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Resumo

Objetivo

A susceptibilidade dos insetos tem sido um dos mais importantes aspectos a ser
monitorados em programas de satide piblica que tratam do controle de vetores. O
estudo objetiva avaliar a susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti a inseticidas
quimicos em areas sujeitas ou ndo a controle.

Métodos

Bioensaios foram realizados com concentragdo de diagndstico e concentragao multipla,
segundo padrdo da Organiza¢ao Mundial de Saude para as coletas de larvas de Aedes
aegypti, em uma area nio sujeita — Campinas, SP — ¢ em uma outra area sujeita —
Campo Grande, MS — a tratamentos quimicos de controle.

Resultados

Larvas de Aedes aegypti coletadas em Campinas indicaram resisténcia potencial a
concentragdo-diagnoéstico (CD) de 0,04 ppm do organofosforado temephos. O teste
de concentra¢do multipla registrou sobrevivéncia de 24,5% a concentragdo de 0,0125
ppm. A susceptibilidade dessa mesma linhagem foi avaliada para o organofosforado
fenitrothion (CD=0,08 ppm) e o piretréide cipermetrina (CD=0,01 ppm), resultando
em valores normais para essas concentragdes. Larvas de Ae. aegypti coletadas em
Campo Grande mostraram susceptibilidade normal ao temephos (CD=0,04 ppm) ¢
a cipermetrina (CD=0,01 ppm). Também foram estabelecidas as CL, e as CL,, de
cipermetrina 25 CE, cyfluthrin 5 CE, betacyfluthrin 1,25 SC e propoxur 20 CE para
Ae. aegypti. Com base nos dados da linhagem-padrio Rockefeller, foram estimadas
as razdes de resisténcia de 2,9, 2,2, 2,4 ¢ 1,3, respectivamente, pela CL_, e de 3,5,
2,6,3,9 ¢ 1,3 pela CL,,.

Conclusio

Os resultados reforgam a necessidade de avaliagdes prévias ¢ monitoramento da
efetividade dos inseticidas que devem ser usados em programas de controle de
mosquitos.
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Abstract

Objective
Insect susceptibility has been one of the most important aspects to be monitored in
public health programs for vector control. The purpose of the study is to assess the
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susceptibility to chemical insecticides of Aedes aegypti larvae in both areas under
vector control and no vector control.

Methods

World Health Organization standard bioassays for diagnostic concentration and
multiple concentrations were performed in mosquito larvae collected in an area
under no vector control (Campinas, SP) and an area under vector chemical control
(Campo Grande, MS), in Brazil.

Results

Potential resistance to a diagnostic concentration of temephos (DC=0.04 ppm) was
registered for an Ae. aegypti larval population collected in Campinas. Multiple
concentration tests confirmed the larvae resistance, with 24.5% of them surviving at
the 0.0125 ppm concentration. Bioassays with the organophosphate fenitrothion
(DC=0.08 ppm) and pyrethroid cypermethrin (DC=0.01 ppm) in the same population
revealed their susceptibility to these agents. Bioassays carried out in an Ae. aegypti
larval population collected in Campo Grande showed their susceptibility to temephos
(DC=0.04 ppm) and cypermethrin (DC=0.01 ppm). LC_ and LC,, for cypermethrin
(CE25), cyfluthrin (CES5), betacyfluthrin (SCI1.25) and propoxur (CE20) were
determined for Ae. aegypti. Using the Rockefeller standard strain values, ratios of
resistance were estimated: 2.9, 2.2, 2.4 and 1.3 for LCW and 3.5, 2.6, 3.9 and 1.3 for

LC,,, respectively.
Conclusion

The findings reinforce the need for routinely monitoring pesticide efficacy as a very
important step in vector control management programs.

INTRODUCAO

Poucas espécies sinantropicas de mosquitos dos
géneros Aedes, Culex e Anopheles formam ainda hoje
os maiores desafios em satude ptblica. Estdo implicadas
na transmissdo, respectivamente, da dengue, da
filariose bancroftiana e da malaria, de forma
particularmente grave, em varios Estados brasileiros.

Os 50 milhdes de casos anuais de dengue no mundo
e o recrudescimento da filariose e da malaria permitem
questionar a competéncia dos responsaveis pelo
controle dos vetores no terceiro mundo em relagdo a
um freqiiente emprego de inseticidas quimicos. No
caso da dengue, o uso desses produtos tem sido feito
nao s6 em areas criticas, como cemitérios e ferros-
velhos, mas também no ambiente domiciliar, devido a
dificuldade da populagdo em eliminar criadouros de
mosquito vetor pela mudanga de héabitos.> Assim, a
eficiéncia dos inseticidas rotineiramente empregados
ou o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
vetores devem sempre ser avaliados como medida de
seguranga para a populagdo envolvida e também como
uma economia para os cofres ptblicos.

