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RESUMO

Obara MT. Caracterizagcdo de resisténcia a inseticidas em populagbes da
subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), vetores de Trypanosoma cruzi
Chagas, 1909. [tese de doutorado]. S&o Paulo: Faculdade de Salde Publica da USP;
2010.

Introducdo — A doenca de Chagas (DC) ainda é considerada um importante
problema de Salide Publica em varios paises da America Latina. Nessas areas, pelo
menos 12 a 14 milhdes de pessoas estéo infectadas por Trypanosoma cruzi Chagas,
1909 e cerca de 28 milhGes encontram-se expostas ao risco de contaminagdo. Sem
vacina e tratamento, o controle da transmissdo da DC depende do combate aos
insetos vetores com inseticidas residuais. Atualmente, ha registros de focos de
populagbes de Triatoma infestans Klug, 1834 resistentes a deltametrina, p-
cipermetrina e B-ciflutrina, no norte da Argentina e sul da Bolivia No Brasil,
populacdes de T. sordida Stal, 1859 ja foram detectadas com resisténcia inicial a
deltametrina, nos municipios de Bocailva e Coracdo de Jesus, Estado de Minas
Gerais. Objetivos — Andisar os nivels de resisténcia de Panstrongylus megistus
Burmeister, 1835; T. brasiliensis Neiva, 1911 e T. sordida a0 inseticida deltametrina.
Descrever a interagdo desse composto na cuticula dorsal de ninfas de 1° estadio.
Padronizar bioensaios de campo para estudo de resisténcia em populacdes de
triatomineos. Méodos — Nesta tese foram feitos bioensaios dose resposta com
colOnias de referéncia, comparando-as com populacdes de campo procedentes de
onze estados endémicos do Brasil. Complementarmente, a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) foi utilizada para estudar a cuticula das ninfas de 1° estadio
tratadas com diferentes concentragbes de deltametrina. Os bioensaios de campo
foram realizados utilizando substratos de barro, tijolo e madeira. Os resultados
obtidos dos bioensaios dose resposta foram estimados pela andlise de Probitos. As
diferencas entre as populacbes foram estabelecidas por Andlise de Variancia
(ANOVA) eteste de Tukey. Resultados — O nivel de resisténcia a deltametrina de 38
populacBes de triatomineos foi avaliado no biénio 2008-2009. Detectou-se pela
primeira vez baixo nivel de resisténcia para a populacdo de P. megistus do municipio



de SerranOpolis do Iguacu/PR. Contudo, devido & ampla distribuicdo geogréfica e as
diferencas no comportamento de P. megistus, torna-se indispensavel aumentar o
nimero de amostras, principamente da Regido Nordeste do pais. As populacdes de
T. brasiliensis TbPIOeF (RRsp=1,94) e TbPIOeS (RRsp=2,17), do municipio de
Oeiras/Pl, apresentaram os maiores valores de RRsy. Provavelmente, os valores
obtidos sejam em funcgdo das aplicacbes sisteméticas de inseticidas quimicos, desde a
década de 70. No entanto, observa-se que as pequenas alteracdes de suscetibilidade a
inseticidas, até agora, ndo contribuiram para a emergéncia de novos casos da DC. De
modo geral, os niveis de resisténcia de T. brasiliensis encontram-se baixos para os
municipios avaliados. A elevada mobilidade espacial de T. brasiliensis pode ser
considerada como principal obstaculo para a selecéo de individuos resistentes. A
outra explicacdo seria a eficiente acdo toxicologica dos inseticidas da classe dos
piretroides. Os valores de RRs, para as populagdes de T. sordida foram menores que
trés permitindo classificad-las como suscetivels a deltametrina. Em MEV a cuticula
dorsal de ninfas de 1° estadio de trés espécies estudadas apresenta-se constituida por
um conjunto de cavidades intercomunicantes formada por linhas de contorno
sinuoso. Essa arquitetura tegumentar, provavelmente favorece a penetragdo e
distribuicdo de inseticidas. Em P. megistus nota-se a formagdo de “extrusdes
solidificadas’ aderidas na superficie das suturas intersegmentares. Confirma-se que a
aplicaczo de deltametrina, na concentracdo de 25 mg i.a/m?, nos substratos de barro,
tijolo e madeira elimina de modo uniforme (100%), mesmo as populagdes que
apresentaram as maiores frequéncias de resisténcia. Conclusdes — Os ensaios
conduzidos mostraram que ndo ha necessidade de substituicdo do inseticida utilizado
nas campanhas de controle de vetores da DC no Brasil. Contudo, as ateractes
temporais de suscetibilidade deverdo ser rigorosas e continuamente acompanhadas
para orientar adequadamente o plangiamento das estratégias de controle. Para isso
devera ser instituida a Rede Naciona de Monitoramento de Resisténcia de
Triatomineos a inseticidas visando o fortalecimento do Programa Nacional de

Controle da Doenca de Chagas, no Brasil.

Descritores: Triatominae, Resisténcia; Inseticidas, Deltametrina; Controle Vetoridl;

Microscopia Eletronica de Varredura.



ABSTRACT

Obara MT. Caracterizacdo de resisténcia a inseticidas em populagdes da
subfamilia Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), vetores de Trypanosoma cruz
Chagas, 1909./Characterization of insecticide resistance in populations of
Triatominae (Hemiptera: Reduviidae), vectors of Trypanosoma cruzi Chagas,
1909. [Thesi<]. Séo Paulo (BR): Faculdade de Saude Publica da Universidade de Séo
Paulo; 2010.

Introduction — Chagas disease (CD) is still considered an important public health
problem in severa Latin American countries. In these areas, at least 12 to 14 million
people are infected with Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 and approximately 28
million are at risk of contamination. Without vaccines and efficient treatment, control
of CD relies mostly on vector-control with residual spraying of insecticides.
Currently, there are records of outbreaks of resistant populations of Triatoma
infestans Klug, 1834 to deltamethrin, B-cypermethrin and B-cyfluthrin in northern
Argentina and southern Bolivia. In Brazil, populations of Triatoma sordida Stal,
1859 has been detected with initial resistance to deltamethrin in the municipalities of
Bocaitva and Coragéo de Jesus in the State of Minas Gerais. Objectives - Analyze
the levels of resistance of Panstrongylus megistus Burmeister, 1835; Triatoma
brasiliensis Nelva, 1911 and T. sordida to deltamethrin. Describing the interaction of
this compound in the dorsal cuticle of nymphs of the 1% stage. Standardize field
bioassays for study of resistance in triatomine populations. Methods - In this thesis,
dose-response bioassays were made with reference colony, comparing them with
field populations originating from eleven endemic states of Brazil. In addition, the
Scanning Electron Microscopy (SEM) was used to study the cuticle of first instar
nymphs treated with different concentrations of deltamethrin. Field bioassays were
conducted using substrates of mud, brick and wood. The results of dose response
bioassays were estimated by Probit analysis. Differences between populations were
established by ANOV A and Tukey test. Results — The level resitance to deltamethrin
of 38 triatomines populations were evaluated in the biennium 2008-2009. It was
detected for the first time, low-level resistance to the population of P. megistus,
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municipality of Serrandpolis Iguacu/PR. However, due to the wide geographical
distribution and differences in the behavior of P. megistus, it is essential to increase
the number of samples, mainly in the Northeast region of the country. The
populations of T. brasiliensis TbPIOeF (RRs;=1.94) and TbPIOeS (RR5,=2.17), the
municipality of Oeiras/ IP, showed the highest values of RRs,. Probably, the values
obtained are in line with the systematic application of chemical insecticides since the
70s. However, it is observed that small changes in susceptibility to insecticides, so
far not contributed to the emergence of new cases of CD. In generd, levels of
resistance in T. brasiliensis are low for the counties studied. The high spacial
mobility of T. brasiliensis can be considered as the main obstacle to the selection of
resistant individuals. The other explanation would be the efficient action of the
toxicological class of pyrethroid insecticides. RRs values for the populations of T.
sordida were smaller than three, alowing to classify them as susceptible to
deltamethrin. In SEM the cuticle of the dorsal first instar nymphs of al species is
presented consisting of a set of interconnecting cavities formed by sinuous contour
lines. This architecture cutaneous probably favors the penetration and distribution of
insecticides. In P. megistus notices the formation of “wax blooms’ adhered to the
surface of intersegmental sutures. It is confirmed that the application of deltamethrin,
25 mg ai./m? concentration, in substrates of mud, brick and wood eliminates
uniformly (100%), same populations with the highest frequency of resistance.
Conclusions — The tests conducted showed that no need to replace the insecticide
used in campaigns for vector control of DC in Brazil. However, the tempora changes
of susceptibility should be rigorouslys and continuously monitored to adequately
guide the planning of control strategies. To this must be established the National
Network for Monitoring Insecticide Resistance of Triatominae aiming to strengthen

the National Program for Control of Chagas’ disease in Brazil.

Descriptors: Triatominae;, Resistance; Insecticides, Deltamethrin; Vector Control;

Scanning Electron Microscopy



INDICE

1INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE CHAGAS
1.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENGCA DE CHAGAS
1.3 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DAS ESPECIES
ESTUDADAS
1.3.1 Panstrongylus megistus Burmeister, 1835
1.3.2 Triatoma brasiliensis Neiva, 1911
1.3.3 Triatoma sordida Stal, 1859
1.4 HISTORICO DO CONTROLE PARA OSVETORES DA DC
1.5 TOXICOLOGIA DE INSETICIDAS
1.5.1 Toxicocinética
1.5.2 Toxicodinamica
1.6 RESISTENCIA DE INSETOS COM IMPORTANCIA EM
SAUDE PUBLICA
2JUSTIFICATIVA

30BJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
4 METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO
4.1.1 Insetos suscetiveis
4.1.2 Insetos para avaliagdo de resisténcia
42 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE AMOSTRAS
RECEBIDAS
43 CRIACAO E MANUTENCAO DO INSETARIO DE
TRIATOMINEOS
4.4 INSETICIDA QUIMICO E DILUENTE
4.4.1 Inseticida Grau Técnico
4.4.2 Inseticida Comercia

11

24

24
25
32

32
35
38
40
52
52
57
67

79
81
81
81
82
82
82
82
84

86

89

89
89



4.5 PROCEDIMENTOS NO BIOENSAIO DAS AMOSTRAS
ESTUDADAS

4.6 ANALISE ESTATISTICA E CARTOGRAFICA DOS DADOS
4.7 REPRESENTACAO DAS DIFERENTES POPULACOES
MONITORADAS
4.8 PROCEDIMENTOS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA PARA ESTRUTURA CUTICULAR DE NINFAS DE 1°
ESTADIO
49 BIOENSAIOS DE CAMPO COM POPULA(;C)ES DE T.
brasiliensis
5RESULTADOS
5.1 ESTIMAQAO DA LINHA-BASICA DE SUSCETIBILIDADE
E COM PARAQOES DAS DIFERENTES POPU LA(;C)ES DE CAMPO
5.1.1 Comparacéo da suscetibilidade de ninfas de 1° estadio de P.
megistus a deltametrina
5.1.2 Comparagéo da suscetibilidade de ninfas de 1° estédio de T.
brasiliensis a deltametrina
5.1.3 Comparacéo da suscetibilidade de ninfas de 1° estadio de T.
sordida a deltametrina
5.2 DESCRI(;C)ES EM MEV DA ESTRUTURA CUTICULAR DE
NINFAS DE 1° ESTADIO TRATADAS COM DELTAMETRINA
5.3 RESULTADOS DOS BIOENSAIOS DE CAMPO EM
POPULACOES DE T. brasiliensis
6 DISCUSSAO
6.1 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE P. megistus A
DELTAMETRINA
6.2 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE T. brasiliensis E
DE ALGUMAS ESPECIES DO COMPLEXO T. brasiliensis
6.3 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE T. sordida A
DELTAMETRINA
6.4 APLICACAO DA ESTRUTURA CUTICULAR NO
MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE TRIATOMINEOS

12

89

92
95

98

100

104
105

107

112

130

148

160

161
163

166

174

181



6.5 EFEITO DOS BIOENSAIOS DE CAMPO EM POPULAQ@ES
DE T. brasiliensis
7 CONCLUSOES
8 CONSIDERACOESFINAIS
9 REFERENCIAS
10 ANEXOS
Anexo 1 - Andlise de Probitos dalinhagem suscetivel de P. megistus
Anexo 2 - Andlise de Probitos dalinhagem suscetivel de T. brasiliensis
Anexo 3 - Andlise de Probitos dalinhagem suscetivel de T. sordida

Anexo 4 - Modelo de Oficio enviado para 19 Secretarias Estaduais de
Salde do pais solicitando envio de material entomol 6gico

Anexo 5 - Lista de amostras de triatomineos de campo capturadas, no
Brasil. As trés primeiras espécies foram utilizadas como populagdo de
referéncia

Anexo 6 - Ficha para bioensaios por aplicacdo topica sobre ninfas 1°

Anexo 7 - Ficha para bioensai os de campo com ninfas 1°

Anexo 8 - Listados Nucleos de Entomologia M édicado Brasil, em ordem
afabética

13

185

189
191
193

231
232
233
234

237

241
242
243



Listade Tabelas

Tabela 1 - Classificagdo dos piretréides baseada na estrutura quimica,
sintomas e efeitos eetrofisioldgicos produzidos (GAMMON et a., 1981;
GHIASUDDIN e SODERLUND, 1985; SODERLUND e BLOOMQUIST,
1989; BLOMQUIST, 1996; SODERLUND, 2008).

Tabela 2 — Codificagdo das populagdes de Panstrongylus megistus. A
amostra do Estado da Bahiafoi utilizada como linhagem suscetivel para os
bi oensai os dose resposta.

Tabela 3 - Codificagdo das populacbes de Triatoma brasiliensis
procedentes de diferentes Estados e Municipios do Brasil, em 2010.
Tabela 4 — Codificagéo das populagdes de Triatoma sordida procedentes
de diferentes Estados e Municipios do Brasil, em 2010.

Tabela 5 — Resultados de monitoramento de resisténcia de popul acbes de
Triatoma sordida.

Tabela 6 - Distribuicdo do nimero de exemplares testados por amostra,
slope, DLsp, DLgs, RRsp € RRgs de populagbes de Panstrongylus megistus
tratadas com aplicacdo tépica de 0,2 ul de deltametrina, na superficie
dorsal do abdémen de ninfas de 1° estédio capturadas, no Brasil, em 2008.
Tabela 7 - Distribuicdo do nimero de exemplares testados por amostra,
slope, DLsp, DLgs, RRsg € RRgs de populagdes de Triatoma brasiliensis
tratadas com aplicacdo tépica de 0,2 ul de deltametrina, na superficie
dorsa do abddmen de ninfas de 1° estadio capturadas em dezesseis
localidades do Brasil, em 2008.

Tabela 8 - Identificacéo dos padrdes crométicos dos fendtipos recebidos
para a avaliacao de resisténcia de popul agdes do complexo brasiliensis.
Tabela 9 - Distribuicdo do nimero de exemplares testados por amostra,
slope, DLsg, DLgs, RRsg € RRgs de populagbes de Triatoma sordida
tratadas com aplicagdo tépica de 0,2 pl de deltametrina, na superficie
dorsa do abdémen de ninfas de 1° estadio capturadas em vinte e uma
localidades do Brasil, em 2008 e 2009.

63

93

94

95

106

109

113

129

131

14



15

Tabela 10 — Resultados dos valores de RRsy de populagbes de Triatoma
sordida utilizando-se dois valores de DLs,. Na tabela, a direita observam-
se os resultados de PESSOA (2008) e a esquerda os resultados de OBARA
(2010). 177
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1INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas (DC) ou Tripanossomiase Americana (TA) foi descrita
em 1909 por Carlos Chagas, quando atuava no combate a uma epidemia de maléria,
no interior de Minas Gerais, em um vilarejo chamado Lassance (CHAGAS, 1909).

Atuamente, a observacdo de lesbes tipicas da DC em mumias pré-historicas
procedentes de paises andinos, datadas de 9.000 anos, associadas aos resultados
moleculares (PCR) positivos para Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 tem comprovado
gue ainfeccao humana, provavel mente, € t&o antiga quanto a presenca do homem nas
Ameéricas (GUHL et a., 1999; GUHL et a., 2002; AUFDERHEIDE et a., 2004;
TEIXEIRA et a., 2006; COURA e DIAS, 2009).

Cento e um anos apos a descoberta da doenca, essa enfermidade ainda é
endémica em véarios paises do Continente Americano, representando a principa
causa de lesbes cardiacas em jovens e adultos economicamente produtivos
(MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

De acordo com a Organizacdo Mundia de Sallde estima-se que ainda existam
12 a 14 milhdes de pessoas infectadas em larga extensdo da Ameérica Latina, com
cerca de 28 milhdes de pessoas expostos a0 risco de contaminacdo, em
aproximadamente 15 paises latino-americanos (WHO, 2002; SCHOFIELD et d.,
2006; MONCAYO e SILVEIRA, 2009). No Brasil, existem aproximadamente 1,8 a
2,5 milhdes de pessoas acometidas pela moléstia de Chagas (SCHOFIELD et al.,

2006).
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

A distribuicdo geografica da infecgdo chagasica humana, incluindo
reservatérios silvestres e vetores, estende-se desde os Grandes Lagos da América
do Norte até o Sul da Argentina e do Chile (RAMSEY e SCHOFIELD, 2003;
JURBERG et a., 2004; COURA e DIAS, 2009). Para MONCAYO (2003) as
condi¢hes de transmissdo estdo presentes nas regides neotropicais, localizadas
entre a latitude 42 °Norte e longitude 40 °Sul. A Fig. 1 ilustra a distribuicéo de

reservatérios e vetores e enfatiza os paises mais af etados.

