguanidas,
diaminopirimidinas, lactonas sesquiterpénicas (artemisinina e seus derivados
semissintéticos), naftoquinonas e antibioticos (Brasil 2010).

No Brasil, a primeira op¢do de tratamento para a malaria falciparum é a
combinacdo de Coartem® (principal apresentacdo) contendo 20mg de arteméter e
120mg de lumefantrina. Assim o tratamento diario de um adulto higido compreende
160mg de arteméter e 960mg de lumefantrina por trés dias, associada a primaquina
em dose Unica (45mg) para evitar a transmissdo. No caso da maléria vivax ndo
complicada, a cloroquina é ainda o medicamento de escolha, na dosagem de 1500mg
durante trés dias; sendo administrado 600mg no primeiro dia e 450mg no segundo e
terceiro dia. Este medicamento € associado com a primaquina na dosagem de 210mg
durante sete dias, onde pode ser administrado 15mg diérios por 14 dias ou 30mg

diarios por 07 dias para evitar as recaidas tardias da doenca (MS 2010).

1.3.2 O papel do controle de vetores na maléaria

O controle de vetores € uma medida eficaz para diminuir transmissao da
malaria, assim, intervenc¢des continuas sdo necessarias, onde uma gestao integrada

de controle de vetores adote decisfes racionais para uso otimizado dos recursos com
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o objetivo de melhorar a eficécia, a relacdo custo-beneficio, a integridade ecoldgica e
a sustentabilidade das atividades de controle contra doencas transmitidas por vetores
(WHO 2019a), de modo que sejam apropriadas ao cenario epidemiolégico e
adequadas a realidade de cada regido (Tauil & Lima 1992; Braga & Valle 2007a; WHO
2015a).

As formas de controle de mosquitos vetores sédo didaticamente classificadas
como: mecanicas (eliminacdo de criadouros), biolégicas (uso de predadores ou
parasitas) ou quimicas (aplicacéo de inseticidas sintéticos) (Consoli & Lourencgo-de-
Oliveira 1994). No entanto, as medidas de controle dirigidas aos mosquitos adultos -
mosquiteiros tratados com inseticida e borrifacédo residual intradomiciliar (BRI) (WHO
2013b, 2015c) - sdo mais aplicaveis geograficamente do que medidas especificas
dirigidas as larvas, considerando que muitos vetores da malaria se alimentam dentro
de casa a noite, e podem descansar sobre superficies em ambientes fechados apés
0 repasto sanguineo, enquanto os habitats larvais variam entre as espécies de
anofelinos.

A cobertura universal com controle efetivo de vetores usando mosquiteiros ou
BRI é recomendada para as populacdes em risco de malaria nos diferentes contextos
epidemioldgicos e ecoldgicos. As intervencdes de controle da malaria evitaram um
total estimado de 663 milhes de casos na Africa, onde os mosquiteiros foram os que
mais contribuiram seguidos da BRI (WHO 2017).

e Mosquiteiros tratados com inseticida

A OMS recomenda mosquiteiros tratados com inseticida como uma medida na
protecdo de populacbes em risco de malaria, inclusive em areas onde a maléria foi
eliminada ou a transmisséo foi interrompida, mas o risco de reintroducdo permanece.
Um mosquiteiro tratado com inseticida repele, incapacita ou mata os mosquitos que
entram em contato com o inseticida (WHO 2019a). Atualmente a OMS recomenda o
uso dos seguintes mosquiteiros impregnados com substancia inseticida entre os
polimeros que formam suas fibras:

- Mosquiteiro impregnado com inseticida de longa duracgéo (MILD) - tratado com
piretroides pré-qualificados pela OMS, que deve manter sua atividade biologica efetiva
por pelo menos 20 lavagens em condi¢cdes de laboratério e em média trés anos de
uso em condi¢des de campo (WHO 2005, 2019a).

- Mosquiteiro piretroide - PBO - um mosquiteiro que inclui tanto um inseticida

piretroide como o butoxido de piperonilo sinérgico. Até o momento, as redes
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piretroides PBO n&o atingiram os limites exigidos para se qualificar como mosquiteiros

inseticidas de longa duracdo (WHO 2019a).

e Borrifacdo Residual Intradomiciliar (BRI)

A BRI é o método de controle de vetores de malaria mais utilizado. Sua
aplicacado foi completamente padronizada e existem especificacdes claras para
equipamentos e inseticidas adequados, assim como estao disponiveis diretrizes de
campo sobre técnicas e questdes operacionais (WHO 2013a). A BRI é amplamente
utilizada em areas de transmissao sazonal, incluindo areas predispostas a epidemias,
e cada vez mais em areas mais endémicas da malaria. A BRI é apropriada em
contextos epidemiolégicos, onde o0s vetores permanecem principalmente em
ambientes fechados e em paises onde as capacidades logisticas necessarias podem
ser implantadas (Malaria 2010; Karunamoorthi 2011).

Direcionado a mosquitos adultos, a BRI consiste na borrifacdo de superficies
(paredes) internas das habitacdes com inseticida residual para matar ou repelir
mosquitos endofilicos, com um produto pré-qualificado pela OMS (WHO 2007, 2019a).
Uma vez aplicado, o inseticida formara uma pelicula de pequenos cristais na
superficie, matando o vetor quando ele estiver na parede antes ou depois de um
repasto sanguineo (WHO 2013a; Baia-da-Silva et al. 2019).

Em termos de impacto imediato, a BRI continua sendo a intervencéo de
controle vetorial mais poderosa para reduzir e/ou interromper a transmissao da
malaria, no entanto a eficiéncia da BRI ocorre a partir de um alto nivel de cobertura
de todas as superficies provaveis de repouso do vetor, associada a uma dose efetiva
de inseticida. E um método de protecdo que exige aceitacio da populacdo uma vez
qgue requer mais de uma borrifagdo por ano, além da necessidade de preservacao
razoavel (ndo remocao do inseticida) das superficies no periodo entre os intervalos
dos ciclos de borrifagcdo (WHO 2006b).

A selecédo do inseticida usado para a BRI deve levar em conta o status de
suscetibilidade de vetores locais e a duracéo do efeito residual em relacédo ao periodo
de transmissdo da malaria (WHO 2006b). O conhecimento sobre a persisténcia dos
inseticidas é uma informagédo fundamental para definir o intervalo minimo de sua
aplicagédo nas habitacdes em areas de alta incidéncia, influenciando a capacidade
logistica e operacional na execuc¢ao dos ciclos de aplicagdo dos produtos (Santos et
al. 2007; Galardo & Galardo 2009; Tangena et al. 2013a; Oxborough et al. 20144,
Oxborough et al. 2014Db).
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De acordo com as recomendacdes das diretrizes para testar inseticidas
(mosquitos adultos) para BRI (WHO 2006a), as avaliacdes devem ocorrer em fases
distintas: condicdo controlada de laboratério (fase I); cabanas experimentais em
pequena escala (fase Il) e cabanas experimentais em larga escala (fase llI).
Historicamente a utilizagdo de cabanas experimentais, teve inicio na década de 40
para capturar mosquitos. Trabalhos posteriores adaptaram modelos para estudos
incluindo avaliacdo de BRI e MILD, repelentes, atrativos sintéticos (Muirhead-
Thomson 1950; Busvine 1951; Hocking et al. 1960; Rapley 1961; Haddow 2009),
podendo inclusive ser transportavel, a exemplo da cabana experimental modificada
de Ifakara (Okumu et al. 2012) que abrange os méritos comprovados das cabanas
anteriores. No entanto, ressaltamos a caréncia de estudos dessa natureza na regiao
Amazobnica brasileira, que apresenta registro da maioria dos casos de malaria
relatados (WHO 2019a).

1.4 Inseticidas

O desenvolvimento de inseticidas que permanecem ativos por longos periodos
foi um dos avancos mais importantes no controle de insetos no século XX.
Historicamente, quatro classes de inseticidas, todos neurotdxicos, sdo utilizados em
salude publica: organoclorados (OC), piretroides (Pl), carbamatos (CA),
organofosforados (OP) (Braga & Valle 2007a) e mais recente 0os neonicotinoides (NN)
(WHOPES 2018). No Brasil o MS trabalha apenas com inseticidas recomendados
pelaOMS, regulamentados pela World Health Organization Pesticide Evaluation
Scheme (WHOPES).

O uso de inseticidas para o controle da malaria na Amazoénia iniciou na década
de 1940, por meio de uma campanha nacional para a erradicacéo da doenca com o
uso expressivo do organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT) de forma
organizada e sistémica, quando dois tercos da populacéo brasileira viviam em areas
endémicas (Deane 1988; Loiola et al. 2002).

Os organoclorados séo inseticidas que contém carbono hidrogénio e cloro, a
exemplo do DDT (diclorodifeniltricloroetano), amplamente utilizado no século
passado. No entanto, devido a sua persisténcia no ambiente e acimulo em tecidos,
seu uso foi proibido em diversos paises, incluindo o Brasil. Porém, essa proibicao para
utilizacdo em Saude Publica vem sendo reavaliada ha algum tempo, em decorréncia

da detecgéo de resisténcia aos inseticidas da classe piretroide (WHO 2014).
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Os organofosforados (malathion, temephos e fenitrothion) foram desenvolvidos
na década de 1940 e vem sendo utilizados desde entdo como inseticidas, herbicidas
e reguladores de crescimento vegetal. Os organofosforados incluem todos os
inseticidas que tém fosforo na sua composicdo. Na década de 1970, os
organoclorados foram substituidos por organofosforados (Carneiro et al. 2015), mas,
embora sejam biodegradaveis e ndo cumulativos, apresentam instabilidade quimica e
alta toxicidade em vertebrados. Todavia, sua persisténcia no ambiente é curta,
fazendo com que haja necessidade de aplicagbes mais frequentes. Entretanto, por
serem biodegradaveis e ndo se acumularem nos tecidos, apresentam vantagens em
relacdo aos organoclorados (Braga & Valle 2007a).

Os carbamatos séo inseticidas derivados do acido carbamico e apresentam
uma acéo letal rapida; no entanto, bem como organofosforados, sua persisténcia no
ambiente € curta, tornando necessérias aplicagfes mais frequentes (Braga & Valle
2007Db).

Os piretroides tiveram sua origem do piretro extraido de crisantemos, hoje sao
produzidos a partir de moléculas sintéticas. Exibem alta toxicidade aos insetos e baixa
toxicidade para os humanos. Os piretroides sdo de facil degradacdo no ambiente e
nao se acumulam no ecossistema. A adocéo de piretroides na luta contra os vetores
de malaria no Brasil teve inicio em meados da década de 1990, com utilizacdo de
cipermetrina na formulagéo de pé molhavel (Santos et al. 2007). Inseticidas piretroides
vem sendo amplamente utilizados, tanto por programas governamentais como em
aplicacdes domésticas (Macoris et al. 2018), agem rapidamente sobre o sistema
nervoso dos insetos, resultando em convulsdes e paralisia (e, eventualmente a morte),
esse resultado € conhecido como efeito knockdown (Braga & Valle 2007a).

Quanto ao modo de agédo, os carbamatos e organofosforados atuam como
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), importante enzima do sistema
nervoso central responsaveis por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina, o que
resulta na permanéncia do impulso nervoso levando o inseto a morte (Moreira et al.
2013). A AChE é fosforilada pelo inseticida e fica inativada, resultando no acumulo de
acetilcolina nas sinapses e impedindo que o impulso nervoso seja interrompido, sendo
0 sistema nervoso central continuamente estimulado (Braga & Valle 2007a).

Por sua vez, os organoclorados e piretroides agem interferindo na transmissao
dos impulsos nervosos, agindo como antagonistas do Acido gama-aminobutirico
(GABA) nos receptores gabaérgicos, impedindo a entrada de ions cloro para o meio

intracelular e com isso provocando a emissao de impulsos espontaneos gque levam a
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contracdo muscular, convulséo, paralisia e morte. Os piretroides também tém como
alvo o canal de sédio regulado por voltagem - Nay, presente nas células do sistema
nervoso central e periférico (neurdnios, miocitos, células enddcrinas e ovarios),
alterando a cinética de propagagdo de impulsos nervosos, causando o efeito
knockdown (Schleier Il & Peterson 2011; Moreira et al. 2013). Por definicéo, efeito
knockdown é a perda da coordenacdo e paralisia provocada pelo inseticida,
frequentemente acompanhada por espasmos e tremores (WHO 2016). Além disso, 0s
piretroides podem apresentar efeito repelente, espantando os insetos ao invés de
elimina-los.

O uso criterioso de inseticidas quimicos € necessario, para evitar a
contaminacdo do meio ambiente e a selecéo de populacdes de vetores resistentes a
estes produtos (IRAC 2011; WIN 2018).

1.5 Resisténcia aos inseticidas

A resisténcia aos inseticidas é tida como a propriedade dos mosquitos para
sobreviver a exposicdo a uma dose padrao de inseticida. O surgimento de resisténcia
a inseticidas em uma populacéo de vetores é um fendmeno evolucionéario e pode ser
o resultado de adaptacdo fisiolégica em que o inseticida € metabolizado, néo
potenciado ou menos absorvido do que por mosquitos suscetiveis, ou mesmo
comportamental (exofilia em vez de endofilia) (WHO 2019a).

Muitas espécies de vetores de importancia médica (incluindo anofelinos) ja
desenvolveram resisténcia a um ou mais inseticidas (Figura 1.13) (Coleman et al.
2017). A partir de 2010, um total de 68 paises tem reportado resisténcia a pelo menos
uma classe de inseticidas. Destes, 57 registraram resisténcia a duas ou mais classes.
O aumento da frequéncia de insetos resistentes pode ser inicialmente detectado por
meio de ensaios biolégicos que medem a mortalidade de insetos em resposta a um
inseticida em particular, ou por meio de testes genéticos que detectam mecanismos

de resisténcia em insetos individuais (WHO 2019c).
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Os métodos para monitorar a resisténcia dependem de bioensaios (com
vantagens e desvantagens), usando concentracdes fixas de inseticidas e tempos de
exposicao, e os dados séo relatados como porcentagem de mortalidade e/ou efeito
knockdown (Quadro 1.2). Os ensaios biologicos (quadro) podem ser do tipo
qualitativo, onde se avalia a taxa de mortalidade da populagédo exposta a uma ‘dose
diagndstica’, geralmente definida pela OMS, ou do tipo quantitativo, onde os insetos
do campo sdo expostos a uma serie de concentracdes diferentes e idealmente
comparados com uma linhagem padrdo. Portanto, uma populagéo avaliada pode ser
definida como susceptivel ou resistente, considerando o nivel de mortalidade no
ensaio de dose-diagnoéstica (DD), ou ter o nivel de resisténcia estimado, quando
avaliada em ensaio dose-dependente. A partir de onde sdo calculadas as razdes de
resisténcia (RR) da populacéo (WHO 2006a).

Quadro 1.2 — Métodos para detectar resisténcia a inseticidas.

Método

Bioensaios utilizando doses
diagnosticas de inseticida
definidas pela OMS

Bioensaios de resposta a
dose

Ensaios bioquimicos para
detectar atividade de
enzimas associadas a

resisténcia a inseticidas

Ensaios moleculares para
detectar alelos resistentes

Vantagens

Padronizado, simples de
executar, detecta resisténcia
independentemente do
mecanismo

Fornece dados sobre o nivel
de resisténcia na populagéo,
independentemente do
mecanismo

Fornece informagdes sobre
mecanismos especificos
responséaveis pela resisténcia

Muito sensivel. Pode detectar

alelos recessivos e, portanto,

fornece um "aviso antecipado
de resisténcia futura.

Desvantagens

Falta sensibilidade e nédo
fornece informac6es sobre o
nivel e o tipo de resisténcia
(exceto quando usado com
sinergistas), para ser feito com
Mosquitos Vivos

Exigir muitos mosquitos vivos,
e dados de diferentes grupos
néo séo facilmente
comparaveis

Requer cadeia de frio. Nao
disponivel para todos os
mecanismos de resisténcia,
questdes de sensibilidade e
especificidade para alguns
ensaios (por exemplo, GST)

Requer equipamento
especializado e dispendioso.
Disponivel apenas para um
namero limitado de
mecanismos de resisténcia.

Fonte: Adaptado de Vincent Corbel & Raphael N'Guessan 2013
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Especificamente para os piretroides pode-se avaliar a resisténcia ao efeito
knockdown por meio da observacao da queda dos insetos expostos a uma Unica dose
do inseticida, ao longo de intervalos de tempo. Os resultados dessa observacao geram
uma curva knockdown versus tempo, portanto também uma andlise quantitativa (WHO
19814, 2016).

A caréncia de informacé&o sobre resisténcia na regidao das Américas comparado
a Africa e Asia, ocorre em funcdo da dificuldade da colonizacdo de anofelinos
neotropicais em laboratdrio, que resulta em poucos estudos com ensaios biolégicos.
Contudo, na América Latina, a resisténcia a inseticidas foi encontrada no Peru,
Equador, Republica Dominicana, Panama, México, Honduras e Guatemala em
populacdes de An. albimanus (Penilla et al. 1998; Vargas et al. 2006; Dzul et al. 2007;
Penilla etal. 2007; Caceres et al. 2011; Quinones et al. 2015; WHO 2018a; Mackenzie-
Impoinvil et al. 2019). Além disso, a resisténcia aos piretroides foi relatada em
populacdes de An. darlingi do Brasil, Bolivia, Peru e Colémbia (Fonseca-Gonzalez et
al. 2009; WHO 2018a). Parte dos trabalhos mostraram susceptibilidade aos inseticidas
hoje utilizados (Santacoloma et al. 2012; Silva et al. 2014; Galardo et al. 2015).

A resisténcia € um processo complexo e dindmico e depende de muitos fatores
gue podem ser agrupados em quatro categorias distintas: resisténcia metabdlica
(alteracdes da atividade de enzimas de detoxificacdo), taxa de penetracéo preservada
(diminuicdo da taxa de penetracdo do inseticida pela cuticula do mosquito),
insensibilidade do sitio alvo (por meio de muta¢cBes que alteram a conformacéo do
local onde atua o quimico, impedindo a ligacdo com o seu alvo) (Ranson et al. 2000b;
Braga & Valle 2007a; Martins & Valle 2012) e alteracdo comportamental (reducéo da
permanéncia de mosquitos no interior de habitacées humanas comumente tratadas
com inseticida nas paredes) (Hemingway et al. 2004; IRAC 2011; Coleman et al.
2017). Portanto, € fundamental que as estratégias de manejo de resisténcia incluam
a utilizacdo de diferentes inseticidas no espaco e no tempo (rotacbes e mosaicos),
misturas de inseticidas e restricbes ao uso em periodos e locais especificos de risco
(Curtis 1985; Hougard et al. 2003; Nauen 2007; Sharp et al. 2007).

A rotacdo € uma estratégia baseada na rotatividade de duas ou mais classes
de inseticida ao longo do tempo com diferentes Modos de Acdo (MoA). Essa
abordagem pressupbe que, se a resisténcia a cada inseticida é rara, entdo a
resisténcia multipla sera extremamente rara. Ja o0 mosaico de grande escala, parte de
aplicacdes de inseticidas com diferentes MoA (separados espacialmente) contra o

mesma populacdo de mosquitos, com por exemplo: dois inseticidas com MoA
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diferentes em diferentes habitacdes dentro da mesma localidade. Assim, € provavel
gue 0s mosquitos entrem em contato com um segundo inseticida durante suas vidas
se eles sobreviverem da exposicdo ao primeiro. Isso reduz a pressao de selecao ao
inseticida. A mistura consiste em uma Unica formulagdo contendo dois ou mais
inseticidas, ou diferentes formulacdes de inseticidas sendo aplicadas no mesmo
equipamento de borrifacdo; ou ainda mosquiteiros tratados com dois ou mais
inseticidas com diferentes MoA. Esta estratégia pode incluir também a combinacédo de
um mosquiteiro com a BRI ha mesma habitagc&o. Esta abordagem assume que se um
mosquito sobrevive a um inseticida MoA, sera morto pelo outro, e que se a resisténcia
a um € rara, a resisténcia a ambos serdo extremamente raros.(IRAC 2019).

O sucesso de quaisquer estratégias de gerenciamento de resisténcia requer o
conhecimento do modo de acado, propriedades quimicas e eficacia residual dos
inseticidas disponiveis, sendo imprescindivel o uso apropriado e criterioso dos

inseticidas atuais (Corbel & N'Guessan 2013).
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1.6 Justificativa

A estratégia técnica mundial da OMS constitui um quadro para a elaboracao de
programas adequados e destinados a acelerar o progresso na eliminacdo da malaria.
Este fato reforca a oportunidade e os grandes desafios existentes no contexto, onde
o desenvolvimento e a adoc¢éo de solugdes inovadoras no incremento de produtos e
na prestacao de servicos para o sucesso da estratégia sdo prementes. Independente
da regionalizacdo das acbes de controle nos paises endémicos, 0S programas
nacionais de controle da maléria terdo de garantir que todas as pessoas que vivem
em zonas de alto risco estejam protegidas pela distribuicdo, uso e substituicdo
adequada de Mosquiteiro impregnado com inseticida de longa duracédo (MILD) e/ou
da aplicacdo da Borrifacdo Residual Intradomiciliar (BRI), sendo importante um
constante monitoramento para minimizar a propagacgéao da resisténcia aos inseticidas.
Para progredir, 0s métodos existentes terdo que ser implantados de forma mais eficaz.
Em muitos paises, a exemplo do Brasil, a maléria ocorre principalmente nos setores
rurais mais pobres da sociedade, e mesmo métodos de controle relativamente simples
raramente sdo aplicados adequadamente.

Nesse contexto, a recomendacdo da OMS é o uso de inseticidas para BRI com
formulacbées que variam o tempo de efeito residual entre dois e seis meses, sem
discriminar, no entanto, o tipo de superficie aplicado. Isso reflete em uma caréncia de
orientacdo formal sobre a duragdo dos ciclos de aplicacdo dos inseticidas que,
somada as diferentes respostas em relacdo a tipos de superficies, condi¢cdes
ambientais e climaticas onde eles séo utilizados, podem comprometer a eficiéncia das
acOes. Tal variacdo do tempo dificulta o planejamento das atividades de campo,
incluindo a quantidade de produto a ser comprada e a necessidade de definir melhor
os ciclos. Além disso, compreender o status de susceptibilidade/resisténcia de
populacdes naturais de Anopheles e os mecanismos moleculares de resisténcia é de
grande valor para o controle efetivo de vetores da malaria.

A necessidade do uso de inseticida no programa da malaria € indiscutivel,
sendo imprescindivel o conhecimento das classes e formulagdes utilizadas, sua
persisténcia nas superficies aplicadas, assim como o status de suscetibilidade das
populacdes a que se destinam controlar. Diante disso, a OPAS por meio de Carta
Acordo com o MS, solicitou a avaliacao residual em diferentes superficies de seis

inseticidas dentre as classes do piretroides, carbamato e organofosforado.
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Assim, a construgdo de uma “casa-teste” para provas biologicas de parede
(bioensaios) em simulado de campo vem nesse estudo, preencher essa lacuna, com
0 proposito inovador de que os resultados encontrados possam diminuir a distancia
entre os obtidos nos bioensaios realizados em laboratorio e a realidade da dificil
execugao em campo, passando a ser usado como padrao para testes de residualidade
de inseticidas.

Além disso, o estudo pretende esclarecer o status de suscetibilidade a
inseticidas por meio de bioensaios utilizando amostras de populacdes de anofelinos
provenientes de localidades de areas endémicas do estado do Amapé. Dessa forma
espera-se contribuir com informacgdes relevantes que ajudem no planejamento e
otimizacdo das acOes de controle de vetores de malaria, de forma racional e

econdmica, que possam garantir protecdo a salude das popula¢cdes das areas de risco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito residual de inseticidas utilizados no controle de malaria e
verificar o status de susceptibilidade/resisténcia a inseticidas em populacdes de

Anopheles de localidades do estado do Amapa.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito residual de seis formulacfes de inseticidas (alfacipermetrina
SC, lambdacialotrina PM, etofenprox PM, deltametrina WG, bendiocarb PM e
pirimiphos-methyl CS) utilizados pelo Programa Nacional de Controle da Malaria
(PNCM) em paredes de quatro superficies diferentes em simulado de campo

(casa teste);

e Comparar o efeito residual de duas formulagdes de inseticidas (etofenprox PM,
deltametrina WG) em painéis de laboratorio, simulado de campo (casa teste), e
em casas localizadas em area endémica nas superficies de madeira sem pintura-

MSP e alvenaria sem reboco-ASR;

e Verificar o efeito residual da formulacéo de deltametrina SC-PE nos painéis em
laboratério em MSP, madeira com pintura-MCP, ASR e alvenaria com reboco-
ACR, e no simulado de campo (casa teste) nas mesmas superficies dos painéis,
incluindo as superficies externas de MCP e ACR.

e Investigar o status de susceptibilidade/resisténcia de popula¢gdes naturais de
anofelinos de trés municipios do estado do Amap4, por meio de bioensaios com
piretroide e, genotipar a classica mutacdo Kdr Leu1014Phe em populagbes de An.

darlingi.
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3 MATERIAL E METODOS

“Tudo deve ser feito tdo simples quanto
possivel, mas ndo mais simples que isso0”
Albert Einstein

3.1 Caracterizacdo da area de estudo

O estudo foi realizado com populacbes do género Anopheles em trés
municipios do estado do Amapa: Macapa, Mazagao e Santana. O estado do Amapa
(142.828,521 km?2) esta situado a nordeste da Regido Norte, com uma populagédo
estimada de 829.494 habitantes (5,81 hab/km?) em 2018. O estado do Amapéa, em
sua totalidade, € influenciado pelo clima equatorial iUmido, com quantidade de calor e
umidade que favorece a propagacao da biodiversidade. As temperaturas médias
anuais variam de 20°C a 36°C e a umidade anual gira em torno de 85%. O clima local
apresenta duas estacdes bem definidas, denominadas de veréo — julho a dezembro e
inverno - janeiro a junho. Os indices pluviométricos anuais apresentam média superior
a 2.500mm (IBGE 2018).

A capital Macapa (Figura 3.1) (Latitude: 00°02'18.84" N e Longitude:
51°03'59.10" 0), situa-se no sudeste do estado e é a Unica capital brasileira que ndo
possui interligacdo por rodovia a outras capitais, sendo também a Unica cortada pela
linha do Equador e que se localiza no litoral do rio Amazonas. O municipio de Mazagéao
(Latitude: 00°06'54" S e Longitude: 51°17'20" O), situa-se ao Sul do estado do Amapa,
a margem direita do rio Vila Nova, com a sede do municipio a cerca de 35 km de
Macapa (IBGE 2018). O municipio de Santana (Latitude: 00°02’06” S e Longitude
51°10’30” O) tem uma conurbacdo com a capital do estado formando a Regido
Metropolitana de Macapa. E o segundo municipio mais populoso do estado, com cerca
de 120 mil habitantes e é conhecida por Cidade-Porto do Amapa por sediar o principal
porto do estado do Amapa. Seus limites sdo Macapa (a nordeste), a foz do rio

Amazonas (a sudeste) e Mazagéo (a sudoeste) (IBGE 2018).
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Figura 3.1 — Representacao espacial das areas de estudo: municipios de Macapd, Mazagao e Santana — Amapa, Brasil.
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No intuito de facilitar a compreensédo da metodologia as etapas foram expostas no fluxograma abaixo:

Coletade Etapas.
Anofelinos

=== - — 1% gtapa — casa teste — paredes internas — superficies de alvenaria com reboco
ACR, alvenaria sem reboco ASR, madeira com pintura MCP & madeira sem pintura MSP —
inseticidas alfacipermetrina SC, etofenprox PM, lambdacialotrina PM, deltametrina WG,
bendiocarb PM e pirimiphos-metyl CS.