Embora avangos importantes tenham surgido no
desenvolvimento de medidas alternativas para o
controle de mosquitos, os inseticidas quimicos ainda
se mantém como parte vital dos programas de controle
integrado. Dessa forma, diversos casos de resisténcia
tém sido registrados no mundo para espécies de
mosquitos vetores>®!1131417 ¢ ‘mais particularmente,

para populagdes de Aedes aegypti no Brasil.!*!® Além
da deteccdo de resisténcia para a formulacdo das
estratégias de controle, também ¢é fundamental o
conhecimento dos seus mecanismos. Devido ao uso
no passado, por exemplo, de DDT ou de inseticidas
agricolas clorados, a resisténcia cruzada pode reduzir
a eficacia de piretroides, mesmo antes de sua
introdugdo no combate a um vetor.

A avaliagao rapida da susceptibilidade de mosquitos
a inseticidas pode ser feita no laboratdrio por meio de
testes de dose ou concentragdo-diagndstico (DD ou
CD). Dose, quando se trabalha com uma quantidade
conhecida em contato de uma vez com o inseto, €
concentracao, quando os insetos sdo expostos a um
meio contendo o agente letal por um determinado
periodo. Trabalhando-se com uma coldnia de mosquitos
susceptivel putativa, a CD para larvas ¢ determinada
para varios ensaios como sendo a menor concentragao
com capacidade de matar todos os individuos em 24
horas ou a que causa 99,9% de mortalidade (CL99’9) em
testes de multiplas concentragdes.’ Dessa forma, a
Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) indica, por
exemplo, uma CD de 0,012 mg/litro (ppm) de temephos
para larvas de de. Aegypti.'®

No Brasil, tem-se suspeitado ou registrado para Ae.
aegypti a ocorréncia de resisténcia a organofosforados
pelo menos em oito municipios do Estado de Sao
Paulo™'® e em Goiés.>'® Devido ainda a detecgdo de
resisténcia ao temephos em municipios do Rio de
Janeiro, o controle passou a ser feito com Bacillus
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thuringiensis var. israelensis ¢ methoprene a partir de
um Férum Estadual (setembro/2000). O presente
trabalho avalia a susceptibilidade de uma coldnia de
laboratério de Ae. Aegypti estabelecida na Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) e de amostras desse
mosquito obtidas em Campo Grande, MS, municipio
com dengue na época e sob tratamento com inseticidas.

METODOS

As larvas de Ade. aegypti avaliadas no presente
estudo sdo de duas origens: da colonia Aae-Unicamp
(Departamento de Zoologia) formada a partir das
primeiras larvas coletadas em armadilhas no Campus,
onde previamente nao existia a espécie, e de coletas
feitas no Campus da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (4ae-UFMS), em Campo Grande, MS
(maio/98 e mar¢o/99). A coldnia Aae-Unicamp foi
iniciada ao final de 1997, assim que a espécie foi
detectada no programa de monitoramento de
mosquitos no Campus.* Até essa época, ndo foram
feitas aplicagdes de quaisquer produtos de controle
no campus, € nao havia transmissdo de dengue no
municipio. Como padrdo de referéncia, foi usada a
linhagem Rockefeller, cedida pela Sucen (Superinten-
déncia de Controle de Endemias), Marilia, SP, e
proveniente do CDC (Center for Disease Control) em
Porto Rico.

Os inseticidas usados (concentragdo, nome
comercial) foram: o carbamato propoxur (20%, Baygon
20 CE), os organofosforados temephos (50%, Abate
500 E) e fenitrothion (40%, Sumithion PM) e os
piretroides a base de cipermetrina (25%, Ciper 250 CE
e 25%, Cymperator 25 CE), a base de cyfluthrin (5%,
Solfac 5CE) e de betacyfluthrin (1,25%, Responsar 1,25
SC). Esses produtos foram inicialmente diluidos para
uma solugdo estoque a concentragao de 100 ppm 1i.a.
em agua (ou acetona, para o Solfac 5 CE). A seguir,
foram feitas dilui¢oes em adgua destilada para se chegar
as concentragdes de trabalho.

Para os organofosforados, foram realizados testes
de concentragdo-diagnostico de resisténcia ao
temephos (CD=0,04 ppm) para as larvas de Aae-
Unicamp e de Aae-UFMS. Para a colonia da Unicamp,
foi ainda feito o teste de concentragdo multipla
(CM=0,0125 a 1,5625 ppm) a esse inseticida. A
susceptibilidade ao fenitrothion s6 foi avaliada para
larvas de Aae-Unicamp pela CD (=0,08 ppm).