Il Doenca de Chagas

I veores e reservatérios

Figura 1 — Distribuicdo geogréfica da doenca de Chagas, incluindo os vetores e
reservatorios naturais. Fonte: SCHOFIELD (1994).
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Mais de 200 espécies de reservatorios silvestres sdo suscetiveis a infeccéo por
T. cruz, dentre eles: marsupiais, carnivoros, quiropteros, lagomorfos, roedores e
primatas nd0 humanos. Nesse contexto, a DC pode apresentar dois ciclos
epidemiol 6gicos distintos: i) o ciclo silvestre e i) o ciclo doméstico. O primeiro ciclo
€ estritamente enzodtico e ocorre na natureza ha milhées de anos. Nesse ciclo, T.
cruz circula entre os triatomineos e em uma enorme gama de mamiferos de pegueno
e médio portes, que constituem seus reservatérios naturais. O segundo € o ciclo
doméstico, antropozoondtico, em que o parasito circula entre o homem e seus
animais domésticos por intermédio do vetor sinantropico (BARRETO, 1979, 1985;
LAINSON et d., 1979; SCHENONE et al., 1985).

FORATTINI  (1980), CARCAVALLO (1985 e MORENO e
CARCAVALLO (1999) mencionaram ainda um terceiro ciclo. Esse ciclo € de
carater peridoméstico, no qual mamiferos como 0s gambéas, que sdo excelentes

reservatérios para T. cruz, realizam aligacéo entre o ciclo silvestre e o doméstico.

As caracteristicas epidemioldgicas, o ciclo de transmissdo, 0 comportamento
do vetor e a situacéo dos programas de controle vetorial e transfusional permitem
agrupar 0s paises em quatro categorias distintas, conforme SCHUMUNIS (1994);
MONCAY O (2003); DIAS e MACEDO (2005):

Grupo | — Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Equador, Honduras, Paraguai,
Peru, Uruguai e Venezuela caracterizam-se pela presenca dos ciclos domeéstico e
peridomeéstico com elevada prevaléncia da infecgdo humana e manifestacbes de
cardiopatia chagésica, presenca de ciclos silvestres em vérios ambientes naturais,
incluindo Triatoma infestans (Klug, 1834) em areas restritas da Bolivia, programas

de controle vetorial e transfusional implantados com perspectivas de eliminagdo de
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T. infestans (objetivo atingido no Brasil, Chile e Uruguai) e Rhodnius prolixus (Stél,
1859).

Grupo Il — Colémbia, Costa Rica e México caracterizado por ciclos
domeéstico e peridoméstico com presenca de pacientes crénicos com cardiopatia
chagasica, ocorréncia de doadores infectados, presenca de ciclos silvestres e
programas de control e inexistentes ou incipientes.

Grupo |11 — El Salvador, Guatemala, Nicaragua e Panama com a presenca de
ciclos silvestre, peridoméstico e domeéstico com pouca informagdo clinica e inicio
das acdes de controle vetorial e transfusional.

Grupo IV - Antilhas, Bahamas, Belize, Cuba, Estados Unidos, Guiana,
Guiana Francesa, Haiti, Jamaica e Suriname ocorre a presenca de ciclos silvestres
com casos autoctones raros, pouca informagdo clinica, auséncia de programas de
controle vetorial e inicio de programas de controle transfusional.

Na década de 80, a area endémica original da DC compreendia 18 paises, nos
quais T. infestans (paises do Cone Sul) e R. prolixus (paises Andinos e da América
Central) eram as espécies adaptadas ap domicilio. A prevaéncia humana pela
infeccdo de T. cruzi era de 17 milhGes de casos, com cerca de 100 milhdes de
pessoas expostas ao risco de contaminagdo representando aproximadamente 25% de
toda a populagdo da América Latina (DIAS, 2009). No Brasil, ha mesma época,
aproximadamente 36% de todo o territério nacional era considerado area endémica
para DC. Essa area correspondia a 2.493 municipios distribuidos nos Estados de
Alagoas, Bahia, Ceard, Espirito Santo, Distrito Federal, Goids, Maranhdo, Minas

Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parang, Rio
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Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sergipe e Tocantins (MONCAYO e

SILVEIRA, 2009).

No inicio dos anos 90, a DC era classificada pelo Banco Mundial como a
mais séria das doencas parasitérias na Ameérica Latina, com impacto socioecondmico
maior que o efeito das outras doencas parasitarias combinadas. Seu custo em Anos
de Vida Ajustado a Incapacitacdo era superado, apenas, pelo conjunto das doencas
respiratérias e da Sindrome da Deficiéncia Imunolégica Adquirida (WHO, 1991;
SCHOFIELD, 1994; DIAS, 1992, 2000, 2001; AKHAVAN, 1998; SCHMUNIS,

2000).

Nessa época, ocorriam 45.000 mortes anuais, principamente pela forma
cardiaca da DC e aincidéncia anua era estimada em 700.000 — 800.000 casos novos
(WHO, 1991). No Brasil, em 2000, o investimento financeiro para o tratamento de
pacientes com arritmias cardiacas (75.000 casos), megaesdfago (45.000 casos),
megacdlon (30.000 casos) e implantacdo de marca-passo e cirurgias corretivas (US$
5 milhdes), totalizavam aproximadamente US$ 750 milhdes por ano (SCHOFIELD
et a., 2006; MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

Reconhecendo esses aspectos, em junho de 1991, Ministros de Salde da
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai, apoiados pela Organizacdo Pan
Americana de Saude, criaram uma Comissao Intergovernamental conhecida como a
Iniciativa do Cone Sul (INCOSUL) para eliminagdo da transmissdo da doenca de
Chageas.

Os principais objetivos dessa iniciativa foram a eliminagdo do principa vetor
domeéstico — Triatoma infestans, a redugdo do risco de transmissdo transfusional por

meio de melhoria da qualidade de controle dos bancos de sangue e a detecgdo
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precoce de infeccdo materna, seguida de tratamento especifico para o recém-nascido
contaminado (SCHOFIELD et al., 2006).

Passados 19 anos apés a criagdo do INCOSUL, ndo ha duvida de que as
estratégias de controle da DC tém obtido excelentes resultados. Houve reducéo
significativa do indice de incidéncia que, na década de 90, registrava 700.000 novos
casos por ano; em 2006 diminui para 41.500. As mortes foram reduzidas de 45.000
para 12.500 e o numero de paises endémicos que eram 18 foi reduzido para 15, em
2006 (WHO, 2006).

De acordo com DIAS et a. (2002), os Estados de Goias, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Paraiba, Rio de Janeiro e S&o Paulo diminuiram significantemente a
densidade populaciona de T. infestans e receberam a certificacdo de eliminacdo de
T. infestans, em 2000. Nos anos seguintes, com a intensificacdo das operagdes nos
demais Estados, atingiram-se a interrupcdo da transmissédo e a certificacéo de
eliminacdo de T. infestans nos Estados de Minas Gerais, Pernambuco, Piaui e
Tocantins. Os Estados do Parang, Rio Grande do Sul e Bahia foram certificados entre
2005 e 2006.

O controle nos bancos de sangue atingiu 100% de cobertura e o indice de
infestacao das casas por T. infestans foi reduzido de 166.000 insetos capturados pelos
guardas de endemia, nas areas endémicas - na década de 70, para pouco mais de 40
exemplares em 2005, na mesma area, 0 que corresponde a uma reducéo de infestacdo
de 99,7% para essa espécie. (DIAS, 2006; FERREIRA e SILVA, 2006; MONCAYO
e SILVEIRA, 2009).

A baixa densidade populacional na area rural ndo seria capaz de sustentar

umatransmissao vetorial por T. infestans. Destaforma, no dia 09 de junho de 2006, o
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Brasil recebeu a Certificacdo Internacional de Eliminacéo da Transmissdo da doenca
de Chagas por T. infestans concedida pela Organizacdo Pan Americana de Salde
(OPAYS) unindo-se ao Uruguai e Chile, certificados em 1997 e 1999, respectivamente
(WHO, 1998, 2000).

Estimulados com o sucesso do INCOSUL, em 1997, durante um encontro de
especialistas em DC, na Colémbia, foram estabelecidas mais duas iniciativas. A
primeira foi a Iniciativa do Pacto Andino (IPA), composta pelos seguintes paises:
Colémbia, Equador, Peru e Venezuela. A segunda foi a Iniciativa dos Paises da
América Central (IPCA), formada por El Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicardgua, Belize, Costa Rica, México e Panamd Em ambos os casos, foram
priorizados a eliminagéo de R. prolixus e Triatoma dimidiata (Latreille, 1811), junto
com Rhodnius pallescens Barber, 1932 no Panama e Rhodnius equadoriensis Lent &
Ledn, 1958 no Norte do Peru.

A transmissdo vetoria € a responsavel por mais de 70% das infeccOes
causadas por T. cruzi, ocorrendo em vastas areas da América Central e Sul, mas
outros mecanismos de transmissdo, tais como: a transfusdo de sangue, plasma ou
concentrados eritrociticos e a contaminagdo transplacentaria tém sido documentadas
(KIRCHHOFF et d., 1987; GRANT et d., 1987; WHO, 1991; DIAS, 2006, COURA
e DIAS, 20009).

A transmissdo oral, muito comum entre os reservatorios silvestres, tem sido
registrada com bastante freqiiéncia, em éreas anteriormente indenes para transmisséo
da doenca de Chagas humana, como por exemplo, na Regido Amazonica.

A partir das primeiras descrigdes de casos humanos da DC na Amazonia por

SHAW et a. (1969) ocorreram até o ano 2000, cerca de 205 casos, sendo 178
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agudos. Dentre esses 178, cerca de 67 casos apresentam-se na forma de micro-
epidemias familiares por transmissao oral, geralmente associada ab consumo de suco
de acai (Euterpe catinga e Euterpe oleracea) contaminado (VALENTE et al., 1999;
COURA et a. 2002; NOBREGA et al., 2009).

Nesse contexto, a DC na Amazoénia tem se tornado um problema de salide
publica emergente que necessita ser devidamente compreendido e explorado.
Atuamente, observa-se um novo cenario epidemiolgico, em &reas da Amazénia
Legal, com padrdes distintos de transmissdo: i) transmissdo vetorial, sem
domiciliacdo intra e peridomiciliar. O contato entre homem-vetor ocorre por meio de
“visitagOes freguientes’ das moradias humanas por algumas espécies de triatomineos,
geramente atraidos pela luz; ii) transmissdo vetorial, associado & ocupacdo
profissional. Segundo COURA et a. (1994), no Amazonas, especialmente em
Barcelos, moradores locais que sobrevivem da extracéo das fibras da piassaba séo
“atacados’ por Rhodnius brethesi Matta, 1919, que se abriga na matéria organica da
palmeira Leopoldina piassaba e iii) transmissGo oral, na qua triatomineos
infectados, possivelmente sdo triturados, contaminando diversos alimentos,
principalmente o suco de acai (PEREIRA et al., 2009).

Em setembro de 2004 foi criada a Iniciativa dos Paises Amazbnicos para
Prevencéo e Controle da Doenca de Chagas (AMCHA), composta pelo Brasil,
Colémbia, Peru, Equador, Bolivia, Venezuela, Suriname, Guiana e Guiana Francesa,
Cujos objetivos sdo elucidar a distribuicdo da infeccdo por T. cruzi € esclarecer a
infestagdo domiciliar dos potenciais vetores da Regido Amazonica e fora dos limites

da AméricaLatina (OPAS, 2005a; 2006).
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As medidas de prevencéo e controle estdo sendo realizadas por meio de acbes
de Vigilancia Sanitaria oportunas, em todas as etapas e processos, da producdo ao

consumo, principamente do suco de acai (OPAS, 2009).

1.3 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA DAS ESPECIES
ESTUDADAS

1.3.1 Panstrongyl us megistus Burmeister, 1835

P. megistus foi a primeira espécie incriminada como potencial vetor da DC
(CHAGAS, 1909). As populacOes dessa espécie mostram diferentes niveis de
comportamento, em relacdo a capacidade de adaptacdo as moradias humanas.
Conseguientemente, a sua importancia epidemiologica também varia, conforme as
regides geogréficas do pais.

Os estudos para avaliagdo do potencial de domiciliacdo de P. megistus,
utilizando Galinheiros Experimentais (GE), evidenciaram a presenca de
comportamentos distintos em éreas do Estado de S&o Paulo. Nos municipios de
Cassia dos Coqueiros, Guaira e Séo Jodo da Boa Vista; localizados no nordeste do
Estado de S&o Paulo e com vegetacdo formada pela floresta subcaducifélia tropical
do oeste observa-se forte domiciliacdo e tendéncia invasiva, tanto de ambientes
extradomiciliares quanto intradomiciliares (FORATTINI et al., 1977a; 1977b; 1977c;
FORATTINI et al., 1978a).

Por outro lado, nos municipios litoraneos de Iguape, Pariquera-Acu e Sete

Barras, situados na Serra do Mar, cuja vegetacao € formada pela floresta perenifélia
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higrofila ou latifoliada tropical Umida, nota-se 0 ndo desenvolvimento da capacidade
de adaptacdo ao ambiente domiciliar, segundo FORATTINI et al. 1978b.

O comportamento exclusivo desse inseto seria o resultado da destruicdo dos
ambientes naturais provocados pelo homem. FORATTINI et al. (1978b) sugerem
que com a fragmentacdo do seu centro de endemismo, a Floresta Tropical Atlantica,
P. megistus dispersou-se a partir da Serra do Mar, seguindo em direcdo oeste na
medida que diminuia a aridez. Nessas areas secas houve a selecdo de popul agdes que
desenvolveram maior capacidade de adaptacéo aos ambientes artificias.

As pesquisas de composicdo da saliva, duragdes do ciclo bioldgico, tamanho
dos ovos, variabilidade genética e morfologia da genitdlia masculina de popul agdes
de P. megistus reforcaram a hipétese de diferencas entre as populagdes do sul,
sudeste e nordeste (BARBOSA et al., 1999, 2001, 2003, 2004, 2006).

P. megistus apresenta boa capacidade de invasdo de ecotopos artificiais e
grande potencial de domiciliagdo e ainda uma alta taxa de infec¢do natural por T.
cruzi (FORATTINI et d., 1979; SILVEIRA e VINHAES, 1998; GAUNT e MILES,
2000; CERETTI Jr., 2003).

STEINDEL et al. (1994) avaliando a presenca de P. megistus, em nove
distritos de Floriandpolis, evidenciaram o risco potencial de domiciliagdo em &areas
de floresta perenifdlia higrofila costeira do Sistema da Serra do Mar. Os autores
confirmaram a presenca dessa espécie em pelo menos seis domicilios e trés anexos
peridomiciliares, localizados em quatro distritos da llha de Santa Catarina. A
pesquisa de T. cruz revelou 56,5% de infeccdo natural nos triatomineos capturados

nos domicilios.



O encontro de populacdo domiciliada de P. megistus também foi confirmado
em areas com condic¢des ecol0gicas bastante semelhantes ao de Floriandpolis, como
por exemplo, no municipio de Juquid, Litoral Sul do Estado de S&o0 Paulo. Foram
capturados trés adultos e nove ninfas em uma residéncia, contudo os autores admitem
que nessa regido a domiciliagdo do vetor ndo foi intensa, em virtude da relativa
preservacao do meio natural (FORATTINI et al., 1982a).

HOFFMANN (2007) realizando levantamento sobre a situacdo atual da
vigilancia entomol 6gica do Programa de Controle da Doenca de Chagas na regido de
Campinas, no Estado de S&o Paulo, entre 1990 a 2006, observou 5.870 ninfas de P.
megistus, das quais 2.113 estavam no intradomicilio e 3.757 no peridomicilio. O
pesquisador concluiu que grande quantidade de ninfas no intradomicilio indica o
potencial colonizador dos domicilios rurais dessa espécie.

Na regido Centro-Oeste de Minas Gerais, P. megistus € a espécie mais
capturada no ambiente domiciliar, como também nos anexos peridomiciliares,
representando 99,3% do total de triatomineos capturados. Essa espécie foi a Unica
capturada no intradomicilio. A deteccdo de ninfas de P. megistus ocorreu em 41,4%
das capturas, constituindo-se, atualmente, na espécie vetora mais importante no
Estado de Minas Gerais (VILLELA et al., 2005, 2009).

Para PATTERSON et al. (2009) P. megistus devido a sua elevada capacidade
de colonizagdo, ampla distribuicdo geogréfica e grande valéncia ecolOgica, €
considerada hoje o principal vetor autéctone da DC; nas regifes Sul, Sudeste,
Nordeste e Central do Brasil.

Ainda, FORATTINI et a. (1983) evidenciaram a rapida capacidade de

renovacgado de populagdes de P. megistus, no ambiente peridomiciliar, apis expurgo
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com inseticidas, assim como a elevada capacidade de dispersdo ativa mesmo nas
fases ninfais. Essas circunstancias descritas acima motivaram a selecdo de P.
megistus para o presente estudo que contempla a realizacdo de estudos toxicol 0gicos

desse importante vetor no Brasil.

1.3.2 Triatoma brasiliensis Neiva, 1911

Atuamente, as abordagens taxondmicas, izoenzimaticas, biogeogréaficas,
comportamentais e moleculares permitem concluir que T. brasiliensis trata-se de um
complexo de espécies que podem ser caracterizados como T. bras. brasliensis, T.
bras. macromelasoma, T. melanica e T. juazeirensis (COSTA et al., 1997a, 1997b;
COSTA et al., 1998; COSTA et a., 2002; COSTA et a., 2003a; MONTEIRO et d.,
2004; COSTA et al., 2006; COSTA et d., 2009; COSTA e FELIX, 2007), conforme

mostraaFig. 2
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Figura 2 — "Complexo brasiliensis’. A: Triatoma brasiliensis
brasiliensis. B: Triatoma braslienss macromelasoma. C:
Triatoma melanica. D: Triatoma juazeirensis. Fotos. Rodrigo
Meéxas, IOC/Fiocruz. Fonte: ARGOLO et a., 2008.
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Na natureza, a maioria dos membros do complexo brasiliensis sdo
encontrados em ambientes semi-aridos (Caatinga), principamente em locas de
pedras, associados com diversos roedores, tais como Ceredon rupestris e Cavia
aperea (LENT e WYGODZINSKY, 1979).