Fluxograma de
metodologia do trabalho

TAHP Curral = - — 2% etapa - casa teste, laboratorio (painéis) e campo — superficies de alvenaria sem
reboco e madeira sem pintura MSP — inselicidas deltametrina WG e etofenprox PM.
¢ ¢ === - — 3? etapa - casa teste - paredes externas: ACR e MCP e paredes internas: ACR,
ASR, MCP & MSP; laboratdrio (paingis) ACR, ASR, MCP & MSP - inseticidas deltametrina
Identificagdo de Identifica¢do de SC-PE.
An. darlingi An. marajoara

== - bioensaio com papel impregnado — inseticida deltametrina 0,05% - An. darlingi —
analise molecular.

Bioensaio
papel
impregnado

=== bioensaio com papel impregnado — inseticida deltametrina 0,05% e 0,25% - An.

4—| Oviposicioforcada

omMs

Q

marajoara.
Paredes ACR DELTA
Externas MCP < SeFE

~

—
GRAUTEC Bioensaio Casa teste
de parede
o | y| Paredes | o acryask
Internas MCP/MSP ALFA LaMB
Coletade Laboratério »
Anofelinos
$ I = MSP
| An, | An. R N R > ASR
darlingi marajoara " Campo

Anilise Molecular

Mutagdo identificagiode N e
KDR-AS-PCR » Curral An. marajoara aps
leitura de 24 r5

Legenda: D - inicio e fim do processo; <> bioensaios; > inseticidas; [ etapas do fluxograma
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3.2 Amostras

As amostras para a realizacdo dos bioensaios foram obtidas a partir de
capturas de mosquitos adultos fémeas do género Anopheles.

Para as provas biologicas de parede, dos painéis em laboratorio, simulados de
campo (casa teste) e diretamente em campo, as coletas ocorreram mensalmente
durante todo o periodo dos bioensaios, entre as 18:00h e 21:00h em uma fazenda de
bubalinos (Latitude: 00°08'42.8" S e Longitude: 051°18'03.6" W) no municipio de
Mazagao. A localidade foi escolhida em virtude do conhecimento prévio sobre a alta
densidade de anofelinos na regido, principalmente do complexo albitarsis e
especificamente da espécie An. marajoara (Conn et al. 2002; Fontoura et al. 2014).
Em cada captura participaram quatro ou cinco coletores (técnicos do Laboratério de
Entomologia Médica do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado
do Amapé- IEPA), e cada coletor capturava aproximadamente 300 mosquitos durante
o periodo. As fémeas alimentadas foram coletadas por aspiracdo diretamente das
paredes dos currais (Figura 3.2) com o auxilio de capturadores de suc¢cdo manuais
(capturador de Castro) (WHO 1975).

Figura 3.2 — Captura noturna de anofelinos em curral no municipio de Mazagao — Amapa, Brasil.

Os espécimes capturados foram transferidos para gaiolas de papelao teladas,
medindo 17cm x 18cm nas quais foram colocados cerca de 300 adultos (Figura 3.3) e
posteriormente transportados para o Laboratério de Entomologia Médica- IEPA, onde
foram alimentadas com solucédo de sacarose a 10% (erlenmeyer com rolo de algodéo

revestido com gaze) e acondicionadas no insetario para identificagdo no dia seguinte.
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A identificacdo até a espécie An. marajoara foi feita utilizando-se a chave
dicotbmica de Gorham et al. (1973), com auxilio de microscépio estereoscopico. As
demais espécies de anofelinos capturados foram descartadas, utilizando-se somente

An. marajoara.

Figura 3.3 — Gaiolas de papelao utilizadas para transporte de anofelinos do local da captura e
acondicionamento no insetario do Laboratério de Entomologia Médica do IEPA localizada em Macapa
— Amap4, Brasil.

Para a realizacao das provas biol6gicas com papel impregnado com inseticida
e ensaios moleculares para a deteccdo da mutacdo Kdr as coletas ocorreram com
utilizagéo da técnica de Atragdo por Humano Protegido (AHP), onde o coletor, expde
suas pernas protegidas por meias grossas ha cor preta e coleta os anofelinos no
momento que pousam em suas pernas utilizando um aspirador de suc¢cao manual
(capturador de Castro), antes que realizem o repasto sanguineo (Lima et al. 2014;
Lima et al. 2017). As coletas de seis horas foram realizadas em areas endémicas para
malaria a partir das 18:00h no peridomicilio de habita¢cbes proximas de potenciais
criadouros (margens de rios, lagos e tanques para criagdo de peixes) nos municipios
de Macapé (Latitude: 00°08'01.7" N e Longitude: 051°11'07.1" W), Mazagéo (Latitude:
00°07'02.4" S e Longitude: 051°18'05.1". W) e Santana (Latitude: 00°05'28.803" N e
Longitude 051°12'37.203" W).

As fémeas capturadas colocadas em gaiolas de papeldo teladas foram
transportadas para o insetario do Laboratério de Entomologia Médica- IEPA, para
identificacéo até a espécie An. darlingi de acordo com a chave dicotdmica de Gorham
et al. (1973), com auxilio de microscopio estereoscopico.
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e Obtencéo da geracédo F1

A manutencdo dos mosquitos no insetario do Laboratério de Entomologia-
IEPA, seguiu de acordo com adaptacdes feitas ao protocolo de Horosko et al. (1997).

Para a postura dos ovos utilizou-se potes transparentes plasticos com
capacidade para 500mL (aproximadamente 8cm de altura X 11lcm de diametro),
forrados internamente (nas laterais), com tiras de papel filtro (Figura 3.4). Foi
adicionado agua de criadouro até metade dos potes, tendo-se o cuidado de umedecer
o papelfiltro. A agua de criadouro foi proveniente de tanques de piscicultura
localizados no municipio de Macapa (Latitude: 00°01'78.9" S e Longitude:
051°11'88.8" W), posteriormente armazenada em depdsitos de 50L contendo bomba
de aquario instalada para auxiliar na oxigenacao da agua.

No insetario os potes foram preparados com a agua, cobertos com filo,
contendo um pequeno furo central e fechados com algodé&o, para a introducao dos
mosquitos com auxilio de capturador de Castro. A oviposicao se fez com as fémeas
alimentadas, apds um periodo de 72h do repasto sanguineo. Em cada pote etiquetado
com a descri¢cdo da espécie, local de captura e data da oviposicéo, foi colocado de 10
a 15 fémeas de Anopheles e algodao sobre o fil6 com solucéo de sacarose a 10% por
um periodo de dois dias. Depois da postura dos ovos, as fémeas vivas foram retiradas
dos potes e colocadas em gaiola para nova alimentacdo sanguinea e as mortas
descartadas. Assim que houve a eclosdo das larvas, o conteudo de cada pote foi
transferido para bacias plasticas igualmente identificadas. As tiras de papel filtro foram
mantidas sob a possibilidade da existéncia de ovos ainda néo eclodidos, além de

servirem como primeira alimentac¢ao para as larvas.
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Figura 3.4 — Postura de ovos de Anopheles: A- adicao de fémeas para oviposi¢éo. B- pote para postura
e eclosdo de ovos no insetéario do Laboratdrio de Entomologia Médica- IEPA localizada em Macapa-
Amap4, Brasil.

Para criacdo foram mantidas em média 100 larvas em uma bacia medindo
33cm X 24cm contendo um litro de agua de criadouro. A alimentacéo das larvas foi
feita com racao para peixe da marca Tetramim (tropical Flakes) em flocos triturada em
peneiras de inox, acondicionada em eppendorf e armazenados no freezer
(temperatura inferior a 5°C). A racao foi polvilhada manualmente uma ou duas vezes
ao dia, de acordo com a necessidade.

As bacias contendo as larvas (Figura 3.5) foram mantidas em estantes de
madeira ou de ferro forradas com isopor (para evitar grandes variacbes da
temperatura da 4gua). A temperatura e umidade relativa do ar foram controladas e
mantidas entre 26 + 2°C e 70-80% de URA. Quando da necessidade da obtencéo dos
adultos de forma mais rapida, reduziu-se a densidade de larvas por bacias, manteve-
se a temperatura mais elevada (n&o ultrapassando 28°C) e aumentou-se a oferta de
alimento, sem prejudicar a oxigenacao da agua até que as larvas atingissem a fase

de pupa.
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Figura 3.5 — Criacéo de larvas de Anopheles: disposi¢cdo das bandejas com larvas no insetario do
Laboratério de Entomologia Médica— IEPA.

As pupas foram coletadas diariamente e transferidas para copos plasticos com
capacidade para 50mL com auxilio de pipetas pasteur (150 pupas por copo). Os copos
foram inseridos nas gaiolas que continham erlenmeyer com solucdo de sacarose a
10% (no maximo 300 pupas por gaiola coletadas em até trés dias), que foram
mantidas até a emergéncia dos adultos. Cada gaiola foi identificada com data de
abertura além das mesmas especifica¢cdes da bacia de onde as pupas foram retiradas,
sendo inspecionadas diariamente, para retiradas dos copos dos quais os adultos
emergiram. A alimentacgao foi ofertada continuamente, com troca dos erlenmeyer duas
vezes na semana. A criacdo dos mosquitos foi realizada com temperatura e umidade
relativa do ar controlada e mantida a 26+ 2°C.

Para avaliar a diversidade genética, por meio da analise molecular dos genes
relacionado a resisténcia em amostragem de anofelinos, todo o material foi
preservado em silica para posterior analises moleculares e transportado para o
Laboratorio de Fisiologia e Controle de Artropodes Vetores- LAFICAVE dentro das

regras de seguranca vigentes.
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3.3 Inseticidas

Foram avaliadas seis formulagcfes de inseticidas, sendo a primeira analise com
trés piretroides e a segunda analise com um piretroide, um carbamato e um
organofosforado. Nao houve um critério especifico na escolha da ordem de aplicacédo
dos inseticidas, e como tinham quatro inseticidas da classe dos piretroides, optou-se
por iniciar os bioensaios com trés destes.

Os produtos quimicos foram utilizados nas concentracdes maximas para cada
formulacéo de acordo com recomendacao da WHOPES (FAO/WHO 2016; WHOPES
2018) e incluiram: 1) alfacipermetrina - ALFATEK® 200 SC, pulverizados na
concentragdo de 0,03g. i.a./m? (grama do ingrediente ativo), lambdacialotrina - ICON®
10 PM pulverizados na concentragdo de 0,03g. i.a./m? e etofenprox - VECTRON® 20
PM, pulverizado a 0,3g.i.a./m?. 2) deltametrina — DELTAGARD® 250 WG a
0,025g.i.a./m?, bendiocarb - FICAM® VC — PM a 0,4g.i.a./m?, pirimiphos-methyl —
amostra experimental (Syngenta, Suica) CS a 1g.i.a./m? e deltametrina K-Othrin
Polyzone® 62,5 SC-PE (Bayer CropScience) a 0,025g.i.a./m?. Os compostos
possuem aprovacao total ou proviséria da OMS e representam uma diversidade de
inseticidas utilizados no controle vetorial (Quadro 3.1).

Quadro 3.1 - Inseticidas recomendados pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS para borrifagéo
residual intradomiciliar - BRI no controle dos vetores da maléria, das formulag8es avaliadas no simulado
de campo em casa teste, Macapa-AP, Brasil.

Inseticida Classe Do;agem Modo de acido Residualidade
(g.i.a./m?) (meses)

Alfacipermetrina SC Piretroide 0,02 - 0,03 Contato 4-6

Etofenprox PM Piretroide 0,1-0,3 Contato 3-6
Lambidacialotrina PM Piretroide 0,02 - 0,03 Contato 3-6
Deltametrina 250 WG Piretroide 0,02 — 0,025 Contato 3-6

Bendiocarb PM Carbamato 01-04 Contato/ no ar 2-6
Pirimiphos-methyl CS =~ Organofosforado 1 Contato/ no ar 4-6
Deltametrina SC-PE Piretroide 0,02 - 0,025 Contato 6

Fonte: WHOPES, 2018
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3.4 Bioensaios de parede — testes de eficacia residual

Os bioensaios foram divididos em duas etapas:

12 - avaliacéo dos inseticidas em simulado de campo;

22 - comparacédo da residualidade dos inseticidas em painéis em laboratorio,
simulado de campo e diretamente no campo.

Foi necessario a construcdo de um ambiente que representasse as habitacdes
mais comuns encontradas na regido Amazonica em areas endémicas para malaria. A

edificacao foi denominada de “casa teste”.

3.41 “Casa Teste”

A escolha das superficies para as paredes da casa teste foi baseada na
observacdo direta das caracteristicas tipicas das casas na regido amazonica.
Portanto, considerando-se que as areas onde a malaria € endémica sdo geralmente
rurais (por exemplo, assentamentos, aldeias e distritos) ou de floresta, as moradias
nesses locais costumam apresentar materiais de construcdo como madeira
(abundante na regiao), tijolos e cimento, juntamente com telhados de palha, telhas
ceramicas ou cimento.

Dessa forma, uma casa teste foi construida na area externa do Laboratorio de
Entomologia Médica- IEPA (Latitude: 00°03'86.0" S e Longitude: 051°09'37.8" W) com
as seguintes caracteristicas: comodo Unico, possuindo internamente trés metros de
largura, seis metros de comprimento; trés metros de pé direito; cobertura de telha de
fibrocimento; sem forro; piso queimado, com uma janela medindo (1m x 0,74m) e uma
porta de madeira medindo (0,85m x 2,10m). Externamente possui um calcamento de
0,70m de largura que a circunda e ainda um patio frontal de dois metros mantendo as
caracteristicas de piso e cobertura. A casa é uma edificagdo mista, tem a estrutura em
esteios de madeira de lei, com alicerce de alvenaria (tijolos e alvenaria) (Figura 3.6).

A parede frontal e uma parede lateral foram construidas em alvenaria, a outra
parede lateral e o fundo da casa foram construidos em madeira. Cada parede lateral
foi dividida em duas partes, na parede de alvenaria, uma parte ficou de tijolo aparente
e a outra recebeu reboco, formando as superficies de alvenaria sem reboco (ASR) e
alvenaria com reboco (ACR). Na parede de madeira, uma parte recebeu tinta acrilica
branca e a outra ndo, formando as superficies de madeira sem pintura (MSP) e
madeira com pintura (MCP). A parede frontal em alvenaria, foi dividida em duas partes
ASR e ACR perfazendo as superficies utilizados como controle. O mesmo
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procedimento foi realizado na parede do fundo em madeira, onde as superficies MSP
e MCP serviram de controle. Cada superficie das paredes laterais foi dividida em trés
faixas de um metro de largura e cada faixa recebeu um inseticida (Figura 3.7). Esta

casa teste possibilitou a realizac&o e avaliagéo de todos os inseticidas.
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Figura 3.6 — Casa teste: A - visdo externa frontal e lateral da superficie de alvenaria com reboco - ACR pintada de tinta acrilica; B - visdo interna das superficies
lateral de alvenaria sem reboco - ASR e ACR divididas em faixas para aplicacdo dos inseticidas, visdo da parede dos fundos (controle) das superficies de
madeira com pintura - MCP e madeira sem pintura - MSP, teto com telhas de fibrocimento e piso em cimento queimado. Localizada no municipio de Macapa-

Amapa, Brasil.
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Figura 3.7 — Representag¢fes da casa teste construida em Macapa-Amapa, Brasil: A - planta
baixa, planos frontal e lateral das superficies de alvenaria com reboco - ACR e alvenaria sem
reboco - ASR. B - planos dos fundos e lateral das superficies de madeira com pintura - MCP e
madeira sem pintura - MSP.
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3.4.2 Bioensaios em simulado de campo — casa teste

Os bioensaios para avaliacdo da eficacia residual em simulado de campo na
casa teste foram realizados com a aplicacdo de seis inseticidas e ocorreram no
periodo de outubro de 2014 a margco de 2016, na area externa do Laboratério de
Entomologia Médica- IEPA, em duas etapas:

12 Etapa: ocorreu entre outubro de 2014 e abril de 2015, onde foram testados
trés inseticidas da classe dos piretroides - alfacipermetrina SC, etofenprox PM,
lambidacialotrina PM.

22 Etapa: ocorreu entre maio de 2015 e margo de 2016 onde foram testados os
inseticidas deltametrina WG (piretroide), bendiocarb PM (carbamato) e pirimiphos-
metyl CS (organofosforado).

Entre uma etapa e outra foi realizada a limpeza da casa teste, que teve suas
paredes lavadas com sabdo neutro e uma lavadora de alta presséo para a total
remocao dos residuos dos inseticidas aplicados. Apés a lavagem das paredes a taxa
de mortalidade foi analisada com a realizacdo de bioensaios de parede, seguindo a
metodologia recomendada, esperando-se 0% de mortalidade. Apds essa observacao,
todas as superficies internas da casa teste foram liberadas para novas aplicacfes de
inseticidas.

Nas duas etapas aplicou-se os inseticidas diluidos em &agua nas paredes
internas da casa teste com excecao das faixas de controle, utilizando-se uma bomba
do tipo Hudson X-Pert bico 8002-E, a aplicacéo foi realizada por técnico capacitado
da Coordenadoria de Vigilancia em Saude da Secretaria de Saude do Estado do
Amapa-CVS/SESA. Todas as borrifagdes foram supervisionadas e os procedimentos
seguiram as orientagcdes da OMS, com especificacdes de pressurizacdo de 25-55
(psi), distancia de 45cm da ponta do bico para a superficie borrifada, e largura da faixa
borrifada de 75cm (WHO 2006a, 2007, 2015c) (Figura 3.8).
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Figura 3.8 — Borrifacéo residual intradomiciliar da casa teste: A - bomba utilizada para borrifagao
e B - aplicagdo do inseticida (borrifacdo) no municipio de Macapa- Amap4, Brasil.

Durante a realizacdo dos bioensaios, cada faixa por tipo de superficie
testada recebeu nove cones plasticos, sendo distribuidos trés nas alturas
correspondentes a 0,5; 1,0 e 1,5 metros a partir do solo. Utilizou-se nas paredes
controle um cone para cada uma das alturas (Figura 3.9). Todos os cones
receberam aproximadamente 15 mosquitos (WHO 1981b, 2006a). Apds 30
minutos de exposicdo as paredes tratadas e ao controle, os mosquitos foram
transferidos dos cones para copos entomoldgicos limpos, onde realizou-se a
primeira leitura. Posteriormente, os mosquitos foram levados para o laboratério
de Entomologia Médica do IEPA, localizado a aproximadamente 50m da casa
teste e armazenados em camara Umida, com temperatura entre 25 e 27°C e
umidade relativa entre 70 a 80%. Os mosquitos foram alimentados com algodé&o

embebidos com solugéo de sacarose a 10%.
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Figura 3.9 — Representacao dos cones em paredes da casa teste localizada no municipio de Macapa — Amap4, Brasil.
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A taxa de mortalidade foi calculada 24 horas apds o término do teste,
considerando-se vivos 0S mosquitos capazes de voar apos leve agito no copo

entomoldgico, independente do grau de dano sofrido. Pela férmula de Abbott:

% de mortalidade nos expostos — % de mortalidade nos controles

100
100 — 9% de mortalidade nos controles

Realizou-se a corre¢ao para taxas de mortalidade entre 5% e 20% do grupo
controle, ndo havendo correcdo para taxa de mortalidade inferior a 5%, e repeticéo do
bioensaio para taxas igual ou superior a 20% (Abbott 1925). Todas as informacfes
foram registradas em um Boletim para Provas Bioldgicas de Parede (APENDICE A).

O primeiro bioensaio foi realizado um dia apés a aplicacéo dos inseticidas e, os
seguintes, com intervalo de 30 dias aproximadamente. Para efeito de analise, foram
estabelecidas como satisfatérias, taxas de mortalidade superiores ou iguais a 80% no
grupo de expostos (WHO 2006a). Os bioensaios foram mantidos até que a taxa de
mortalidade fosse inferior a 80% por dois meses consecutivos, ou por até 240 dias
apos a borrifacdo das superficies.

Ao final desses testes, foram selecionados dois inseticidas (etofenprox PM e
deltametrina WG) conforme os quesitos: residualidade; toxicidade durante os
bioensaios e histérico de resisténcia no pais, e foram selecionadas duas superficies
(Madeira sem Pintura - MSP e Alvenaria sem Reboco - ASR) onde o etofenprox PM e
o deltametrina WG foram posteriormente testados em simulado de campo (casa
teste), de acordo com a metodologia descrita acima, e, nos painéis em laborat6rio e
em situacao de campo, como descrito a seguir.

Além desses inseticidas, a formulacao deltametrina SC-PE foi testada. Desta
forma, outra série de experimentos foi realizada nos painéis em laboratoério e na casa
teste nas quatro superficies internas (MSP, MCP, ASR e ACR), e nas superficies
externas de MCP e ACR.

3.4.3 Bioensaios nos painéis em laboratério

Os bioensaios para avaliagdo da eficacia residual nos painéis em laboratério
ocorreram em sala restrita e reservada no Laboratério de Entomologia do IEPA nos
periodos entre marco e setembro de 2017 para o etofenprox PM, de abril a outubro
de 2018 para o deltametrina WG e no periodo entre margo de 2018 a marco de 2019
para o deltametrina SC-PE, seguindo-se as recomendac¢fes da OMS (WHO 1981b).
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Os painéis quadrados com dimensdo de 0,50cm foram construidos nas
dependéncias do IEPA, com as superficies de MSP, MCP, ASR e ACR. Os inseticidas
utilizados foram os piretroides etofenprox PM, deltametrina WG e deltametrina SC-
PE. Um total de cinco painéis foram construidos para cada tipo de superficie, onde
em quatro foram aplicados o inseticida e em um apenas agua servindo de controle
(Quadro 3.2).

Para a avaliacdo de eficacia residual foram utilizados trés painéis expostos ao
inseticida para cada tipo de superficie e um painel controle (0 quarto painel exposto
aos inseticidas ficou como reserva para uma eventual necessidade de uso, garantindo
assim a continuidade do experimento). Diretamente sobre cada painel foram fixados

trés cones plastico com ligas elasticas (Figura 3.10).

Quadro 3.2 - Inseticida, tipos de superficies e quantidades de painéis utilizados nos bioensaios em
laboratério.

- ) Painéis
Inseticidas Superficies
Expostos Controle
ASR 04 01
Etofenprox PM
MSP 04 01
ASR 04 01
Deltametrina WG
MSP 04 01
MSP 04 01
MCP 04 01
Deltametrina SC-PE
ASR 04 01
ACR 04 01
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EXPOSTOS CONTROLE

L Y R )

Painel 1 Painel 2 Painel 3

Figura 3.10 — Representac¢d@o dos painéis utilizados nos bioensaios para verificar a residualidade dos inseticidas: painéis tratados com
inseticida e painel controle, borrifado com 4gua; disposi¢do dos cones plasticos nos painéis.
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As doses de inseticida foram preparadas no Laboratorio de Entomologia
Médica do IEPA com o auxilio de proveta graduada nas concentracdes demonstradas

no quadro abaixo, de acordo com recomendacdo da WHOPES (2018) (Quadro 3.3).

Quadro 3.3 — Inseticidas utilizados nos bioensaios de parede: teste de residualidade.

Inseticida Classe Dqsagem Modo de acdo Residualidade
(g.i.a./m?) (meses)
Etofenprox PM Piretroide 0,1-0,3 Contato 3-6
Deltametrina 250 WG Piretroide 0,02 - 0,025 Contato 3-6
Deltametrina SC-PE Piretroide 0,02 - 0,025 Contato 6

Fonte: WHOPES, 2018

A aplicacéo dos inseticidas nos painéis ocorreu na area externa do Laboratério
de Entomologia Médica do IEPA, utilizando-se para esta atividade o mesmo
equipamento usado nas operacdes de campo pelos servicos municipal e estadual de
controle da malaria, bomba do tipo Hudson X-Pert bico 8002-E, realizada por técnico
capacitado da Coordenadoria de Vigilancia em Saude da Secretaria de Saude do
Estado do Amapa- CVS/SESA. As borrifagBes de acordo com as orientagbes da OMS
seguiram as especificacoes de pressurizacao de 25-55 (psi), distancia de 45cm da
ponta do bico para a superficie borrifada (OMS 2002; WHO 2006a, 2015c) sob
supervisao, expondo assim 0s painéis com superficie de MSP e ASR aos inseticidas
etofenprox PM e deltametrina WG e os painéis com superficies de MSP, MCP, ASR e
ACR ao inseticida deltametrina SC-PE (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Representacao da borrifagédo de painéis para bioensaio de parede: A - painéis de
madeira sem pintura; B - abastecimento da bomba com inseticida e C - borrifagdo dos painéis.

3.4.4 Bioensaios em campo

Para os bioensaios em situacdo de campo foram utilizadas residéncias
construidas em MSP e ASR no municipio de Mazagéao. Especificamente no distrito do
Carvéo (Figura 3.12), no periodo de margo a setembro de 2017, e no assentamento
do Piquiazal (Figura 3.13), no periodo de abril a outubro de 2018 (ambas em éarea

endémica para malaria).
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Figura 3.12 — Habitagbes com paredes de madeira sem pintura - MSP e alvenaria sem reboco - ASR no distrito do Carvéo no municipio
de Mazagéo — Amapa, Brasil.
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Figura 3.13 — Habitac6es com paredes de madeira sem pintura - MSP e alvenaria sem reboco - ASR no assentamento do Piquiazal
no municipio de Mazagao — Amap4, Brasil.
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A aplicacdo dos inseticidas etofenprox PM e deltametrina WG foi realizada nas
paredes internas das residéncias, com bomba do tipo Hudson X-Pert bico 8002-E, por
técnicos capacitados do Departamento de Endemias da Secretaria Municipal de
Saude de Mazagdo, no Distrito do Carvdo e no Assentamento do Piquiazal. A
atividade ocorreu de acordo com as orientacdbes da OMS (WHO 1981b) sob
supervisao (Figura 3.14). As especificacbes de pressurizacao de 25-55 (psi), distancia
de 45cm da ponta do bico para a superficie borrifada, e largura da faixa borrifada de
75cm foram seguidas (OMS 2002; WHO 2006a, 2015c).

Figura 3.14 — Borrifacéo residual intradomiciliar — BRI: A — residéncia de alvenaria sem reboco — ASR;
B — residéncia de madeira sem pintura — MSP. Aplicacao dos inseticidas realizada por técnicos do
Departamento de Endemias da Secretaria Municipal de Saude de Mazagdo — Amapa, Brasil.