A resisténcia aos piretroides foi avaliada para a
cipermetrina nas larvas de Aae-Unicamp, em varios
testes de concentragdo multipla e concentragdes-
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diagnostico tentativas, usando-se os produtos Ciper
250 CE e Cymperator 25 CE. Para Aae-UFMS, foi reali-
zado um teste com uma concentragdo de Ciper 250 CE
(0,01 ppmi.a.).

Para a cipermetrina, o cyfluthrin, a betacyfluthrin e
o propoxur, foram estabelecidas as concentragdes
letais mediana (CL,)) e as CL,, com larvas de 4ae-
Unicamp.

Os bioensaios foram feitos seguindo os padrdes
previamente propostos.>!'”'® Usaram-se grupos de 25
ou mais larvas de terceiro estadio tardio e/ou quarto
estadio inicial em copos descartaveis, com as solugdes
dos inseticidas para trés ou mais réplicas. As
testemunhas receberam agua destilada ou agua com
acetona (Solfac 5 CE).

Nos testes de concentragcdo multipla, foram usa-
das quatro ou mais concentragdes, produzindo mor-
talidade entre 0% e 100%. Durante toda a exposigado
aos produtos, observaram-se mortalidade ou para-
lisia das larvas. A mortalidade final foi avaliada 24
horas apods o contato com os inseticidas. Os valo-
res médios dos dados foram submetidos a analise
probit,’ usando-se o programa POLO-PC.®

Asrazdes de resisténcia (RR) foram calculadas para
as CL, e CL,, comparando-se os valores da colonia
Aae-Unicamp com aqueles da linhagem susceptivel
Rockefeller, depois de ter verificado paralelismo nas
respostas.®

RESULTADOS

Os testes realizados com larvas da colonia Aae-
Unicamp indicaram, para o organofosforado temephos,
sobrevivéncia (2,86%) para a CD adotada no presente
trabalho (=0,04 ppm). No teste de concentracdo
multipla, a sobrevivéncia para a concentragdo de 0,0125
ppm (= CD adotada pela OMS) foi alta (24,5%). Para o
fenitrothion, a mortalidade foi total para a CD adotada
(0,08 ppm), e ndo foi avaliada a resposta dessa colonia
a concentragdo 0,04 ppm, proposta pela OMS como
CD. Para a cipermetrina, dois testes de concentragio
multipla com essa colonia mostraram mortalidades de
99% e 100% para a concentragdo 0,01 ppm. As CL, e
as CL,, para os piretroides cipermetrina (Cymperator
25CE), cyfluthrin, betacyfluthrin e para o carbamato
propoxur, comparadas com os valores obtidos para a
linhagem-padrao Rockefeller, encontram-se na Tabela.

Para a populagdo Aae-UFMS, foi observada 100%
de mortalidade ao temephos (CD=0,04 ppm) ¢ a

*Relatério Interno - VED, Zoologia/Unicamp; dados inéditos.
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Tabela - Concentragdes letais 50% e 95%, coeficiente angular e razdes de resisténcia para larvas de Aedes aegypti da
col6nia Aae-Unicamp comparado com o padrdo susceptivel Rockefeller.

Inseticida LC,, (ppb i.a.) LC,, (ppb i.a.) Coef. ang. RR

linhagem/col6nia T(IC)* (1C) (b) LC,, LC,,

Cipermetrina

Rockefeller 0,626 1,684 3,8 _ —_
(0,423-0,891) (1,110-5,104)

Aae-Unicamp 1,842 5,834 3,3 2,9 3,5
(1,569-2,116) (4,824-7,562)

Cyfluthrin

Rockefeller 1,156 2,360 5,3 —_ —_—
(0,707-1,710) (1,627-11,047)

Aae-Unicamp 2,577 6,054 4,4 2,2 2,6
(1,733-4,129)* (3,879-30,027)*

Betacyfluthrin

Rockefeller 2,958 8,848 3,5 —_ —_—
(2,246-3,674) (6,473-16,289)

Aae-Unicamp 7,010 34,298 2,4 2,4 3,9

(4,332-14,221)* (16,04-406,780)*
Propoxur
Rockefeller 1,123 3,166 3,6 —_ —_
(881-1,393) (2,331-5,591)

Aae-Unicamp 1,462 4,088 3,7 1,3 1,3

(1,039-2,001) (2,786-9,030)

*IC = intervalo de confianga (p=0,05 e 0,10%).
b = coeficiente angular.
RR = razoes de resisténcia.

cipermetrina (CD=0,01 ppm).