Porém, podem dispersar-se em direcéo ao peri e intradomicilio. SARQUIS et
al. (2006) pesguisando 121 peridomicilios, em quatro localidades do Ceara,
demonstraram significativa preferéncia de T. brasiliensis por abrigos de animais
construidos com tijolos e cobertos com telha. Outro estudo utilizando galinheiro
experimental comprovou que T. brasiliensis permanece nas proximidades do local de
repouso das aves (poleiro), particularmente nas partes mais baixa, seca e quente das
paredes (RODRIGUES et al., 1995).

No ambiente domiciliar, T. brasiliensis também formam col6nias, as vezes
com mais de 100 exemplares (SARQUIS et a., 2006). A infestacdo domiciliar € um
processo multifatorial e as casas localizadas em &eas com elevada alteracdo
antropica sdo mais favoravels a invasdo ou colonizagdo de triatomineos (WALTER
et al., 2005).

CARBAJAL dela FUENTE et a. (2007) realizando estudos de disperséo de
T. brasiliensis, no nordeste do Brasil, sugeriram que a atracéo pela luz favorece o
processo de infestacdo que ocorre com maior frequéncia, principalmente na estagdo
seca do ano, isto &, durante o periodo de maio a dezembro.

Certamente, T. brasiliensis, hoje, € a mais importante espécie vetora da DC
em todo o Nordeste Brasileiro. Estudos epidemioldgicos realizados no Estado da
Bahia (WALTER et al., 2005), no Ceara (SARQUIS et al., 2004) e no Piaui

(SOARES et ., 2000) indicaram que T. brasiliensis é a espécie predominante nos
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ambientes domiciliares e com elevados niveis de infeccdo natural por T. cruz,
configurando em um dos mais eficientes transmissores da DC ao homem.

Além disso, merecem atencdo os Estados da Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte, onde essa espécie também tem sido encontrada em altas densidades

e com porcentagens variadas de infeccdo natural (COSTA et a., 2003b).

1.3.3 Triatoma sordida Stal, 1859

T. sordida, cujo centro de endemismo é o Cerrado, demonstra preferéncia por
ecotopos, tais como cascas de arvores secas ou mortas, em ambiente natura
(FORATTINI et d., 1971; FORATTINI, 1980). Comportamento semelhante foi
descrito por DIOTAIUTI et a. (1993) que em areas naturais encontraram T. sordida
ocupando arvores secas e mortas, no norte de Minas Gerais (Mato Verde) e
Tridngulo Mineiro (Itapagipe).

Com a eliminagdo de T. infestans, a espécie T. sordida destaca-se,
atualmente, como uma das mais importantes, epidemiologicamente, no pais, ou sga,
tornou-se a espécie vetora mais freqiente da DC capturada em ambiente
peridomiciliar (TOLEDO et d., 1997; PIRES et al., 1999).

DIOTAIUTI et al. (1998) avaliando as ag0es de controle de T. sordida, em
Porteirinha, Minas Gerais, revelaram que dentre as 406 Unidades Domiciliares (UD)
pesquisadas, cerca de 142 (34,9%) estavam infestadas por T. sordida, sendo que os
ecotopos mais freglientemente infestados foram montes de madeira, cercas, arvores,
montes de telha, galinheiros e chiqueiros, em ordem decrescente.

No Estado de Goiés foi realizado um levantamento da distribui¢cdo geografica

de triatomineos em 249.868 UDs em 201 municipios dos 246 existentes. Foram
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capturados 5.555 exemplares de T. sordida no intradomicilio e 38.819 no
peridomicilio (OLIVEIRA e SILVA, 2007). Comparando todas as espécies
estudadas, T. sordida foi a espécie que apresentou os maiores indicadores de
infestacdo e densidade, além de nitida preferéncia em infestar o peridomicilio,
provavelmente, pelo comportamento ornitofilico da espécie; como mencionado em
outros estudos (FORATTINI et a., 1982b; DIOTAIUTI et d., 1995; CROCCO e
CATALA, 1997).

Certamente, 0 aumento da densidade populacional de triatomineos no
peridomicilio representa um grande risco para a populacdo, uma vez que existe a
possibilidade de invasdo ou colonizagéo do ambiente intradomiciliar.

Recentemente, em Macaubas, na Bahia, houve sete casos agudos de DC, dos
quais dois pacientes evoluiram para 6bito. A investigacdo entomoldgica incriminou
T. sordida como potencial vetor responsavel pela ocorréncia dos casos. Foi
encontrado populacdo intradomiciliar na pia da cozinha. Nesse local eram
armazenados os alimentos gque, provavel mente foram contaminados e ingeridos pelos
moradores daresidéncia (DIAS et a., 2008).

A reinfestagc@o do peridomicilio das unidades domiciliares, a partir de focos
silvestres de algumas espécies vetoras de T. cruzi sempre persistird e de maneira
duradoura, na medida em que houver falta ou descontinuidade das acbes de controle
quimico. Portanto, torna-se urgente e necess&rio a implantagcdo e o acompanhamento
adequado do perfil de suscetibilidade de triatomineos por niveis mais centrais de

referéncia, afim de evitar o surgimento de popul agles resistentes no pais.
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1.4 HISTORICO DO CONTROLE PARA OSVETORES DA DC

No Brasil, as primeiras tentativas profiléticas para a DC ocorreram no inicio
dos anos 20, porém, sem resultados muitos satisfatorios. As paredes das habitacfes
infestadas por P. megistus eram aguecidas pelo fogo de langa chamas militares ou
tratadas por substancias como querosene e soda cdustica (DIAS et a., 2002).

DIAS et al. (1924) ressaltam que dentre as técnicas utilizadas, na época, a de
maior efetividade foi a aplicacdo de gas cianidrico em casas infestadas de barbeiros.
As moradias rurais eram envolvidas em duplo manto de lona e, logo em seguida o gas
era injetado, sendo que em menos de dez minutos ja se observavam a morte de
escorpides, ratos, aranhas, incluindo os barbeiros.

A maioria dessas técnicas foi descartada pela impossibilidade de aplicacdo em
larga escala, principamente em grandes aglomerados de casas, assim como pela
pouca ou nenhuma persisténcia dessas substancias no ambiente.

Com o surgimento dos inseticidas sintéticos na década de 40, um novo campo
se abriu, ndo sO para o controle de triatomineos, como também para os demais insetos
de importéncia em salde publica. Ainda, em 1943, um importante evento marcou a
histéria do controle dos vetores da DC: a Fundagdo Oswaldo Cruz inaugurou o
“Centro de Estudos e Profilaxia da DC”, em Bambui - area endémica do Estado de
Minas Gerais - sob direcdo do Dr. Henrique Aragéo e chefiado pelo Dr. Emanuel Dias
(DIASePINTO, 1952).

O primeiro inseticida sintético de efeito prolongado com propriedade residual
foi o dietildicloro difeniltricloroetano (DDT), cujo efeito inseticida foi descoberto por
Paul Mdaller, na Suica, em 1939. Durante a Segunda Guerra Mundia, esse

organoclorado foi utilizado em grande escala nas frentes de batalha, contra piolhos
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humanos, pulgas dos ratos e mosquitos e que, quando aplicado em paredes e tetos das
casas, permanecia ativo contra os insetos por varios meses (WHO, 1987).

O lancamento do DDT significou para muitos uma revolucéo no controle de
pragas e seria responsavel, juntamente com os adubos quimicos, pelo suposto milagre
da agricultura com safras recordes e producdo em solos praticamente estéreis.

Em 1945, quando chegou o DDT no Brasil, se criou grande expectativa em
relacdo @ sua possivel eficacia no combate aos vetores da DC. Expectativa logo
frustrada pelos ensaios de campo de LENT e OLIVEIRA (1944) que demonstraram
que a acdo toxica do DDT processa-se mais rapidamente em adultos do que em
formas jovens. Nas ninfas a velocidade de penetracdo atraves do tegumento do inseto
€ muito lenta e no ovo, inexistente, resultando em umareinfestacdo, entorno de 3 a 4
meses. As ninfas emergiam normal mente sobre placas de Petri polvilhadas com DDT
demonstrando a inexisténcia da acdo desse inseticida no desenvolvimento
embrionério dos vetores da enfermidade de Chagas.

PEDREIRA de FREITAS (1950) também chamou a atengdo sobre o efeito
parcial do DDT sobre os triatomineos. Esse autor observou que nas casas do Estado
de Goiés, nas quais 0 Servico Naciona de Maaria (SNM) havia aplicado DDT, foi
capturado um dos maiores focos de P. megistus, justamente por eliminar apenas certa
porcentagem da popul agéo.

DIAS et a. (1952); PINTO e BICALHO (1952) e PEDREIRA de FREITAS
(1963) apontaram a ineficacia do DDT aertando que as casas que eram borrifadas,
rotineiramente, com esse produto apresentavam grande quantidade de triatomineos

capturados durante as pesquisas entomol égi cas.
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Com o fracasso inesperado do DDT no controle dos vetores da DC, a outra
opcao de escolha foi 0 Gammexane P 530 (BHC). BUSVINE e BARNES (1947)
alcancaram resultados muito mais positivos no combate aos triatomineos. Esses
autores verificaram, em condicdes de laboratério, aintensa mortalidade de R. prolixus
quando expostos a acdo do isdmero gama hexacl orociclohexano (Gammexane).

As pesquisas em laboratério foram logo confirmadas por ROMANA e
ABALOS (1948), na Argentina, que observaram a potente acéo toxica do BHC contra
popul agbes domiciliadas de triatomineos quando alteraram a concentracdo de 250 mg
por m? para 500 mg. Esses autores constataram gue, com essa concentragao, as casas
se mantiveram livres dainfestagéo, até quase seis meses depois de tratada.

No Brasil, DIAS e PELLEGRINO (1948), em ensaios de campo realizados,
em Agua Comprida/MG verificaram que o Gammexane foi capaz de controlar
populacdes intradomiciliares de vetores da DC. Comprovaram também que esse
inseticida quando aplicado na dose de 1,0 g de principio ativo por m® de parede, em
pelo menos dois ciclos de borrifagbes, separados por intervalos de 30-60 dias,
preservavam a casa livre de triatomineos até cinco meses depois de tratadas.

A aplicagdo do BHC foi, portanto, levada avante devido a necessidade de
resultados rapidos. A primeira grande campanha contra os transmissores da DC
utilizando o “novo inseticida” foi conduzida pelo SNM, em marco de 1950, nas
cafuas da area rura de Bambui/MG. As superficies de paredes e tetos de 228
moradias foram aspergidas com BHC a 10%. Gastaram-se 2.131 litros de inseticida
distribuidos em 23.465 metros quadrados, cuja dose média foi de 700 mg/m?. Esse
trabalho foi realizado durante 15-20 dias, tendo como resultado 4.679 triatomineos

capturados em 92 casas, do total das 228 selecionadas (DIAS e PINTO, 1952).
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PINTO e BICALHO (1952) obtiveram uma reducdo na populacdo de
triatomineos da ordem de 90%, depois de quatro meses de tratamento. Esses
resultados referem-se as extensas campanhas no Estado de Minas Gerais com o
“Gammexane”, na forma de pé molhével, cuja dose utilizada por m? era de 500 mg,
aplicados em toda a extensdo e profundidade de cada fresta ou rachadura, localizadas
tanto nas dependéncias internas, quanto nas externas.

Outros autores obtiveram resultados muito favoraveis com a aplicacdo de
“Gammexane”, em diversos paises, tais como: Uruguai (OSIMANI et a., 1950);
Chile (NEGHME, 1950); Venezuela (NIETO-CAICEDO, 1950) e Equador
(MONTALVAN, 1952).

Foi a partir dessas campanhas que surgiram as normas gerais empregadas
rotineiramente em um levantamento municipal, no que diz respeito ao nimero de
agentes, material necessario, transporte, divisao de trabaho, disposicdo de itinerério e
as técnicas de captura de triatomineos. Ainda foi possivel definir a metodologia de
aplicacdo do inseticida no interior das casas, onde se procurava borrifar os locais
estratégicos que serviam de esconderijo para 0s triatomineos, assim como a
periodicidade do intervalo das aplicagdes (DIAS et a., 1952;, SALGADO e PINTO,
1952, BUSTAMANTE e GUSMAO, 1954).

No inicio da década de 50, novos e potentes produtos quimicos foram langados
no mercado, como o dieldrin. Em pouco tempo, ensaios de campo visando o controle
de populacbes de R. prolixus, na Venezuela, e de T. dimidiata, na Guatemala, foram
conduzidos. Os sanitaristas venezuelanos utilizaram o dieldrin pela primeira vez em
1952, no Estado de Trujillo, em 60.000 casas. Apds isso, sua utilizacdo foi ampliada

para mais 12 Estados, com cerca de 300.000 casas infestadas. Na Guatemala, areas



com indice de infestacéo de 68% por T. dimidiata, depois da aplicacéo de dieldrin, os
insetos ndo mais foram encontrados, durante quatro meses depois do tratamento
(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1956).

Em meados de 1954, o Servico Nacional de Malaria decidiu experimentar o
dieldrin em substituicdo ao BHC, baseado nos resultados de trabalhos realizados na
Venezuela e Guatemala contra R. prolixus e T. dimidiata, respectivamente. Os ensaios
foram realizados nas localidades do Coérrego do Arroz e Basamo, situados no
municipio de Andpolis, Estado de Goias. No entanto, os autores chamam a atencdo
para os efeitos toxicos do dieldrin que provocaram casos graves de intoxicacdo, ndo
apenas em aplicadores, como também em burros, cachorros, gatos e aves. Assim,
devido a elevada toxicidade e alto custo, a direcdo do SNM suspendeu 0 seu emprego
e continuou com o0 uso do BHC nas agbes de controle dos vetores da DC
(PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ 1956; BUSTAMANTE e CARVALHO, 1957).

A década de 50 foi marcada por notéveis avancos no conhecimento da DC n&o
s0 pela fundagdo do Departamento Nacional de Endemias Rurais (DENERu), em
1956, e poucos anos mais tarde pela Campanha de Erradicacdo da Maaria (CEM),
mas também pelo Instituto Nacional de Endemias Rurais (INERu) - instituicdo
dedicada a investigacdo de diversas enfermidades daguela época (entre elas a doenca
de Chagas), cujo controle passou a estar a cargo do DENERu.

Os inseticidas organoclorados, no final dos anos 60, devido aos diversos
guestionamentos, tais como: elevada toxicidade para homens e animais domésticos,
custo operacional relativamente alto, necessidade de replicagcOes frequentes e sua
inativacdo pelo barro das paredes foram, gradativamente, sendo substituidos pelos

organofosforados e carbamatos.
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Em 1973, no municipio de Castro AlvesBA, o organofosforado malathion
passou a ser utilizado em estudos de campo e laboratério solicitados pela Diretoria do
INERu. SHERLOCK e MUNIZ (1975) e SHERLOCK et a. (1976) recomendaram
esse inseticida para ser usado em amplas campanhas de controle de triatomineos,
principalmente por apresentar acéo ovicida.

Apesar da magnitude do problema representado pela doenca de Chagas e de
se dispor de tecnologia comprovadamente eficaz, entre 1950 e 1975, as atividades de
controle foram apenas pontuais e descontinuas, portanto, ndo impedindo a
reinfestacdo de éreas ja tratadas (SILVEIRA, 2000). Excecdo feita a0 Estado Séo
Paulo, onde as atividades de tratamento quimico contra os triatomineos domiciliados
foram desenvolvidas a partir da década de 1950 (WANDERLEY et al., 2006).

Nessa época, no Estado de Sdo Paulo as atividades de controle quimico se
dividiram em duas fases, sendo que a primeira fase ocorreu entre 1950 a 1959 e foi
caracterizada por ages de menor abrangéncia e intermitentes. A seguda fase que se
estendeu de 1959 a 1967, as agOes de controle dos vetores da DC foram realizados
concomitantemente com as atividades de controle da malaria, em areas com
sobreposicdo das duas endemias, durante a Campanha de Erradicacéo da Maaria
(CEM).

A partir de 1964 foi introduzida a fase de “arrast&o” que se caracterizou pelo
tratamento de BHC em todas as casas e anexos com presenca de triatomineos. Em
1968, diferentemente do restante do pais, esse Estado adotou 0 “expurgo seletivo” de
focos residuais, onde utilizava a presenca de triatomineos como indicador necessério
a aplicacdo do BHC resultando em gasto menor do que a repeticdo das borrifactes

em todas as casas e apresentando ainda outras vantagens, como por exemplo: a de
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promover a educagdo sanitaria despertando o interesse dos moradores pelas
borrifagcbes (PEDREIRA de FREITAS, 1963; WANDERLEY et a., 2006).

No final dos anos 70, o Estado de S&o Paulo reduziu significantemente a
infestac@o por T. infestans sendo considerado pioneiro no controle dessa espécie e
servindo de exemplo para o Brasil. O ultimo registro de T. infestans infectado por T.
cruzi, no Estado de Séo Paulo, ocorreu em 1978 (WANDERLEY et a., 2006;
HOFFMANN, 2007).

Em 1967, foi criada a Superintendéncia de Campanhas de Salide Publica
(SUCAM), que absorveu as funcbes do antigo DENERu. Dessa forma, o
plangamento e a execucdo das agdes de intervencdo da DC passaram a ser de
responsabilidade dessa institui ¢éo.

A partir de 1975, as atividades de controle da DC foram redimensionadas e a
metodologia de trabalho sofreu redefinicbes para delimitar a area com risco de
transmissdo vetorial e a magnitude do problema. Foram promovidos inquéritos
soroldgicos e entomoldgicos de ambito nacional, que indicaram uma estimativa de
soroprevaléncia de 4,2% de média de positividade na populagdo brasileira com a
presenca de 44 espécies de triatomineos, das quais 31 capturadas no intradomicilio.