Para estes bioensaios 40 unidades residenciais (casas) receberam BRI, sendo
20 casas no Distrito do Carvéao (10 em MSP e 10 em ASR) borrifadas com etofenprox
PM e, 20 casas no Assentamento do Piquiazal (10 em MSP e 10 em ASR) borrifadas
com deltametrina WG, totalizando assim, 20 residéncias por inseticida. A escolha
destas unidades foi realizada de forma randomizada sem reposicéo, onde a avaliacéo
ocorreu mensalmente em triplicata, ou seja, em trés residéncias tratadas por tipo de
inseticida e superficie, totalizando assim 12 avaliag6es mensais. Os bioensaios foram
realizados em uma das paredes de cada residéncia, com a disposi¢cao de trés cones
plasticos sendo um em cada altura diferente (0,5; 1,0 e 1,5m) a partir do solo, com

média de 15 mosquitos cada. Em uma das paredes de cada residéncia, o bioensaio

57



ocorreu com o0 cone colocado sobre um papel limpo, para evitar o contato dos

mosquitos com o inseticida, caracterizando o controle (Figura 3.15).

Figura 3.15 — Bioensaios de parede diretamente no campo em residéncia com parede de alvenaria
sem reboco — ASR no municipio de Mazagao — Amap4, Brasil.

Apds 30 minutos de exposicdo nas paredes tratadas, os mosquitos foram
transferidos dos cones para copos entomoldgicos limpos, quando foi registrado o
namero de caidos. Posteriormente, os mosquitos foram armazenados em camera
Gumida, com temperatura entre 25 e 27°C e a umidade relativa entre 70 a 80% e
alimentados com solucdo de sacarose a 10%. A taxa de mortalidade foi registrada
apo6s 24 horas do término do teste, e foram considerados vivos 0s mosquitos capazes
de voar apds suave agito no copo entomolégico, independente do grau de dano
sofrido. Pela formula de Abbott, realizou-se a correcdo da taxa de mortalidade entre
5% e 20% do grupo controle. Nao havendo correcao para taxa de mortalidade inferior
a 5%, e ocorrendo a repeticado do bioensaio para taxa de mortalidade igual ou superior
a 20% (Abbott 1925).
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As fémeas de mosquito do género Anopheles utilizados nos ensaios foram
capturados na noite anterior, de acordo com o descrito anteriormente no municipio de
Mazagédo. O primeiro bioensaio ocorreu um dia apdés a aplicacdo dos inseticidas
respectivamente para cada localidade, e os bioensaios seguintes mantiveram um
intervalo de aproximadamente 30 dias. Para efeito de andlise foram estabelecidas
como satisfatérias taxas de mortalidade superiores ou igual a 80% no grupo de
expostos. Os bioensaios foram mantidos por seis meses, tempo maximo de
residualidade determinado pelo WHOPES (2018).

3.5 Definigcdo do status de suscetibilidade/resisténcia a piretroides

3.5.1 Bioensaios com papel impregnado

Os papéis utilizados neste bioensaio foram previamente impregnados (Figura
3.16) no LAFICAVE, conforme adaptacéo (utilizacao do aparato de suporte em acrilico
e uso de pipeta multicanal) a metodologia da WHO (1998). Para as impregnacdes
foram utilizados papeis filtro Whatman N° 1, nas dimensdes 12cm x 15cm (180cm?).
Em cada papel foram adicionados um total de 960uL de solucdo de inseticida com
concentracdo determinada. A solucao foi preparada com diluicdo do inseticida em
acetona e oOleo silicone (Dow Corning® 556), utilizando o piretroide deltametrina
Pestanal® (Sigma-Aldrich — 99,9%i.a.) em uma concentra¢édo diagnodstica de 0,05%
recomendada pela WHO (2016).

Para definicAo do status de suscetibilidade/resisténcia foram realizados
ensaios de tubo com papel impregnado utilizando fémeas de An. darlingi (1 a 5 dias
de emergidas e ndo alimentadas com sangue) provenientes de trés localidades:
Macapa, Santana e Mazagéao e de An. marajoara do municipio de Mazagao. Os testes

foram realizados no Laboratério de Entomologia Médica do IEPA.
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Na composicao do kit (cada kit é formado por: dois tubos de acrilico, sendo um
para descanso e outro para expor 0s mosquitos ao inseticida; encaixe pra unir os tubos
e passagem dos mosquitos; grampos para fixar e papel filtro) um dos lados, com
indicacao verde, deve conter papel filtro ndo impregnado (tubo de descanso). O outro
lado com indicacdo vermelha, contém o papel filtro impregnado com inseticida, na
concentracdo que foi testada. Para os tubos de controle e descanso utilizou-se a

indicacdo verde. Os tubos de descanso continham papel filtro e o os tubos dos

Figura 3.16 — Procedimento de impregnacao de papel com inseticida: A — suporte em acrilico; B —
impregnagéo com pipeta multicanal de deltametrina 0,05%. Realizado no LAFICAVE- FIOCRUZ.

controles continham papel impregnado apenas com solvente (Figura 3.17).

KIT OMS PARA TESTE COM PAPEL IMPREGNADO

BIOENSAIO

Figura 3.17 — Itens do kit da OMS para teste com papel impregnado: 1-papel impregnado; 2- tubo
para controle e para descanso dos mosquitos; 3- conector de fixag&o entre os tubos e passagem
dos mosquitos; 4- tubo para papel impregnado; 5 e 6 — argola de fixagdo dos papéis. Utilizagao
do kit no bioensaio: 7 — inclusdo dos mosquitos no tubo; 8 — juncdo dos tubos; 9 — tubo contendo
papel impregnado e mosquitos expostos e 10 — tubo de descanso contendo papel filtro, algodao

com solucdo acucarada e mosquitos.




Com as populagbes de cada localidade foram realizados trés ensaios em dias
diferentes, usando papeis com deltametrina na concentracdo de 0,05%. Para cada
ensaio foram expostas aproximadamente 120 fémeas de anofelinos, sendo 20 por
tubo distribuidas em quatro réplicas e dois tubos controle contendo papel impregnado
apenas com o solvente.

Para o bioensaio do tipo Tempo de Queda (tempo da queda por tempo de
exposicdo em dose pré-determinada), apés uma hora de exposicdo ao inseticida,
registra-se em formulario especifico (APENDICE — B), o numero de caidos
(knockdown) a cada cinco minutos (Figura 3.18). As fémeas dos anofelinos foram
transferidas para tubos de descanso, onde foram deixados em camara umida com
temperatura e umidade controladas (27°C £ 2°C e 75% = 10% URA) por 24 horas para
a quantificacdo da mortalidade. Os tubos de descanso foram revestidos somente com
papel filtro ndo impregnado e foi oferecida solu¢ao de sacarose a 10% para as fémeas.
Nos ensaios com deltametrina 0,05%, os individuos mortos (caidos ou moribundos)
foram quantificados para a averiguacdo do efeito knockdown, apdés uma hora de
exposicdo ao inseticida. Tanto os papéis filtro impregnados com inseticida e os papéis
filtro controle foram envolvidos em papel aluminio e guardados a 4 -10°C em geladeira

até proxima utilizacao.

Figura 3.18 — Bioensaio com papel impregnado: A — kit tipo OMS; B — realizagéo de bioensaio
utilizando deltametrina 0,05% e anofelinos no Laboratério de Entomologia Médica em Macapa —
Amapa, Brasil.
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3.5.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA gendmico individual foi feita segundo protocolo estabelecido
por Martins et al. (2007), com poucas modificacdes. Apenas as fémeas de An. darlingi
provenientes dos bioensaios com papel impregnado foram transferidas para tubos de
polipropileno de 1,5mL contendo 3 beads de zirconia/silica com o tamanho de 2,3mm
e solucdo TNES (250mM de Tris pH 7,5, 2M de NaCl, 100mM de EDTA e 2,5% de
SDS) e agitadas para maceragao no “bead bater” (Biospec) por dois minutos.
Posteriormente, foi adicionado 2uL de proteinase K (20mg/mL) e deixado em banho-
maria a 56°C overnight. ApGs centrifuga¢do por 1 minuto a precipitacdo de proteina
foi feita em NaCl a 5M agitado rapidamente por 20 segundos e centrifugado por seis
minutos a 15.000g.

O sobrenadante foi transferido para novos tubos identificados para posterior
lavagem com 300uL de isopropanol a 100%, agitando por inversdo seguida de
centrifugacéo a 15.000g por 5 minutos. Em seguida foi feita a lavagem com 300uL de
etanol 70%, centrifugado a 15.000g por seis minutos e descartado todo o
sobrenadante. O etanol restante foi retirado por meio de secagem a 60°C por 10
minutos e o DNA eluido em 50uL de tampdo TE 0.1X. Ao final destas etapas, as
amostras foram aquecidas a 96°C aproximadamente por 10 minutos para inativacao
da proteinase K.

As mensuragdes de quantidade e pureza do DNA foram feitas a partir do
espectrofotometro NanoDrop One (ThermoFisher).

Uma vez feita a quantificacdo, as amostras foram diluidas em agua Milli-Q
autoclavada para a obtencédo de amostras com uma concentracéo final de 20ng/uL de
solucdo. Posteriormente, tanto as amostras puras (DNA estoque) quanto as diluidas

foram mantidas em freezer a -20°C.

3.5.3 Genotipagem Kdr do sitio 1014

Para a genotipagem individual da mutacdo Kdr classica no sitio 1014
(substituicio de uma leucina por uma fenilalanina, Leul014Phe), utilizamos a
ferramenta AS-PCR (Allele-Specif PCR) que permite diferenciar o alelo mutante
(1014Phe) do alelo selvagem (1014Leu) por meio da diferenga de tamanho do produto

do PCR via eletroforese (Figura 3.19).
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Figura 3.19 — Esquema da PCR alelo-especifica representando os primers especificos e a diferenca
em pares de base do produto gerado. Retirado de (Martins & Valle, 2012).

Dois primers especificos foram utilizados para cada sitio polimérfico e um
primer no sentido reverso comum a ambos. A diferenca entre o tamanho dos produtos
foi conseguida pela adicdo de uma calda GC a 5 dos primers especificos, distintos
em 20 nucleotideos. A especificidade para o polimorfismo de base Unica (SNP) é
conseguida na extremidade 3’, refor¢ada por uma transigéo no terceiro nucleotideo a
3’, que aumenta a forga da ligagao desta extremidade, conforme detalhado por Wang
et al. (2005).

Uma primeira reacao foi realizada para a amplificacdo da regido 11S6 do Nav,
utilizando-se 1uL do DNA diluido a 20 ng/uL, 1 X do kit Go Taq 2x polimerase
(Promega), 0,3uM dos primers 42f 5-CGTGTTTTATGCGGAGAATG-3’ e 422r 5'-
CACGGACGCAATTTGACTTGT-3’ e agua mili-Q para o volume final de 12uL de
reacdo. As reacdes foram submetidas ao termociclador com uma etapa inicial de
desnaturacao a 94°C por 3 minutos, seguida de 32 ciclos de 94°C por 30 segundos,
60°C de anelamento e 72°C de extens&o por 1 minuto. O produto desta reacéo foi
submetido a eletroforese por 1 hora a 170 volts em gel de poliacrilamida 10% para
avaliar se ocorreu amplificacdo conforme esperado. Posteriormente corado em
Nancy-520 DNA Gel Stain intercalante de DNA (Sigma-Aldrich®) para visualizacao de
bandas através de luz azul.

Confirmada amplificagdo de tamanho esperado, o produto da reacdo do [IS6
do Nav foi diluido 200X em agua mili-Q e submetida a reacéo de genotipagem via AS-
PCR. Posteriormente 1uL dessa diluigdo foi usado como DNA molde, onde novamente
foi utilizado o kit Go Tag 2x polimerase (Promega), 0,5uM do primer comum (5-GCG
GGC CTG TAG TTA TAG GAA ACG TA-3’), 0,5uM do primer f Phe (5-GCG GGC
AGG GCG GCG GGG GCG GGG CCC TGT AGT TAT AGG AAA CATT-3’) e 0,25uM
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do primer f_Leu (5°- GCG GGC CTG TAG TTA TAG GAA ACG TA-3’) para o volume
final de 12,5uL. Em todas as reacdes foram utilizados controles positivos homozigotos
(1014Leu/Leu, 1014Phe/Phe) e heterozigoto (1014Leu/Phe). Estes controles
consistem em plasmideos sintéticos contendo a regido 11S6 do Nav de An. darlingi. As
reacoes foram levadas ao termociclador numa fase inicial de desnaturacao a 94°C por
5 minutos, e em seguida 32 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C de anelamento por
30 segundos, e 72°C por 1 minuto. Uma etapa final de extenséo da polimerase a 72°C
por 7 minutos. Os produtos destas reac¢des foram submetidos a eletroforese e corados
para visualizacdo de bandas como mencionado anteriormente. O tamanho dos
produtos em pares de base foi orientado pelo marcador DNA Ladder Ultra Low Range

(Fermentas) (Figura 3.20).

300 -
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Figura 3.20 — Exemplo de uma fotografia de gel de eletroforese com produtos de AS-PCR (Loureiro,
2018) para a variagcdo Leul014Phe do Nay de Anopheles darlingi. Gel de poliacrilamida 10%, onde
estdo representados o marcador de peso molecular DNA Ladder O’GeneRuler DNA Ladder, Ultra
Low Range/Fermentas, 150ng (1), os controles positivos 1014 Leu/Leu (2), F/F (3) e Leu/Phe (4),
cujos alelos Leul014* e 1014Phekd correspondem a aproximadamente 106 e 126 pb,
respectivamente. Nos po¢os 58 estdo representadas amostras, todas homozigotas para o alelo
selvagem.
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3.6

Analises estatisticas

3.6.1 Provas biologicas de parede

Simulado de campo (casa teste) - Todas as analises da etapa desenvolvida
foram feitas usando R (R Core Team 2016) e RStudio (RStudio Team 2014),
com nivel de significancia de 5%. Utilizou-se uma série de modelos de
regressao logistica para estimar o efeito residual de seis diferentes formulac¢des
de inseticidas sobre a mortalidade de An. marajoara apos um dia (24 horas) de
exposicdo em quatro tipos de superficie até 240 dias ap6s a aplicacédo inicial
do inseticida. Um modelo separado foi feito para cada uma das seis
formulacbes inseticidas utilizadas: alfacipermetrina SC, etofenprox PM e
lambidacialotrina PM, deltametrina WG, bendiocarb PM e pirimiphos-methyl
CS. Os modelos testaram o tipo de superficie, més apds a exposicao inicial e
sua interacdo como efeitos fixos. A mortalidade foi calculada como a proporcéo
de sobreviventes An. marajoara apdés um dia (24 horas) de exposi¢cao. Quando
foram encontrados efeitos significativos, foram efetuadas andlises de
seguimento para comparacdes por pares utilizando o método de Bonferroni no

pacote Ismeans (Lenth 2016).

Painel, Simulado de campo (casateste) e Campo — Todas as analises foram
feitas usando R (R Core Team 2016) e RStudio (RStudio Team 2016), com um
nivel de significancia de 5%. Um modelo de regressao logistica foi usado para
estimar o efeito residual de duas formulacdes diferentes de inseticidas na
mortalidade de An. marajoara ap6s 24 horas de exposicdo em dois tipos de
superficie por 180 dias continuos apés a aplicacdo inicial de inseticida. Um
modelo separado foi feito para cada formulacdo de inseticida utilizada:
etofenprox WP e deltametrina WG. Os modelos testaram os grupos (controle
ou grupo de tratamento), condicdo (painel, simulado de campo e campo), tipo
de superficie (ASR e MSP), més ap0s a exposic¢ao inicial (det=0mesesat=
7 meses) e uma interacdo de trés vias entre situacao, tipo de superficie e més
apos a exposicao inicial. A mortalidade foi calculada com a proporcéo de
sobreviventes An. marajoara apds 24 horas de exposicdo. Quando efeitos
significativos foram encontrados, analises de acompanhamento foram feitas
para comparacbes pareadas usando o meétodo de Bonferroni no pacote
Ismeans (Lenth 2016).

65



e Painel e Simulado de campo (casa teste) - exterior e interior - Todas as
analises foram feitas usando R (R Core Team 2016) e RStudio (RStudio Team
2016), com um nivel de significancia de 5%. Utilizamos modelos de regressao
logistica para estimar o efeito residual de deltametrina SC-PE na mortalidade
de An. marajoara apés 24 horas de exposicdo. Dois modelos logisticos
diferentes foram utilizados: no primeiro, foi comparado o efeito deltametrina SC-
PE em dois grupos diferentes (controle ou exposto), em quatro tipos de
superficie diferentes (ACR, ASR, MCP e MSP) sob duas condicdes
experimentais diferentes (painel ou simulado de campo). Também incluimos
um efeito de interacdo entre tipo de superficie e condicdo experimental. Na
segunda analise, comparamos o efeito da deltametrina SC-PE em dois grupos
diferentes (controle ou exposto), em dois tipos diferentes de superficie (ACR e
MCP) em duas condi¢cdes ambientais diferentes em condi¢cdes de simulado de
campo (no interior ou exterior da casa teste). Também incluimos no segundo
modelo um efeito de interacdo entre tipo de superficie e condicdo ambiental. A
mortalidade foi calculada com a proporcdo de sobreviventes de An. marajoara
apos 24 horas de exposicdo. Quando efeitos significativos foram encontrados,
analises de acompanhamento foram feitas para comparacdes pareadas

usando o método de Bonferroni no pacote Ismeans (Lenth 2016).

3.6.2 Suscetibilidade/resisténcia

Os tempos de queda foram estimados a partir de transformacao log x Probit

seguida de regressao linear utilizando o software desenvolvido por Raymond (1985).

3.7 Consideracdes éticas

A aprovacio ética deste estudo foi obtida no Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Amapa- IEPA em 18 de
novembro de 2014 (consentimento: 910.453) em colaboragdo com a
LAFICAVE/IOC/FIOCRUZ (ANEXO A e B).
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4 RESULTADOS

“Quem é tdo firme que nédo pode ser
seduzido?”
William Shakespeare

4.1 Provas biolégicas de parede: Simulado de campo - casa teste

A avaliacao do efeito dos inseticidas foi realizada considerando a aplicacédo de
diferentes formulacdes em diferentes superficies: ACR, ASR, MCP e MSP (Tabela
4.1).

No periodo entre outubro de 2014 a margo de 2016 foram realizados bioensaios
de cone em parede com seis formulacdes de inseticidas, em duas etapas distintas,
totalizando a exposicdo de 15.918 espécimes de anofelinos com uma média de 13
mosquitos por cone em cada bioensaio (Tabela 4.2).

Na primeira etapa, utilizando apenas inseticidas da classe dos piretroides,
realizada entre outubro de 2014 a abril de 2015, foram expostos 5.571 espécimes de
anofelinos, com uma média de 12 mosquitos por cone em cada bioensaio (Tabela
4.2). Os resultados mostram uma taxa de mortalidade para alfacipermetrina SC
(70,5%); etofenprox PM (79,3%) e lambidacialotrina PM (77,3%). Dentre o0s

inseticidas, o etofenprox PM apresentou a taxa de mortalidade mais proxima a 80%.
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Tabela 4.1 — Média (Erro Padrdo) das taxas de mortalidade de Anopheles marajoara a partir do primeiro dia apés exposicao a seis formulacdes de inseticidas
aplicados em quatro tipos de superficies em simulado de campo (casa teste), no municipio de Macapa-Amap4, Brasil.
Dias ap0s aplicagdo do inseticida

nseticida Superficie 1 30 60 90 120 150 180 210 240
ACR  009(002) 0.77(0.06) 022 (0.05) X i i X ; :
_ _ ASR  097(0.03) 0.51(0.04) 0.49 (0.08) . - : - ] i
Alfacipermetrina SC MCP 1.00 () 100()  099(0.02) 0.78(0.04) 0.81(0.04) 049 (0.07) 0.25(0.06) . i

MSP 0.82(0.05) 0.92(0.03) 0.47(0.14) 0.43(0.12) - - - - -

ACR 1.00()  093(0.03) 087(0.05) 0.40(0.07) 0.54 (0.08) - - - -

Etofenprox PM Q?:F; 0-2.70(()0(-?)2) 0'%(()0&-1)1) gigg 28:8471; 0.82 io.os) 0.58 EO.lO) 0.30 io.os) : : :
MSP 1.00()  097(0.02) 098(0.03) 0097(0.02) 0.86(0.06) 0.68(0.08) 0.33(0.08) - -

ACR  0.88(0.04) 0.79(0.06) 0.03(0.02) - - - - - -

Lambidacialomina P s OPRESE OO0 omon casoon I I I I

MSP 0.96 (0.02) 0.96 (0.03) 0.73(0.05) 0.63 (0.10) - - - - -

ACR 1.00 () 1.00()  0.90(0.06) 0.87(0.04) 0.74(0.07) 0.68 (0.08) - - -
Deltametring WG ASR 1.00()  099(0.02) 0.85(0.06) 0.73(0.13) 0.6 (0.07) - - - -

MCP 1.00 () 1.00 0.98 (0.03) 0.97(0.03) 0.95(0.02) 0.94(0.02) 0.85(0.05) 0.82(0.04) 0.83 (0.06)

MSP 1.00()  0098(0.02) 0.58(0.08) 0.94(0.03) 0.94(0.03) 0.94(0.03) 092(0.04) 0.98(0.02)  1.00 ()

ACR 1.00()  011(0.03) 0.03(0.02) - - - - - -
. ASR 1.00()  0.05(0.03) 0.06(0.02) - - - - - -
Bendiocarb PM MCP 1.00 () 1.00 () 1.00 () 1.00()  053(0.13) 0.60(0.12) ; - -
MSP 1.00 () 1.00 () 1.00 () 1.00()  0.46(0.12) 0.65 (0.14) - - -

ACR 1.00()  098(0.03) 1.00()  092(0.06) 0.69(0.11) 0.95(0.04) 0.65(0.09)  1.00()  0.90 (0.06)

o ASR 100()  097(0.02) 1.00() 098(0.02) 1.00()  098(0.02) 0.97(0.04) 0.92(0.03) 0.98 (0.03)

Pirimiphos-methy! CS MCP 1.00 () 1.00 () 1.00()  098(0.03)  1.00 () 1.00 (-) 1.00()  098(0.02) 0.79 (0.10)
MSP 1.00 () 1.00()  0.94(0.04) 079(0.08) 0.84(0.05 0.87(0.05 0.73(0.10) 0.66 (0.07) -

Alvenaria Com Reboco (ACR), Alvenaria Sem Reboco (ASR), Madeira Com Pintura (MCP), Madeira Sem Pintura (MSP)

68



Tabela 4.2 — Analise do efeito knockdown pelo teste de cone para os piretroides alfacipermetrina SC, etofenprox PM, lambdacyalotrina PM e deltametrina
WG, e da taxa de mortalidade de anofelinos expostos a seis formulacdes de inseticidas em duas etapas do estudo no periodo de outubro de 2014 a margo
de 2016 em Macapa-Amapa4, Brasil.

Mosquitos < Mosquitos T Efeito Mosquitos <
Etapa Inseticidas Cones a X Caidos X knockdown a X Mortalidade (%)
Expostos . . Mortos
apos 30 (%)
Alfa 162 1951 12,04 1200 741 61,51 (89-25) 1375 8,49 70,48 (95-24)
18 Etof 189 2116 11,20 1598 8,46 75,52 (98-65) 1677 8,87 79,25 (99-34)
Lamb 126 1504 11,94 1126 8,94 74,87 (86-54) 1162 9,22 77,26 (95-50)
Delta 261 3437 13,17 2704 10,36 78,67 (91-58) 3053 11,70 88,83 (100-82)
22 Bend 162 2301 14,20 1569 9,69 1573 9,71 68,36 (100-50)
Pirimet 315 4609 14,63 1793 5,69 4268 13,55 92,60 (100-84)
Total 1215 15918 13,10 9990 8,22 13108 10,79

Alfacipermetrina SC, Etofenprox PM e Lambdacyalotrina PM, Deltametrina WG, Bendiocarb PM e Pirimiphos-Metyl CS
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Na segunda etapa do estudo, realizada entre maio de 2015 a marco de 2016,
foram expostos 10.347 espécimes de anofelinos, com uma média de 14 mosquitos
por cone em cada bioensaio. A taxa de mortalidade do piretroide deltametrina WG foi
de 88,8%, do carbamato bendiocarb PM foi de 68,4% e do organofosforado
pirimiphos-methyl CS foi de 92,6%. Dentre os trés inseticidas o pirimiphos-methyl CS
apresentou a maior taxa de mortalidade (Tabela 4.2).

Os resultados dos bioensaios com os piretroides apds um dia da borrifacéo
apresentaram mortalidade superior a 80% em todas as superficies. A eficicia da
borrifacdo apresentou a taxa de mortalidade de 100% para o alfacipermetrina SC, em
MCP e para o etofenprox PM em superficies de madeira. Estes inseticidas exibiram
taxa de mortalidade =280% por 120 dias apds a borrifagdo em pelo menos uma das
superficies (Tabela 4.1).

Na comparacao do efeito residual dos piretroides (Figura 4.1), o etofenprox PM
apresentou residualidade de 90 dias em MCP e 120 dias em MSP (taxa de mortalidade
280%). Nao foi observado para esse inseticida o efeito residual nas superficies de
alvenaria. O alfacipermetrina SC apresentou residualidade de 120 dias para a
superficie de MCP, o que néo foi observado para as demais superficies (residual de
30 dias). O lambidacialotrina PM apresentou o menor efeito residual dentre os
inseticidas testados com duracdo maxima de 30 dias, em superficies de madeira,
sendo que em superficie de alvenaria, a taxa de mortalidade =280% foi apenas no

primeiro dia apés borrifacéo.
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Dias apos a borrifacao

Figura 4.1 — Percentual de mortalidade dos mosquistos Anopheles marajoara expostos a trés inseticidas piretroides por meio de bioensaios de parede, ap0s borrifagao
residual intradomiciliar-BRI em simulado de campo (casa teste) no municipio de Macapa-Amapa, Brasil. Periodo: outubro de 2014 a abril de 2015.
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A avaliagéo da eficacia residual do alfacipermetrina SC nas superficies mostrou
maior taxa de mortalidade em superficies de madeira quando comparado com
superficies de alvenaria (Figura 4.1). Os modelos logisticos e comparacdes de grupos
mostraram um padréo variado para as paredes de alvenaria e a parede de MSP que
apresentaram diferenca significativa do efeito residual de 30-60 dias ap0s a aplicacéo
do inseticida. A diferenca significativa para a superficie de MCP foi observada 150
dias ap0s a aplicacao do inseticida. Dentre as superficies avaliadas MCP apresentou

maior residualidade (Tabela 4.3).

Tabela 4.3 — Taxas de mortalidade de Anopheles marajoara expostos a alfacipermetrina SC, em
diferentes superficies em simulado de campo (casa teste) no municipio de Macapa-Amapa, Brasil.
Periodo: outubro de 2014 a abril de 2015.

Dias apos Alfacipermetrina SC
borrifagao ACR ASR MCP MSP
1 0.98[0.77,1.26] 0.97[0.73,1.28] 1.00[0.78,1.28]  0.83[0.64, 1.08]

30 0.77[0.57,1.04] 0.51[0.36,0.71]  1.00[0.81,1.24]  0.91[0.73, 1.14]
60 0.21[0.13, 0.35] 0.50 [0.36, 0.70] 0.99 [0.73, 1.34] 0.45[0.31, 0.66]
90 - - 0.77[0.57,1.05]  0.42[0.28, 0.61]
120 - - 0.81[0.59, 1.10] -
150 - - 0.49 [0.34, 0.70] -
180 - - 0.24 [0.15, 0.38] -
210 - - - -
240 - - - -

Odds Ratio [Intervalo de confianca de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito).