Usando-se a colonia Aae-Unicamp, observou-se di-
minui¢ao na poténcia do produto comercial Ciper 250
CE, quando foram comparadas as respostas para 0,01
ppm i.a. espagadas pelo periodo de um ano (de 100%
para 67%). O produto estava ainda dentro de sua vali-
dade e foi adequadamente estocado no laboratorio.

DISCUSSAO

A colonia Aae-Unicamp pode ser considerada muito
tolerante ao temephos ou mesmo resistente, quando
comparada com outros trabalhos.!!!*!7 Embora
originada de ambiente nunca exposto as aplicagdes
de inseticidas, os mosquitos fundadores dessa colonia
podem ter chegado ao campus ja na condigdo de
resistentes. Esses mosquitos foram obtidos, ao final
de 1997, assim que detectados em armadilhas de larvas
e apos seis anos de monitoramento sem sua presenga.
Em meados dos anos 90, Macoris et al’ trataram como
modificacdo da susceptibilidade ao temephos a
resisténcia de Ae. aegypti e, mais recentemente,
relataram a resisténcia em populagdes de Campinas e
Santos, SP, com RRs (CL, ) de 2,7 ¢ 6,3 (Macoris et
al'%). Andrade & Modolo' (1991) ja haviam indicado
resisténcia para essa espécie em Campinas, devido a
sobrevivéncia de larvas para concentragoes de 0,025
ppm i.a. e de 0,05 ppm i.a. de temephos, em coletas
feitas em 1987. Para o carbamato propoxur, as RRs
para Aae-Unicamp (cf. Tabela) sdo menores que as
encontradas em populag¢des do Caribe %!’

Os piretréides sdo mais usados como adulticidas, e,
por isso, a cipermetrina tem sido pouco avaliada con-

tra as larvas de Ae. aegypti. Ainda assim, algumas
CL,, foram estabelecidas para esse piretrdide, tais como
0,16 ppb (a 20°C) e 0,34 ppb (a 30°C) para larvas de
terceiro estadio de Ae. aegypti, usando-se grau técni-
co.* Shajahan," por sua vez, estabeleceu uma LC_
muito maior (78 ppb i.a.) usando larvas de quarto esta-
dio desse mosquito, mas estranhamente nao conside-
rou a coldnia resistente, talvez por ter usado o produ-
to comercial (Ripcord 10 CE) que, além de cipermetrina,
contém outros inseticidas na sua formulagdo. De fato,
as formulagdes podem influenciar, e uma diminui¢ao
de 5X na toxicidade foi verificada em ensaios com
cipermetrina grau-técnico, quando comparados com
um concentrado emulsionavel 40 CE (LC, =0,045 ppb
i.a. e 0,233 ppb i.a., respectivamente).” No presente
trabalho, a toxicidade obtida para a cipermetrina 25 CE
(1,842 ppbi.a. [Tabela]) foi menor ainda do que essas
mencionadas, sugerindo resisténcia.

A perda de poténcia de um produto comercial a
base de cipermetrina, detectada usando-se larvas de
Ae. aegypti, deve-se ao fato dos piretrdides em geral
serem moléculas pouco estaveis. Mesmo quando
armazenadas em temperaturas inferiores a 30°C e pro-
tegidas da luz, como foi o caso do produto usado,
podem perder poténcia.

Os resultados obtidos para os mosquitos das areas
sujeitas ou ndo a tratamentos com inseticidas, Campo
Grande e Campinas, ¢ as conclusdes apontadas em
outros trabalhos asseguram a necessidade de
monitoramentos rotineiros. A determinagdo dos
coeficientes angulares e das razdes de resisténcia (RR)
permite acompanhar as mudangas temporais de sus-
ceptibilidade aos produtos quimicos e orienta o plane-
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jamento do manejo da resisténcia e das estratégias de
controle a ser aplicadas. Mudangas da CL, ndo acom-
panhadas por mudangas na CL,, podem ser manejadas
com a troca temporaria do produto. Ou caso seja eco-
ndmico, pela substitui¢do definitiva do produto por
outros que ndo apresentem risco de resisténcia cruza-
da. No caso especifico do temephos, a atual opgao da
Fundacédo Nacional de Saude pelo uso do Bti e inibido-
res de crescimento (methoprene, por exemplo) ¢ indis-
pensavel, mas poderia ter sido feito um rodizio
monitorado desde o inicio dos programas oficiais de
combate a dengue, em meados da década de 80, no Rio
de Janeiro. No caso de Ae. aegypti, ao contrario do uso
de inseticidas, o que melhor permite baixas populagdes
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