Em 1977, o modelo de controle da DC foi normatizado para o Brasil tendo
como componentes trés fases sucessivas de trabalho: i) fase preparatéria; ii) fase de
ataque eiii) fase de vigilancia epidemiolégica (MS, 1985; DIAS, 1987; DIAS et 4.,
2002; MONCAYO e SILVEIRA, 2009).

A fase preparatédria € dividida em duas partes. a primeira parte consiste no
reconhecimento geografico que tem como objetivo a quantificacdo de todos os

elementos que compdem uma determinada &rea. Todas as informagfes sobre as
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unidades domiciliares, as vias de acesso, meios de comunicagdo e condicdes
epidemiol bgicas e sanitérias devem ser mapeadas e registradas. A segunda parte € o
conhecimento da fauna triatominica e os indices de infec¢éo natural paraT. cruz.

A fase de ataque consiste no tratamento, em massa, de todas as localidades
positivas para triatomineos com inseticida residual, em pelo menos dois ciclos de
borrifagdo. Essa atividade necessita de avaliacOes periddicas e deve se manter até que
as condi¢des de transmissdo nNdo estejam mais presentes, isto €, a eliminacéo total de
popul agdes intradomiciliares, no caso de espécies introduzidas como T. infestans e R.
prolixus.

A fase de vigilancia é de carater permanente e necessita da participacéo da
comunidade. Embora exista uma busca ativa do vetor é necessario implantar rede de
postos de informagao, na qual a populacdo deve assumir 0 compromisso de notificar
a ocorréncia de novos focos de infestacdo. Essa Ultima etapa torna-se a mais dificil,
devido ainexisténcia de metodol ogias que permitam a deteccdo dos vetores em baixa
densidade populacional.

Em 1983, foi assinado um contrato entre a SUCAM e o Banco Naciona de
Desenvolvimento Econdmico e Socia (BNDS) destinando 10 bilhdes de cruzeiros
provenientes do imposto de carater socia, o chamado FINSOCIAL. Com esse
complemento orcament&rio, o programa atingiu, pela primeira vez, a integral
cobertura da area endémica do pais que compreendia dois mil municipios, em 19
Estados, beneficiando 47 milhGes de pessoas (LIMA, 1983).

Ainda nesse ano, foi instituido em carater pioneiro no pais, o uso de
piretroides de sintese, em larga escala, sobretudo em &reas onde o BHC era menos

eficaz, em funcdo do comportamento dos vetores predominantes na regido, como T.
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brasiliensis e T. pseudomaculata. Esses inseticidas sdo aplicados nas paredes internas
do intradomicilio e nos anexos periodomiciliares, principalmente, em locais que possa
haver focos de triatomineos (SILVEIRA, 2000; SILVEIRA, 2004; DIAS e
MACEDO, 2005).

Outros mecanismos profilaicos, como a mehoria das condi¢cbes das
habitagbes também sdo utilizados; porém, em funcdo do nimero de domicilios que
devem ser beneficiados e da propria extensdo da area de transmissdo autéctone, torna-
se pouco viavel e fora do acance das agOes proprias do setor de saide (MS, 1985).

A partir de 1986, houve uma reducéo na luta antichagasica devido a uma nova
epidemia de dengue no Estado do Rio de Janeiro com a circulacéo do sorotipo 1, que
logo se propagou para a Regido Nordeste (NOGUEIRA et a., 1999,
SCHATZMAYR, 2000; BARBOSA da SILVA et d., 2002).

Em abril de 1990, a Fundacdo Nacional de Saide (FUNASA) foi criada e
passou a ser responsavel pela coordenacdo das agbes de controle da DC.
Historicamente, a FUNASA caracterizava-se por uma estrutura verticalizada, semi-
militar, com rigida organizacdo e abundancia de equipamentos, recursos humanos e
financeiros. A partir de 1999, a “Reforma Sanitaria” promovida a partir da Portaria n°
1.399 do Ministério da Salde descentralizou as agbes de epidemiologia e controle de
endemias para os Estados e Municipios, (SCHMUNIS e DIAS, 2000). As Secretarias
Estaduais de Salde passaram a coordenar e supervisionar as agdes realizadas pelas
entidades municipais. Em 2004, a Portaria n® 1.399 foi revogada pela Portaria n°
1.172 gue estabeleceu melhor as competéncias dos Estados, Municipios e o Distrito
Federa e a sistemética de financiamento destinado as endemias, assim como as

penalidades para o descumprimento das responsabilidades.
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Para DIAS et a. (2002) a transferéncia das responsabilidades de acGes de
vigilancia e controle da DC para as Secretarias Estaduais e Municipais de Salde
representa um grande desafio, uma vez que, ndo € acompanhado pela formacéo de
corpo técnico capacitado, dotado de conhecimento técnico-cientifico suficiente para
orientar e apoiar a gestdo local, por exemplo, em situacfes raras como 0s surtos de
transmisséo oral.

Em margo de 2005, o Estado de Santa Catarina foi acometido com 24 casos
de infeccdo humana por T. cruzi. Todos os pacientes ingeriram acidental mente suco
de caldo de cana contaminado. Esse surto teve repercussdo internacional ndo sd em
funcdo da forma de contaminagdo, mas também pela gravidade e manifestacéo
clinica atipica dos casos. Provocou também a necessidade de mudancas dos modelos
anteriores de Vigilancia Epidemioldgicada DC (MS, 2005).

Nesse mesmo ano, houve a estratificacdo de risco para DC que contou com a
participacdo de 14 Estados do pais. Os critérios utilizados para determinacéo do risco
de transmissdo da DC foram varidveis entomol dgicas, ambientais, demogréficas e de
morbidade; conforme descritos no CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE
CHAGAS, 2005.

Para cada variavel foram atribuidos diferentes valores em uma escala de 0 a
5. Ap6s os calculos foram gerados estratos de alto, médio e baixo risco, gustados a
realidade de cada Estado. Aproximadamente 491 municipios foram classificados
como de alto risco, 1350 municipios de médio risco e 1151 de baixo risco; conforme

demonstraaFig. 3.
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Risco de transmissdo da
Doenga de Chagas

B :to (491)
B baizo [(1151)
médio (1350

Figura 3 - Distribuicdo dos municipios brasileiros conforme estratificacdo
de risco para doenca de Chagas, 2005. Fonte: SVS/MS.

Atuamente, o Programa Naciona de Controle da Doenca de Chagas
(PNCDC) esta inserido dentro da Secretaria de Vigilancia em Saide (SVS) do
Ministério da Salide. No ano de 2009, o PNCDC recebeu R$ 29.400.000,00 dos quais
35% foram gastos com a vigilancia e controle do vetor considerado de grande
importancia epidemiol6gica, em funcédo do risco potencial na cadeia de transmisséo
vetoria eoral daDC.

Os recursos gastos com o0s vetores sdo destinados basicamente na aquisicéo de
equipamentos e manutencdo de pessoal, que tem atuado de forma sistematica nos 491

municipios, considerados de alto risco.
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Hoje, os grandes desafios sdo a sustentabilidade dos niveis de controle
atingidos, uma vez que, com a descentralizacéo das acdes de controle da DC para a
gestdo municipal podera ocorrer uma reducdo da prioridade das agdes, como também
a perda de reconhecimento da importancia da doenca.

A situacdo confortavel de baixa transmissdo podera gerar progressiva
diminuicdo de vontade politica e perda de competéncia técnica para realizacdo das
atividades de controle, levando a uma recrudescéncia da moléstia que se dara,
possivelmente, de forma lenta e progressiva, mais propriamente nos bolsdes de
pobreza e nas regides politicamente menos representativas.

Para FERREIRA e SILVA (2006), os desafios ainda existentes no controle da
DC sdo a falta de equipamentos e recursos financeiros, imprescindiveis para a
continuidade das atividades de controle no pais.

Ainda, a interpretacdo erronea dos gestores, educadores e pesquisadores de
que a “Doenca de Chagas estd com os dias contados” poderd levar a uma
descontinuidade das agOes de controle. Se essa situagdo ocorrer, a presenca de
populacBes de triatomineos no peridomicilio pode sinalizar para uma iminente
domiciliacdo das espécies secundérias, como também da reinfestacdo do T. infestans

(DIOTAIUTI et a., 1994, DIAS, 1998).
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1.5 TOXICOLOGIA DE INSETICIDAS

1.5.1 Toxicocinética

1.5.1.1 Interagcdo dos vetores com 0s inseticidas

Devido ainexisténcia, ndo s de uma vacina suficientemente segura e eficaz,
como também de expectativa de melhoria da progresséo clinica da doenca entre os
portadores cronicos, a estratégia basica de controle da transmisséo da DC € o combate
aos vetores. O controle quimico é redlizado por meio de aplicacdo periddica e
sistemética de inseticida de acdo residual no intra e peridomicilio (DIAS, 1997).

O primeiro passo da interacdo é o encontro entre os triagtomineos com as
superficies tratadas com o inseticida. A partir desse momento, o inseticida invade o
organismo desencadeando uma série de eventos moleculares. Assim, 0s inseticidas
sdo absorvidos, distribuidos, armazenados, metabolizados e excretados. O estudo

desses processos é um dos objetivos da toxicocinética (STARK e BANKS, 2003).

1.5.1.2 Penetracéo, distribuicdo e excrecéo

Existem vérios modos de penetracéo de inseticidas no interior do corpo dos
insetos. penetracdo, ingestdo e inalacdo pelos espiraculos. A penetracdo € o
mecaniSmo mais comum, umavez que, a maioria dos inseticidas sintéticos apresenta
caracteristica lipofilica, portanto, sdo dissolvidos facilmente na superficie cerosa da
cuticula dos insetos.

O ingresso dos inseticidas para dentro do corpo dos insetos ocorre por meio
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do tegumento em varias regides delgadas (membranas das articulacbes e membranas
intersegmentares). MATSUMURA (1963) e GRISSON et al. (1989) sugerem que
alguns inseticidas (DDT, fenvalerato e malathion) quando aplicados na parede do
corpo acumulam-se no tegumento, posteriormente, sdo adsorvidos pela parede de
quitina e em seguida distribuidos livremente pela hemolinfa.

Por outro lado, SUGIURA et a. (2008) assumem que a rapidez com que
determinados inseticidas atingem o sitio avo é favorecido pelas rotas de penetracéo
via espiraculos. Por exemplo, os inseticidas piretréides utilizados, em vérias partes
do mundo, além da baixa toxicidade em mamiferos apresentam alto poder de
paraizacdo (efeito “Knockdown”) seguida de morte dos insetos. Essa Ultima
caracteristica demonstra sua rapida acdo do Sistema Nervoso Central (SNC)
sugerindo que sua rota de entrada sgja pelos espiraculos. GEROLT (1965, 1969)
também aponta os espiraculos como sendo a principa porta de entrada para o
inseticida dieldrin.

Em T. infestans a penetragdo ocorre de modo mais eficiente por meio da fina
superficie ndo esclerotinizada da cuticula. Também depende das propriedades fisicas
e quimicas das substancias e dos solventes usados na aplicaciio (FONTAN e ZERBA
1987).

Depois de atravessar o tegumento, a hemolinfa distribui o inseticida por todo
0 organismo. Por causa das caracteristicas lipofilicas, as moléculas de inseticida
somente poderdo ser excretadas apos sofrerem uma série de modificagBes quimicas
que ateram sua polaridade. Estas transformagdes sdo redlizadas pelas enzimas

detoxificantes.



1.5.1.3 Enzimas metabdlicas que conferem resisténcia

Os insetos coevoluem e se adaptam a diversos ecétopos, como por exemplo, a
copadas arvores. Mulitas espécies de plantas produzem uma variedade de substancias
toxicas, especificamente, para se defender contra o ataque dos insetos fitéfagos.

A maioria dessas toxinas naturais sdo lipofilicas sendo rapidamente
metabolizadas e removidas pelo sistema excretor dos insetos.

O principal mecanismo que protege os insetos de uma infinidade de toxinas
gue ingerem periodicamente € a atividade de enzimas detoxificantes.

BRODIE e MAICKEL (1962) destacam duas caracteristicas principais das
enzimas detoxificantes. 1) converter substratos liposoliveis em produtos
hidrosolUveis facels de excretar e, 2) sdo muito inespecificas. Sua atividade esta
associada a fungbes normais de metabolizacdo de outros xenobi6ticos.

O metabolismo de mol éculas xenobidticas em um organismo € bifasico sendo
divididas em enzimas de fase 1 e de fase 2. As enzimas de fase 1 atuam diretamente
sobre a substancia exogena. As reacoes de fase 1 sdo oxidagdes, reducdes e
hidrolises. Geralmente, essas reagdes introduzem grupos funcionais reativos na
molécula, 0 que dara origem a substratos para as enzimas de fase 2. As reacfes de
fase 2 sd0 conjugagbes que combinam os grupos funcionais com metabdlitos
enddgenos soliveis em agua.

Trés principais classes de enzimas que contribuem para eliminagdo ou
inativagdo das substéncias toxicas circulantes nos insetos sdo: citocromo P450
(oxigenase de funcdo mista), Glutationa — S — Transferases (GST) e Esterases. A

elevada expressdo dessas enzimas € um dos mecanismos que contribui para a
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resisténcia ainseticidas.

Citocromo P450 — O sistema microsomal monooxigenase citocromo P450 é
um dos mais importantes mecanismos metabdlitos conhecidos ocorrendo em varios
grupos de animais, plantas e microorganismos. S8 encontrados, normalmente, no
reticulo endoplasmatico, mas também ocorrem nas mitocondrias.

Conforme HODGSON (1983) existem trés principais componentes desse
sistema: NADPH - citocromo ¢ P450 reductase, citocromo bs e o citocromo P450
(enzima com um grupo hemo, cujo nome é derivado de um espectro de absorbancia
de 450 nm produzido pela mol écula quando se liga ao mondxido de carbono).

O citocromo P450 cataliza diversas reagdes oxidativas envolvendo compostos
enddgenos e exdgenos. Por esse motivo, também é conhecido como oxidase de
funcdo mista ou monooxigenases.

O mecanismo de ac&o do citocromo P450 implica a quebra de uma molécula
de oxigénio. Um dos &omos é reduzido a &gua e outro oxida o substrato. Os elétrons

s&0 provenientes do NADPH:

NADPH NADP'+H"

RH + 0, ROH + H,0

Nos insetos, a primeira descricdo do citocromo P450 foi realizada por RAY
(1967). Dentro dos insetos, as atividades das monooxigenases se manifestaram em
maior intensidade em locais de maior trénsito e acesso de inseticidas. tubo digestivo,
corpo gorduroso e tubulos de Malphigi (HODGSON, 1983).

Muito embora o citocromo P450 sgja encontrado em todos os estagios de

desenvolvimento, a sequéncia das atividades varia drasticamente durante as fases de
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cada etapa. Nos ovos, a sequéncia de atividades baixas ou até mesmo nulas € muito
comum. Em periodos sucessivos de muda de larvas e ninfas ocorre um aumento,
porém diminui rapidamente no momento da muda. Na pupacéo e durante o periodo
pupal € nula. Em adultos emergidos é elevado, entretanto em adultos alimentados
aparece em baixas atividades (HODGSON, 1983).

SODERLUND e BLOMQUIST (1989) ressaltam que o aumento dos niveis
de citocromo P450 de um organismo pode ser induzido pela exposicdo crénica a
certos compostos lipofilicos, como por exemplo inseticidas.

O citocromo P450, juntamente, com as outras enzimas do sistema é o
responsavel pelo aumento do metabolismo oxidativo de todas as classes de
inseticidas, exceto os ciclodienos.

Glutationa — S — Transferases (GST) — s80 enzimas multifuncionais que
conjugam mol éculas exdgenas com metabdlitos endogenos (aminoacidos, glucation,
glucosa). A GST apresenta elevada especificidade pela glucationa reduzida (GSH).
Essas enzimas catalisam a conjugacéo do grupo SH da glutationa reduzida, que apos
combinada apresenta maior especificidade para um segundo substrato.

A conjugacdo da glutationa com os grupos eletrofilicos de compostos
xenobiéticos, catalisada pela GST, torna 0s produtos da reacéo menos toxicos e mais
hidrosol iveis favorecendo & excregéo.

A Glutationa — S — Transferases apresenta distintas propriedades fisicas e
detoxificantes, conseguientemente, desempenha paped fisioldgico importante na
metabolizacdo de compostos gerados intracel ularmente, como também de inseticidas
organofosforados e organoclorados (DDT).

Esterases — 0 modo de acdo consiste na adicdo de uma molécula de agua a
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grupos carboxiester, fosfoester, carboxilamida e epdxi. Varios inseticidas apresentam
grupamento éster na sua estrutura quimica (organofosforados, carbamatos e
piretrides), portanto, sofrem reactes de hidrdlise. Durante a hidrélise se rompem as
ligaches éster e da molécula de &gua. Metade do éster se converte em acido e a outra
em écool.

As enzimas que catalisam estas reagOes sdo conhecidas como Hidrolases ou
Esterases. Sdo também chamadas de Carboxilesterases quando hidrolisam compostos
que apresentam eésteres carboxilicos na sua composicéo como organofosforados, por
exemplo, o malathion.

As esterases s80 classificadas em esterase afa (esto) e esterase beta (estp)
sendo que podem atuar isoladas ou em conjunto, em populacdes resistentes. A
classificac8o dessas esterases € baseada no grau de mobilidade em gel de
poliacrilamida e na preferéncia por anaftil ou Pnaftil acetato (HEMINGWAY e

RANSON, 2000).

1.5.2 Toxicodinamica

O estudo da interagdo das moléculas de inseticidas com seus sitios de acéo e
suas conseguéncias € o objetivo da toxicodinamica (STARK e BANKS, 2003).
Apenas uma peguena parcela do inseticida alcangara o avo molecular para exercer
sua agao toxica.