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)

Para o etofenprox PM (Figura 4.1) foi observado efeito residual pelo periodo de
30 e 60 dias nas superficies de alvenaria (mortalidade 280%). Para as superficies de
madeira, o efeito residual foi maior, com periodo de 90 e 120 dias apds borrifacdo
(Tabela 4.4).
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Tabela 4.4 — Taxas de mortalidade de Anopheles marajoara expostos a etofenprox PM, em diferentes
superficies em simulado de campo (casa teste), entre outubro de 2014 e abril de 2015 no municipio de

Macapa-Amapa, Brasil.

Etofenprox PM

Dias ap6s

borrifagdo ACR ASR MCP MSP
1 1.00[0.79,1.26] 0.97[0.77,1.23] 1.00[0.79, 1.27] _ 1.00 [0.80, 1.25]
30 0.92[0.70,1.22] 0.66[0.48,0.91] 1.00[0.73,1.37]  0.96[0.72, 1.28]
60 0.86[0.64,1.17] 0.53[0.37,0.77] 0.85[0.62,1.15]  0.98 [0.73, 1.31]
90 0.40 [0.27, 0.59] - 0.81[0.59,1.12]  0.97 [0.72, 1.30]
120 0.52 [0.36, 0.73] - 0.57[0.40,0.82]  0.86 [0.64, 1.16]
150 - - 0.29[0.19, 0.45]  0.68 [0.49, 0.94]
180 - - - 0.34 [0.23, 0.50]
210 - - - -
240 ; ] ) )

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito).

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)

O lambidacialotrina PM (Figura 4.1) apresentou um efeito residual por 30 dias
(mortalidade = 80%) apds borrifacdo em todas as superficies. Dentre os piretroides
avaliados obteve a menor residualidade. As taxas de mortalidade desta formulacao
diminuiram mais rapidamente para as paredes de alvenaria do que para as paredes
de madeira (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 — Taxas de mortalidade de Anopheles marajoara expostos a lambdacialotrina PM, em
diferentes superficies em simulado de campo (casa teste) no municipio de Macapa-Amapa, Brasil.
Periodo: outubro de 2014 a abril de 2015.

Dias ap6s Lambidacialotrina PM
borrifagéo ACR ASR MCP MSP
1 0.88[0.70,1.11]  0.98[0.77,1.24]  0.99 [0.79, 1.25] 0.96 [0.77, 1.19]

30 0.78[0.57,1.05]  0.73[0.53,1.00]  0.98 [0.72, 1.32] 0.96 [0.72, 1.28]
60 0.02[0.01,0.09]  0.58[0.39,0.86]  0.65 [0.46, 0.91] 0.72[0.53, 0.98]
90 - - 0.421[0.29, 0.62] 0.62[0.44, 0.87]
120 - - - -
150 - - - -
180 - - - -
210 - - - -
240 - - - -

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito)

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)

A mortalidade apds 24 horas da borrifacdo com os inseticidas deltametrina WG,
bendiocarb PM e pirimiphos-methyl CS foi de 100% em todas as superficies (Figura
4.2). Este resultado demonstra eficacia da borrifacao.

Os inseticidas exibiram alta atividade residual (mortalidade = 80%), por até 210
dias apés a borrifacdo em pelo menos uma das superficies, com excecdo do
bendiocarb PM. O bendiocarb PM apresentou a menor residualidade (Figura 4.2), com
persisténcia superior a 80% por 90 dias somente as superficies de madeira. A mesma
persisténcia ndo foi observada para as superficies alvenaria, cuja taxa de mortalidade
foi superior a 80% somente no primeiro dia de exposicéo apods a aplicacao do produto.
As andlises estatisticas mostraram diferenca significativa para as superficies de
alvenaria nos bioensaios de 30 dias e para as superficies de madeira nos bioensaios
de 60 dias, delimitando o término das analises para essas superficies (Tabela 4.6).

74
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Figura 4.2 — Percentual de mortalidade de mosquitos Anopheles marajoara expostos a piretroide, carbamato e organofosforado por meio de bioensaios de parede
apos borrifacao residual intradomiciliar-BRI em simulado de campo (casa teste) no municipio de Macapa-Amapa, Brasil. Periodo: maio de 2015 a marco de 2016.
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Tabela 4.6 — Taxas de mortalidade de Anopheles marajoara expostos ao bendiocarb PM, em diferentes
superficies em simulado de campo (casa teste) no municipio de Macapa- Amapa, Brasil. Periodo: maio

de 2015 a marco de 2016.

Dias ap0s Bendiocarb PM

borrifagdo ACR ASR MCP MSP
1 1.00[0.77,1.31] 1.00[0.76,1.31] 1.00 [0.78, 1.27] 1.00 [0.77, 1.29]
30 0.11[0.06,0.19] 0.05[0.02,0.11] 1.00 [0.78, 1.28] 1.00 [0.76, 1.31]
60 0.02[0.01,0.07] 0.05[0.02,0.11] 1.00[0.81, 1.24] 1.00 [0.79, 1.27]
90 - - 1.00 [0.76, 1.32] 0.99[0.76, 1.29]
120 - - 0.53[0.40, 0.69] 0.47 [0.36, 0.63]
150 - - 0.61[0.46, 0.80] 0.66 [0.51, 0.87]
180 - - - -
210 - - - -
240 - - - .

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito)

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)

O deltametrina WG apresentou efeito residual com taxas de mortalidade
superior a 80% por 240 dias nas superficies de madeira (Figura 4.2). Foi registrado
uma taxa de mortalidade inferior a 80% aos 60 dias na superficie de MSP. O inseticida
apresentou persisténcia aos 60 e 90 dias para as superficies de ASR e ACR. As
andlises estatisticas mostraram diferenca significativa para as superficies de ASR e
ACR nos bioensaios de 90 e 120 dias, delimitando o término das andlises para essas
superficies (Tabela 4.7).

O pirimiphos-methyl CS foi a uUnica formulacdo que manteve taxas de
mortalidade acima de 80% em todas as superficies testadas por pelo menos 150 dias
(Figura 4.2). Nas alvenarias a residualidade do inseticida foi de 240 dias apés
aplicacdo sem diferenca significativa da mortalidade. Na superficie de MCP a
residualidade foi de 210 dias. As analises estatisticas mostraram diferenca
significativa para as superficies de madeira: MSP aos 180 dias; e MCP aos 240 dias,

delimitando o término das analises para essas superficies (Tabela 4.8).
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Tabela 4.7 — Taxas de mortalidade mensais de espécimes de Anopheles marajoara expostos a
deltametrina WG, em diferentes superficies em simulado de campo (casa teste) no municipio de
Macapa-Amapa, Brasil. Periodo: maio de 2015 a marco de 2016.

Dias ap0s Deltametrina WG
borrifacéo ACR ASR MCP MSP
1 1.00 [0.74, 1.35] 1.00 [0.75, 1.33] 1.00 [0.74, 1.36] 1.00 [0.74, 1.35]
30 1.00[0.77,1.30]  0.98[0.77,1.26]  1.00[0.77, 1.30] 0.97 [0.76, 1.26]
60 0.90 [0.70, 1.17] 0.84[0.65,1.09]  0.97 [0.75, 1.26] 0.59 [0.45, 0.78]
90 0.87[0.66,1.15]  0.72[0.53,0.98]  0.97 [0.74, 1.27] 0.94[0.70, 1.25]
120 0.72[0.56,0.94]  0.66 [0.50,0.88]  0.95[0.75, 1.21] 0.94[0.73, 1.20]
150 0.68 [0.52, 0.88] - 0.94[0.74, 1.19] 0.931[0.73, 1.19]
180 - - 0.84[0.64, 1.11] 0.92[0.70, 1.20]
210 - - 0.82[0.61, 1.10] 0.97 [0.75, 1.26]
240 - - 0.83[0.65, 1.06] 0.99 [0.79, 1.25]

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito)

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)

Tabela 4.8 — Taxas de mortalidade mensais de espécimes de Anopheles marajoara expostos a
pirimiphos-methyl CS, em diferentes superficies em simulado de campo (casa teste) no municipio de
Macapa-Amap4, Brasil. Periodo: maio de 2015 a marco de 2016.

Dias apo6s Pirimiphos-methyl CS

borrifagcéo ACR ASR MCP MSP
1 1.00[0.78,1.27]  1.00[0.78,1.29] 1.00[0.78,1.28]  1.00[0.78, 1.28]
30 0.97[0.76,1.24]  0.97[0.75,1.25] 1.00[0.76,1.32]  1.00[0.76, 1.32]
60 0.99[0.79,1.24]  1.00[0.80,1.25] 1.00[0.80,1.25]  0.94[0.75, 1.17]
90 0.91[0.72,1.16]  0.98[0.77,1.24] 0.98[0.78,1.24]  0.79[0.62, 1.02]
120 0.70[0.51,0.95] 1.00[0.78,1.28] 1.00[0.79,1.26]  0.84[0.65, 1.08]
150 0.95[0.74,1.22]  0.98[0.77,1.24] 1.00[0.78,1.28]  0.87[0.68, 1.12]
180 0.64[0.49,0.84] 0.97[0.77,1.23] 0.99[0.78,1.26]  0.74[0.57, 0.96]
210 0.99[0.77,1.28]  0.92[0.72,1.17] 0.97[0.75,1.26]  0.65[0.49, 0.86]
240 0.90[0.70,1.16]  0.98[0.76,1.25] 0.78[0.62, 0.98] -

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%)]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito)

Alvenaria com reboco (ACR), alvenaria sem reboco (ASR), madeira com pintura (MCP), madeira sem pintura (MSP)
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4.2 Provas biolégicas de parede: laboratorio, simulado de campo e

diretamente no campo

Os inseticidas etofenprox PM e deltametrina WG foram testados em superficies
de ASR e MSP, por um periodo de 180 dias. Foram expostos um total de 12.653
espécimes de anofelinos com uma média de 16 espécimes por cone em cada
bioensaio (Tabela 4.9).

Nos bioensaios com inseticida etofenprox PM (Figura 4.3), realizados entre
marcgo e setembro de 2017 no distrito do Carvao, foram expostos 5.880 espécimes de
anofelinos, com uma média de 16 mosquitos por cone em cada bioensaio (Tabela
4.9). Os resultados mostram uma taxa de mortalidade nos painéis de laboratério de
71,5%, no simulado de campo (casa teste) de 67,4% e diretamente no campo de
60,9%. A taxa geral de mortalidade foi menor que 80% nas trés condi¢des, embora a
condicao de laboratério tenha apresentado a taxa mais elevada.

Os resultados do modelo para etofenprox PM mostraram que todas as variaveis
foram estatisticamente significativas, incluindo o termo de interacdo de trés vias
(Tabela 4.10). Quando comparado com a condicdo do painel, as condi¢cdes de
simulado de campo e diretamente no campo tiveram taxas de mortalidade
significativamente maiores até o quarto més apos a borrifacao.

O simulado de campo apresentou mortalidade significativamente maior que a
condicao do painel também no quinto més apos a borrifacdo (Tabela S1). Odds-ratio
para todas as condi¢gées no grupo exposto incluiu o limiar de mortalidade de 80%. No
grupo exposto para a superficie de ASR, a razdo de chances incluiu o limiar de
mortalidade de 80% apenas no terceiro e quarto més para a condicdo do painel,
apenas até o primeiro més na condi¢cao simulado de campo e somente no primeiro

més e, 24 horas para a condi¢cdo de campo (Tabela 4.11).
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Tabela 4.9 — Analise do efeito knockdown e da taxa de mortalidade pelo teste de cone para anofelinos expostos a duas formulacfes de inseticidas (etofenprox
PM e deltametrina WG) no periodo de marco de 2017 a outubro de 2018 em Macapa-Amapa, Brasil.

- Condicéo Mosquitos < Mosgwtos . Efeito Mosquitos o Mortalidade
Inseticida ; ; cone X caidos X
Bioensaios expostos < . knockdown mortos (%)
apos 30
Painel 126 1974 15,67 1431 11,36 72,49 1412 11,21 71,53
Etofenprox PM 126 1974 15,67 1329 10,55 67,33 1331 10,56 67,43
Casa teste
Campo 126 1932 15,33 1143 9,07 59,16 1177 9,34 60,92
Total parcial 378 5880 15,56 3903 10,33 66,38 3920 10,37 66,67
Painel 126 2177 17,28 1951 15,48 89,62 2034 16,14 93,43
Deltametrina WG 126 2368 18,79 1594 12,65 67,31 1803 14,31 76,14
Casa teste
126 2228 17,68 1604 12,73 71,99 1700 13,49 76,30
Campo
Total parcial 378 6773 17,92 5149 13,62 76,02 5537 14,65 81,75
Total 756 12653 16,74 9052 11,97 71,54 9457 12,51 74,74
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Figura 4.3 — Percentual de mortalidade dos mosquistos Anopheles marajoara expostos ao inseticidas etofenprox PM, em duas superficies em
painel, simulado de campo (casa teste) e diretamente no campo por meio de bioensaios de parede ap6s borrifacao residual intradomiciliar-BRI

no municipio de Macapa-Amapa4, Brasil. Periodo: marco a setembro de 2017. Grupo exposto linha continua e grupo controle linha tracejada.
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Tabela 4.10 — Resultados do modelo de regresséo logistica para duas formulac8es de inseticidas para
medir o impacto do Grupo (controle ou exposto), Condicdo (painel, simulado de campo e campo),
Superficie (alvenaria com reboco e Madeira sem pintura), Més (de 24 horas até 6 meses apos -
aplicacdo) e a interacao de trés vias entre Condi¢do, Superficie e Més. Entradas em negrito indicam
significancia estatistica em 5%.

) Etofenprox PM Deltametrina WG

Efeito DF Chisq P-valor DF Chisq P-valor
Intercepcao 1 4.2827 <0.05 1 0.0005 0.982
Grupo 1 600.5625 < 0.001 1 860.0414 < 0.001
Condicao 2 0.4652 0.7925 2 0.0456 0.9775
Superficie 1 1.4667 0.2259 1 0.0309 0.8605
Més 6 101.1426 <0.001 6 4.7423 0.5773
Condicao :superficie 2 0.1205 0.9415 2 3.4134 0.1815
Condicdo: més 12 120.4538 <0.001 12 9.216 0.6844
Superficie: més 6 86.4894 <0.001 6 3.1073 0.7953
Condicao: superficie: més 12 88.94 <0.001 12 11.865 0.4566
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Tabela 4.11 — Taxas de mortalidade para Anopheles marajoara exposto a etofenprox PM, em diferentes superficies em painel, simulado de campo (casa teste) e

diretamente no campo no municipio de Macapa-Amapa, Brasil. Periodo: marco a setembro de 2017.

Inseticida Superficie

Grupo

Condicao

30

Dias apo6s borrifacéo

60

90

120

150

180

Etofenprox PM

ASR

Exposto

Painel
Simulado

Campo

0.77[0.6, 0.99]
0.86 [0.68, 1.1]

0.84 [0.66, 1.07]

0.59 [0.45, 0.76]

0.68 [0.54, 0.86]

0.58 [0.44, 0.75]

0.48 [0.36, 0.65]

0.61[0.47, 0.78]

0.19 [0.13, 0.28]

0.74 [0.58, 0.94]

0.61[0.47, 0.79]

0.15 [0.09, 0.25]

0.71[0.55, 0.92]

0.15[0.09, 0.23]

0.16 [0.1, 0.25]

0.08 [0.04, 0.14]
0.05 [0.03, 0.11]

0.27[0.18, 0.39]

0.08 [0.05, 0.14]

0.11 [0.06, 0.19]

0.13[0.08, 0.21]

ASR

Controle

Painel
Simulado

Campo

0.08 [0.06, 0.11]
0.09 [0.07, 0.12]

0.09 [0.06, 0.12]

0.06 [0.04, 0.08]

0.07 [0.05, 0.09]

0.06 [0.04, 0.08]

0.05 [0.04, 0.07]

0.06 [0.05, 0.09]

0.02[0.01, 0.03]

0.08 [0.06, 0.1]

0.06 [0.05, 0.09]

0.02[0.01, 0.03]

0.07 [0.05, 0.1]

0.02 [0.01, 0.02]

0.02[0.01, 0.03]

0.01 [0, 0.02]
0.01 [0, 0.01]

0.03 [0.02, 0.04]

0.01 [0, 0.01]

0.01 [0.01, 0.02]

0.01[0.01, 0.02]

MSP

Exposto

Painel
Simulado

Campo

0.95 [0.75, 1.2]

0.99 [0.78, 1.24]

1.02[0.82, 1.26]

0.99 [0.79, 1.24]

0.9[0.72, 1.12]

0.94 [0.75, 1.17]

0.98 [0.78, 1.23]

0.85 [0.67, 1.08]

0.81 [0.64, 1.03]

0.94 [0.75, 1.18]

0.88[0.7, 1.11]

0.79 [0.6, 1.04]

0.85 [0.66, 1.08]

0.9[0.71, 1.14]

0.85[0.68, 1.07]

0.98 [0.78, 1.22]

0.89 [0.71, 1.12]

0.78[0.6, 1.01]

0.97 [0.77, 1.22]

0.8[0.63, 1.03]

0.95[0.76, 1.19]

MSP

Controle

Painel
Simulado

Campo

0.1[0.07, 0.13]

0.1[0.08, 0.14]

0.1[0.08, 0.14]

0.1[0.08, 0.14]

0.09 [0.07, 0.12]

0.1[0.07, 0.13]

0.1[0.08, 0.13]

0.09 [0.07, 0.12]

0.08 [0.06, 0.11]

0.1[0.07, 0.13]

0.09 [0.07, 0.12]

0.08 [0.06, 0.11]

0.09 [0.06, 0.12]

0.09 [0.07, 0.12]

0.09 [0.07, 0.12]

0.1[0.08, 0.13]

0.09 [0.07, 0.12]

0.08 [0.06, 0.11]

0.1[0.07, 0.13]

0.08 [0.06, 0.11]

0.1[0.07, 0.13]

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito) em comparag6es pareadas com més anterior usando o método de Bonferroni

Alvenaria sem reboco (ASR) e madeira sem pintura (MSP)
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Nos bioensaios com inseticida deltametrina WG, realizados entre abril a
outubro de 2018 no assentamento do Piquiazal, foram expostos 6.773 espécimes,
com uma média de 18 mosquitos por cone em cada bioensaio (Tabela 4.9). Os
resultados mostram uma taxa de mortalidade nos painéis de laboratorio de 93,4%, no
simulado de campo (casa teste) de 76,1% e diretamente no campo de 76,3%. A taxa
geral de mortalidade foi superior a 80% apenas na condi¢cao de laboratério.

Os resultados do modelo para deltametrina WG foram melhores no painel do
que nas condi¢cdes de simulado de campo e campo (Figura 4.4). As paredes de
alvenaria e madeira apresentaram taxas de mortalidade superiores a 80% na condicao
de painel, exceto no quinto més na parede de ASR, que apresentou uma taxa de
mortalidade de 79,3%. Na condicdo simulado de campo, as taxas de mortalidade
foram superiores a 80% na parede de ASR apenas no primeiro dia e 30 dias apdés a
borrifagdo, enquanto a MSP apresentou um pico de mortalidade de 83,3% no
bioensaio de 30 dias apds borrifacdo. Em condicbes de campo, as taxas de
mortalidade para a parede ASR foram superiores a 80% até 60 dias apds borrifacao.
A parede de MSP apresentou trés picos: no primeiro dia (100%) e nos bioensaios de
60 dias (86,3%) e 90 dias (93,4%) ap0s borrifacdo (Figura 4.4). Os resultados do
modelo para o deltametrina WG mostraram que somente a variavel Grupo foi
estatisticamente significante (Tabela 4.10), com as taxas de mortalidade no grupo
Controle significativamente menores do que no grupo exposto (Tabela S1).

Odds-ratio para todas as condigdes no grupo exposto incluiu o limiar de
mortalidade de 80%. No grupo exposto e controle para a superficie de MSP, a
diferenca significativa foi nos bioensaios de 90 e 120 dias apés borrifacdo na condicao

de campo (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12 — Taxas de mortalidade para Anopheles marajoara exposto a deltametrina WG, em diferentes superficies em painel, simulado de campo (casa teste) e
diretamente no campo no municipio de Macapa-Amap4, Brasil. Periodo: abril a outubro de 2018.

Dias ap@s borrifagao

Inseticida Superficie  Grupo Condigéao
1 30 60 90 120 150 180

Painel 1[0.77,1.29] 1.03[0.84,1.27] 0.99[0.79,1.25] 0.96[0.78,1.19] 0.93[0.75,1.16] 0.78[0.62,0.98] 0.84[0.67, 1.06]

ASR Exposto Simulado 0.96[0.77,1.21] 1.05[0.85,1.29] 0.77[0.62,0.96] 0.69[0.56,0.86] 0.71[0.59,0.87] 0.76[0.6,0.95] 0.73[0.58, 0.92]
Campo 0.97[0.78,1.2] 0.96[0.77,1.19] 0.82[0.66,1.03] 0.64[0.5,0.81] 0.71[0.56,0.9] 0.75[0.6,0.93] 0.54[0.42,0.7]

Painel 0.1[0.08,0.14] 0.11[0.08,0.14] 0.1[0.08,0.13] 0.1[0.08,0.13] 0.1[0.07,0.12] 0.08[0.06,0.1] 0.09[0.07, 0.11]

g ASR Controle Simulado 0.1[0.08,0.13] 0.11[0.08,0.14] 0.08[0.06,0.1] 0.07[0.05,0.09] 0.07[0.06,0.09] 0.08[0.06,0.1] 0.07[0.06, 0.1]
E Campo 0.1[0.08,0.13] 0.1[0.08,0.13] 0.08[0.06,0.11] 0.07[0.05,0.09] 0.07[0.05, 0.1 0.08[0.06,0.1] 0.06[0.04,0.07]
g Painel  0.97[0.77,1.22] 0.96[0.78,1.19] 0.91[0.73,1.13] 0.85[0.67,1.06] 0.96[0.79,1.16] 0.97 [0.78,1.21] 0.84 [0.67, 1.04]
% MSP Exposto Simulado 0.66[0.51,0.86] 0.8[0.63,1.01] 0.77 [0.61,0.97] 0.66 [0.53,0.82] 0.63[0.51,0.78] 0.69 [0.54,0.89] 0.7 [0.56, 0.89]
° Campo  1.01[0.81,1.26] 0.78[0.62,0.99] 0.88[0.7,1.1]  0.5[0.38,0.66] 0.99[0.79,1.23] 0.67 [0.53,0.85] 0.79[0.63, 0.99]
Painel 0.1[0.08,0.13] 0.1[0.08,0.13] 0.09[0.07,0.12] 0.09[0.07,0.11] 0.1[0.08,0.12] 0.1[0.08,0.13] 0.09[0.07,0.11]

MSP Controle Simulado 0.07[0.05,0.09] 0.08[0.06,0.11] 0.08[0.06,0.1] 0.07[0.05,0.09] 0.06[0.05,0.08] 0.07[0.05,0.09] 0.07[0.05,0.09]

Campo  0.1[0.08,0.13] 0.08[0.06,0.11] 0.09[0.07,0.12] 0.05[0.04,0.07] 0.1[0.08,0.13] 0.07 [0.05, 0.09] 0.08 [0.06, 0.11]

Odds Ratio [Intervalo de confianga de 95%]. Mortalidade com significancia ao nivel de 5% (negrito) em comparacdes pareadas com més anterior usando o método de Bonferroni

Alvenaria sem reboco (ASR) e madeira sem pintura (MSP)
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Figura 4.4 — Percentual de mortalidade dos mosquistos Anopheles marajoara expostos ao inseticidas deltametrina WG, em
duas superficies em painel, simulado de campo (casa teste) e diretamente no campo por meio de bioensaios de parede apds
borrifagéo residual intradomiciliar-BRI no municipio de Macapa-Amapa, Brasil. Periodo: abril a outubro de 2018. Grupo exposto

linha continua e grupo controle linha tracejada.
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4.3 Provas biolbdgicas: painel, simulado de campo (paredes internas e externas

da casa teste)

A residualidade do inseticida deltametrina SC-PE foi avaliada por um periodo
de até um ano (Tabela 4.13).

No laboratério foram expostos um total de 6.240 espécimes de anofelinos, com
uma meédia de 17 mosquitos por cone em cada bioensaio nas superficies de ACR,
ASR, MCP e MSP. A taxa de mortalidade foi de 89,1% com residualidade de até 12
meses.

Nos painéis as taxas de mortalidade entre as superficies foram maiores em
MSP e ACR. Em superficie de MSP a residualidade foi por 12 meses com taxas
superiores a 80% variando de 80,7% a 100%. Na ACR a residualidade foi de 10 meses
ja que no 11° e 12° més do experimento as taxas diminuiram para niveis inferiores a
80% (79,7% e 78,8%). A residualidade na MCP foi de trés meses e na ASR de cinco
meses (Figura 4.5).

Para o simulado de campo na casa teste foram expostos 7.049 espécimes de
anofelinos, com uma média de 17 mosquitos por cone em cada bioensaio, avaliando
as paredes internas a taxa de mortalidade foi de 79,9% com residualidade igual a 10
meses (Tabela 4.13).

No simulado de campo a taxa de mortalidade entre as paredes internas foi
maior em ACR. Na ACR a residualidade foi de oito meses com taxa de mortalidade
superior a 80% variando de 91,2% a 100%. Para as paredes de ASR e MCP
residualidade foi de trés meses (Tabela 4.13).

Nos bioensaios realizados na parede de MSP a taxa de mortalidade foi superior
a 80% apenas no terceiro més de analise (Figura 4.5). Essa superficie foi testada por
seis meses e a borrifagéo foi realizada sob supervisdo no mesmo dia que as demais

superficies.
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Tabela 4.13 — Analise do efeito knockdown e da taxa de mortalidade pelo teste de cone para anofelinos expostos ao inseticida
deltametrina SC-PE em painéis e simulado de campo (paredes internas e externas da casa teste) no periodo de marco de 2018 a marco
de 2019 em Macapa — Amapa, Brasil.

o ) ) Condigéo Mosq. _ Mosg. caidos _ Efeito Mosq. _ Mortalidade
Inseticida Bioensaios Cones X X X

casa expostos apos 30' knockdown mortos (%)

Painel - 378 6.240 16,51 4.954 13,11 79,39 5.560 14,71 89,10

Deltametrina Interno 288 4.900 17,01 3.215 11,16 65,61 3.915 13,59 79,90

SC-PE Casa-Teste  Externo 126 2.149 17,06 1.216 9,65 56,58 1.381 10,96 64,26

Geral 414 7.049 17,03 4.431 10,70 62,86 5.296 12,79 75,13

Total - - 792 13.289 16,78 9.385 11,85 70,62 10.856 13,71 81,69
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Figura 4.5 — Percentual de mortalidade dos mosquistos expostos ao inseticidas deltametrina SC-PE, em painéis e simulado de campo (paredes internas
e externas da casa teste) no periodo de marco de 2018 a mar¢o de 2019 em Macapa — Amapa, Brasil.
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No simulado de campo a taxa de mortalidade entre as paredes externas foi
maior em ACR. Na ACR a residualidade foi de trés meses com taxa de mortalidade
88,5% para o primeiro més, 62,4% para o segundo més e 83,8% para o terceiro mes.
Nos bioensaios realizados na parede de MCP a taxa de mortalidade foi superior a 80%
até o primeiro més de andlise (Figura 4.5).

Nos bioensaios realizados em painéis e simulado de campo as taxas de
mortalidade foram maiores nos grupos expostos do que nos controles que mantiveram
limite de mortalidade inferior a 20%.

Na comparagao da residualidade entre painel e simulado de campo, os
resultados do modelo mostraram que o grupo, o tipo de superficie e a interacao entre
a condicao (painel e simulado de campo) e o tipo de superficie foram estatisticamente
significativas (Tabela 4.14). As taxas de mortalidade foram significativamente maiores
em todas as superficies para o grupo exposto quando comparado ao grupo controle.
Foram encontradas diferencas significativas nas taxas de mortalidade apenas na
superficie de MSP quando comparamos as condicfes painel e simulado de campo no
grupo expostos (p <0,001) e no grupo controle (p <0,001).

Na comparagédo da residualidade no simulado de campo entre as paredes
internas e externas, os resultados do modelo mostraram que o grupo, condicdo —
simulado de campo (paredes internas e externas) e o tipo de superficie apresentaram
diferenca estatistica (Tabela 4.15). As taxas de mortalidade foram significativamente
maiores no grupo exposto, na condi¢éo interna e na parede de ACR. Foi encontrado
diferencas significativas nas taxas de mortalidade em ambos os tipos de superficie
guando comparamos as condi¢cdes internas e externas no grupo exposto e controle

para a superficie de ACR (p <0,01) e para a superficie de MCP (p <0,001).

Tabela 4.14 — Resultados do modelo de regresséo logistica para deltametrina SC-PE para medir o
impacto do grupo (exposto ou controle), condicdo experimental (painel e simulado de campo) e
superficie (alvenaria sem reboco e madeira sem pintura) e a interacdo bidirecional entre condi¢éo
experimental e superficie. Entradas em negrito indicam significAncia estatistica em 5%.

Deltametrina SC — PE

Efeito
DF Chisq P-valor
Intercepcéo 1 5.6563 <0.001
Grupo 1 1449.4771 <0.001
Condicdo 1 2.0159 0.155662
Superficie 3 18.3017 <0.001
Condigéo: superficie 3 25.1832 < 0.001
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Tabela 4.15 — Resultados do modelo de regressao logistica para deltametrina SC-PE para medir o
impacto do Grupo (controle ou exposto), Condi¢do — simulado de campo (paredes internas e externas)
e tipo de superficie (alvenaria sem reboco emadeira sem pintura) e a interacdo bidirecional entre
Condigdo — simulado de campo e Superficie. Entradas em negrito indicam significAncia estatistica em
5%.

Deltametrina SC - PE

Efeito )

DF Chisq P-valor
Intercepcao 1 56.6878 <0.001
Grupo 1 691.3995 <0.001
Condicao (internas e externas) 1 12.9701 <0.001
Superficie 1 6.2632 <0.001
Condicao (internas e externas):

1 1.0119 0.314447

superficie

4.4 Status de susceptibilidade/resisténcia

4.4.1 Bioensaios de tubo com papel impregnado

Os resultados das andlises dos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando concentracdo de 0,05% e do inseticida deltametrina,
realizadas com a populacédo de An. marajoara do municipio de Mazagao apresentou
efeito Knockdown de 100% ao final da exposi¢céo de uma hora. A taxa de mortalidade
24 horas ap0s a exposicao foi de 91,1% (teve uma recuperacao de 8,9%) (Tabela
4.16). Para os parametros da OMS, esta populacdo apresentou perda de
suscetibilidade.

Considerando-se esse resultado, foram realizados bioensaios de tubo (papel
impregnado) para deteccdo da intensidade de resisténcia, utilizando uma
concentracdo de 0,25% do inseticida deltametrina em populacdo de An. marajoara do
municipio de Mazagédo, cuja avaliacdo € feita de acordo com o percentual de
mortalidade, que apresentou efeito knockdown de 100% ao final da exposi¢cdo de uma
hora. Uma vez que o resultado obtido foi de mortalidade superior a 98% (100%) na
dose 5x maior que a Dose Diagndstica (Tabela 4.17), para os parametros da OMS

essa populacdo tem uma resisténcia de baixa intensidade (WHO 2016).
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Tabela 4.16 — Andlises da taxa de mortalidade pelos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando o inseticida deltametrina na concentracdo 0,05% para populacdo de
Anopheles marajoara do municipio de Mazagao — Amapa, Brasil. Periodo: 10 a 18 de abril de 2019.

qempo  Momulos  Mosos e s MOSMOS voraidade s

0 281 0 0,0

5 281 21 7,5

10 281 73 26,0
15 281 148 52,7
20 281 217 77,2
25 281 241 85,8
30 281 263 93,6
35 281 268 95,4
40 281 276 98,2
45' 281 281 100,0
50 281 281 100,0
55 281 281 100,0
60 281 281 100,0

1.440’ (24h) 281 256 91,1

*Parametros OMS (298% suscetivel; 90-97% possivel resisténcia; < 90% resisténcia)

Tabela 4.17- Andlises da taxa de mortalidade pelos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
intensidade de resisténcia utilizando o inseticida deltametrina na concentracdo 0,25% para populagéo
de Anopheles marajoara do municipio de Mazagao — Amapa, Brasil. Periodo: 23 a 25 de setembro de
20109.

r-r:?an]tFZ)Os I\ggzggig)ss M::);?duoitsos knoc?gg\?vn % Mr%so??(i)tsos Mortalidade %

(0} 274 0 0,0

5' 274 45 16,4
10’ 274 194 70,8
15' 274 249 90,9
20' 274 270 98,5
25' 274 274 100,0
30 274 274 100,0
35' 274 274 100,0
40' 274 274 100,0
45' 274 274 100,0
50' 274 274 100,0
55' 274 274 100,0
60’ 274 274 100,0

1.440’ (24h) 274 274 100,0%

*Parametros OMS (298% suscetivel; 90-97% possivel resisténcia; < 90% resisténcia)
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A populacdo de An. marajoara do municipio de Mazagéao foi utilizada como
padrao de referéncia para suscetibilidade entre as populacfes avaliadas. A partir dos
resultados desta andlise as taxas de mortalidade de An. marajoara foram
determinadas dentro do ensaio de Tempo de Queda (KdT) (Figura 4.6). Para esta
populacdo o efeito knockdown ficou distribuido entre o intervalo (KdT) de 5 a 45
minutos de exposicdo ao produto com concentracao 0,05% e 5 a 20 minutos para a

concentracdo 0,025% onde este ultimo tempo apresentou 100% de mosquitos caidos.
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2 60+ Mazagao Deltametrina 0,05%
§ -+ Mazagéao Deltametrina 0,25%
8 401
o
=
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0_ /
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Tempo (minutos)

Figura 4.6 — Bioensaio do tipo Tempo de Queda com o piretroide deltametrina a uma concentragéo de
0,05% e 0,25% na populacédo de Anopheles marajoara do municipio de Mazagéo - Amap4, Brasil. Sdo
apresentadas as médias, acompanhadas de erro padrdo para as mortalidades observadas ao longo do
tempo de exposicéo ao inseticida.

Na Tabela 4.18 podemos observar os parametros de mortalidade para a
populacdo de An. marajoara do municipio de Mazagéao, onde os KdTso é de 15,35 e o
KdTes é de 35,10, para a concentracao de 0,05% e de KdTso é de 7,84 e 0 KdTes € de
16,69 para a concentracao de 0,25%, demonstrando que quanto maior o KdT de uma

populacdo, mais espécimes sobrevivem a dose diagnostica.
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Tabela 4.18 — Tempo de Queda para a espécie Anopheles marajoara com inseticida deltametrina a 0,05% e 0,25% em bioensaios de tubo (papel impregnado)
realizado em Macapa — Amapa, Brasil.

Parametros de Mortalidade*

. Inseticida o ;
Espécie Populagdo deltametrina N®mosquitos
KdT50 IC95% KdT95 IC95% Slope
0,05% 281 15,35 14,59 — 16,08 35,10 32,98 — 37,75 4,6
An. marajoara Mazagéo
0,25% 274 7,84 7,45-8,21 16,69 15,60 — 18,06 5,01

*Tempo letal para 50% (KdTso) € 95% (KdTgs) para a populacao (intervalo de confianga de 95%). A regressao linear € uma estimativa da heterogeneidade das populagdes
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Os resultados das analises dos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando uma concentracdo de 0,05% do inseticida deltametrina,
realizadas com a populacédo de An. darlingi do municipio de Macapa apresentou taxa
de mortalidade de 100% apos 24 horas da exposicdo ao papel impregnado (Tabela
4.19). Para os parametros da OMS, esta populagcao apresentou suscetibilidade.

Tabela 4.19 — Analises da taxa de mortalidade pelos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando o inseticida deltametrina na concentracdo 0,05% para populacdo de
Anopheles darlingi do municipio de Macapa — Amapa, Brasil. Periodo: 12 a 18 de julho de 2018.

minutos orpastos - oatdos . Kknockdownse  MIERCOS Mortalidade 9

o 249 0 0,0

5 249 39 15,7
10 249 124 49,8
15 249 184 73,9
20' 249 220 88,4
25 249 235 94,4
30 249 243 97,6
35 249 247 99,2
40° 249 249 100,0
45' 249 249 100,0
50 249 249 100,0
55 249 249 100,0
60" 249 249 100,0

1.440 (24h) 249 249 100,0

*Parametros OMS (298% suscetivel; 90-97% possivel resisténcia; < 90% resisténcia)
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Os resultados das analises dos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando uma concentracdo de 0,05% do inseticida deltametrina,
realizadas com a populacdo de An. darlingi do municipio de Mazagao apresentou
efeito knockdown de 100% ao final da exposi¢do de uma hora. A taxa de mortalidade
24 horas apos a exposicao foi de 99,6% (teve uma recuperacao de 0,4%) (Tabela

4.20). Para os parametros da OMS, esta populacédo apresentou suscetibilidade.

Tabela 4.20 — Andlises da taxa de mortalidade pelos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando o inseticida deltametrina na concentracdo 0,05% para populacdo de
Anopheles darlingi do municipio de Mazagédo — Amapa, Brasil. Periodo: 21 a 28 de agosto de 2018.

Yoo Memwos MO counss M onaisnses
. 249 0 0.0
5 249 22 8.8
10 249 123 49,4
15 249 207 83,1
o0 249 232 032
o 249 240 96.4
30 249 243 07,6
35 249 247 902
40 249 249 100,0
45 249 249 100,0
50 249 249 100,0
- 249 249 100,0
. 249 249 100,0
1.440 (24h) 249 248 99,6

*Parametros OMS (298% suscetivel; 90-97% possivel resisténcia; < 90% resisténcia)
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Os resultados das analises dos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando uma concentracdo de 0,05% do inseticida deltametrina,
realizadas com a populacéo de An. darlingi do municipio de Santana apresentou efeito
knockdown de 100% ao final da exposi¢cdo de uma hora. A taxa de mortalidade 24
horas apds a exposicao foi de 98,8% (teve uma recuperacao de 1,2%) (Tabela 4.21).

Para os parametros da OMS, esta populacdo apresentou suscetibilidade.

Tabela 4.21 — Andlises da taxa de mortalidade pelos bioensaios de tubo (papel impregnado) para
Tempo de Queda utilizando o inseticida deltametrina na concentracdo 0,05% para populagdo de
Anopheles darlingi do municipio de Santana — Amapa, Brasil. Periodo: 31 de agosto a 04 de setembro
de 2018.

Tempo o Mesaulos  MOSIOS ockouns MO oraldadens
0} 251 0 0,0
5 251 34 13,5
10 251 112 44.6
15 251 196 78,1
20' 251 228 90,8
25' 251 238 94,8
30 251 241 96,0
35 251 242 96,4
40' 251 249 99,2
45' 251 251 100,0
50 251 251 100,0
55' 251 251 100,0
60' 251 251 100,0
1.440 (24h) 251 248 98,8

*Parametros OMS (298% suscetivel; 90-97% possivel resisténcia; < 90% resisténcia)
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As taxas de mortalidade de An. darlingi dos municipios de Macapa, Mazagao e
Santana foram determinadas dentro do ensaio de Tempo de Queda (KdT) (Figura 4.7).
Para estas popula¢des o efeito knockdown ficou distribuido entre o intervalo (KdT) de

5 a 40 min de exposi¢cdo ao produto, onde este ultimo tempo apresenta 100% de

caidos.
100- o
804
) —— Macapa
3 601 Mazagéo
§ —— Santana
g 40- Deltametrina 0,05%
=)
=
204
0-
0 20 40 60 1440 (24h)

Tempo (minutos)

Figura 4.7 — Bioensaio do tipo Tempo Letal com o piretroide deltametrina a uma concentracao de
0,05% nas populac¢des de Anopheles darlingi dos municipios de Macapa, Mazagéo e Santana-Amapa,
Brasil. Sdo apresentadas as médias, acompanhadas de erro padréo para as mortalidades observadas
ao longo do tempo de exposicdo ao inseticida.

Na Tabela 4.22 podemos observar os parametros de mortalidade para a
populacédo de An. darlingi do municipio de Macapa onde o KdTso foi de 10,93 e 0 KdTos
foi de 26,04; Mazagao onde o KdTso foi de 10,57 e o KdTes foi de 23,52 e Santana
onde o KdTso foi de 11,13 e 0 KdTgs foi de 26,92. Demonstrando que quanto maior o

KdT de uma populacdo, mais espécimes sobrevivem a dose diagndstica.
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Tabela 4.22 — Tempo de Queda para a espécies Anopheles darlingi com inseticida deltametrina 0,05% em bioensaios de tubo (papel impregnado)
realizado em Macapa — Amapa, Brasil.

N° Parametros de Mortalidade*
Espécie Populacéo .
mosquitos KdT50 IC95% KdT95 IC95% Slope
Macapa 249 10,93 10,27 - 11,56 26,04 24,37 - 28,12 4,36
An. darlingi Mazagéo 249 10,57 9,76 — 11,29 23,52 22,00 — 25,58 4,74
Santana 251 11,13 9,81-12,58 26,92 23,47 - 31,05 4,30

*Tempo letal para 50% (KdTso) € 95% (KdTgs) para a populagao (intervalo de confianca de 95%). A regressao linear é uma estimativa da heterogeneidade das
populagées
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4.4.2 Genotipagem da classica mutacdo Kdr Leul014Phe

Foi extraido DNA genbmico de 626 espécimes adultos de An. darlingi,
coletados fora dos domicilios nos municipios de Macapa (220), Mazagao (218) e
Santana (188) (Tabela 4.23). Destas amostras foram realizados ensaios moleculares
para diagnoéstico da mutacdo Kdr do sitio Leu1014Phe. Primeiramente foi amplificada
a regido 11IS6 do Nav e, em seguida, a AS-PCR para cada individuo.

A amplificacdo da regido 11S6 do Nav revelou bandas com aproximadamente
400 pb e, entdo o produto da PCR obtido, foi diluido 200 vezes e aplicado AS-PCR
para a genotipagem das possiveis variagdes do sitio 1014 em An. darlingi (Leu ou
Phe). Foram obtidos os gendtipos de 99% das amostras Leu/Leu com o tamanho do
produto esperado (106pb), sendo todos diagnosticados como homozigotos recessivos
(Figura 4.8) para o sitio 1014 e apenas 1% com gendétipo indefinido. Portanto, em
nenhuma das amostras genotipadas foi detectada a classica mutacdo Kdr
LeulO14Phe.

Tabela 4.23 — Genotipagem do sitio 1014 do canal de sddio regulado por voltagem (Nay) em trés
populag8es de Anopheles darlingi do estado do Amapa para variagéo Leul014Phe.

Populacéo n Leu/Leu Phe/Phe Leu/Phe Ind*.
MCP 220 211 0 0 9
STN 188 188 0 0 0
MZG 218 218 0 0 0
Total 626 617 0 0 9

*Ind = genotipagem indeterminada
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Figura 4.8 — Fotografia representativa de gel de eletroforese revelando os produtos da AS-PCR em Anopheles
darlingi. No poco (1) esta representado o marcador de peso molecular DNA Ladder O’GeneRuler DNA Ladder,
Ultra Low Range/Fermentas, 150 ng; nos pocos (2-12) estéo representadas as amostras homozigotas para o alelo
selvagem (1014Leu); nos pocos 13 ao 15 estdo representados os controles positivos correspondentes aos
gendtipos 1014Leu/Leu, 1014Phe/Phe e 1014Leu/Phe respectivamente, e no pogo 16 esta o controle negativo.
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5 DISCUSSAO

“Devemos estar dispostos a nos livrar da vida que planejamos para
poder viver a vida que nos espera”
Joseph Campbell

Diante da visédo de um mundo livre do sofrimento humano em decorréncia de
doencas transmitidas por vetores, a Organizacdo Mundial de Saude visa reduzir o
fardo e a ameaca dessas doencas por meio de um controle vetorial eficaz, localmente
adaptado e sustentavel (WHO 2017).

De acordo com o ultimo relatério mundial da maléaria, apds mais de uma década
de avancos constantes no combate a doenca, o progresso estacionou, dificultando o
alcance dos objetivos fundamentais propostos na assembleia da “Global Technical
Strategy for Malaria 2016-2030” (WHO 2018b). Na regido das Américas houve um
proeminente aumento na incidéncia de casos entre os anos de 2015 a 2017 em nove
paises, no Brasil, especificamente na regido Amazénica (PAHO/WHO 2018).

Uma acdo urgente é necesséaria para resgatar o direcionamento global de
resposta a maldria, cujo desafio estd nas méos dos paises mais afetados. Assim, a
campanha “Zero malaria comega comigo” (UNOPS 2019) lancada no dia mundial da
malaria de 2019, da OMS em parceria com outras organizacfes, pretende manter a
maléaria no topo da agenda politica, mobilizar recursos, e capacitar as comunidades
para se apropriarem da prevencao e tratamento adequado.

Dentro deste cenario, uma importante estratégia € o controle dos vetores por
meio do uso de inseticidas quimicos. Entre as classes recomendados pela OMS para
borrifacdo residual intradomiciliar (BRI) e impregnacao dos mosquiteiros tratados com
inseticida, o grupo dos piretroides tem se destacado por sua seguranca para 0 meio
ambiente, sendo priorizado por muitos programas de controle da malaria nos ultimos
anos (WHO 2006c; WHOPES 2014; WHO 2015a).

A primeira consideracdo na escolha do inseticida a ser usado para o BRI é a
sua eficiéncia quanto a mortalidade dos vetores e sua seguranca para os habitantes,
trabalhadores, animais e meio ambiente. Assim como a suscetibilidade das espécies-
alvo ao inseticida, a duracéo do efeito residual do produto, se torna fundamental neste
contexto. O inseticida deve permanecer eficaz na superficie em que for aplicado
tempo suficiente para cobrir o periodo de transmissédo da malaria. No entanto, sabe-
se que a efetividade da BRI depende desses e de outros fatores, como o habito de

repouso do vetor, qualidade, cobertura, e efeito residual do inseticida borrifado (WHO
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1993, 1995). Aléem disso, a BRI exige uma relativa administracdo quanto ao
planejamento, logistica, infraestrutura e habilidade necessarias da equipe técnica. A
falta de comprometimento e financiamento dos governos para sustentar esses
esforcos a longo prazo refletem negativamente no sucesso da BRI.

Os inseticidas recomendados pela OMS possuem residualidade que varia entre
dois a seis meses (Najera & Zaim 2001; WHO 2015c; WHOPES 2015). Além disso, a
efetividade da BRI pode ser alcancada quando borrifada sobre o tipo certo de
superficie, o que de acordo com a OMS, os inseticidas de formulagdo p6 molhéavel
(PM) e granulados dispersaveis em agua (WG) sdo mais adequados para superficies
muito porosas, como o0 barro, enquanto que suspensdo encapsulada (CS) ou
concentrado emulsionavel (CE) sdo mais efetivos nas alvenarias e madeira com ou
sem pintura, mas especialmente naquelas com tintas a base de 6leo (WHO 1997).

A complexidade do monitoramento do controle vetorial com BRI em situagdes
de campo (Dengela et al. 2018) pode ser superada com informacdes obtidas de
bioensaios realizados em condi¢ées simuladas em campo. E fundamental a utilizac&o
de uma casa para testes de inseticida com a finalidade de diminuir a diferenca entre
os resultados de bioensaios em condi¢do de laboratério e a realidade do que ocorre
em campo nas habitacdes das areas endémicas. O presente estudo demonstrou a
ocorréncia de uma ampla variacdo e desvios das faixas de residualidade da WHOPES
para todos os inseticidas em simulado de campo na casa teste, aplicados em quatro
diferentes superficies.

A pesquisa evidenciou que das formulagcdes em pdé molhavel e granulados
dispersaveis em &gua, o etofenprox PM, bendiocarb PM e deltametrina WG,
apresentaram maior residualidade em superficies de madeira, fato ndo observado no
lambidacialotrina PM, cuja efetividade foi menor em todas as superficies. Para a
formulacdo de suspensao concentrada, o alfacipermetrina SC apresentou eficiéncia
apenas na madeira com pintura, ja o pirimiphos-methyl CS demonstrou ser eficiente
nas superficies de madeira e de alvenaria, dentro do espaco temporal apresentado
pelo WHOPES (2018).

Com base na recomendacao do WHOPES, os inseticidas devem causar = 80%
da mortalidade dos mosquitos na observacdo apds 24 horas da exposicdo, nas
superficies da parede borrifadas para serem considerados efetivos, sendo esse o
parametro adotado para as analises neste trabalho. Ao avaliarmos a efetividade dos
sete inseticidas utilizados no periodo de estudo, sem no entanto discriminarmos cada

tipo de superficie, foi possivel observar que apenas o deltametrina WG e o pirimiphos-

102



methyl CS atenderam a recomendacdo da OMS quanto a residualidade, uma vez que
mantiveram a taxa de mortalidade esperada por um periodo de até 240 dias,
compreendida no intervalo de trés a seis meses e de quatro a seis meses
respectivamente (WHOPES 2018). Para os demais inseticidas testados, a taxa de
mortalidade foi inferior a 80% e nao atingiu o periodo minimo de residualidade, embora
o etofenprox PM tenha tido o melhor desempenho. Os resultados reforcam a
necessidade de atencédo para fatores como o periodo de transmissao da malaria nas
regides onde ocorrerd a BRI, a fim de que a escolha dos inseticidas seja adequada.

Ao considerar as superficies testadas, notou-se que a eficiéncia dos inseticidas
variou sobre os diferentes tipos de superficie corroborando as caracteristicas dos
mesmos de acordo com a OMS (WHO 1997), podendo-se observar que todos 0s
inseticidas tiveram uma maior residualidade nas superficies de madeira,
principalmente nas de MCP. Por sua vez, nas superficies de alvenaria, com exce¢éo
do pirimiphos-methyl CS, o efeito residual foi menor. E importante salientar que um
dos principais motivos para a reducéo da atividade dos piretroides esta relacionada a
sua absorcéo por superficies porosas, o que pode justificar a degradacao mais rapida
dos inseticidas dessa classe (Santos et al. 2007).

Evidéncia adicional de ampla variacao na efetividade do inseticida ao longo do
tempo esta disponivel na literatura (Santos et al. 2007; Tseng et al. 2008; Uragayala
et al. 2015; Dengela et al. 2018). Especificamente para cada formulacdo, foi
observado que alfacipermetrina SC apresentou um melhor desempenho nas
superficies de madeira comparado com as de alvenaria, no entanto, a Unica superficie
gue alcancou o periodo minimo com efeito residual de mortalidade média = 80% por
até 120 dias (quatro meses), foi a superficie de MCP, ficando as demais superficies,
abaixo do recomendado pela OMS. Um resultado semelhante foi encontrado na
Republica Democratica de Sdo Tomé e Principe, sugerindo a BRI em trés ciclos
anuais (Tseng et al. 2008) para abranger o periodo de transmissao da malaria.

No trabalho de Santos et al. (2007) realizado no Brasil em condi¢cbes de campo,
a cipermetrina PM mostrou um efeito residual variando entre 30 e 90 dias nas trés
superficies testadas: madeira, alvenaria com e sem reboco, com uma taxa de
mortalidade de 70% considerada para o estudo. A variacdo entre as superficies
testadas e seu curto efeito residual comprometem a utilizagéo deste inseticida pelos
programas de controle da maléaria. Os resultados deste estudo divergem do realizado
por Uragayala et al. (2015) em situagao de campo, onde para as formulagdes de

WG-SB e PM de alfacipermetrina em superficies de barro e alvenaria, o efeito residual
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variou de 11 a 16 semanas. Da mesma forma, os de dados de Dengela et al. (2018)
sobre a residualidade em paises africanos mostrou desempenho satisfatorio de
alfacipermetrina PM, variando de 4 a 10 meses, em superficies de barro, madeira,
alvenaria e outros materiais encontrados nas residéncias borrifadas em condi¢des
operacionais dos programas de BRI.

Embora poucos estudos operacionais de campo tenham sido conduzidos com
etofenprox, alguns estudos laboratoriais e de simulado de campo foram realizados
(Nalim et al. 1997; Santos et al. 2007; Sreehari et al. 2009; Chanda et al. 2013b). A
residualidade da formulacdo de etofenprox PM, de acordo com as diretrizes do
WHOPES, varia de trés a seis meses. No Brasil, a recomendacao para BRI com este
inseticida foi estabelecida com um intervalo de quatro meses, com base em
bioensaios de laboratorio realizados com painéis de MSP (Brasil 2014). Nossos
resultados em simulado de campo apresentaram a mesma efetividade residual para
essa superficie, porém Santos et al. (2007), utilizando este inseticida em condicdo de
campo, observaram residualidade de até trés meses para as superficies de madeira
e ASR, mas na superficie ACR a efetividade foi menor, corroborando os resultados
encontrados neste estudo. Os resultados encontrados por Sreehari et al. (2009) em
uma aldeia, mostrou mortalidade acima de 80% por trés meses nas superficies de
alvenaria.

Nalim et al. (1997) conduziram um ensaio avaliando etofenprox onde o teste
mostrou que o inseticida permaneceu efetivo por até quatro meses em superficies de
madeira e por cinco meses em bambu. Chanda et al. (2013b) demonstram resultado
similar de residualidade por mais de cinco meses nas paredes revestidas com
alvenaria. O etofenprox PM € o inseticida recomendado atualmente pelo MS para o
controle de anofelinos no Brasil, uma vez que o inseticida tem uma toxicidade muito
baixa em mamiferos e tem elevado fator de seguranca (WHO 1999), que pode ser
usado como uma alternativa mais segura para BRI no controle de popula¢cdes
suscetiveis a piretroides.

O piretroide lambidacialotrina na formulacdo p6 molhavel ndo obteve um
resultado satisfatério neste simulado de campo, ficando apenas nas superficies de
MSP e MCP com mortalidade média = 80% nos primeiros 30 dias, resultado inferior
ao preconizado pela OMS, inviabilizando qualquer programacédo para os ciclos de
borrifacdo, uma vez que de acordo com esse resultado, ndo oferece a protecao

minima necessaria para o periodo de transmissdo da malaria na regido Amazonica. A
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andlise anterior para a formulacdo de PM demonstrou uma curta residualidade nas
superficies de alvenaria e madeira sob avaliacdo no Brasil (Santos et al. 2007).