Todos os inseticidas sintéticos interferem no funcionamento do SNC. S&o
considerados neurotdxicos e afetam a transmissao dos impul sos nervosos dos insetos,
de modo que tém sido utilizados amplamente nos programas de controle de doencas

transmitidas por vetores.
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1.5.2.1 Inseticidas quimicos

1.5.2.1.1 Inseticidas organoclorados

Os organoclorados sfo inseticidas que contém, principalmente, Cl, H, e C.
Possuem estabilidade quimica elevada por apresentarem vérias ligagdes H-C, C-Cl e
C-C entre suas moléculas.

S0 classificados em quatro grupos. difenil-alifaticos, hexaclorociclohexano,
ciclodienos e policloroterpenos.

Difenil-alifaticos — o DDT é 0 mais conhecido; porém incluem-se mais quatro
analogos relacionados ao DDT (dicofol, etileno, clorobenzilato e metoxicloro). O
dicofol é um acaricida semelhante ao clorobenzilato. O etileno é utilizado para
impregnacdo de madeira protegendo-a contra o ataque de cupins e o metoxicloro é
um inseticida de jardins. Por serem atamente lipofilicos acumulam-se nos tecidos
gordurosos do corpo.

Hexaclorociclohexano (HCH) — também conhecido como benzenohexacloro
(BHC) é considerado o mais antigo dos sintéticos clorados. Os isdmeros do HCH
sdo: afa, beta, gama, delta e épsilon. Apds diversos trabalhos de laboratério para
separar e identificar esses isdbmeros, somente 0 1ISOMero gama apresenta propriedades
inseticida. O lindano € um produto comercializado que contém 99% de isdbmero
gama.

Ciclodienos — a primeira parte do nome refere-se a estrutura ciclica, em forma
de anel. A segunda (dieno) significa que tem dupla ligacdo. A maioria dos
ciclodienos foi sintetizada depois da Segunda Guerra Mundial. O adrin e o dieldrin

sintetizados em 1948 sdo exemplos desse grupo. Geramente, sdo persistentes e
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estaveis no solo e relativamente estavels a acdo da luz solar. Também sdo
equitoxicos, isto €, apresentam efeitos iguais para mamiferos, insetos e aves.

Quanto ao modo de ag&o, os ciclodienos atuam no mecanismo de inibicéo dos
receptores de GABA (&cido gama-amino-butirico). Esses receptores, em condicdes
normais, aumentam a permeabilidade dos neurénios aos ions cloreto apos ligacdo do
neurotransmissor. Os ciclodienos impedem a entrada dos ions cloreto nos neurénios.

Policloroterpenos — o toxafeno e o estrobane foram desenvolvidos em 1947 e
1951, respectivamente. S&0 utilizados sempre em combinagdo com o DDT, uma vez
que sozinhos tém poucas quaidades inseticidas. Somente esses dois

policloroterpenos foram produzidos (WARE, 2000).

1.5.2.1.2 Inseticidas organof osf orados

O termo organofosforados refere-se a todos os inseticidas que contém
fosforo. Foram desenvolvidos na década de 40, mas sdo utilizados até hoje, tanto na
agricultura como em salide publica. S&o classificados em trés subgrupos: os aifaticos
(malathion, vidrin, vapona, etc), os derivados de fenil (etil e metil parathion,
fenitrotion, etc) e os heterociclicos (chlorpirifos, chlorpirifos metil, etc).

Quando comparados aos organoclorados sdo biodegradaveis, ndo se
acumulam nos tecidos, contudo apresentam baixa persisténcia, 0o que torna
obrigatorio novos ciclos de aplicagdo. A falta de persisténcia se deve pela presenca

de ligagOes éster’. Essas ligagBes sfo facilmente hidrolizéveis produzindo dcool e 0

10s ésteres se formam pela reacdo entre um &cido e um dcool. O processo inverso de formagdo dos
ésteres que retorna ao acido e ao dcool de origem chama-se hidrdlise. A hidrdlise ocorre facilmente

em meios &cidos e acalinos, de origem aquatica ou do solo. Também se produz por agéo de enzimas.
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acido de origem.

1.5.2.1.3 Inseticidas carbamatos

Assim como os inseticidas organofosforados sdo derivados do acido
fosférico, os carbamatos s@o derivados do acido carbdmico. S&o sollveis em
solventes organicos, inodoros e sistémicos para as plantas, uma vez que Sa0
relativamente sollveis em &gua. Apresentam elevado custo e persisténciade 1 a 3
meses no meio ambiente (BRAGA e VALLE, 2007a).

Sua comercializagdo se iniciou nos anos 60 sendo que os mais utilizados em

sallde publica séo: o propoxur, o carbaril e o bendiocarb.

1.5.2.1.4 Inseticidas piretroides

No século XVII, os habitantes dos Montes Caucasianos conheceram as
propriedades inseticidas das flores de criséntemo quando os utilizaram no combate
de piolho do corpo.

Em 1924, os quimicos suicos Hermann Staudinger e Leopold Ruzilka
revelaram as primeiras caracteristicas estruturais das piretrinas, sendo que, anos
depois foram premiados com o Nobel por seus avancos nos diversos campos da
quimica. As piretrinas sdo encontradas em toda parte, principamente, nas folhas de
plantas herbéceas da familia Compositae. Das espécies Chrysantemum
cineraraefolium e C. coccineum pertencentes a essa familia sdo extraidas substancias
naturais que sdo utilizadas para producdo de diversos piretroides sintéticos

(ALZOGARAY, 1996).
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Durante a Primeira Guerra Mundia os japoneses dominaram o mercado do
cultivo de crisantemos. O declinio dos japoneses ocorreu nos anos 30 quando se
descobriu que o extrato de piretro produzido no Quénia apresentava maior
concentracdo de piretrinas por unidade de peso seco (MCLAUGHLIN, 1973).

CASIDA (1980) destacou que o clima equatorial favorece um florescimento
dos crisantemos, durante sete a onze meses por ano. Assim, nas décadas seguintes, o
cultivo e a producéo de piretro foram importantes no Quénia, Ruanda, Equador e
Nova Guiné.

Nos anos 40, os Estados Unidos declararam o piretro como material
estratégico de guerra devido & sua grande utilidade no combate aos mosquitos
transmissores da malaria. Varias tentativas de cultivo de crisantemos em territorio
norte americano fracassaram. A dificuldade para obtencdo de matéria prima, durante a
guerra, induziu os Estados Unidos e a Inglaterra a sintetizar derivados das moléculas
naturais.

Com os esforgos iniciados, durante a Segunda Guerra Mundial, foi langado no
mercado americano o primeiro piretréide: a aletrina, em 1948. Sua sintese era muito
complexa necessitando de 22 reacfes quimicas para obtencdo do produto final. Esse
inseticida representou a primeira geracao dessa familia.

Nagueles anos, os desafios enfrentados pelos quimicos eram sintetizar novas
moléculas que reunissem as seguintes propriedades: i) eficazes contra 0s insetos,
mesmo quando empregadas em baixas concentracdes; ii) ndo serem tdxicas ao homem
e animais domeésticos; iii) serem de facil obtencdo de manipulagéo; iv) apresentar acdo

rapida e estabilidade ao ar livre € v) serem econdmicos.
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Apobs 20 anos, foi obtido o primeiro piretrGide com caracteristicas ideais e
toxicidade em mamiferos menor que as piretrinas. Esse composto foi chamado de
resmetrina (ELLIOT et a., 1967).

Além da resmetrina, outros compostos foram sintetizados entre 1960 e inicio
dos anos 70, tais como: tetrametrina, bioresmetrina, bioaletrina e phonotrina
representando a segunda geracéo dessa familia.

Os piretrdides de terceira geracéo (fenvalerato e permetrina) surgiram entre
1972 e 1973 e foram os primeiros a serem utilizados na agricultura, por serem mais
eficazes e fotoestaveis.

Modificacbes estruturais posteriores, como por exemplo, incorporacdo de
grupo ciano a estrutura dos piretréides permitiu um aumento consideravel na acéo
inseticida. A deltametrina € um dos cianopiretrdides amplamente efetiva contra
importantes pragas agricolas, sanitérias e domeésticas.

As modificagOes estruturais sistematicas de distintas partes das moléculas de
piretrinas produziram compostos altamente efetivos em doses baixas, que incluem a
bifentrina, lambdaciaotrina, cipermetrina, ciflutrina, fenpropatrina, flucitrinato,
fluvalinato, teflutrina, tralometrina e zeta-cipermetrina. Todos esses inseticidas,
juntamente com a deltametrina correspondem a quarta geragdo e a mais atua desse
grupo (ZERBA, 1999a).

A presenca ou auséncia de um grupo ciano ligado ao carbono a, o tipo de
sintomatologia e os efeitos fisiol6gicos produzidos classificam os piretrdéides em Tipo

leTipo 2. Asprincipais diferencas estdo contidas na Tab. 1.
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Tabela 1 - Classificagdo dos piretréides baseada na estrutura quimica, sintomas e
efeitos detrofisiolégicos produzidos (GAMMON et al., 1981; GHIASUDDIN e
SODERLUND, 1985; SODERLUND e BLOOMQUIST, 1989; BLOMQUIST,
1996; SODERLUND, 2008).

Caracteristicas

Tipol

Tipoll

estrutura quimica

sintomas em ratos

sintomas em baratas

efeitos
eletrofisiol6gicos em
vertebrados e
invertebrados

exemplos

um grupo ciano no carbono o

* hiperecitacdo
* tremores em todo o corpo
* prostracéo

* movimento agressivos das
patas

* inquietude
* incoordenacao
* prostracéo

* pardisia

doses baixas: descargas
repetidas depois de um Unico
estimulo

doses dltas: despolarizagdo
permanente

cipermetrina
deltametrina

ciflutrina

Sem grupo ciano

» salivacdo abundante

* convulsdes

* coreoatetoses

* hiperatividade
* incoordenacao

* convulsdes

despolarizacéo
prolongada sem
descaragas
repetitivas

aetrina
resmetrina

tetrametrina




Hoje, as combinagdes de estruturas moleculares dos piretréides resultam em
produtos mais fotoestaveis e com maior acdo inseticida, portanto aumentando o seu
uso com uma larga margem de seguranca, tanto no meio agricola quanto na saude
publica. Somente em 1995, 0 uso de piretrGides representou aproximadamente 23%
do crescimento do mercado mundial de inseticidas (SODERLUND, 2008).

Certamente, a expansdo do uso de inseticidas vem acompanhada pelas
constantes questdes sobre o potencial de evolugdo de resisténcia em populagdes com

importancia em salde publica. Dentre essas popul agdes citamos 0s triatomineos.

1.5.2.2 Alteracéo do sitio-alvo dos inseticidas quimicos

Os quatro grupos principais de inseticidas atuam no SNC, em diferente sitio-
alvo. Os inseticidas organofosforados e os carbamatos atuam sobre a enzima
acetilcolinesterase enquanto os organoclorados e piretréides mantém abertos os
canais de sodio. A simples modificacdo de um amino-acido, tanto nos canais, quanto
na acetilcolinesterase, pode causar uma reducdo na sensibilidade aos inseticidas
levando a uma diminuicdo da afinidade entre o inseticida e seu sitio ativo.
(BROGDON e MCALLISTER, 1998).

Acetilcolinesterase (ACE) — a acetilcolina liberada na fenda sinaptica é a
responsavel pela propagacdo do estimulo nervoso. Esse neurotransmissor provoca
abertura dos canais de sddio da membrana do nervo pos-sinaptico.

Apb6s o0 término do estimulo, a acetilcolina é removida pela ACE. Os
organofosforados e carbamatos agem inibindo a ACE que regula os nivels de
acetilcolina. O acumulo de acetilcolina nas juncdes nervosas impede a interrupcéo de

propagacdo do impulso elétrico. Consequentemente, o SNC continuara sendo
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estimul ado, desencadeando o processo de paralisia, podendo culminar com a morte do
inseto (WARE, 2000).

Um dos mecanismos de resisténcia a inseticidas organofosforados e
carbamatos ocorre quando ha uma ateracéo ou diminuicdo a sensibilidade da ACE
(VILLATE e BACHMANN, 2002). Esses inseticidas ndo serdo mais capazes de inibir
a ACE permitindo ainterrupcéo normal do estimulo.

Desde a primeira descricdo de alteragcdo da ACE, no acaro Tetranychus
urticae, em 1964, mais de 20 espécies pertencentes a seis diferentes ordens
apresentaram diminuicéo da acéo letal de pesticidas ocasionadas pelas modificacdes
estruturais na ACE (SMISSAERT, 1964; FOURNIER e MUTERO, 1994).

Canais de Sodio — os inseticidas piretréides e organoclorados (DDT) atuam
nos canais de sodio, distribuidos ao longo do axoénio, prolongando a abertura ou
impedindo o fechamento normal desses canais apds a transmissdo do impulso
nervoso, causando um fluxo excessivo de ions Na* para o interior da célula nervosa.
O actiimulo excessivo de ions Na* resulta num completo descontrole nervoso central e
periférico do inseto. As descargas produzirdo sintomas de intoxicagao,
hiperexcitabilidade, perda de postura e, consequentemente, a morte do inseto
(BLOOMQUIST, 1996; WARE, 2000).

A resisténcia ocorre pela reducdo de sensibilidade do canal de sodio a esses
compostos. A inibicdo do efeito de inseticidas provocado pela insensibilidade dos
canais de sodio foi registrada pela primeira vez em Musca domestica, no ano de 1976
(FARHAM et ., 1987).

A resisténcia a todos os andlogos de piretrdides e DDT envolvendo

modificacOes no cana de sodio também é conhecido como mecanismo “knockdown”
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(kdr). Esse tipo de resisténcia € melhor caracterizado em moscas, nas quais incluem
alelos de resisténcia designados como kdr e super kdr (CHANG e PLAPP, 1983,
BLOOMQUIST, 1996).

Receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) — apesar dos primeiros
registros a dieldrin (ciclodieno) serem de 1950, envolvendo receptores de GABA, os
mecanismos de resisténcia ainda ndo foram totalmente esclarecidos (BRAGA e
VALLE, 2007a).

Nos insetos, os receptores de GABA estdo presentes nas juncdes
neuromusculares e no SNC. Em condi¢fes normais, esses receptores desencadeiam o
mecanismo inibitério que restabelece o0 estado de repouso do SNC. Apéds a
transmissdo normal de um impulso nervoso ocorre a ligacdo de GABA a0 seu
receptor pds-singptico que provoca um aumento da permeabilidade da membrana €
consequentemente a entrada de ions cloreto (HEMINGWAY e RANSON, 2000).

Os inseticidas ciclodienos e policloroterpenos, assim como as avermectinas,
atuam sobre os receptores GABA impedindo a entrada de ions cloreto para 0 meio
intracelular, com isto antagonizando o efeito “inibitério” de GABA e provocando
impul sos espontaneos que geram convulsdes, paralisia e morte.

A resisténcia ocorre pela diminuicdo da sensibilidade dos receptores de

GABA aosinseticidas.
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1.6 RESISTENCIA DE INSETOS COM IMPORTANCIA EM SAUDE

PUBLICA

O uso de inseticidas, em larga escala, iniciou-se ap0s a década de 40. As
propriedades inseticidas do DDT e dos compostos organofosforados foram
descobertas entre 1939 e 1945 e os carbamatos e piretréides entre 1950 e 1960.

Durante esse periodo, em vérias partes do globo terrestre, a introducdo de
inseticidas sintéticos resultou em forte pressdo de selecdo em diversas popul agbes
taxonomicamente diferentes. Poucas décadas depois, mais de 500 espécies de insetos
apresentaram populagdes resistentes para um ou mais inseticidas (TABASHNIK e
ROUSH, 1990).

A resisténcia a inseticidas € definida pela Organizagdo Mundia de Salde
como sendo uma caracteristica herdavel, portanto genética, que confere um aumento
na tolerdncia a um pesticida, ou grupo de pesticidas, de modo que os individuos
resistentes sobrevivem a concentracéo do(s) componente(s) que seriam normal mente
letais para a maioria dos individuos de uma populacdo da mesma espécie (suscetivel)
(WHO, 1957, 1992).

Frequentes aplicagdes de um mesmo inseticida podem selecionar individuos
de uma populacéo gue resistem as doses recomendadas. Os individuos sobreviventes
a0 se reproduzirem transferem o0 material genético para a proxima geracdo. Apos
véarios ciclos de “selecdo” ocorre um aumento da prevaléncia de genes resistentes e 0
tratamento com inseticidas torna-se ineficiente contra o inseto avo.

A resisténcia pode surgir de diferentes maneiras dependendo da natureza dos
mecanismos de resisténcia. Quando uma enzima detoxificante atua em mais de um

tipo de inseticida da mesma classe pode ocorrer uma resisténcia cruzada, por
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exemplo, se uma populacdo € resistente a um tipo de piretrGide, habitual mente,
podera conferir resisténcia contra todo o grupo de piretréides. Outro exemplo de
resisténcia cruzada € a insensibilidade da acetilcolinesterase para organofosforados e
carbamatos (HEMINGWAY, 1982; NAUEN, 2007).

A co-ocorréncia de dois mecanismos de resisténcia caracteriza-se como uma
resisténcia multipla, por exemplo, em inseticidas organofosforados podera ocorrer
insensibilidade da acetilcolinesterase combinada com aumento da detoxificacéo por
meio de enzimas (BRATTSTEN, 1989; METCALF, 1989; NAUEN, 2007).

Os individuos resistentes existem em baixas proporcdes nas populacdes
silvestres e para sua deteccdo € necessaria a realizacdo de testes chamados bioensaios
gue consistem em experimentos laboratoriais, os quais utilizam organismos vivos.

Quando um estimulo € aplicado, geramente, o organismo responde. Os
bioensai os fornecem parametros para quantificar a (s) resposta (s). Tradicionalmente,
a deteccdo de resisténcia é realizada por meio de verificacdo da dose resposta (DR), a
qual é redizada com, aproximadamente, quatro a cinco doses que produzem
mortalidade de 0 a 99%.

Alternativamente, 0 método da dose diagnéstica (DD), também é utilizado
para revelar populagdes resistentes. A DD € a estimativa da DLgs da populacdo
suscetivel multiplicada por um fator 2 ou 3. A vantagem da técnica de DD é a
rapidez, isto &, pode ser utilizada em poucos individuos, possibilitando a andise de
um maior nimero de populacdes. HALLIDAY e BURNHAM (1990) dividem a
técnicade DD em duas categorias (perfeita e ndo perfeita), dependendo do tempo em
gue a dose mata todos 0s suscetiveis e nenhum resistente (perfeita) ou mata ambos os

gendtipos (ndo perfeita).
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A resisténcia é expressa por meio da razdo da DLsy ou DLgs da populacéo
estudada pela populacdo sensivel. Estatisticamente, a DLsg ou DLgs S80 medidas de
relacdo entre a dose e a resposta, cujafuncéo é estimar a dose que causa 50% ou 95%
de mortalidade em uma determinada populacdo. A magnitude da resisténcia € medida
por meio da Razéo de Resisténcia (RR). A RR estima quantas vezes a populacdo
estudada é mais resistente que a populacdo de referéncia (PESSOA, 2008).

O monitoramento de resisténcia envolve comparagdes das DLsy, DLgs € 0
coeficiente angular da curva DR das popul ages col etadas no campo com a linhagem
de laboratdrio.

O coeficiente angular da curva DR € o inverso do desvio padrdo da
distribuicdo fenotipica de tolerancia a um inseticida. Assim, um valor de coeficiente
angular elevado indica reducdo na variacdo fenotipica em resposta para um inseticida
em uma determinada populacdo. Em outras palavras, o coeficiente angular € um
indicador de progresséo de resisténcia e de variagdo fenotipica na tolerancia a um
inseticida (CHILCUTT e TABASHNIK, 1995).

ROUSH e MILLER (1986) consideram a DLgs e 0 coeficiente angular como
os melhores indicadores para a resisténcia; porém, sofrem influéncia do tamanho da
amostra. Conforme 0s autores, na maioria dos casos, € hecessario um grande numero
de amostras para detectar baixas frequéncias de resisténcia. Por exemplo, para
detectar resisténcia com um intervalo de confianga de 95% em uma populagéo, cuja
frequiéncia € de 1% € necesséria uma amostra de 300 individuos.

ROBERTSON et a. (1984) estudando ainfluéncia do tamanho da amostra, na
estimativa de precisdo das DLs, sugerem que preferencialmente se utilizem um

tamanho de amostra de 240 individuos ou mais em um experimento de curva DR. Os
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autores mencionam ainda que, no minimo 120 individuos sd0 necessarios para
estimar precisamente a DLsg € DLgs de um estudo dentro de um limite de confianca
de 95%. Quando a resisténcia € comum, ou sgja, com uma frequéncia maior que
10%, o tamanho de amostra de 100 individuos serd suficiente para detectar
resisténcia.

Hoje, o controle quimico de popul acdes de insetos com importancia em salude
publica tem sido prejudicado pela emergéncia de populagdes com elevados nivels de
resisténcia. A resisténcia de populacdes de baratas, pertencentes a espécie Blattella
germanica é um problema comum em varias partes do mundo (ZHAI e ROBINSON,
1992; ANSPAUGH et al., 1994; LEE et d., 2000).

Os mecanismos de alteracdo no canal de sodio, o aumento da atividade
enzimética do citocromo P450 e esterases estdo envolvidos no surgimento de
resisténcia cruzada para deltametrina e permetrina em populacdes de Pediculus
humanus capitatis, oriundos da Argentina, Isradl e sul da Flérida (HEMINGWAY et
a., 1999; PICOLLO et a., 2000; LEE et a., 2003; VASSENA et a., 2003;
GONZALEZ-AUDINO et al., 2005).

LOFGREN et a. (1958) e MYAMBA et a. (2002) mostraram que 0s testes
de suscetibilidade em percevejos de cama, Cimex hemipterus e C. lectularius tem
comprovado resisténcia a piretréides e DDT em populagdes procedentes de
Y okosuka (Japéo), Flérida e Ohio (USA) e adjacéncias de Tanga (Tanzania).

Paralelamente, o controle do muscideo Haematobia irritans nas fazendas
localizadas em Santa Fé, na Argentina, tem se mostrado insatisfatorio devido ao
aparecimento de resisténcia a cipermetrina envolvendo a insensibilidade dos canais

de sodio, sitio-alvo dos piretréides (GUGLIELMONE et a., 2002).
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Nos mosquitos vetores, pertencentes a familia Culicidae, diversos casos de
resisténcia a diferentes classes de inseticidas quimicos € biologicos tem sido
reportados em vérias partes do mundo (AMIN E PEIRIS, 1990; RODCHAROEN e
MULLA, 1994; NIELSEN-LEROUX et a., 1997; CHANDRE et al., 1997, 1998;
CHEIKH et al., 1998; GONZALEZ et d., 1999; WHIRTH et al., 2000; CAMPOS e
ANDRADE, 2001; N'GUESSAN et a., 2003; YUAN et a., 2003).

Na Turquia, verificou-se um aumento nos niveis de Glutationa — S -
Transferase em algumas populacdes de Anopheles sacharovi. Provavelmente, essa
alteracdo conferiu resisténcia ao organofosforado malathion (HEMINGWAY et d.,
1992). MATAMBO et al. (2007) observou situacdo semelhante, no Sudao, para A.
arabiensis que demonstrou atas porcentagens de sobrevivéncia para bendiocarb
(33%), malathion (16%) e deltametrina (12%).

O principal vetor da maléria, na Africa, o A. gambie apresentou elevados
niveis de resisténcia para dieldrin. Estudos moleculares detectaram a presenca de
mutacdo nos receptores de GABA, nas populagdes originérias do oeste da Africa
(BROOKE et al., 2006). A. funestus, outro importante vetor da maléria, na Africa do
Sul, também manifestou alteracdes na suscetibilidade a piretroides implicando sérios
problemas nas operagdes de controle da maléria, especiamente, no sudeste de
Mocambique (HARGREAVES &t al., 2000).

O mosquito Culex tritaeniorhynchus, importante vetor do virus da Encefalite
Japonesa, tem revelado extraordinarias RR para temefos (125,000), fenitrothion
(26,500), fenthion (22,929) e malathion (6,000) em Toyama, no Japdo. A
insensibilidade da acetilcolinesterase a esses compostos foi o principal fator da

resisténcia, conforme TAKAHASHI e YASUTOMI (1987). No Siri-Lanka,
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populagdes dessa mesma espécie indicaram elevados niveis de GST e resisténcia a
organofosforados (KARUNARATNE e HEMINGWAY, 2000).

Em Cuba e no oeste da Africa, mosquitos da espécie C. quinquefaciatus
sofreram pressdo de inseticida e desenvolveram a capacidade de resistir aos
tratamentos com malathion e deltametrina, respectivamente (BISSET et al., 1991,
MAGNIN et a., 1988).

No Brasil, as populacdes de C. quinguefaciatus capturadas as margens do Rio
Pinheiro, na cidade de S&o Paulo, evidenciaram Razdo de Resisténciade 11,2 para o
inseticida fenitrothion. Foi constatada resisténcia multipla relacionada a alteracéo na
sensibilidade da acetilcolinesterase, agrupado com aumento da atividade enzimatica
das esterases (BRACCO et al., 1999).

Em mosquitos, talvez 0 mecanismo mais comum de resisténcia sgja devido a
alteraches nos nivels de enzimas esterases, as quais degradam uma ampla variedade
de inseticidas. Diversos pesquisadores demonstraram o envolvimento dessas enzimas
no surgimento de resisténcia a organofosforados, carbamatos e piretréides (AMIN e
PEIRIS, 1980; PASTER et al., 1981; HEMINGWAY et d., 1990; HEMINGWAY e
KARUNARATNE, 1998).

Certamente, dentro do género Aedes, a espécie Aedes aegypti tem sido
amplamente estudada em relagcdo aos aspectos fisioldgicos e bioguimicos da
resisténcia a inseticidas quimicos. Somente naregido do Caribe, amostras de mais de
45 paises ja foram analisadas. Os resultados confirmaram elevados niveis de
resisténcia para organofosforados, principamente malathion, fenthion e temefés

(RAWLINS e WAN, 1995; GEORGHIOU et a., 1987).
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No Brasil, BRAGA et a. (2004) descobriram populagdbes de A. aegypti
resistentes ao organofosforado temephds em 12 municipios distribuidos nos Estados
de Rio de Janeiro, Alagoas e Sergipe. Esse inseticida é utilizado no controle de larvas
do mosquito A. aegypti no pais.

Em relacdo aos adulticidas, os organofosforados utilizados pelo Programa
Nacional de Controle da Dengue (PNCD) foram sendo, periodicamente, substituidos
por piretréides desde 1999. Apesar do recente uso dos piretroides no controle de A.
aegypti, harelatos de populagdes com alteracdo de suscetibilidade para essa classe de
inseticida, devido a mutacdes no sitio-alvo (PEREIRA da CUNHA et a., 2005).

Atualmente, o PNCD tem indicado a substitui¢&o dos inseticidas utilizados na
rotina, com base nas informagdes fornecidas pelo programa de monitoramento de
resisténcia de A. aegypti. O programafoi criado e incorporado ao PNCD desde 1999
(MACORISet al., 1999; BRAGA et d., 2004; LIMA et al., 2003).

Diante desse cenario, espécies sinantrOpicas de triatomineos dos géneros
Panstrongylus, Triatoma e Rhodnius formam, ainda hoje, os maiores desafios em
salide publica.

Embora pesquisas importantes tenham surgido para detectar, quantificar e
compreender 0s possiveis mecanismos de resisténcia em triatomineos, os inseticidas
guimicos ainda se mantém absol utamente necessari os para 0s programas de control e.

Nesse contexto, a eficiéncia dos inseticidas empregados na rotina ou o
desenvolvimento de resisténcia devem sempre ser avaliados, como medida de
seguranca para a populagdo envolvida, também como uma economia para os cofres

publicos.
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Apesar das continuas e intensivas campanhas de controle contra os vetores da
DC, poucos estudos tém sido realizados para detectar mudancas na suscetibilidade de
popul agbes triatominicas em relacdo aos inseticidas utilizados no seu controle.

De acordo com NOCERINO e HERNANDEZ (1986) a primeira evidéncia
bem documentada de resisténcia de uma espécie de triatomineo foi em R. prolixus
para o dieldrin. Durante 1976 e 1977, populagdes de R. prolixus e T. maculata
capturadas em diversas regides da Venezuela foram expostas a diferentes doses de
organoclorados, organofosforados e carbamatos. Primeiramente, a resisténcia a
dieldrin foi detectada no Estado de Trujillo, seguida de fention e propoxur para 0s
Estados de Y aracuy, Tachira, Cojedes e Portuguesa.

Anos depois, NELSON e COLMENARES (1979) constataram elevadas taxas
de resisténcia para BHC e dieldrin por meio de aplicacdo topica em populacdes de R.
prolixus procedentes de Santo Domingo, Colémbia.

O problema de resisténcia a inseticidas dos vetores da DC foi colocado em
segundo plano por varios anos, ndo sendo informadas falhas no controle atribuidas ao
problema. Em 1994, a Organizacdo Mundial de Salde preocupada com o tema
financiou e organizou um Workshop com diversos especialistas para desenvolverem
um protocolo de avaliagdo de susceptibilidade e resisténcia a inseticidas para T.
infestanse R. prolixus (WHO, 1994).

A aplicagdo dessa metodologia permitiu avaliar amostras de T. infestans
procedente do Rio Grande do Sul, Brasil e R. prolixus do Estado de Carabobo,
Venezuela. A populagdo de T. infestans capturada no sul do Brasil apresentou

resisténcia deltametrina (7,0X), B-ciflutrina (3,6X) e a cipermetrina (3,3X), mas
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sucetivel a B-cipermetrina e lambdaciaotrina. Em R. prolixus maior resisténcia foi
detectada para cipermetrina (12,4X) (VASSENA et a., 2000).

VASSENA e PICOLLO (2003) estudando alteractes na susceptibilidade de
populacdes de T. infestans a deltametrina registraram niveis de resisténcia incipiente
em quatro amostras procedentes das provincias de Catamarca (RRs=2,6), San Luis
(RRs0=3,0), Mendoza (RR5,=3,8) e Sdlta (RR50=5,6).

GONZALEZ-AUDINO et a. (2004) comparando popul agZo resistente (Salta)
com outra suscetivel (CIPEIN - Centro de Investigaciones em Plagas e Insecticidas),
mediante ensaios bioguimicos, constataram diferencas significativas nos niveis de
atividade das enzimas esterase e monooxigenases (P450) entre as duas amostras,
sugerindo que essas duas enzimas contribuem para as causas do fendmeno de
resisténcia.

Apos relato de autoridades sanitarias responsaveis pelo controle de vetores,
do Norte da Argentina (Departamento de San Martin), sobre a ineficicia de
aplicacdes de deltametrina e outros inseticidas piretréides em habitaces infestadas
por T. infestans, novaregido foi descoberta com presenca de popul agdes resistentes.

PICOLLO et a. (2005) comprovaram resisténcia a deltametrina em todas as
amostras provenientes de EIChorro, La Toma, El Sauzal e Salvador Mazza. O valor
da Razéo de Resisténcia foi de 99,0; 86,9; 50,5 e 133,1, respectivamente. Os ensaios
bioquimicos apontaram maior atividade de oxidases de funcdo mista e esterases, nas
amostras resistentes.

ORIHUELA et a. (2008) estudando populagtes resistentes de T. infestans
capturados em duas areas do norte da Argentina (Salta e La Rioja) e uma area da

Bolivia (Yacuiba) observaram aumento dos niveis de atividade das esterases nas
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populagbes argentinas, 0 oposto da populacdo de Yacuiba que apresentou baixa
atividade de esterases na degradacdo de piretrdides. Apesar da diminuicdo de
frequéncia e distribuico da atividade enzimatica das esterases, a Razdo de
Resisténciafoi de 154,4, ou sgja, €levada para essa populacdo. Os autores atribuem a
divergéncia desses resultados a diferenciacdo molecular entre populacbes de T.
infestans da Bolivia e da Argentina/Brasil, proposto por MONTEIRO et al. (1999).

Os estudos sobre a resisténcia em ovos de T. infestans também foi realizada
em 2008. Nesse ano, houve o primeiro registro de resisténcia em ovos de popul agdes
de T. infestans oriundas de Salvador Mazza, Argentina (TOLOZA et al., 2008). A
DLso de deltametrina aplicada topicamente em ovos foi de 658,1 ng/ovo e RRgy =
114,28.

No Brasil, PESSOA (2008) registrou niveis de resisténcia incipiente em
populagbes de T. sordida capturadas nos municipios de Presidente Juscelino;
Bocailiva e Coragdo de Jesus, no Estado de Minas Gerais. Esse autor encontrou
valores de RRsy de 5,5 para a populagdo do municipio de Presidente Juscelino; 6,2
para a populacdo do municipio de Bocailva e 6,8 para a populacdo do municipio de
Coragdo de Jesus. Ainda, nesse mesmo trabalho, o autor destacou que ndo houve
diferenca significativa em ensaios biol 6gicos realizados com ninfas da geracdo F1 e
F2 e na aplicagdo topica de inseticidas do dorso ou no ventre.

SONODA (2009) analisou, por meio de ensaios biolégicos, o perfil de
resisténcia de populagdes de T. infestans procedentes de quatro municipios (Doutor
Mauricio Cardoso, Guarani das Missdes, Mato Queimado e Trés de Maio) do Estado
do Rio Grande do Sul, juntamente com amostras da Bolivia (Y acuiba) e Argentina

(Salvador Mazza). Ainda, esse autor avaliou populagdes intra e peridomiciliares de
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T. brasiliensis, provenientes de cinco localidades do municipio de Taug, no Estado
do Ceard. Os resultados dos ensaios bioldgicos, tanto de T. infestans quanto de T.
brasiliensis caracterizaram as amostras como sendo suscetiveis a deltametrina
(SONODA, 2009; SONODA et al., 2009).

Recentemente, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi adotada
para analisar a resisténcia de triatomineos a piretroides. Dessa maneira, surge uma
nova linha de pesquisa para uma melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia
dos vetores de DC.

Hoje, a MEV tem sido utilizada para separar espécies de dificil distingéo,
assim como para elucidar aspectos filogenéticos e de classificacdo de Triatominae.
Andlises ultraestruturais, vistas pela MEV, permitiram detectar diferencas
morfoldgicas significativas em diversas estruturas, tais como: fosseta esponjosa
(HARIDASS e ANANTHAKRIHNAN, 1980); sulco estridulatorio (DI LUCIANO,
1981); segmentos abdominais ventrais de ninfas de 5° estédio (ROSA et. al., 1992);
escutelo (CARCAVALLO e GALINDEZ-GIRON, 1995; CARCAVALLO et. dl.,
1996; OBARA ¢t al., 2007a); tubérculo antenifero (SILVA et. a., 2002) e Processo
do | Urotergito (OSORIO-QUINTERO, 2002).

A utilizagdo do MEV, em estudos macroscopicos e exocoriais de ovos de
triatomineos foi, preconizado por BARATA (1979), primeiramente, para espécies do
género Rhodnius Stal, 1859. Posteriormente, a utilizagdo da ultraestrutura exocorial,
associada a morfologia de ninfas foi ampliada para espécies dos demais géneros
(GONGCALVES «t. al., 1985; COSTA et d., 1991; JURBERG et al., 1991, 1993,

2002; JUBERG e VOGEL, 1994, JURBERG e CAMPOS, 1995; ROCHA et. al.



78

1996; ROSA et al., 2000; OBARA, 2003; OBARA et d., 2007b; 2007c; SANTOS et
al., 2009).