Da mesma forma, Rowland et al. (2013) em trabalhos realizados em Benin-
Africa com lambdacialotrina CS em cabanas de alvenaria, relataram que para esta
formulagéo a taxa de mortalidade caiu para menos de 20% dentro de um més,
corroborando o resultado encontrado, e demostrando ineficiéncia do produto. Por sua
vez, para Tchicaya et al. (2014) a mesma formulacéo de lambdacialotrina CS persistiu
por 25 semanas em superficies de alvenaria e barro, observados em estudos
realizados em Bouaké, no centro da Costa do Marfim-Africa. Outros estudos em
paises africanos mostraram residualidade satisfatoria, conforme o periodo
recomendado pelo WHOPES em superficies de madeira (Mulambalah et al. 2010) e
alvenaria (Chanda et al. 2013b; Khosravani et al. 2017).

Dentre os piretroides avaliados o deltametrina WG apresentou o melhor
desempenho, mantendo efeito residual com mortalidade = 80% dos mosquitos por um
periodo igual e ou superior a 90 dias em todas as superficies testadas. Para Santos
et al. (2007) a formulacéo de deltametrina SC apresentou desempenho semelhante
em superficies de madeira e alvenaria sem reboco por trés meses em situacdo de
campo no municipio de Belém do Para. Este resultado assemelha-se a resultados
encontrados no Ird em bioensaios realizados com a formulacdo PM em superficies de
alvenaria e gesso onde o efeito residual foi eficiente por no maximo trés meses para
ambas as superficies (Vatandoost et al. 2009; Azizi et al. 2014; Khosravani et al.
2017). Vatandoost et al. (2009) e Rohani et al. (2007) com a formulacdo de
deltametrina WG alcancaram quatro meses em gesso e madeira, e quatro meses e
meio na alvenaria em condicfes de laboratorio.

Raeisi et al. (2010) em experimentos com deltametrina WG no Ir&, encontraram
baixa residualidade para as superficies de madeira (dois meses) e alvenaria (um més).
Em contrapartida, Etang et al. (2011) em Camardes, Chanda et al. (2013a) em Zambia
e Dunford et al. (2018) na Flérida relataram resultados similares de eficiéncia com
bioensaios para a mesma formulag&o por um periodo igual ou superior a cinco meses,
em superficies de alvenaria. O efeito residual da deltametrina demonstrou
variabilidade em diferentes superficies e formulacdes, ficando, entretanto, na maioria
dos estudos dentro do estabelecido pela OMS (2015d).

Foi observado que alguns fatores afetam o tempo residual e a persisténcia dos
inseticidas, por exemplo, a atividade dos piretroides pode ser comprometida pela

rapida degradacédo em superficies porosas com alta absorcéo. A baixa efetividade dos
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piretroides nas superficies de alvenaria comparada com a de madeira, encontrada no
presente estudo, confirma observacdes prévias, mas diverge daquelas encontradas
por Etang et al. (2011) e Dunford et al. (2018).

O uso constante de piretroides levou a um aumento na populacdo de mosquitos
resistentes. Embora tenhamos escassez de registros no Brasil (Silva et al. 2014,
Galardo et al. 2015), isso € uma realidade nos paises africanos (Winkler et al. 2012;
Wondji et al. 2012; Rowland et al. 2013; Oxborough 2016), reforcando a importancia
do uso de produtos substitutos em esquemas de rotagédo de BRI (WHO 2015a).

O bendiocarb € um inseticida da classe dos carbamatos recomendado pela
OMS e pode ser uma alternativa para substituir os piretroides. Apresenta
residualidade que varia de dois a seis meses (WHOPES 2018). Porém, apesar dos
carbamatos apresentarem uma acédo letal rapida, sua persisténcia no ambiente é
curta, tornando necessarias aplicacfes mais frequentes (Braga & Valle 2007b).

Para a formulacdo PM no estudo em simulado de campo, observamos que o
bendiocarb mostrou ser eficiente para ciclos de borrifacdo com trés meses de intervalo
apenas em superficies de madeira, no entanto, nas superficies de alvenaria, nao
atingiu 30 dias com mortalidade = 80%.

A formulacéo PM alcancou efetividade em diferentes superficies nos trabalhos
de Tangena et al. (2013a) que descreveram a persisténcia durante cinco meses em
habitacbes com superficies de barro e MCP, contrapondo os resultados deste estudo.
Da mesma forma, Randriamaherijaona et al. (2017) no ensaio experimental em
cabanas comparando a residualidade do bendiocarb aplicado em cinco superficies
(alvenaria, madeira, estanho, barro e materiais vegetativos) encontraram efetividade
de até 80% por cinco meses apos o tratamento. Por sua vez, para Kirunda et al. (2017)
em situacao de campo avaliando paredes de barro e pau-a-pique, tijolo liso e alvenaria
com reboco pintada, as taxas de mortalidade foram de 100% até os seis meses
(alvenaria pintada), 100% até quatro meses (tijolos), enquanto as superficies das
paredes de barro e pau-a-pique produziram uma taxa de mortalidade de 98% até 3
meses apos a borrifagdo.

Os resultados encontrados neste trabalho, estdo de acordo com alguns estudos
gue refletiram um curto efeito residual. Nos experimentos de Akogbéto et al. (2010) o
bendiocarb decaiu em menos de quatro meses, mostrando curto efeito residual em
paredes de alvenaria em condi¢cdo de cabana experimental (simulado de campo). Da
mesma forma, avaliacdo em cabana experimental realizada por Agossa et al. (2014)

a taxa de mortalidade ficou entre dois e trés meses. Thawer et al. (2015) realizaram
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uma avaliagao usando kits de quantificacao de inseticidas para investigar a qualidade
de borrifacdo e taxa de decaimento do bendiocarb CS em diferentes superficies de
parede em Kagera na Tanzania, constatando que apesar de cobertura adequada da
borrifacdo, o efeito residual desta formulagéo foi observado por trés meses.

Na busca por inseticidas de longa duracgao, a tecnologia de microencapsulacéo
de pirimiphos-methyl trouxe um ganho significativo ao atual contexto de resisténcia
aos piretroides. Assim, a formulacdo de suspensdo encapsulada CS minimiza a
limitacdo de baixa residualidade encontrada nas formula¢cdes de concentrado
emulsiondvel EC e PM, prolongando sua persisténcia (WHOPES 2018). No
experimento de Aikpon et al. (2014) para formulacdo de emulsdo concentrada EC em
situacdo de campo, o efeito residual foi de dois a trés meses.

De acordo com os resultados o organofosforado pirimiphos-methyl CS
demonstrou o melhor desempenho entre os seis inseticidas avaliados inicialmente.
Diferente dos demais, o pirimiphos-methyl CS apresentou pouca variacdo e bom
desempenho em relacdo as superficies testadas inclusive nas superficies de
alvenaria. A residualidade foi de 240 dias (oito meses) em superficies de alvenaria,
210 dias (sete meses) em MCP e 150 dias (cinco meses) em MSP. Este achado
corrobora o estudo realizado por Chanda et al. (2015), cujo resultado foi similar em
residéncias de alvenaria na Africa, apresentando residualidade superior a seis meses.
Da mesma forma Rowland et al. (2013) ressaltam a eficiéncia da formulacéo CS, onde
a suspensao encapsulada minimiza a degradagéao do produto, que por sua vez tem a
persisténcia prolongada (Tangena et al. 2013b; Agossa et al. 2014; Tchicaya et al.
2014; Haji et al. 2015).

A diversidade das superficies encontradas nas habitacbes das éareas
endémicas para malaria, acaba sendo um dos fatores limitantes para o
estabelecimento dos ciclos para BRI dos inseticidas recomendados pela OMS, uma
vez que ocorre uma variabilidade quanto a persisténcia das formulacdes em relacéo
ao tipo de superficie aplicada. Outro fator importante para o emprego de um inseticida,
€ a aceitabilidade por parte da populacéo exposta. Produtos que exalam um forte odor,
provocam prurido ou mancham as paredes da casa podem acarretar recusa por parte
do morador e consequentemente desprotecdo da area estabelecida.

A importéancia da definicdo mais precisa do efeito residual dos inseticidas esta
na necessidade da programacdo dos ciclos de forma que a populacdo humana
permaneca protegida até que nova borrifacdo seja realizada. Idealmente os

bioensaios de parede (WHO 2006a) devem ser conduzidos em habita¢cées humanas
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(situacdo de campo), a fim de abranger os fatores bidticos e abibticos que acabam
sendo limitantes para o sucesso das intervencdes (Kim et al. 2012). Aspectos da
geografia, entomologia, comportamento humano e aceitacdo comunitaria podem
interferir na efetividade da BRI. Variabilidade de habitagbes e a ndo padronizagédo dos
bioensaios podem dificultar ou impedir a realizagdo dos mesmos em situagdo de
campo, levando a confundir ou camuflar os efeitos reais da intervencdo a ser
investigada (Okumu et al. 2012).

ApOs a avaliacdo dos sete inseticidas em simulado de campo na casa teste,
realizamos a segunda etapa do estudo para a comparacéo do efeito residual agora
nas condicdes de painel, casa teste e diretamente no campo, no intuito de identificar
se 0s bioensaios em simulado de campo retratam melhor 0 que acontece em
condicdes de campo, minimizando com isso 0S possiveis equivocos quanto a
definicdo dos ciclos de borrifagéo.

Apesar dos inseticidas aprovados pela OMS incluirem organoclorados,
organofosforados e carbamatos, a maior classe atualmente utilizada € a dos
piretroides, uma vez que tendem a ter baixa toxicidade em mamiferos, fornecem efeito
knockdown répido (vé-se o efeito) e sdo relativamente baratos em comparacao com
as outras classes. Além disso, normalmente sua aplicacdo sdo mais aceitaveis pelos
proprietarios das residéncias (Komalamisra et al. 2009).

Dentre os inseticidas avaliados, os que mais se destacaram foram o pirimiphos-
methyl CS, deltametrina WG e etofenprox PM. No entanto, o organofosforado
pirimiphos-methyl CS, durante a realizacdo dos bioensaios apresentou forte odor
levando a interrupcao do teste antes que sua taxa de mortalidade fosse inferior a 80%
por dois meses consecutivos. Tchicaya et al. (2014) relatam odor caracteristico desta
formulacdo considerado desagradavel, por sua vez, na andlise de Tangena et al.
(2013a) o odor percebido pelos residentes foi aceitavel devido a reducdo dos
mosquitos e consequentemente do incémodo advindo dos mesmos.

E importante ressaltar, que em locais onde ainda no exista a resisténcia aos
piretroides, cabe uma ponderacdo em relacdo a utilizacdo do pirimiphos-methyl CS,
considerando uma possivel recusa e, por conseguinte a descontinuidade das acdes.
Assim, para o segundo momento foram utilizados os inseticidas etofenprox PM e
deltametrina WG. Em relacédo as superficies, os resultados demonstraram que em
MSP e ASR o efeito residual foi menor, além disso, frente ao fato de que as areas
endémicas para malaria sdo geralmente rurais (por exemplo, assentamentos, vilarejos

e distritos) ou florestas, as habita¢cées nesses locais geralmente apresentam materiais
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de construgdo como madeira (abundante na regido), tijolos e alvenaria, cobertas com
palha, telhas de ceramica ou fibrocimento. Esta variacdo nas superficies de
construcdo das casas na regido de estudo justificou a escolha das superficies para a
avaliagdo comparativa.

O etofenprox PM foi avaliado no Distrito do Carvao e o deltametrina WG no
assentamento do Piquiazal, ambos no municipio de Mazagéao durante seis meses (180
dias), onde foram borrifadas 10 casas de MSP e 10 casas de ASR em cada localidade.
Reforcando que na recomendacdo do WHOPES os inseticidas devem alcancgar taxa
de mortalidade dos mosquitos = 80% apds 24 horas da exposi¢do nas superficies das
paredes borrifadas para serem considerados eficazes. No geral, ao avaliarmos do
etofenprox PM foi possivel observar que a taxa de mortalidade no periodo foi inferior
a 80% para as trés condi¢cdes dos bioensaios (painel, simulado de campo e campo).
Porém, nas analises por tipo de superficie a MSP alcangou um melhor resultado, com
mortalidade acima de 80% durante os 180 dias (seis meses).

Esse resultado atende, portanto, as especificacées do WHOPES (2018) e foi
superior ao obtido no simulado de campo da etapa anterior, onde o efeito residual em
MSP foi no maximo de 120 dias (quatro meses), da mesma forma em que foi superior
nos painéis em laboratério (Brasil 2014). No entanto, em relacdo a superficie de ASR,
os resultados obtidos nas trés condicbes demonstraram a ndo efetividade do
etofenprox PM que alcancou mortalidade superior a 80% apenas no bioensaio de 24
horas apds borrifagdo em simulado de campo.

Divergindo dos resultados desta pesquisa, de acordo com o0s estudos
realizados em situacdo de campo por Santos et al. (2007) em superficies de madeira
e ASR e por Sreehari et al. (2009) em superficies de alvenaria usando etofenprox PM,
a residualidade maxima alcancada foi de trés meses, além disso, Chanda et al.
(2013b) descreveram residualidade por mais de cinco meses em superficies de
alvenaria.

De acordo com a analise estatistica, os modelos para etofenprox PM
mostraram que todas as variaveis foram significativas mostrando a diferenca em
relacdo a efetividade do inseticida em condi¢Bes de: painel em laboratério, simulado
de campo (casa teste) e diretamente no campo. Os resultados evidenciaram que 0s
bioensaios em painel de laboratério tendem a ser mais eficazes, uma vez que nao
sofre influéncia de fatores ambientais. Por sua vez, os bioensaios diretamente no
campo apresentaram a menor taxa de mortalidade no periodo, ficando o simulado de

campo com taxa de mortalidade intermediaria entre as condigbes anteriores,
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demonstrando com isso ser uma importante ferramenta para retratar a realidade de
campo.

O inseticida deltametrina na formulacdo WG teve seu melhor desempenho na
condicao de painel de laboratério, com taxa geral de mortalidade acima de 80% no
periodo do estudo, inclusive quando foi analisado o efeito residual nas superficies de
ASR e MSP. Embora as variaveis analisadas ndo tenham apresentado diferenca
significativa foi observado uma grande variacdo no comportamento mensal da taxa de
mortalidade, nas condi¢cdes de simulado de campo e diretamente no campo. Isto
reflete a possivel interferéncia dos fatores ambientais quanto a eficacia do produto
que deve ser levado em conta no ato de definicdo do intervalo entre os ciclos de
borrifacao.

Na etapa anterior do estudo, o deltametrina WG em simulado de campo
apresentou bom desempenho em trés das superficies estudadas: ASR (90 dias); MCP
e MSP (240 dias), atendendo as especificacdes do WHOPES (2018). Nesta analise a
superficie de ASR apresentou efetividade apenas no bioensaio de 24 horas e 30 dias
apos a borrifacdo, e a de MSP apenas em 30 dias. De acordo com Rohani et al. (2007)
o deltametrina tanto na formulagdo WG como em PM em condi¢des de laboratorio
(painéis) aplicados em superficie de bambu apresentaram um efeito residual
prolongado, chegando a 11 meses nas superficies rugosas e lisas para ambas as
formulacbes e sete meses em superficie lisa para a formulagdo PM. Por sua vez,
Vatandoost et al. (2009) também em condi¢cbes de laboratério observaram para a
formulacdo WG residualidade de 4 meses em superficies de gesso, e madeira, e 4,5
meses em superficies de alvenaria, resultado também encontrado por Ibrahim et al.
(2017) nas superficies de alvenaria, madeira e barro por 4 meses. Azizi et al. (2014)
e Khosravani et al. (2017) com deltametrina PM em estudos realizados no Ira,
encontraram residualidade de trés meses em superficies de gesso e alvenaria.

Neste experimento o resultado em condicdo de laboratorio (painel) em
superficie de MSP foi de seis meses com taxa de mortalidade acima de 80%, por outro
lado, a superficie de ASR n&o apresentou residualidade em nenhum momento da
realizac&o dos bioensaios, portanto ndo corroborando com outros autores (Vatandoost
et al. 2009; Azizi et al. 2014; Ibrahim et al. 2017).

Em condic¢des de simulado de campo (casa teste) este estudo obteve um efeito
residual prolongado de seis meses nas superficies de MSP, mas na superficie de
ASR, apenas no primeiro bioensaio 24 horas ap0s a borrifagdo. Nikpour et al. (2017)

descreveram nessa condic¢do residualidade de 2,5 meses para gesso e alvenaria e 2
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meses para madeira e Dunford et al. (2018) observaram residualidade de 5 meses
para alvenaria e auséncia de efetividade para madeira, ambos usando a deltametrina
WG corroborando os resultados encontrados neste estudo.

O deltametrina WG em condi¢cdo de campo demonstrou residualidade de seis
meses em MSP mas nao foi efetivo em ASR, no entanto, Ngufor et al. (2017) em
superficies de alvenaria, barro e madeira prensada encontraram residualidade de
4-6; 11 e 10-12 meses respectivamente. Ainda para a formulacdo WG, a ineficacia foi
descrita por Raeisi et al. (2010) que observaram efeito residual de um més para
alvenaria e dois meses para madeira. A formulacdo SC de deltametrina testada por
Santos et al. (2007) teve efeito residual de trés meses. Estudos com deltametrina na
Asia, Ird e Africa observaram diferencas significativas na eficacia e duracdo em
superficies de porosidade variada e para diferentes formulacdes (Rohani et al. 2007;
Raeisi et al. 2010; Etang et al. 2011).

Para o continuo sucesso dos programas de BRI é importante desenvolver
novas formulacdes de inseticidas de longa duracéo (Zaim & Guillet 2002). A exemplo
deste fato ja existem formulacdes criadas para maximizar eficicia bioldgica e reduzir
os efeitos nocivos (Tsuji 2001). Como mencionado anteriormente, a tecnologia de
encapsulamento tem sido usada para prolongar o desempenho residual dos
inseticidas de recomendacao da OMS para BRI.

Neste estudo, uma formulacdo de deltametrina SC-PE, suspensao
concentrada, reforcada com polimero de (SC-PE) foi avaliada em condi¢cdo de
laboratorio (painel) e simulado de campo (casa teste) em diferentes superficies. Nos
painéis o inseticida apresentou efeito estendido (esperado) por 12 meses na superficie
de MSP e 11 meses em ACR. Nas superficies de ASR a residualidade foi de cinco
meses e para MCP apenas de trés meses. Esse resultado supera o encontrado na
mesma condi¢ao na avaliacdo com deltametrina WG que foi de seis meses para MCP
e ineficaz na superficie de ASR.

Para avaliagdo em condicdo de simulado de campo, o deltametrina SC-PE
apresentou efetividade por 8 meses na superficie de ACR e de trés meses nas
superficies de ASR e MCP. J& a interacdo na superficie de MSP foi intrigante, uma
vez que nao foi observada residualidade do inseticida durante todo o periodo avaliado
(seis meses). Embora néo haja explicacéo especifica para esta observacao, nao é de
esperar que seja um problema no ato da borrifacéo, uma vez que todas as superficies
foram borrifadas pelo mesmo técnico, no mesmo dia sob as mesmas condi¢des. Além

disso, as superficies de MCP e ASR também apresentaram baixa residualidade para
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uma formulacdo com efetividade esperada de no minimo seis meses (WHOPES
2018). O resultado desse estudo corrobora o encontrado por Dunford et al. (2018) que
observaram efeito residual por um ano em superficies de alvenaria e metal, no
entanto, contradiz o resultado de seis meses em superficies de madeira na avaliacéo
dos autores.

O estudo com deltametrina WG em simulado de campo neste trabalho mostrou
residualidade de seis meses em superficie de madeira, porém néao foi efetivo em
superficie alvenaria. Dunford et al. (2018) observaram resultados opostos:
permanéncia de seis meses em superficie de alvenaria e pouca residualidade em
superficie de madeira.

Ao relacionar a residualidade das formulacbes de deltametrina WG com
deltametrina SC-PE realizado em estudo experimental (simulado de campo) na
Tanzéania por Oxborough et al. (2014b), onde foi possivel inferir que a formulagédo SC-
PE teve uma residualidade de 11 meses, 0 que superou a obtida pela formulacdo WG
de 8 meses em superficies de concreto.

No intuito de avaliar a capacidade de estender a efetividade em varias
superficies conferida a tecnologia de suspencdo concentrada (polimero), foram
testadas em simulado de campo (casa teste) as superficies externas de MCP e ACR.
No entanto, os resultados demonstraram um decaimento do efeito residual apés os
30 dias da borrifacdo. Este fato reforca a interferéncia dos fatores ambientais como a
exposicado ao sol e a chuva das paredes avaliadas, mesmo para a formulacdo de
deltametrina SC-PE.

Tendo em vista aspectos observados a respeito do periodo que um inseticida
permanece eficaz, ou seja, de sua persisténcia, € imprescindivel a reflexao de que: a
quantidade de vezes que uma classe de inseticida € usada é um dos fatores
importantes que influenciam a selecdo da resisténcia. A cada uso do inseticida, uma
vantagem é dada aos insetos resistentes dentro de uma populacédo. Sendo relevante
atentar que, os produtos que produzem um efeito residual persistente proporcionam
pressao de selecdo continua de maneira semelhante a varios tratamentos com BRI.
O que eleva a importancia do monitoramento da resisténcia dos vetores aos
inseticidas. Este fato retrata por exemplo, que a aplicacao repetida de DDT em BRI
contribuiu para aumentar o numero de espécies de vetores de maléaria resistentes a
este inseticida em varios ambientes geograficos (Brogdon & McAllister 1998a). Apos

a introducéo de inseticidas organicos sintéticos na década de 1940, como o DDT, nédo
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demorou muito para que 0s primeiros casos de resisténcia fossem detectados e em
1947, a resisténcia ao DDT foi confirmada em moscas domeésticas (IRAC 2019).

Existem poucos trabalhos que descrevem o status de suscetibilidade das
populacdes de anofelinos neotropicais em relagdo aos inseticidas utilizados. De
acordo com Santos et al. (2007), isso ocorre principalmente devido a dificuldade de
colonizacdo destas espécies em laboratorio, comprometendo a padronizacdo e
execucao dos bioensaios e a comparacao dos resultados. Colonias de An. aquasalis
e An. albitarsis s.s. sdo mantidas no LAFICAVE (Horosko et al. 1997; Lima et al. 2004)
e de An. darlingi (Araujo et al. 2019) na Fundac¢éo Oswaldo Cruz.

Os testes de susceptibilidade ou ensaios bioldgicos detectam a resisténcia
baseados nos registros das taxas de mortalidade dos insetos expostos a diferentes
concentragbes de inseticidas. Estes ensaios identificam mudangas na
susceptibilidade de determinadas populacdes aos produtos, porém nao determinam
os mecanismos envolvidos (KABULA et al., 2012; AiZOUN, 2103).

O uso de papéis impregnados com inseticida para a avaliacdo do status de
susceptibilidade de populacdes de anofelinos € descrito na literatura e grande parte
dos trabalhos concentram-se no continente africano (Dhiman et al. 2016; Gorouhi et
al. 2016; Randriamaherijaona et al. 2016; Boussougou-Sambe et al. 2018). A caréncia
de informacdes sobre suscetibilidade dos anofelinos pode dificultar a estratégia global
para o controle da malaria, uma vez que contribui para a exposi¢ao da populacéo ao
risco de contrair a doenca, por ineficacia do inseticida WHO (WHO 2015a).

Os papéis impregnados séo fornecidos pela OMS e utilizados nos bioensaios.
Esta metodologia apresenta implicacfes para sua execu¢do, como a aquisi¢cao devido
ao custo elevado dos kits; os papéis impregnados néo sado disponibilizados para todos
os inseticidas; e as doses diagnosticas utilizadas ndo sédo aplicaveis para todas as
espécies de vetores. Como alternativa, pode-se utilizar para avaliacdo de mosquitos
adultos a metodologia das garrafas impregnadas, desenvolvida pelo Centers for
Disease Control and Prevention (CDC).

De acordo com Brogdon and McAllister (1998b) e Zamora Perea et al. (2009),
0S ensaios com garrafa apresentam algumas vantagens como a preparacao no
laboratério, avaliagdo simultdnea de varias doses e inseticidas, obtencdo de
resultados em tempo menor que trés horas, a utilizacdo de garrafas de vidro de facil
aquisicdo. Apesar desses fatores, a limitacdo frente a auséncia de uma cepa

referéncia em susceptibilidade para anofelinos brasileiros acrescida da dificuldade em
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manter as colonias de Anopheles em laboratério afetam negativamente o avango de
técnicas para avaliacéo do perfil de resisténcia das populacdes de campo no Brasil.

Assim, para este trabalho foram utilizados An. marajoara como padrao de
comparacdo com An. darlingi nas avaliagbes de resisténcia/susceptibilidade de
populacdes de campo com ensaios do tipo tempo de queda - KdT. Yadouleton et al.
(2010) e Kabula et al. (2012) apresentaram avaliacdo de tempo letal utilizando
concentracfes padronizadas fornecidas pela OMS para cada tipo de inseticida. As
taxas de mortalidade foram avaliadas em intervalos aproximados de 10 minutos
durante 60 minutos de exposi¢cao ao produto. Neste estudo o status de suscetibilidade
para An. marajoara foi de possivel resisténcia (taxa de mortalidade 90-97%). Embora
tenha obtido queda de 100% no final dos 60 minutos de exposi¢do ao deltametrina a
0,05%, a populacdo de An. marajoara proveniente de Mazagdo apresentou
recuperacao de 9% das fémeas apds 24 horas da exposicdo, sugerindo possivel efeito
de selecao dos inseticidas sobre os alelos de resisténcia especificos.

Para todas as populacdes de An. darlingi o status obtido foi de suscetibilidade
(taxa de mortalidade = 98%). Este resultado corrobora o encontrado por Galardo et al.
(2015) em ensaios com garrafas impregnadas com inseticida realizados com
populacdes de anofelinos do Amapa, onde afirma que nenhuma resisténcia foi
registrada para An. darlingi, mas An. marajoara requer atencdo. Em uma adaptacao
de bioensaio simplificado para avaliacdo do status de suscetibilidade (An. darlingi e
An. marajoara) usando larvas e o0 inseticida deltametrina, Silva et al. (2014)
observaram perda de suscetibilidade nas populacbes de duas das localidades
avaliadas. No entanto, isso ndo foi observado nas populacdes de Macapa.

Braga (2014) realizou a padronizacdo dos ensaios do tipo dose resposta e
ensaios de tempo letal com um tempo de exposicédo de 120 minutos. Este trabalho foi
realizado para adequacdo do método da OMS para a avaliagdo do status de
susceptibilidade/resisténcia de populacdes de anofelinos neotropicais a inseticidas
quimicos. Foi avaliado o0s inseticidas deltametrina (piretréide) e malathion
(organofosforado) utilizando as espécies mantidas no LAFICAVE (An. aquasalis, An.
albitarsis) e An. marajoara. Os resultados encontraram diferenca quanto a tolerancia
dos compostos usados sugerindo que a populacao de An. aquasalis pode ser utilizada
como padrao de comparacédo nas avaliagbes de populacdes de campo para esses
bioensaios.