Outro caréter informativo é a morfologia, a distribuicdo, o nimero e o arranjo
de cerdas e sensilas das antenas e do rostro de triatomineos. Essas estruturas quando
analisadas em MEV possibilitaram diferenciaces intra-especificas entre géneros e
espécies de triatomineos (CATALA e SCHOFIELD, 1994; CATALA, 1994, 1996,
1997; GRACCO e CATALA, 2000; CATALA e DUJARDIN, 2001; CARBAJAL de
LaFUENTE e CATALA, 2002; CATALA et a., 2004; MORENO &t al., 2006).

Certamente, a incorporacdo da tecnologia de MEV em estudos de
monitoramento de resisténcia de Triatominae permitiré ampliar os conhecimentos
sobre os mecanismos envolvidos na resisténcia e sua interagdo. Essas importantes
informagdes fornecerdo subsidios para a elaboracéo das estratégias de controle dos
vetores daDC.

Recentemente, PEDRINI et a. (2009) comprovaram por meio de MEV que
popul agOes resistentes de T. infestans apresentam maior espessura do exoesquel eto,
quando comparadas com populagdes suscetiveis. Os autores analisaram fragmentos
da cuticula de ninfas de 4° estadio e concluiram que nas populagdes resistentes, a
largura € de 32,1 + 5,9 um, enquanto que nas populacdes suscetiveis o valor diminui
para 17,8 £ 5,4 um. Os autores sugerem gue 0 mecanismo de penetracdo apresenta

relacdo com aresisténcia de T. infestans a deltametrina, na Argentina.
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2JUSTIFICATIVA

Na década de 90, as iniciativas deram inicio & “erradicacdo da transmisséo
vetorial da DC”, em vérias regides endémicas, mediante a uma forte pressdo de
tratamento com inseticidas piretréides.

No Brasil, a0 menos nos ultimos vinte anos, ndo h& nenhuma informagéo
sobre o potencia genético de resisténcia dos triatomineos. Com o estabel ecimento de
populacles resistentes, em determinados paises, faz-se necessério, ndo sO estudo
mais aprofundado sobre “perfil de resisténcia’ dos triatomineos, em relagdo aos
inseticidas quimicos utilizados no seu controle, como também cuidado e atencdo
especial das autoridades sanitérias.

Assim sendo, a presente pesquisa contempla o estudo das espécies com maior
capacidade de domiciliacdo e que, portanto, representam maior risco para a
transmissdo da doenca, tais como: P. megistus, T. brasiliensis e T. sordida quanto
aos mecanismos biol 6gicos de resisténcia, e ainda, representa um programa continuo
que devera ser parte integrante do Programa Nacional de Controle da Doenca de
Chagas do Brasil.

A deteccdo rgpida e precoce de populacdes resistentes € de extrema
importancia para o Programa Naciona de Controle da Doenca de Chagas, uma vez
que tera tempo para implantar estratégias alternativas de controle, como também
selecionar inseticidas adequados antes de iniciar as operagdes de campo.

Ainda, o encontro de indicios de resisténcia permitira um melhor
entendimento dos elementos que favorecem, ndo sO a reemergéncia de popul agdes

expostas ao tratamento, como também a recolonizacdo por meio de migragdes de
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uma espécie ou de outras espécies provenientes de ambientes peridomiciliares ou
silvestres.

Dessa maneira, a implantacéo de programa de monitoramento de resisténcia
dos vetores da doenca de Chagas € imprescindivel, ndo s6 no Brasil, mas também em

todaa AméricalLatina
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

v' Anadlisar os niveis de resisténcia de populacdes naturais de Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis € Triatoma sordida ao piretréide deltametrina

empregado no Programa de Controle da Doencga de Chagas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Caracterizar o perfil de suscetibilidade de populacbes de Panstrongylus
megistus, Triatoma brasliensis € Triatoma sordida de regides endémicas
tratadas com inseticidas piretroides;

v" Recomendar adose diagndsticaideal para bioensaios de laboratorio utilizados
no monitoramento de resisténcia de populaces de Panstrongylus megistus,
Triatoma brasiliensis e Triatoma sordida;

v' Descrever a interacdo de diferentes concentracbes de deltametrina na
estrutura cuticular do térax de ninfas de 1° estadio;

v Padronizar bioensaios de campo para avaliacdo do efeito de deltametring;

v' Avadliar o efeito do tratamento residual com a dose recomendada no campo
em “popul acbes resistentes’ caracterizadas em laboratorio;

v' Estabelecer padréo de normas para andlise dos procedimentos efetuados nos

bioensai os para estudo de resisténcia de popul acbes de triatomineos.
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4. METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

4.1.1 Insetos suscetiveis — As populagdes suscetiveis foram definidas
conforme critérios estabelecidos no protocolo da Organizagcdo Mundia da Salde
(1994) que descrevem que toda populagdo mantida sob condi¢des de laboratorio por
pelo menos 5 geracdes sem exposicdo a inseticidas e/ou populacdo iniciada de areas
sem aplicacdo de inseticidas podem ser utilizadas como linhagens suscetiveis de
referéncia. Neste trabal ho foram sel ecionadas trés popul agdes consideradas, por esses
critérios, como suscetiveis: P. megistus (Sento S&/BA), T. brasiliensis (Umari/CE) e
T. sordida (Cordeiros/BA) (Fig. 4).

As populagdes suscetiveis de T. brasiliensis e T. sordida foram procedentes
do insetario do Laboratério de Parasitologia do Departamento de Ciéncias Biol 6gicas
da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho"/UNESP, cujo
responsavel é o Dr. Jodo Aristeu da Rosa e que anteriormente foi mantida, desde os
anos 80, pelo Departamento de Epidemiologia no Servico Especial de Saude de
Araraguara/SESA da Faculdade de Saide Publica’lUSP. A linhagem de T.
brasiliensis iniciou sua criagdo em 21/02/1984, oriunda de Umari, no Ceard,
enquanto T. sordida comecou em 08/03/1982, proveniente de Cordeiros, na Bahia.

A populacdo suscetivel de P. megistus foi concedida pelo Dr. José Rodrigues
Coura do Departamento de Medicina Tropical/FIOCRUZ/RJ. Essa populagdo foi
iniciada em 27/07/1987, a partir de exemplares procedentes do povoado de Quixada,
no municipio de Sento Sé, naBahia.

4.1.2 Insetos para avaliagdo de resisténcia — Para este estudo os

insetos foram obtidos a partir de amostras de campo. Para isso foram enviados
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documentos oficiais (Anexo 4) da Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério
da Salde para as Secretarias Estaduais de Salde de Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito
Santo, Distrito Federal, Goias, Maranh&o, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Parang, Rio Grande do Norte, Rio Grande do
Sul, Sergipe, S&o Paulo e Tocantins solicitando captura, acondicionamento e envio
de espécies de P. megistus, T. brasiliensis e T. sordida.

Os triatomineos foram capturados em areas endémicas tratadas com
inseticidas, nas quais os Programas Estaduais de Controle da doenca de Chagas
realizam aplicacdes continuas e sistematicas com inseticidas de agéo residual .

A selecdo dos municipios para as atividades de captura foi decis@o de cada
Secretaria Estadual de Salde; porém obedeceram, aos seguintes critérios: i) a
realizacdo de um programa especifico de controle de vetores; ii) antecedentes
histéricos de controle de outros vetores dentro da mesma area geografica; iii) uso de
inseticidas com finalidades agricol as na mesma area, onde se localiza os vetores e iv)
uso doméstico de inseticidas.

Apébs a selecdo dos municipios, equipes de entomologia realizaram busca
ativa em unidades domiciliares (intra e peridomicilio) com auxilio de pinga, lanterna
e desalojante PIRISA®. Esse produto conhecido como extrato de piretro possui
ingrediente ativo derivado de piretrinas e piretroides.

Os espécimes vivos foram acondicionados em pequenos recipientes de
plastico (8 cm de dtura x 7 cm de diédmetro) com papel filtro no fundo, juntamente
com um papel dobrado, com forma semelhante a uma sanfona, cuja fungdo é
aumentar a superficie de contato oferecendo melhor abrigo aos insetos e preservando

aumidade no interior do frasco.



Os recipientes foram devidamente acondicionados no interior de caixas
térmicas de isopor e enviados para o Laboratério de Entomologia Médica da
Coordenacdo Gera de Laboratorios de Salde Publicesl CGLAB da Secretaria de
Vigilancia em Salde do Ministério da Salde/SVS/MS, localizado no Nucleo de
Medicina Tropical da Universidade de Brasilia.

As amostras recebidas possuiam fichas de campo contendo o local de captura
(Localidade, Municipio e Estado); data da captura; nome do coletor e tipo de habitat.
Essas fichas também informavam coordenadas geograficas (latitude e longitude) e

algumas também os antecedentes de controle do local da captura.

4.2 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE AMOSTRAS RECEBIDAS

Durante o periodo de novembro de 2007 a setembro de 2009 foram recebidos
um total de 55 populagdes (Anexo 5), procedentes de 51 municipios, distribuidos em
11 Unidades Federadas. A Fig. 4 destaca a distribuicdo geogréafica das popul actes
estudadas de acordo com os Estados do Brasil. Ainda, nessa mesma figura € possivel
observar a distribuicdo e a procedéncia das popul agdes de referéncia de P. megistus,

T. brasiliensis e T. sordida utilizadas neste trabal ho.
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Figura 4 — Distribuicdo geografica das populacbes de Panstrongylus
megistus, Triatoma brasiliensis e Triatoma sordida analisadas durante o
periodo de 2008 e 2009, no Brasil.
Notas:

[l Populagdo de referénciade P. megistus capturada no municipio de Sento S€/BA.

A Populacio dereferénciade T. brasiliensis capturada no municipio de Umari/CE.

() Populacgdo de referénciade T. sordida capturada no municipio de Cordeiros/BA.
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43 CRIACAO E MANUTENCAO DE POPULACOES DE
TRIATOMINEOS EM INSETARIO

As amostras para estudo de resisténcia (popul agdes de campo), assim como as
linhagens suscetiveis, foram criadas e mantidas no insetario do Laboratério de
Entomologia Médica da CGLAB/SVS/MS sob condi¢fes de temperatura e umidade
controladas por melo de aguecedor e umidificador de ar. Esses equipamentos
conservaram atemperatura entre 28 - 30°C e umidade relativado ar de 60% - 70%.

Apbs o recebimento, cada populacdo foi identificada por meio de chave
dicotbmica contida em LENT e WYGODZINSKY (1979). Em seguida foram
acondicionadas em recipiente de pléastico transparente de 15 cm didmetro por 18 cm
de altura, com fundo recoberto com folhas de papel filtro Qualy®, para a retencéo da
umidade gerada pelas fezes e urina. Para facilitar a alimentacéo e permitir melhor
abrigo e maior mobilidade dos triatomineos, a superficie de contato foi ampliada por
meio de papeldo recortado em forma de sanfona. As ninfas e os adultos da mesma
populacdo foram separados em diferentes frascos, previamente identificados.

A abertura dos recipientes foi vedada com pano de malha fina presa por meio
de um el&stico e coberta com um tecido mais grosso.

A cada 15 dias, os ovos de cada populagdo eram retirados e acondicionados
em frascos plésticos transparentes de 220 mL. Feito isso, eram rotulados e
armazenados em estufa, modelo 112 FC da ELETROlab® com umidificador
termoperiodo e fotoperiodo, programados com umidade de 70%, temperatura de
28°C + 1°C e 12:12 (N:D) h. O armazenamento em estufa teve por fim tornar
simulténea a ecloséo das ninfas de cada populagdo estudada. Diariamente, as datas

das eclosbes das ninfas eram registradas visando a obtencdo de geracdo F1
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padronizada para cada populacdo, em relacdo ao tamanho e a idade cronolégica e
fisiologica, para posterior tratamento com deltametrina.

No interior dos recipientes com adultos foi instalado um sistema de coleta de
0Vos, enquanto que nos potes com ninfas eram colocados apenas papeldo. Esse
instrumento de “isolamento de ovos’ foi desenvolvido para facilitar a separacéo dos
ovos de insetos mortos e exdvias que se misturavam no interior dos potes,
dificultando obtenc&o dos ovos e a manutencéo das popul agoes.

Para a confeccdo do “aparato” foi cortado um cano de PVC de 150 mm com 3
cm de largura. Em uma das extremidades foi aderido tela de malha de agco de 5mm
utilizando cola Araldite® (Fig. 5 A). Os orificios datela permitiram a passagem dos
0VO0s que eram depositados livremente no interior dos recipientes. Apos secos, foram
colocados no interior dos recipientes com a parte da tela voltada para cima, de modo
gue os insetos, juntamente com o papeldo permanecessem apoiados na superficie da
tela (Fig. 5 B e C). A medida que os insetos realizavam a oviposiGd0, 0s 0vos,
ultrapassavam a tela (Fig. 5 D) e permaneciam preservados no fundo do recipiente,

facilitando o acesso e aretirada dos mesmos



Figura 5 — Fotos do sistema de separacdo dos ovos. A: Suporte com
malha de aco. B: Recipiente com suporte no fundo. C: Recipiente com
papel 8o apoiado na superficie da tela. D: Orificios da tela para passagem
dosovos.

88
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4.4 INSETICIDA QUIMICO E DILUENTE

4.4.1 Inseticida Grau Técnico

A amostra de inseticida utilizado nos bioensaios foi o piretréide deltametrina
[(S) = a — ciano — 3 — fenoxibenzil (1R) — cis— 3 — (2,2 — dibromovinil) — 2,2 dimetil
ciclopropano carboxilato] com grau de pureza de 98,24%, concedida pela Bayer®

(Brasil) eaacetonaP. A. (CH3),CO, daVETEC®.

4.4.2 Inseticida Comercial

O inseticida utilizado para os bioensaios de campo foi 0 produto comercid
DetaGard® - WG 250 a 25% da Bayer®, cuja composi¢ado quimica é (S)-alfa-ciano-

m-fenoxibenzil-(1R, 3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetil icloropropano carboxilato.

45 PROCEDIMENTOS NO BIOENSAIO DAS AMOSTRAS

ESTUDADAS

Neste estudo, 0s ensaios hioldgicos foram realizados conforme metodologias
descritas pela Organizacdo Mundial da Salde (1994) e PICOLLO et al. (2005).
Inicialmente, foram selecionadas trés populacdes de referéncia, conforme critérios

estabelecidos no item 4.1.1 deste trabal ho.

Em seguida, o inseticida deltametrina, em po, foi diluido em acetona (PA)
para preparacdo da solucdo méae. Nesta parte um total de 10,2 mg de deltametrina foi

pesado em balanca eletronica de precisio automética AG 200 da GEHAKA®. Apés
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isso, foi acrescentado 10 mL de acetona, sendo misturada por agitador Vortex Genie,
modelo K 550G, durante 1 minuto.

Em seguida, a solucdo mée foi fracionada em seis concentracdes iniciais que
variaram entre 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50 e 2,00 pg/mL para estimar a curva de dose
de inseticida versus a mortalidade de insetos.

Feito isso, foram selecionadas, aleatoriamente, ninfas de 1° estadio entre
cinco a sete dias de idade, em jejum. Os ensaios biol 6gicos consistiam na aplicacéo
topica de 0,2 pL de solucéo de deltametrina no dorso do abdémen de ninfas
utilizando microseringa de 10 pL, modelo 1701N provida de dispensador com 50
repeticdes, modelo PB600-1, ambos da Halmilton®. Nos insetos do grupo controle
foi aplicado o mesmo volume de acetona.

Neste trabalho foram utilizadas, pelo menos cinco concentragcbes do
piretréide deltametrina para estimar as taxas de mortalidade entre 0 € 100%.

Para cada concentracdo foram utilizadas, pelo menos 20 ninfas, assim o
numero total de ninfas utilizadas era pelo menos 100 para cada populagdo de campo.

Para 0s bioensaios dose resposta das populagdes de campo foi necessaria a
utilizac8o de doses intermedi&rias de 0,10; 1,75; 2,20; 2,50; 2,70; 3,00; 3,50; 4,00;
4,70 e 5,00 pg/mL, a fim de aprimorar os resultados atingidos. Todos 0s ensaios
foram repetidos pelo menos cinco vezes, em diferentes dias.

As doses iniciais e as intermedidarias foram preparadas em tubos de
microcentrifugacdo de 2 mL da Axygen® com auxilio de pipetas autométicas P1000,

P200, P100 e P10 da Pipetman®.
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A partir dos resultados da curva de mortalidade foram determinados os
parametros estatisticos Dose Letal 50 (DLsg) que € a dose que devera matar 50% da
populacdo analisada e a Dose Letal 95 (DLgs) que ird matar 95% da popul ago.

As aplicagdes topicas foram executadas por um Unico pesquisador sob
microscopio estereoscopico LEICA® (ZOOM 2000), em aumento de 10,5X para
aumentar a confiabilidade na distribuicdo do inseticida.

Os ensaios biol 6gicos de material capturado em campo foram realizados com
ninfas obtidas da primeira e segunda geracéo (F1 e F2).

Apoés a aplicagdo do inseticida, as ninfas foram transferidas para frascos
plasticos pequenos (220 mL) com papel filtro no fundo e cobertos com tampa. Em
seguida, foram mantidas em ambiente com temperatura e umidade controladas (26°C
+ 2°C; 60% +10% UR).

A leitura de mortalidade foi realizada apos 24 horas de exposicéo do inseticida
por uma Unica pessoa. Nessa parte, as ninfas eram transferidas para o interior de
placa de Petri com disco de papel filtro de 7 cm de didmetro, no fundo. Ao mesmo
tempo, as ninfas eram colocadas no centro do disco, sendo mecanicamente
estimuladas por pinga entomol égica de ponta fina. Apos o estimulo, eram observadas
por 50 segundos.

As ninfas que atingiram a borda do disco, no periodo de até 50 segundos, sem
alteracd0 nos movimentos de locomocg&o foram consideradas vivas (normais). Por
outro lado, os insetos foram considerados mortos (intoxicados) quando ndo
apresentaram atividade locomotora propria, ou segja, fortes sintomas de desequilibrio

ou totalmente incapazes de andar do centro até a borda de um disco de papel, quando
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estimulados com a ponta da pinga, durante esse mesmo periodo. Os dados de

mortalidade foram registrados em fichas especificas (Anexo 6).