Frisa-se que, ensaios para detectar mutagdes genéticas responsaveis pelo

fendtipo de resisténcia em insetos individuais podem fornecer um alerta precoce do
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surgimento de resisténcia ndo detectada por bioensaios capazes de registrar apenas
a resposta da populacdo. Em face dessa contingéncia, a primeira mutacéo identificada
em Anopheles spp. relacionada com o fenétipo Kdr, foi a substituicdo de leucina por
fenilalanina (Leul014Phe) e, em seguida, de leucina por serina (Leul0l14Ser) no
mesmo sitio (Martinez-Torres et al. 1998; Ranson et al. 2000a). Em consequéncia as
mutacles relacionadas a resisténcia tém sido bastante investigadas em diversas
espécies de anofelinos, encontrando-se inclusive outros sitios do Nay com mutacdes
que podem estar relacionados ao fenétipo Kdr.

A mutacéao Kdr foi verificada pela primeira vez em An. gambiae s.s., o principal
vetor de plasmodio afro-tropical. Mutacdes no sitio 1014 foram observadas em 13
diferentes espécies de anofelinos no mundo (Silva 2014). Na América até o momento
foi encontrada esta mutacdo em Anopheles albimanus no México, Nicardgua e Costa
Rica (Lol et al. 2013). Os resultados encontrados neste trabalho n&o evidenciaram
mutacdo Kdr em populacdes de trés municipios do estado do Amapa (Macapa,
Mazagéo e Santana). Da mesma forma, a presenca da mutacdo Kdr no sitio 1014 de
An. darlingi oriunda de populagdes brasileiras foi avaliada por Silva (2014), cujos
resultados também foram negativos para popula¢des dos municipios de Macapa (AP),
Manaus, Sao Gabriel da Cachoeira, Coari e Iranduba (AM) e Rio Branco (AC). Loureiro
(2018) relatou que as populacdes de An. darlingi do Rio Unini e Rio Jau do estado do
Amazonas néo tiveram variagdes para a mutacdo Kdr no sitio 1014. Lol et al. (2019)
relataram a auséncia de Mutacdo Kdr em An. darlingi e outras espécies vetores da
malaria na América Latina.

Vale ressaltar que até o presente momento ndo foram detectadas mutacdes
Kdr em An. darlingi. A mutacdo classica Leul014Phe foi registrada nas espécies
neotropicais An. albitarsis s.s. do sul do Brasil (Braga 2017), e em An. albimanus na
América do Norte e Central (Lol et al. 2013; Lol et al. 2019). No entanto, de acordo
com o Relatorio global de resisténcia a inseticida em vetores da malaria: 2010-2016
(WHO 2018a), a resisténcia a piretroides tem sido relatada em populacdes de An.
darlingi do Brasil, Bolivia, Peru e Colémbia, embora que, com excecdo do Peru
(resisténcia metabdlica) ndo se conhega o mecanismo de resisténcia para 0s outros
paises.

Em face a essa realidade entende-se que a presenca de um unico individuo
com um alelo conhecido por conferir resisténcia deve ser motivo de preocupacéo, uma
vez que, a resisténcia pode se espalhar rapidamente em uma populacdo. Por outro

lado, um resultado negativo de um ensaio molecular ndo pode ser interpretado como
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uma auséncia de resisténcia em uma populagdo. Por isso, 0s ensaios moleculares
devem ser vistos como um complemento em vez de um substituto para bioensaios.
Ha que se considerar, portanto, que, programas efetivos de controle de vetores
podem contribuir de maneira significativa para o avan¢o do desenvolvimento humano
e econbmico. Além dos beneficios diretos a saude, as redugBes nas doencas
transmitidas por vetores permitem maior produtividade e crescimento, reduzem a
pobreza das familias, aumentam a equidade e fortalecem os sistemas de saulde.
Portanto, o controle da malaria ndo deve ser uma campanha; e sim uma politica que

requer a adocdo de medidas praticaveis, cuja continuidade é imprescindivel.
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6 PERSPECTIVAS

O panorama atual do controle da malaria na Amazénia brasileira, embora seja
promissor para a eliminacdo por P. falciparum, carece da utlizagcdo de novas
abordagens voltadas a eliminacdo da transmissdo nos municipios, onde a doenca
persiste.

Os indicadores sugeridos neste estudo forneceram importantes informacdes
para subsidiar o planejamento e direcionamento das acdes de prevencgéo e controle
da malaria, e poderdo auxiliar as op¢des analiticas quanto a selecéo de classes e
formulacdes de inseticidas, bem como a definicdo dos ciclos de borrifacdo para as
superficies comumente encontradas nas habitacfes da regido. No entanto, a escolha
do inseticida de acao residual usado em BRI deve sempre se basear em dados locais
recentes sobre a suscetibilidade dos vetores em questdo. Além disso, € necessario o
continuo monitoramento da possivel resisténcia das espécies aos inseticidas, bem
como da identificagcdo dos mecanismos responsaveis pela resisténcia.

Aos pesquisadores cabe o encargo de buscar meios e ferramentas mais
acessiveis aos gestores e técnicos do servico de saude. Como perspectiva propde-se
estender a avaliacdo da residualidade de inseticidas em simulado de campo na casa
teste e ampliar a pesquisa sobre o status de suscetibilidade/resisténcia dos anofelinos

neotropicais em municipios endémicos da regido Amazénica brasileira.
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~ “N&o duvidemos jamais que um pequeno grupo de
7 CONCLUSOES individuos conscientes e engajados possa mudar o

mundo. Foi exatamente dessa forma que isso
sempre aconteceu”
Margaret Mead

Este estudo gerou informacdes relevantes sobre a residualidade dos inseticidas
avaliados, capazes de contribuir com o Ministério da Saude, para o planejamento e
escolha da classe e formulagdo do inseticida residual a ser utilizado pelo PNCM em
BRI. Além disso, fica claro que é imprescindivel considerar o custo-beneficio da casa
teste como padrao para avaliacao de residualidade dos inseticidas para o controle dos
vetores da malaria e o fortalecimento da rede de monitoramento para resisténcia de
anofelinos, visando a protecéo das populacdes em area de risco.

Assim, conclui-se que:

o O efeito residual dos inseticidas nao foi uniforme, embora a qualidade das
borrifacées tenha sido garantida pela adequada utilizacdo de equipamento e técnica
de aplicacao;

o Entre os inseticidas da classe dos piretroides avaliados 0s que apresentaram
melhor desempenho foram deltametrina WG e etofenprox PM, ambos recomendados
pela OMS. Desse modo, deltametrina WG e etofenprox PM podem ser considerados
seguros e eficazes para utilizagdo em paredes de madeira e de alvenaria nao
rebocada, quando aplicados em ciclos trimestrais;

o Pirimiphos-methyl CS mostrou-se efetivo em todas as superficies podendo ser
utilizado em ciclos com intervalo de cinco meses, mas com ressalva em relacdo ao
odor devido a baixa aceitacdo pelos moradores;

o Lambidacialotrina PM, alfacipermetrina SC e bendiocarb PM apresentaram
residualidade inferior & dos demais inseticidas estudados, podendo implicar em ciclos
de borrifacdo curtos, desfavorecendo sua utilizacdo pelos programas de controle de
vetores;

o O deltametrina SC-PE alcancou o efeito residual preconizado pelo WHOPES
na condicdo de painel, apenas para as superficies de MSP e ACR; e no simulado de
campo, foi observado residualidade satisfatoria apenas na superficie de ACR na
condigdo interna da casa teste;

o Os dados sugerem duracOes variaveis de ciclos de borrifagdo para cada
produto, de acordo com o tipo de superficies das paredes, destacando a importancia

de testar produtos candidatos no contexto local antes de usa-los em larga escala;
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o Além dos fatores climaticos e da variedade de superficies, a ocupacdo das
habitagbes pode interferir no efeito dos inseticidas, sendo necessario estudos em
situacao de campo para melhor avaliacao;

o Concluiu-se que o simulado de campo (casa teste) é uma valiosa ferramenta
para associar o efeito residual de inseticidas as superficies comumente encontradas

nas casas de areas endémicas;

o N&o foram encontradas resisténcia para An. darlingi, mas An. marajoara requer
atencao;
o N&o foram encontradas mutacfes classicamente associadas a resisténcia a

piretroides ao sitio 1014 nas populacdes de anofelinos estudadas.
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9 APENDICES

APENDICE A — Boletim para Bioensaios de Parede.

GOVERNO DO ESTADO DO AMAPA
INSTITUTO DE PESQUISAS CIENTIFICAS E TECNOLOGICAS DO ESTADO DO AMAPA
LABORATORIO DE ENTOMOLOGIA EM MEDICA

Estado: AP Municipio: Macapd Localidade: Prova:
Local da prova: (IEPA/FIOCRUZ) Nome do Inseticida:
Tipo de superficie: Data da Aplicagao: [/ [/
CONE SUPERFICIE EXEMPLARES EM EXPOSICAO 24 HORAS APOS A EXPOSICAO Efeito
N° Altura TESTADA HORA Caidos N° DE EXEMPLARES % DE MORTALIDADE knockdown
NiUmero Inicio Término ap6s 30 min Vivos Mortos Observada Corrigida 30'
1
2 0,5
3
1
2 1,0
3
1
2 15
3
Total
1 0,5
2 1,0
1,5
Controle
Temperatura Inicio: Término: Max. Min.
Umidade Relativa Inicio: Término: Max. Min.
Prova realizada por: Data:

OBSERVACOES:




APENDICE B - Boletim para bioensaios com papel impregnado

FORMULARIO PARA ENSAIO COM PAPEIS IMPREGNADOS
DOSE -DIAGNOSTICA
ESPECIE:

POPULAGAO: GERAGAO:

DATA DE IMPREGNAGAO: ___ /| PRODUTO:

DATA DO ENSAIO: / / N° VEZES USADO:

Efeito Knocdown

CONCENTRAGAO:

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Controle 1

Controle 2

Hora N° Hora Ne Hora Ne Hora Ne Hora Ne

Hora N°

Inicio

10°

18

20

25'

30

35

40’

45’

50°

55

60’

Umidade

Relativa

Inicio Término inicio

Temperatura

Término

Mortos e vivos apés espera de 24 horas

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Controle 1

Controle 2

N° Mortos

N° Vivos

Max Min Umidade Max Min

Temperatura

Observagéo: Realizado por:
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APENDICE C

Tabela S1 Resumo dos resultados do modelo de regresséo logistica para duas formulagdes de inseticidas testados em Anopheles marajoara para medir o
impacto do Grupo (Controle ou Exposto), Condicdo (Painel, Simulado de campo e Campo), Superficie (Alvenaria e Parede de Madeira), Més (24 horas até 6
meses apods a aplicagdo) e a interacéo de trés vias entre Condigdo, Superficie e Més. Entradas em negrito indicam significancia estatistica em 5%. Cnd =
condicéo; Srf = Superficie; Mnt = Més.

Effects Etofenprox WP Deltametrina WG
Estimate  Std. Error zvalue P-value | Estimate  Std. Error zvalue P-value

Intercept -0.26253 0.12686 -2.069  0.038503 | -0.002979  0.132234 -0.023 0.982
Group Control -2.27384 0.09279 -24.506 < 2e-16 | -2.28133 0.077791 -29.326 < 0.001
Cnd Semi-field 0.11734 0.1779 0.66 0.509538 | -0.035596 0.17576 -0.203 0.84
Cnd Field 0.08608 0.17717 0.486 0.627089 | -0.029588  0.171508 -0.173 0.863
Srf WW 0.21018 0.17355 1.211 0.225869 | -0.031205 0.177613 -0.176 0.861
Mnt 1 -0.26924 0.18331 -1.469  0.141899 | 0.034796 0.169865 0.205 0.838
Mnt 2 -0.46934 0.19617 -2.392  0.016736 | -0.003041  0.175728 -0.017 0.986
Mnt 3 -0.04517 0.17757 -0.254  0.799199 | -0.033546  0.170648 -0.197 0.844
Mnt 4 -0.07536 0.18118 -0.416  0.677448 | -0.066267  0.172685 -0.384 0.701
Mnt 5 -2.29033 0.33738 -6.789  1.13E-11 | -0.249809  0.176936 -1.412 0.158
Mnt 6 -2.26255 0.31455 -7.193  6.34E-13 | -0.166806  0.174738 -0.955 0.34
Cnd Semi-field: Srf WW -0.07971 0.2447 -0.326 0.74461 | -0.33992 0.248625 -1.367 0.172
Cnd Field: Srf WwW -0.01549 0.23908 -0.065  0.948327 | 0.075176 0.236928 0.317 0.751
Cnd Semi-field: Mnt 1 0.0344 0.25168 0.137 0.891296 | 0.050291 0.231751 0.217 0.828
Cnd Field: Mnt 1 -0.10464 0.25794 -0.406 0.68498 | -0.047874  0.231052 -0.207 0.836
Cnd Semi-field: Mnt 2 0.1139 0.2669 0.427 0.669579 | -0.214686  0.238244 -0.901 0.368
Cnd Field: Mnt 2 -1.01581 0.30761 -3.302 0.000959 | -0.158211  0.236927 -0.668 0.504
Cnd Semi-field: Mnt 3 -0.31079 0.25422 -1.223  0.221518 | -0.295311  0.232784 -1.269 0.205
Cnd Field: Mnt 3 -1.69883 0.34381 -4.941  7.76E-07 | -0.380424  0.236468 -1.609 0.108
Cnd Semi-field: Mnt 4 -1.69322 0.32065 -5.281  1.29E-07 | -0.232982  0.231055 -1.008 0.313
Cnd Field: Mnt 4 -1.58226 0.31021 -5.101  3.39E-07 | -0.246445  0.237866 -1.036 0.3
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Cnd Semi-field: Mnt 5 -0.52606 0.51058 -1.03 0.302862 | 0.008722 0.241639 0.036 0.971
Cnd Field: Mnt 5 1.14127 0.41033 2.781 0.005413 | -0.005999 0.23584 -0.025 0.978
Cnd Semi-field: Mnt 6 0.18639 0.4398 0.424 0.671701 | -0.11176 0.241512 -0.463 0.644
Cnd Field: Mnt 6 0.4301 0.41318 1.041 0.297899 | -0.411801  0.242562 -1.698 0.09
Srf WW: Mnt 1 0.31145 0.24703 1.261 0.207389 | -0.039958  0.233684 -0.171 0.864
Srf WW: Mnt 2 0.49785 0.25709 1.936 0.052808 | -0.059589  0.239259 -0.249 0.803
Srf WW: Mnt 3 0.031 0.24303 0.128 0.898513 | -0.100575  0.238489 -0.422 0.673
Srf WW: Mnt 4 -0.04 0.24878 -0.161  0.872263 | 0.056124 0.23069 0.243 0.808
Srf WW: Mnt 5 2.31947 0.37561 6.175 6.61E-10 | 0.253517 0.240913 1.052 0.293
Srf WW: Mnt 6 2.28552 0.3563 6.415 1.41E-10 | 0.024021 0.239168 0.1 0.92
Cnd Semi-field: Sf WW: Mnt1  -0.16729 0.34308 -0.488  0.625819 | 0.141888 0.332948 0.426 0.67
Cnd Field: Srf WW: Mnt 1 -0.02145 0.3439 -0.062  0.950257 | -0.202508  0.325299 -0.623 0.534
Cnd Semi-field: St WW: Mnt2  -0.28728 0.35774 -0.803  0.421954 | 0.427067 0.337951 1.264 0.206
Cnd Field: Srf WW: Mnt 2 0.76406 0.38565 1.981 0.047566 | 0.077803 0.329841 0.236 0.814
Cnd Semi-field: Srf WW: Mnt 3 0.21248 0.34755 0.611 0.540953 | 0.425609 0.332849 1.279 0.201
Cnd Field: Srf WW: Mnt 3 1.46146 0.42065 3.474 0.000512 | -0.191079  0.340583 -0.561 0.575
Cnd Semi-field: Srf WW: Mnt 4 1.71956 0.40099 4.288 1.80E-05 | 0.194096 0.323582 0.6 0.549
Cnd Field: Srf WW: Mnt 4 1.5151 0.38811 3.904 9.47E-05 | 0.231871 0.32498 0.713 0.476
Cnd Semi-field: Srf WW: Mnt 5 0.39822 0.5618 0.709 0.478429 | 0.033358 0.342589 0.097 0.922
Cnd Field: Srf WW: Mnt 5 -1.44085 0.47446 -3.037  0.002391 | -0.405604 0.32963 -1.23 0.219
Cnd Semi-field: Sf WW: Mnt6  -0.41348 0.50136 -0.825  0.409529 | 0.313273 0.341323 0.918 0.359
Cnd Field: Srf WW: Mnt 6 -0.52259 0.47319 -1.104  0.269416 | 0.306195 0.334578 0.915 0.36
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Abstract

Background: Malaria is a public health problem in the Brazilian Amazon region. In integrated vector management
for malaria (anopheline) control, indoor residual spraying (IRS) represents one of the main tools in the basic strategy
applied in the Amazonian states. It is essential to understand the residual efficacy of insecticides on different surfaces
to determine spray cycles, ensure their rational use, and prevent wastage. This study aimed to evaluate the residual
efficacy of six insecticide formulations used in the National Malaria Control Programme on four different types of walls
in a field simulation at a “test house”.

Methods: The tests were performed as a field-simulating evaluation at a “test house” built in the municipality of
Macapa. Six insecticide formulations comprising four pyrethroids, a carbamate, and an organophosphate were used,
and evaluated when applied on different wall surfaces: painted wood, unpainted wood, plastered cement, and
unplastered cement. The insecticides were applied to the interior walls of the “test house" by a trained technician.

Results: In the bioassays performed with pyrethroids, deltamethrin water-dispersible granules (WG) performed
particularly well, presenting residual bioefficacy of 8 months on both wood surfaces after the IRS, whereas alpha-
cypermethrin suspension concentrate (SC) and etofenprox wettable powder (WP) demonstrated residual bioefficacy
of 4 months on at least one of the wood surfaces; however, the pyrethroid lambda-cyhalothrin WP showed a low
residual bioefficacy (< 3 months) on all tested surfaces, demonstrating its inefficiency for areas with a long transmis-
sion cycle of malaria. For the carbamate-bendiocarb WP, residual bioefficacy for 3 months was achieved only on wood
surfaces. In general, the organophosphate pirimifos-methyl capsule suspension (CS) demonstrated the best result,
with a mortality rate <80% over a period of 6 months on all surfaces tested.

Conclusion: Insecticide efficiency varies among different types of surface; therefore, a “test house”is a valuable
evaluation tool. This work highlights the usefulness of associating the residual efficacy of insecticides on the surfaces
commonly found in houses in endemic areas, together with knowledge about the transmission cycle duration of the
transmission cycle and the insecticide susceptibility of the vector. This association helps in the decision-making for
the malaria control intervention regarding.

Keywords: Anopheles, Wall surface type, Indoor residual spraying, Malaria, Integrated vector management
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Background

Malaria is an avoidable and treatable disease, but it
remains one of the most serious public health problems
globally. In endemic countries, poor, disadvantaged peo-
ple with limited access to healthcare facilities are the
most affected [1]. Approximately 90% of malaria cases
in the Americas are reported in the Amazonian parts
of South America, Bolivia, Brazil, Colombia, Ecuador,
French Guiana, Guyana, Peru, Suriname, and Venezuela,
with cases being mainly concentrated in Venezuela and
Brazil [2]. According to the Brazilian Malaria Epidemio-
logical Surveillance Information System (SIVEP/Malaria)
[3], 99.8% of the cases are reported in the Amazon region,
considered the endemic area, with high rates in states
such as Amazonas, Acre, Pard, and Amap4 [4, 5].

The set of interventions recommended by the World
Health Organization (WHO), and adopted by the
National Malaria Control Programme (NMCP), pro-
poses: reducing the lethality and severity of cases, reduc-
ing the incidence of the disease through the elimination
of transmission in urban areas, and maintaining the
absence of the disease in places where the transmission
has already been interrupted. This approach is under-
stood to involve integrated, selective, and economic
control activities that are suitable for the epidemiologi-
cal scenario and appropriate to the actual conditions in
each region [1, 6]. Among the proposed activities, vector
control is an essential component and should be imple-
mented based on local entomo-epidemiological data;
for this, long-lasting insecticidal nets (LLIN) and indoor
residual sprays (IRS) can be widely applied, which have
achieved decreases in malaria cases [7, 8] in Africa, Asia,
Europe, and Latin America [9-11].

Some limitations in Anopheles neotropical bioassays
include a lack of mosquito colonization in laboratory cir-
cumstances and low availability of bioassays, except for
colonies of Anopheles aquasalis and Anopheles albitar-
sis sensu stricto, which were kept in a laboratory by the
Oswaldo Cruz Foundation in Rio de Janeiro, Brazil [12,
13]. Therefore, it is a priority to establish colonies of vec-
tors that transmit malaria in Brazil [14]. Although malaria
represents a serious public health problem in Brazil, few
studies have evaluated the resistance of vectors to insecti-
cides [15, 16]. However, Silva et al. [17] evaluated the sus-
ceptibility profile of insects to pyrethroids in the larvae
of Anopheles darlingi and Anopheles marajoara, using a
simple, fast, and low-cost methodology, as an alternative
to traditional, certified tests in the Amazonian states of
Brazil, with the results showing susceptibility in the pop-
ulations in the municipality of Macapa.

The development of insecticides that remain active for
long periods was one of the most important advances in
insect control in the 20th century. Controlling malaria
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with insecticides in the Amazon dates back to the 1940s
when two-thirds of the Brazilian population lived in
endemic areas. Thus, a national campaign for the eradi-
cation of the disease with the expressive use of organo-
chlorine DDT (dichlorodiphenyl-trichloroethane) in an
organized and systemic manner [18, 19] was initiated,
also contributing to the prevention of the epidemic of
typhus transmitted by lice [20].

Organophosphates (e.g., malathion, temephos, and
fenitrothion.) were developed in the 1940s and have been
used ever since as insecticides, herbicides, and plant
growth regulators. In the 1970s, organochlorines were
replaced by organophosphates [21]; although they are
biodegradable and non-cumulative, they present chemi-
cal instability and high toxicity in vertebrates [22]. Car-
bamates present a rapid lethal action; however, as well
as organophosphates, their persistence in the environ-
ment is short, making more frequent applications neces-
sary [23]. The adoption of pyrethroids in the fight against
malaria vectors in Brazil began in the mid-1990s, with
cypermethrin in a wettable powder formulation [16],
with lambda-cyhalothrin 5% for thermonebulization,
and etofenprox WP 20% for BRI [24]. In addition, LLIN
is impregnated with pyrethroids. However, the judicious
use of chemical insecticides is necessary, avoiding the
contamination of the environment and the selection of
populations of resistant vectors [25, 26].

Knowledge about the persistence of insecticides (resid-
ual effect) is essential to determine the appropriate fre-
quency of insecticide application in dwellings in areas
with a high malaria incidence, considering the duration of
the malaria transmission season, and to systematize the
cycles of application of such products [16, 27-29]. This
activity consists of spraying the walls of residences with
insecticides that remain in place on the applied surfaces.
The residual efficacy of this is evaluated by performing
bioassays as recommended by the WHO [30, 31], which
should ideally be conducted in actual human habitations.
However, factors such as the operational cost of mobiliz-
ing teams to perform this, the difficulty in accessing areas
with houses sprayed with insecticides, ethical considera-
tions [32], the variability of dwellings, and the non-use of
F, generation mosquitoes of a known age compromise
the performance of such tests in field conditions [33]. On
the other hand, laboratory panel bioassays, under con-
trolled conditions, have demonstrated a more prolonged
residual effect [34], which may lead to a longer interval in
the spray cycles.

Historically, the use of experimental huts began in the
1940s, with the goal of capturing mosquitoes. Subsequent
works adapted the models for studies including the eval-
uation of IRS and LLIN, repellents, and synthetic attract-
ants [35-38]; such dwellings may even be transportable,
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such as the modified experimental Ifakara hut [39], which
also exhibited the proven merits of the previously devel-
oped huts; however, there are no studies of studies of this
nature in the Brazilian Amazon region, despite this being
the location of the majority of the cases reported in the
country [2]. The use of a “test house” for the field simula-
tion for the wall bioassays can minimize the differences
between the laboratory and the field; it can also decrease
the operational costs, providing a better solution to
define the spray cycles for IRS.

The aim of the present study was to evaluate, for the
first time in a field simulation, the residual effect of six
insecticide formulations used by the NMCP in an experi-
mental hut called a “test house’, featuring walls composed
of four different surfaces in the Brazilian Amazon.

Methods

Study area

This study was carried out in the city of Macapd (lati-
tude: 0°2'20”N, longitude: 51°3/59”W), in the state of
Amapa (Fig. 1). This site has a humid equatorial climate
with an annual average temperature of 27 °C and two
well-defined seasons: summer (drought period, from July
to December) and winter (rainy season, from January
to June) [40]. Malaria is endemic in this region, with its
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incidence peaking in the period from August to Novem-
ber SIVEP-Malaria (http://200.214.130.44/sivep_malar
ia/).

Study period

The study was conducted from October 2014 to March
2016, in the external area of the Laboratory of Medical
Entomology-Campus Fazendinha, Institute of Scientific
and Technological Research of the State of Amapd-IEPA,
in two phases:

First phase

October 2014 to April 2015—testing of the insecticides
alpha-cypermethrin SC, etofenprox WP, and lambda-
cyhalothrin WP.

Second phase

May 2015 to March 2016—testing of the insecticides del-
tamethrin WG, bendiocarb WP, and pirimiphos-methyl
CSs.

“Test house”

A house was built in the external area of the Laboratory
of Medical Entomology (IEPA) with the following char-
acteristics: internal dimensions (3 m wide, 6 m long, 3 m

2

Suriname French Guiana

rA

Fig. 1 Spatial representation of the study area: Macapd—Amapa, Brazil
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high), a corrugated fiber cement roof supported by hard-
wood beams, unlined, and a bare concrete floor with a
window measuring 1 x 0.74 m and a wooden door meas-
uring 0.85 x 2.10 m. Externally, it had a pavement which
was 0.70 m wide surrounding the house and a front
porch of 2 m with the characteristics of the floor and
cover (Fig. 2).

The front wall and one of the side walls were made of
bricks (masonry), whereas the other side wall and the
back of the house were made of wood. Each side wall
was divided into two parts. For the masonry wall, one
part was left with only bricks, whereas the other was
covered with plastered cement, referred to as plastered
cement (CP1) and unplastered cement (CP2) surfaces.
For the wooden wall, one part was painted with white
acrylic paint, and the other part was kept without any
paint, which is referred to as painted wood (WP1) and
unpainted wood (WP2) surfaces. The front masonry wall
was divided into two parts, CP1 and CP2, constituting
the surfaces used as the controls. The same procedure
was performed for the wooden back wall, where the WP1
and WP2 surfaces were used as the controls. Each side
wall was divided into three 1-m-wide strips, and each
strip was sprayed with one insecticide (Fig. 3).

The choice of the surfaces for the walls of the “test
house” was based on the typical characteristics of the
houses in the Amazon region. Houses in this region are
also typically built on stilts. However, considering that
the areas in which malaria is endemic are generally rural
(e.g., settlements, villages, and districts) or forested,
housing at these sites commonly features construction
materials such as wood (abundant in the region), bricks,
and cement, along with sand and straw roofs, ceramic
tiles, or cement.
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Insecticides

Six insecticide formulations were evaluated, with the
first analysis focusing on three pyrethroids, followed
by a second analysis on a pyrethroid, a carbamate, and
an organophosphate. The chemicals were used at the
maximum concentrations for each formulation accord-
ing to the World Health Organization Pesticide Evalu-
ation Scheme (WHOPES) recommendations [41, 42],
and included: (1) alpha-cypermethrin—ALFATEK® 200
SC, sprayed at a concentration of 0.03 g a.i./m? (grams
of active ingredient), lambda-cyhalothrin—ICON® 10
WP sprayed at a concentration of 0.03 g a.i./m? and
etofenprox—VECTRON® 20 WP, sprayed at 0.3 g a.i./
m?% (2) deltamethrin—DELTAGARD® 250 WG sprayed
at a concentration of 0.025 g/m? bendiocarb—FICAM®
VC—WP at 0.4 g a.i./m?% and pirimiphos-methyl CS—
Experimental Sample (Syngenta, Switzerland) sprayed at
1 g a.i./m? The compounds have complete or provisional
WHO approval and represent a diverse range of common
insecticides currently used in vector control.

Wall bioassays—residual efficacy tests

Considering that most species of Brazilian anophelines
are not yet colonizable in the laboratory, obtaining a
sufficient number of individuals to be used in the bioas-
says is difficult. Anopheles (Nyssorhynchus) marajoara,
was chosen for the residual efficacy bioassays because
of the high population density of the vector that can be
captured abundantly using animals as attractive. These
anophelines are collected directly from the walls of buf-
falo corrals with the help of the mouth aspirator in rural
areas of the region. In addition, An. marajoara is a vec-
tor of the complex Albitarsis, which has been implicated
as the main vector in some municipalities of the state of

floor

Fig. 2 Test house external view. a Frontal and lateral view of the external plastered cement surfaces painted with acrylic paint. b The view of the
side surfaces of unplastered cement (CP2) and plastered cement (CP1) divided into strips for the application of insecticides; view of the back wall
(control) consisting of a painted wooden wall (WP1) and an unpainted wooden wall (WP2); a corrugated fiber cement roof and a bare concrete
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Amapé [43-45], with anthropophilic and zoophilic, endo
and exophageal behaviour, but being almost exclusively
exophilic [46].

Against this background and considering the work of
Silva [47] on the susceptibility/resistance of this vector
in the Amazon region, including the state of Amapa, it
was considered that populations collected in areas with
little or no use of insecticides could be used for conduct-
ing bioassays. As such, the population of An. marajoara
was used for this study since the samples were collected
monthly, in the municipality of Mazagao, with the aid of
a mouth aspirator at sites in which insecticides have not
been directly applied. Females of An. marajoara (F, gen-
eration) were raised in the Insectary Laboratory of Medi-
cal Entomology/IEPA in accordance with a modified
version of the protocol of Horosko et al. [12].

For the two phases in this study, with the exception
of the control strips, the water-diluted insecticides were
applied to the inner walls of the “test house” with a Hud-
son X-Pert nozzle type 8002-E pump by a trained tech-
nician from the Amapd State Secretary of Health. This
was supervised by IEPA technicians and performed in
accordance with the WHO guidelines, with the following
specifications: a pressure of 25-55 psi, the distance from
the tip of the nozzle to the sprayed surface of 45 cm, and
a sprayed strip width of 75 cm [7, 48, 49].

To avoid cross-contamination between the insecticides
at the time of spraying, they were applied on different
days of the same week. Additionally, all the internal walls
were completely sealed with a waterproof plastic tarpau-
lin, being exposed only four different swaths per sur-
face type (CP1, CP2, WP1, and WP2), which were then
sprayed with the specific insecticide. This tarpaulin was
only removed after the insecticide had completely dried.

In the bioassays, each strip of the tested surface
received nine plastic cones, distributed at three heights
corresponding to 0.5, 1.0, and 1.5 m above the ground.
For the control walls, one cone was used for each height.
All the cones received approximately 15 mosquitoes
[30, 31, 50-53]. After 30 min of exposure to the treated
walls, the mosquitoes were transferred from the cones
to clean entomological cups, where the first reading was
performed. Subsequently, the mosquitoes were taken to
the laboratory located on the same campus as the “test
house’, fed 10% sucrose solution and, stored in a humid
chamber, with a temperature between 25 and 27 °C and
relative humidity between 70 and 80%.

The mortality rate was calculated 24 h after the end
of the test, considering live mosquitoes as those capable
of flying after slight agitation in the entomological cup,
regardless of the degree of damage suffered. Abbott’s for-
mula was used to correct the mortality rates when there
was a mortality rate of between 5 and 20% in the control
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group. No correction was necessary when the mortality
rate was below 5%, while the bioassay was repeated when
the rates were above 20% [54].

The first bioassay was carried out 1 day after the appli-
cation of the insecticides, and then at approximately
30-day intervals. The mortality rates in the exposed group
were established as satisfactory when they were greater
than or equal to 80%, in accordance with the WHO crite-
ria [30]. In this study, the end of the evaluation period for
each insecticide was defined as when a reduction in the
mortality rate occurred for two consecutive months or
for up to 240 days after surface spraying for insecticides
that maintained a mortality < 80%.

In the interval from one stage to the next, the test
house was cleaned, and its walls were washed several
times with the aid of neutral soap and a high-pressure
washer for the complete removal of the residues from the
applied insecticides. After each wash, the cleaning of the
wall was verified with wall bioassays, following the rec-
ommended methodology with an expected 0% mortality
rate. Once this rate had been observed on all the internal
surfaces of the test house, it was released for the applica-
tion of the insecticides in the second stage.

Climate data

Environmental data concerning relative humidity, tem-
perature and rainfall were obtained at the Fazendinha
campus meteorological station of the Hydrometeorology
and Renewable Energies Nucleus/IEPA.

Data analysis
Statistical analyses were performed using R [55] and
RStudio [56] with a significance level of 5%. A series of
logistic regression models were used to estimate the
residual effect of six different formulations of insecti-
cides on the mortality of An. marajoara exposed on four
types of surfaces up to 8 months after the initial applica-
tion of the insecticide. Similar data analysis was used to
estimate the effects of the surface type and cone height
on An. marajoara mortality. A separate model was estab-
lished for each of the six formulations of insecticides
used: alpha-cypermethrin SC, etofenprox WP, lambda-
cyhalothrin WP, deltamethrin WG, bendiocarb WP, and
pirimiphos-methyl CS. The models tested the surface
type 1 month after the initial exposure and its interac-
tion with fixed effects. The mortality was calculated after
24 h of product exposure. When significant effects were
found, follow-up analyses were performed for paired
comparisons using the Bonferroni method available in
the Ismeans package [57].

Average temperature and mean relative humidity were
compared in both experimental phases using a Welch’s ¢
test, due to unequal sample size (187 days in phase 1 and
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281 days in phase 2). The total number of rainy days was
compared in each phase using a Wilcoxon—Mann—Whit-
ney test.

The exclusion criterion for the statistical analyses was a
mortality rate that did not meet the manufacturers’ spec-
ifications of a residual effect varying from 2 to 6 months.
In this way, insecticides with a mortality rate below 80%
in a period shorter than 60 days were excluded from the
tests.

Results

The results presented in the tables and line graphs dem-
onstrate the decay rate of the six different insecticides
expressed as the 24 h mortality rate versus the number
of days post spraying on the four different surfaces. Here
the survival of the mosquitoes is considered as an indi-
cator of the decreased of the residual effect of the insec-
ticide on a given surface. The evaluation of the residual
effect of the insecticides was carried out considering the
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application of different formulations on distinct surfaces:
WP1, WP2, CP1, and CP2 (Tables 1, 2).

There was no significant difference between relative
humidity (t=1.453, df=352.52, p-value=0.15) and
number of rainy days (W =26,714, p-value=0.72) when
comparing both experimental phases, but there was a
significant difference when comparing mean temperature
(t=—6.4421, df=358.78, p-value<0.001) (Additional
file 1).

Findings in the first phase

In the bioassays performed with the pyrethroids, the
results of the tests after 24 h of spraying revealed a mor-
tality rate above 80% for all of the surfaces used, with
results reaching 100% for alpha-cypermethrin SC in WP1
and for etofenprox WP in WP1 and WP2, attesting to the
efficacy of the spraying. These insecticides showed high
residual activity (mortality>80%) for 4 months after
spraying on at least one of the surfaces (Table 1). There
were no significant relationships between the surface

Table 1 The mean (SE) monthly mortality rate of An. marajoara after 24 h post-exposure to six different insecticides
sprayed on four different surfaces: painted wooden wall (WP1), unpainted wooden wall (WP2), plastered cement wall

(CP1), and the unplastered cement wall (CP2)

Insecticide Substrate Days post IRS
1 30 60 20 120 150 180 210 240°

Alpha-cypermethrin SC~ WP1 1.00 (-) 1.00 (-) 0.99(0.02) 0.78(0.04) 0.81(0.04) 049(0.07) 0.25(0.06) - -

WP2 082 (0.05) 092(0.03) 047(0.14) 043(0.12) - - - - -

CP1 099(0.02) 0.77(0.06) 0.22(0.05) - - - - - -

CP2 097(0.03) 051(0.04) 049(008) - B - - - -
Etofenprox WP WP1 1.00 (—) 1.00 (-) 0.85(0.04) 082(0.05 058(0.10) 030(0.08) - - -

WP2 1.00 (-) 097(0.02) 098(0.03) 0.97(0.02) 0.86(0.06) 068 (0.08) 0.33(0.08) - -

CP1 1.00 (-) 093 (0.03) 087(0.05) 040(0.07) 054(008) - - - -

CP2 097 (0.02) 067(0.11) 0.54(0.07) - - - - - -
Lambda-cyhalothrin WP WP1 1.00 (—) 0.98(0.02) 062(0.11) 043(007) - - - - -

WP2 096 (0.02) 0.96(0.03) 0.73(0.05) 063(0.10) - - - - -

CP1 0.88(0.04) 0.79(0.06) 0.03(0.02) - - - - - -

CcP2 098 (0.02) 0.74(0.05) 060(0.11) - - - - - -
Deltamethrin WG WP1 1.00 (=) 1.00 0.98(0.03) 097(0.03) 0.95(0.02) 0.94(0.02) 0.85(0.05) 0.82(0.04) 0.83(0.06)

WP2 1.00 (—) 0.98 (0.02) 0.58(0.08) 0.94(0.03) 0.94(0.03) 094(0.03) 092(0.04) 098(0.02) 1.00(-)

CcP1 1.00 () 1.00 (—) 0.90 (0.06) 0.87(0.04) 0.74(0.07) 0.68(0.08) - - -

CcP2 1.00 (=) 0.99(0.02) 085(0.06) 073(0.13) 066 (0.07) - - - -
Bendiocarb WP WP1 1.00(-) 1.00 (-) 1.00 (-) 1.00 (-) 0.53(0.13) 060(0.12) - - -

WP2 1.00 () 1.00(-) 1.00 (—) 1.00 (—) 046 (0.12) 065(0.14) - - -

CP1 1.00(-) 0.11(0.03) 0.03(002) - - - - - -

CP2 1.00 () 005 (0.03) 006(0.02) - - - - - -
Pirimiphos-methyl CS WP1 1.00 (-) 1.00 (-) 1.00 (-) 0.98 (0.03) 1.00(-) 1.00 (-) 1.00 (=) 0.98 (0.02) 0.79 (0.10)

WP2 1.00 (—) 1.00(—)  094(0.04) 0.79(0.08) 0.84(0.05 087005 0.73(0.10) 066 (0.07) -

CP1 1.00 (=) 0.98 (0.03) 1.00(—) 092 (0.06) 0.69(0.11) 095(0.04) 0.65(0.09) 1.00(—) 0.90 (0.06)

CcP2 1.00 () 0.97 (0.02) 1.00(—) 0.98(0.02) 1.00(-) 0.98(0.02) 0.97(0.04) 0.92(0.03) 0.98(0.03)

? The experiments were maintained until a mortality rate of less than 80% was observed for two consecutive months
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type, cone height, and their interaction for An. marajoara
mortality for alpha-cypermethrin SC, etofenprox WP,
and lambda-cyhalothrin WP.

Alpha-cypermethrin SC

Overall, alpha-cypermethrin was more efficient on
wooden surfaces than on cement surfaces (Fig. 4). The
model results and comparisons showed a diverse pattern.
CP1, CP2, and WP2 had mortality rates declining below
80% before reaching the second month of the experiment
(Table 2). WP1 was the best surface for this formulation,
with mortality rates above 80% for the first 4 months of
the experiment (Table 1).

Etofenprox WP

Overall, the mortality rates declined faster on the cement
walls than on the wooden ones (Fig. 4). On CP1, the
mortality rate stayed above 80% for the first 2 months,
while on the unplastered wall the mortality rate dropped
to below 80% in the first month of the experiment. The
painted wooden wall maintained high mortality rates for
the first 3 months. On the unpainted wall, the mortality
rate declined to below 80% in the sixth month (Tables 1,
2).

Lambda-cyhalothrin WP

Mortality rates for this formulation declined faster for
the cement walls than for the wooden ones (Fig. 4). The
mortality declined to levels below 80% on CP1 in the sec-
ond month, whereas for the painted wooden walls, the
mortality rates declined to levels below 80% in the 3rd
month (Tables 1, 2).

Page 9 of 14

Findings in the second phase

In the bioassays performed with deltamethrin WG (pyre-
throid), bendiocarb WP (carbamate), and pyrimiphos-
methyl CS (organophosphate), the results of the tests
after 24 h of spraying showed 100% mortality on all the
surfaces used, namely WP1, WP2, CP1, and CP2, which
confirmed the efficacy of the spraying (Tables 1, 2). Sig-
nificant relationships were found between the surface
type, cone height, and their interaction for An. marajoara
mortality only for deltamethrin WG (OR for 1.5-m height
on MCP surface: 1.508; 95% CI 1.064, 2.138).

Deltamethrin WG

The mortality rates for this formulation were better on
wooden surfaces than on cement ones, although the WP2
wall had a significant decrease in mortality in the second
month (Fig. 5, Table 2). CP1 had a mortality rate above
80% up to the fifth month, while CP2 had a mortality rate
above 80% up to the third month. For both the wooden
walls, the mortality rates were maintained above 80% for
all 8 months of the experiment (Tables 1, 2).

Bendiocarb WP

Showed better residual bioefficacy on the wooden sur-
faces than on cement surfaces (Fig. 5). This lasted up to
5 months on both painted and unpainted wooden sur-
faces. In contrast, it lasted only 1 month on the cement
surfaces (Table 2), showing a rapid decline in the sec-
ond month postspraying, with a mortality rate ranging
between 11 and 5% on CP1 and CP2, respectively.
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Fig. 4 The residual effect represented by the mortality percentage for the insecticides etofenprox WP, alpha-cypermethrin SC, and
lambda-cyhalothrin WP on the surfaces of painted wood (WP1), unpainted wood (WP2), plastered cement (CP1), and unplastered cement (CP2),
observed after 24 h post-IRS for a period of 6 months in a field simulation trial “test house"—Macapé/AP
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Fig. 5 The residual effect represented by the mortality percentage for the insecticides bendiocarb WP, deltamethrin WG, and pirimiphos-methyl
CS on the surfaces of painted wood (WP1), unpainted wood (WP2), plastered cement (CP1), and unplastered cement (CP2), observed after 24 h
post-IRS for a period of 8 months in a field simulation trial “test house"—Macapa/AP

Pirimiphos-methyl CS

Overall, this formulation maintained the mortality rates
above 80% on all the surfaces tested for at least 6 months
(Fig. 5). On the cement surfaces and on WP1, the mor-
tality rates were higher than 80% for all 8 months of the
experiment. On WP2, the mortality declined in the sev-
enth month of the experiment (Tables 1, 2).

Discussion
The present study demonstrated a wide variation in the
residual efficacy of six IRS products from three classes of
insecticides in a field simulation (“test house”), applied to
four surfaces. The type of sprayed surface and the formu-
lation of the insecticides showed different residual results
when compared with those recommended by WHOPES.

IRS can be optimized by adjusting the insecticide for-
mulation depending on the sprayed surface [1]. Wettable
powder and water dispersible granule formulations such
as etofenprox WP, bendiocarb WP and deltamethrin WG
have been shown to have higher residual effects on wood
surfaces. The concentrated suspension formulation of
alpha-cypermethrin SC was effective on painted wood,
while the capsulated suspension of pirimiphos-methyl
CS was effective on the wood and masonry surfaces. A
mortality rate of 80% or more is the criterion adopted by
the WHO to establish the residual effect of insecticides.
In this study, in this study, products with residuals of 2 to
6 months were used; the efficacy results of the six insec-
ticides showed that deltamethrin WG and pirimiphos-
methyl CS met the WHO recommendation, presenting
mortality rates within the established range for up to
240 days [42].

For the other insecticides, the mortality rate did not
reach the minimum period of residuality for all the
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evaluated substrates. The complexity of monitoring the
IRS vector control in field situations [51] can be over-
come with information obtained from the bioassays per-
formed in field-simulating conditions. In this study the
alpha-cypermethrin concentrated suspension formula-
tion (SC) performed better on the wood surfaces than on
cement ones; however, the only surface that reached the
minimum period with residual efficacy within the WHO
parameters for up to 120 days (4 months) was WP1. A
similar result was found in the Democratic Republic of
Sao Tome and Principe, suggesting that IRS should be
applied in three cycles per year [58]. For the WG-SB and
WP formulations of alpha-cypermethrin on the clay and
cement surfaces, the residual efficacy ranged from 11 to
16 weeks [59]. The data compiled by Dengela et al. [39]
about the residual efficacy in African countries showed
satisfactory performance of alpha-cypermethrin WP,
varying from 4 to 10 months, on surfaces of mud, wood,
cement, and other materials in the sprayed dwellings.
The residual efficacy of the etofenprox and lambda-
cyhalothrin pyrethroid formulations, according to the
WHOPES guidelines, ranged from 3 to 6 months. In Bra-
zil, the recommendation for the IRS with the formulation
etofenprox WP was established with a 4-month interval
[24], based on the laboratory bioassays performed with
WP2 panels. The results in the field simulations presented
the same residual efficacy for this surface; however, San-
tos et al. [16] using this insecticide in the field conditions,
observed residuality of up to 3 months for wooden and
CP2 surfaces, but on the CP1 surface the effectiveness
was lower, supporting the findings of the study. The for-
mulation of lambda-cyhalothrin WP demonstrated a
short residual efficacy on the cement and wood surfaces
under evaluation in Brazil [16], being in agreement with
the results obtained in this study, however studies in
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African countries showed satisfactory residuality, accord-
ing to the period recommended by WHOPES on surfaces
of cement [60] and wood [61]. Variations in the results
were also described for the concentrated suspension for-
mulation of lambda-cyhalothrin CS concerning its effec-
tiveness on the cement surfaces [62].

The residual effect of deltamethrin varied among the
different surfaces. With the WP formulation, the results
displayed the expected residual efficacy (3 to 6 months)
[42, 60, 63]; they surpassed the predicted period when
the SC-PE formulation was used [29], and the WG for-
mulation presented results that were below the estab-
lished [52, 64, 65]. In this study, among the evaluated
pyrethroids, deltamethrin WG showed the best perfor-
mance, demonstrating efficacy for 8 months on the wood
surfaces and maintaining a residual effect with mortal-
ity > 80% for a period equal to or greater than 90 days on
three of the tested surfaces. Similar results were found in
previous studies [66, 67].

It was highlighted that some factors affect the residual
efficacy and persistence of insecticides; for example, the
activity of pyrethroids can be compromised by the rapid
degradation on porous surfaces with a high absorption
[16, 66]. The low residual bioefficacy of the pyrethroids
on the cement surfaces compared with the wooden ones
found in the present study confirms previous observa-
tions but diverges from the findings of Dunford et al. [64].

The continuous use of pyrethroids has led to an
increase in the population of resistant mosquitoes. Few
studies have been performed on neotropical Anopheles
[68, 69] and although there is a shortage of records in
Brazil [17, 70], this is a reality in African countries [62,
71-73], supporting the importance of using substitute
products in IRS rotation schemes [1, 23]. Bendiocarb is
an insecticide of the class of carbamates recommended
by the WHO, with residual efficacy varying from 2
to 6 months [42]. The WP formulation achieved the
expected residual efficacy on different surfaces [51, 74],
but some studies reflected a short residuality from 2 to
3 months [51, 75-78].

These results are similar to those found in this study
on the wooden surfaces, but on the masonry surfaces,
the effectiveness was less than 30 days. The short resid-
uality of bendiocarb compromises its use as an alterna-
tive to replace the pyrethroids in the rotation scheme for
malaria control in the Brazilian Amazon since it demands
a higher number of spray cycles, not presenting a cost-
effective benefit for protection in endemic areas.

In the search for long-lasting insecticides, the microen-
capsulation technology of pirimiphos-methyl has brought
significant benefits in the current context of resistance to
pyrethroids. Thus, the CS encapsulation suspension for-
mulation minimizes the limitation of the low residuality
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found in WP and EC emulsified concentrate formulations
[42, 79], prolonging its persistence for up to 10 months
on cement surfaces and for 6 to 8 months on the other
surface types. The observed residual efficacy is ben-
eficial in areas where there are up to two transmission
periods per year [51, 53, 62, 67, 80, 81], corroborating
the findings that residual efficacy was 8 months for the
masonry and WP1 surfaces and 6 months for the WP2.
The pirimiphos-methyl CS presented little variation and
good performance among the tested surfaces. However,
the bioassay was interrupted before the mortality rate
dropped to less than 80% for two consecutive months due
to the strong odour, as also reported elsewhere [27, 80].

In areas where there are no records of resistance to
pyrethroids, its use should thus be considered with cau-
tion, to avoid rejection of its use by human inhabitants
and inconsistent control activities (Additional file 2).

Conclusions

The results of this study showed a variation of the resid-
ual effects of insecticides on the different tested sur-
faces. The residuality performance consistent with the
WHO guidelines, among the pyrethroids evaluated, was
observed for the insecticides deltamethrin WG for WP1,
WP2 (240 days), and CP1 (90 days) surfaces and etofen-
prox WP for both the wood surfaces (90 and 120 days).
Within this context, these insecticides would be effec-
tive in vector control programmes if applied in quarterly
spray cycles. The pyrethroids alpha-cypermethrin SC and
lambda-cyhalothrin WP, as well as the carbamate-bendi-
ocarb WP, presented a lower residuality than the other
insecticides studied, with a short or no period of effec-
tiveness on the applied surfaces. On the other hand, the
organophosphate pirimiphos-methyl CS was shown to be
efficient on all of the surfaces so that it could be used in
cycles with an interval of up to 6 months. Nevertheless,
this insecticide exudes a strong odour and high toxicity in
vertebrates; therefore, in countries in which resistance to
pyrethroids has not been confirmed, its judicious use is
recommended.

This study reveals that the variation in effects among
different surfaces and the short residual effect compro-
mises the use of insecticides, to the detriment of the
cost—benefit. The persistence of the product is essential,
and it should remain effective on the applied surface for
sufficient time to cover the malaria transmission period.
Against this background, the use of the “test house” for
the field simulation is beneficial to evaluate the residual
period of insecticides in order to obtain results that are
more reflective of those in residences in endemic areas.

This study also recommends the performance of com-
parative wall bioassays using laboratory panels, field
simulations, and directly in the field. The data generated
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from such studies can serve as an important guide to
malaria control programmes, by selecting insecticides for
IRS in these environments.

Supplementary information

Supplementary information accompanies this paper at https//doi.
org/10.1186/512936-019-2969-6.
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Additional file 1. Figure S1: Climate data for each experiment. Phase 1
occurred from October 2014 to April 2015 and phase 2 from May 2015 to
March 2016.

Additional file 2. Table S1: Estimated effects of surface type, cone height
and their interaction on Anopheles marajoara mortality for six different
insecticide formulations. Bold entries indicate statistical significance

(p < 0.05).
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from such studies can serve as an important guide to
malaria control programmes, by selecting insecticides for
IRS in these environments.
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10 ANEXOS

ANEXO A — Parecer consubstanciado do IEPA e da FIOCRUZ

INSTITUTO DE PESQUISAS
CIENTIFICAS E Rraa ™
TECNOLOGICAS DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo residual em laboratério e diretamente no campo de produtos recomendados
para o controle da malaria utilizando diferentes substratos, e do perfil de
susceptibilidade/resisténcia de populagdes naturais de anofelinos no estado do Amapa

Pesquisador: Ana Paula Sales de Andrade Corréa

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 38470714.3.0000.0001

Instituicao Proponente: Instituto de Pesquisas Ciéntificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapa -

Patrocinador Principal: ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE/ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OPAS/OMS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 910.453
Data da Relatoria: 18/11/2014

Apresentacao do Projeto:

Dentre as abordagens integradas para controle do vetor, a Borrifacdo Residual Intradomiciliar-BRI € uma
estratégia basica importante, que requer constante monitoramento, para o conhecimento quanto a selegao
de anofelinos resistentes aos inseticidas usados, quanto para conhecimento do efeito residual desses
inseticidas. Na pratica o efeito residual depende ndo somente do composto em si, mas do tipo de material
que compde estas paredes.

Objetivo da Pesquisa:

Estudar efeito residual de inseticidas utilizados no controle de malaria em painéis em condigdes de
laboratério e campo, e o perfil de susceptibilidade/resisténcia a inseticidas em Anopheles darlingi e
Anopheles marajoara de populagdes de dois municipios do Amapa.

Avaliacédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:incémodo domiciliar e alergias;

Beneficios:N&o incidira qualquer vantagem financeira.

O beneficio indireto sera o resultado da pesquisa, que ajudara no conhecimento sobre status de
suscetibilidade/resisténcia e da acéo residual dos inseticidas, que define os intervalos minimos de

Endereco: Av. Feliciano Coelho, 1509

Bairro: Trem CEP: 68.908-220
UF: AP Municipio: MACAPA
Telefone: (96)3212-5353 Fax: (96)3212-5349 E-mail: cep.iepa@iepa.ap.gov.br
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ANEXO - B
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FIOCRUZ/IOC

Irwtioptn Ovwalda Cran

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo residual em laboratério e diretamente no campo de produtos recomendados
para o controle da malaria utilizando diferentes substratos, e do perfil de
susceptibilidade/resisténcia de populagdes naturais de anofelinos no estado do Amapéa

Pesquisador: Ana Paula Sales de Andrade Corréa

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 38470714.3.3001.5248

Instituicdo Proponente: Instituto de Pesquisas Ciéntificas e Tecnol6gicas do Estado do Amapa -

Patrocinador Principal: ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE/ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OPAS/OMS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.036.165
Data da Relatoria: 14/04/2015

Apresentacao do Projeto:
Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnolégicas do
Amapa (IEPA) sob nimero datadode em colaboragdo com o LAFICAVE/IOC/FIOCRUZ.

A maléria, dentre as parasitoses humanas, constitui-se um dos mais graves e conhecidos problemas de
saude publica no mundo, afetando a populacéo de diferenciadas regides tropicais e subtropicais do planeta.
Em consequéncia da auséncia de vacina e da selegdo de parasitas resistentes aos farmacos disponiveis, o
controle de vetores do género Anopheles, protecdo pessoal, participacdo da comunidade sdo os pilares das
estratégias da Organizacdo Mundial de Saude-OMS para controle da malaria.Dentre as abordagens
integradas para controle do vetor, a Borrifacdo Residual Intradomiciliar-BRI € uma estratégia basica
importante, que requer constante monitoramento, para o conhecimento quanto a selecido de anofelinos
resistentes aos inseticidas usados, quanto para conhecimento do efeito residual desses inseticidas.

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

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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