4.6 ANALISE ESTATISTICA E CARTOGRAFICA DOSDADOS

DLso e DLgs - 0s dados de mortalidade das populacdes de P. megistus, T.
brasiliensis e T. sordida, obtidos nos bioensaios, foram utilizados para estimar a
concentracdo que mata 50% (DLsg) € 95% (DLgs) das amostras estudadas. Nesta
etapa do trabalho, o calculo da DLsy e DLgs de cada populacdo foi baseado na
Andlise de Probito (LITCHFIELD e WILCOXON, 1949) e foi reaizado pelo

programa Basic Probit Analysis.

Andlise de Variancia (ANOVA) - estimativas de variaco das DLsp € DLgs
entre as populacbes foram comparadas pela técnica de Andise de Variancia
(ANOVA) e pelo teste de Tukey (p<0,01). Gréficos de diagramas de caixa,
ilustrando diferencas nas médias, erros padréo e desvios padrdo permitiram
identificar popul acdes diferentes, além de definir grupos de possiveis semel hancas.

Na Andlise de Variancia os resultados dos bioensaios foram testados quanto a
hipétese de nulidade de que as estimativas de DLsp e DLgs de cada populacéo eram
iguais contra a hipotese alternativa de que pelo menos uma das médias de cada
parémetro era diferente, estabelecendo-se o nivel de significancia a@ = 5%, conforme

as formulas a seguir:
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Fonte: Costa Neto (2002)

Sendo:
Ti = somados valoresdai — ésima amostra;

T = somatotal dosvalores;
Q = somatota dos quadrados.

Teste de Tukey - para comparagdes multiplas, visando localizar espécies ou
grupos de espécies diferentes, usou-se o teste de Tukey que calcula os niveis de
significancia descritivos para diferencas entre pares sucessivos das médias estudadas.
Vaores de p menores ou iguais a 5% identificaram as diferencas existentes. O
programa STATISTICA® foi utilizado para ambas & andises. As doses foram

expressas em nanograma de ingrediente ativo por ninfa tratada (ng/inseto).

Razdo de Resisténcia (RR) - foi obtida por meio do quociente da DLsy da
populacdo de campo pela DLsp da linhagem susceptivel. Quanto maior a Razéo de
Resisténcia, maior foi a magnitude da resisténcia, ou sgja, a RR indica a quantidade

de vezes que a populagéo de campo € mais resistente que a popul acdo de referéncia.

O célculo da RRgs seguiu 0 mesmo procedimento. As RRsg, RRgs € 0 Intervalo
de Confianca de 95% foram calculados e comparados com a cepa de referéncia

usando o programa POLO PC (LeOra software, 1987).
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Coeficiente angular - nessa andlise também foi possivel definir o coeficiente
angular da curva dose resposta, também conhecido como “Slope’. Esse parametro
representa a homogeneidade da populacdo. Os menores valores do coeficiente
angular indicam populagdes menos homogéneas, conseqlientemente, sugerem maior
variabilidade genotipica. A elevada variacdo genética de uma determinada popul acéo
pode aumentar a “probabilidade’ de selecdo de individuos que “carregam” os alelos
de resisténcia, quando pressionados com inseticidas. Por outro lado, os maiores
coeficientes angulares podem sugerir menor variacdo genotipica na resposta da

populacdo ao inseticida.

Para cada populacéo foi possivel estimar e comparar as variagcdes genotipicas
e a progressao de resisténcia utilizando os padrdes de inclinacéo da reta no grafico,

baseado no coeficiente angular.

O calculo dainclinacéo dareta no grafico foi realizado com auxilio do GRAPH

PAD Prism® versio 4.0 (Graph Pad software INC, San Diego, CA).

Andlise Cartografica - para a ilustragdo dos municipios monitorados foram
obtidas malhas digitais das bases cartogréficas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), sendo que a escala utilizado foi de 1:1.000.000. Nessa etapa o
software utilizado para o geoprocessamento foi o ArcView GIS 3.2 (ERI, 2004) e

para a confecgao dos cartogramas o software utilizado foi ArcMap 9.2.
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4.7 REPRESENTACOES DAS DIFERENTES POPULACOES

MONITORADAS

As diferentes populagdes de T. brasiliensis, T. sordida e P. megistus foram
representadas por siglas para proporcionar um melhor entendimento e interpretagdo
dos resultados. A codificacdo foi realizada, de acordo com a seguinte orientagao:
iniciais do nome da espécie estudada (Triatoma brasiliensis: Th) seguida do Estado
procedente (Piaui: Pl), depois a primeira letra maitscula do nome do municipio
acrescida da segunda letra em minuscula (Oeiras: Oe). Por fim, ainicia mailsculada
primeira localidade de captura (Sapé: S). As populagdes selecionadas como cepa de
referéncia receberam terminacbes “REF’, ap0s as primeiras iniciais do nome da
espécie.

As Tabelas 2, 3 e 4 destacam as diferentes procedéncias das amostras
estudadas, asssim como as abreviagdes de cada populacéo, incluindo a linhagem

suscetivel.

Tabela 2 — Codificacdo das populagdes de Panstrongylus megistus. A amostra do
Estado da Bahia foi utilizada como linhagem suscetivel para os bioensaios dose
resposta.

Estado  Municipio L ocalidade Sigla
Bahia Sento Sé Pov. Quixada PmREF
Parané Serranopolis do Iguagu PmPRSIg

Nota: Pov.: Povoado.



Tabela 3 — Codificacdo das populagdes de Triatoma brasiliensis procedentes de diferentes Estados e Municipios do Brasil, em 2010.
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Estado Municipio L ocalidade Sigla
Ceara Umari TbREF
Paraiba Itaporanga F. VacaMorta TbhPBItV
Paraiba Mae d' Agua F. Cacimba de Pedra TbPBMAQC
Paraiba Monteiro F. Olho d' Agua das Dores TbPBMoO
Paraiba Pianco S. Junco de Cima TbPBPIJ
Paraiba Santa Cruz S. Goiabeira TbPBSCrG
Paraiba S&o Francisco S. Sdo Luiz TbPBSFrS
Paraiba S80 Jose de Espinharas F. Laranjeiras TbPBSJESL
Pernambuco Lagoa Grande F. MoradaNova TbPELGrM
Pernambuco Petrolina F. Lagoas e Pov. Capim TbPEPeL
Pernambuco Salgueiro S. Santana e Quixabeiras TbPESaS
Pernambuco Serra Talhada F. Jardim e Nova TbPESTaJ
Piaui Oeiras S. Pau de Chapada TbPIOeP
Piaui Oeiras S. Tabocas TbPIOeT
Piaui Oeiras S. Formosalll TbPIOeF
Piaui Oeiras S. Sapé TbPIOeS
Rio Grande do Norte Caico S. Pedrado Sino e F. Laginha TbRNCaP

Notas. F.: Fazenda e S.: Sitio.



Tabela 4 — Codificagdo das populagdes de Triatoma sordida procedentes de diferentes Estados e Municipios do Brasil, em 2010.

Estado Municipio L ocalidade Sigla
Bahia Cordeiros v TSREF
Bahia Cafarnaum Pov. Boa Vista do Canal TsBACafB
Bahia Carinhanha F. Micaela TsBACarM
Bahia Malhada F. Serrado Jodo Alves TsBAMaS
Bahia Mucugé F. Bonfim e Lage TsBAMuB
Bahia Nova Redencéo F. Alto Verde TsBANReA
Bahia Palmeiras F. Rio Preto e P. Pecuaria TsBAPaR
Bahia Rio de Contas F. BoaVista TsBARCoB
Bahia Xigue Xigue A. Rocado | e Gado Bravo TsBAXXIR
Goiés Firminopolis Pov. Corrego Seco e Diamantina TsGOFiC
Goiés Guarani do Goiéas F. Samambaia e Barreirdo TsGOGGoS
Goiés Posse F. Emburana TsGOPoE
Goias S0 Luis Montes Belos F. Empedrado | TsGOSLMBeE
Mato Grosso Poxoréo F.Modelo e S. SantaFé TsSMTPoM
Mato Grosso Séo Jose do Povo S. Serrinha e Cascata TSMTSJIPoS
Mato Grosso do Sul Campo Grande Pov. Aguéo TsMSCGrA
Mato Grosso do Sul Aparecida do Taboado F. José Rodrigues TsSMSATal
Mato Grosso do Sul Douradina S. Maria Curadeira TsMSDoM
Mato Grosso do Sul Rochedo F. Esténcia Ermelinda TsSMSRoE
Mato Grosso do Sul Terenos Pov. ColéniaVelha TsMSTeC
Minas Gerais Lontra Pov. Rodeador TsSMGLOR
Tocantins Aurorado Tocantins F. Mucambo e Veneranda TSTOAToM

Notas: A.: Assentamento; F.: Fazenda; Pov.: Povoado e S.: Sitio.
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4.8 PROCEDIMENTOS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA PARA ESTRUTURA CUTICULAR DE NINFAS DE 1°

ESTADIO

Neste processo foram selecionadas cinco ninfas de 1° estadio com cinco a
sete dias de idade, sem alimentagcdo. As ninfas pertenciam a linhagem suscetivel
de P. megistus, T. brasiliensis e T. sordida. A auséncia de contato com inseticidas

foi o critério para sel egdo dessas popul agdes.

Aplicacdo topica de 0,2 ul de deltametring, diluido em acetona, foi
realizada na superficie dorsal das ninfas sob microscopio estereoscopico com luz
artificial. As concentracOes da DLgg foram de 4,36 pg/inseto para P. megistus,
2,24 pg/inseto para T. brasiliensis e 1,91 pg/inseto para T. sordida (Anexo 1, 2 e

3).

Ainda, doses maiores de 10 pg/inseto e 30 pg/inseto também foram
aplicadas para verificar deposicdo de particulas de inseticidas e/ou alteracBes

fisicas. Na populagdo controle foi aplicado apenas acetona.

Apds a exposicdo, as ninfas foram transferidas para placas de Petri, onde
permaneceram por trés horas para evaporagdo do solvente. Feito isso as ninfas
mortas foram aderidas por meio de esmalte de unha (incolor) em toros de
aluminio medindo 10 mm de didmetro e 5 mm de atura, para metalizagdo com
ouro carbono em metalizador Sputter Coater SCD 050 da BAL-TEC, por 2,0 min.
As ninfas utilizadas como controle foram sacrificadas no interior de frasco de

vidro contendo algoddo embebido em cloroférmio.
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Apbs a metalizacdo, as amostras foram examinadas e fotografadas em

Microscopio Eletrénico de Varredura Topcon® SM -300.

As fotografias sempre foram executadas na mesma regido da superficie do

torax (regido a direita da area mediana do abdémen).

Os aumentos adotados para deteccdo de particulas de inseticida e detalhes
da superficie da cuticula foram estabelecidos em: 50X na caracterizacdo do
aspecto geral do abdémen, como também de seu tamanho aproximado; 300X na
observacdo do aspecto da superficie dorsal e de seus elementos, 500X na
formacdo de detalhes da estrutura do exoesqueleto e 1500X para a visualizagcdo

particulas de inseticidas.

Finalmente, depois de selecionadas e tratadas com “software” de imagens,
foram descritas e comparadas qualitativamente, como demonstram os resultados

obtidos.
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49 BIOENSAIOS DE CAMPO COM POPULACOES DE T.

brasiliensis

Os bioensaios de campo foram realizados, somente com populacbes de T.
brasiliensis, devido principamente a pouca quantidade de exemplares fémeas de P.
megistus e T. sordida que ndo permitiram a producéo suficiente de ninfas de 1°
estadio para a exposicao em diferentes paredes.

Para a padronizacdo dos bioensaios de campo foram construidas: a) trés

paredes de barro (taipa), b) trés de tijolos sem reboco € c¢) trés de madeira sem

pintura (Fig. 6).

Figura 6 — Foto da parede de madeira, barro e tijolo utilizados nos bioensaios de
campo.
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Para a construcéo das paredes de barro foram feitos moldes de tabuas com 50
cm de comprimento por 50 cm de atura e 10 cm de largura. No interior dos moldes
eram sobrepostos, primeiramente, uma camada de barro seguida de pedacos de
bambu e outra camada de barro. Feito isso, foram deixados ao sol, durante quinze
dias para secagem e reproducdo das condic¢des do ambiente.

Para a confecc@o dos moldes das paredes de tijolos foram utilizadas as mesmas
medidas das de barro. Quatro unidades de tijolos, aderidas por meio de cimento,
foram utilizadas para construcéo de cada parede detijolo.

Para as paredes de madeirafoi feito construcdo de tabuas com 50 cm de atura
por 30 cm de comprimento, sendo sustentadas por meio de base fixa de mesmo
material.

Em seguida, cada parede foi ainhada sobre uma mesa, com uma distancia
superior a 30 cm entre elas, para ndo haver sobreposicdo da faixa de inseticida
durante a aplicaco.

O tratamento residua foi realizado em todas as paredes utilizando-se bomba
Hudson — X — Pert com capacidade de dez litros. Antes de cada aplicagéo, a bomba
foi calibrada, conforme a metodologia descrita pela Organizagdo Mundial da Salde
(2006). Depois da calibragdo, uma parede seca foi tratada distante do local dos testes
para verificar se a bomba seguia um padréo constante de liberagdo do produto, ou
sgja, sem irregul aridades.

O produto manufaturado foi dissolvido primeiramente em uma proveta e, logo
em seguida, colocado na bomba. Cada saché de 5 g contém 25% de principio ativo,

sendo que para cada aplicagdo foi preparada uma nova carga do produto.
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O mesmo ritmo de trabalho realizado pelos antigos “guardas” da SUCAM foi
empregado, a fim de garantir que o bico Tegjet 8002 liberasse uma descarga média,
de aproximadamente 760 ml/min., a presséo de 55 psi (3,8 bar).

Nessas condicdes, todas as superficies receberam, de maneira uniforme, 25 mg
i.a/m?, dispersados em faixas verticais de 75 cm de largura. A largura da faixa foi
assegurada mantendo-se 45 cm de distancia da superficie da parede tratada.

Apobs isso, foram selecionadas trés popul acbes de triatomineos procedentes do
municipio de Oeiras, no Estado do Piaui. A primeira populacéo de T. brasiliensis foi
capturada no Sitio Tabocas (TbPIOeT). A segunda populacéo foi capturada no Sitio
Formosa |l (TbPIOeF) e terceira populacéo foi oriunda do Sitio Sapé (ThPIOeS).

Para avaliar a acdo do inseticida foram utilizadas 30 ninfas em cada parede,
totalizando 120 ninfas expostas, nas diferentes superficies tratadas com inseticida.
Foram realizados quatro bioensaios de campo em dias independentes.

Cada populagdo foi exposta em cones de plésticos desenvolvidos para
avaliacdo de suscetibilidade de mosqguitos em paredes segundo parédmetros definidos

pela Organizagdo Mundia de Salde (Fig. 7).

Figura 7 — Cones de plasticos utilizados para exposi¢do de ninfas de 1° estédio em
paredes de madeira, barro etijolo tratadas com deltametrina.
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As provas foram redlizadas com ninfas de 1° estadio, em jgium, com cinco a
sete dias de idade. Foram utilizadas ninfas de 1° estadio para aumentar a
sensibilidade dos bioensaios.

O periodo de exposicéo foi de uma hora. As ninfas vivas foram retiradas por
meio de capturador de Castro (CONSOLI e LOURENCO de OLIVEIRA, 1994) e
acondicionadas em potes pléasticos pequenos, previamente, identificados. A leiturade
mortalidade foi realizada 24 h e 72 h ap0s a exposicdo. Os dados de mortalidade
foram registrados em fichas especificas (Anexo 7).

Para cada teste, foi utilizado um grupo controle, com cerca de 30 ninfas
mani puladas e expostas da mesma forma; porém, entre o cone e a parede havia um
pedaco de cartolina de papel que impedia o contato das ninfas com as superficies

tratadas.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos estdo apresentados em trés partes. A primeira contém a
da estimacdo da linha-basica de suscetibilidade e as comparages das diferentes
populagdes de campo (cap. 5.1), seguido das descri¢cdes da estrutura cuticular das
ninfas de 1° estédio em MEV (cap. 5.2) e finamente dos bioensaios de parede com a
espécie T. brasiliensis (cap. 5.3).

Na primeira parte foram estimadas e comparadas as DLsy, DLgs € O
coeficiente angular da linhagem suscetivel com as diferentes populacdes de campo.
Ainda, as RRs; e RRgs foram avaliadas para quantificar o nivel de resisténcia a
deltametrina nas espécies recebidas.

Na segunda parte estdo descritos as observacdes das ninfas tratadas com
diferentes concentragcdes de deltametrina em MEV. Por fim, foram averiguadas por
meio bioensaios de campo, o perfil de suscetibilidade de trés populacdes de T.
brasiliensis que apresentaram as maiores Razdes de Resisténcia nos bioensaios de
laboratorio. Muito embora 0 monitoramento de resisténcia a deltametrina tenha sido
proposto para P. megistus, T. brasiliensis e T. sordida, foi possivel estudar, quanto
aos ensaios de campo, apenas algumas populacdes de T. brasiliensis, devido ao

numero insuficiente de ninfas de 1° estadio de P. megistus e T. sordida.
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5.1 ESTIMACAO DA LINHA-BASICA DE SUSCETIBILIDADE E

COMPARACOES DAS DIFERENTES POPULACOES DE CAMPO

No biénio 2008-2009, diferentes populagdes de triatomineos procedentes de
35 municipios do pais foram avaliadas quanto ao perfil de resisténcia a deltametrina.
O trabalho consistiu, inicialmente, na exposi¢céo de ninfas de 1° estadio a cinco ou
seis doses que produziram mortalidade entre 0 a 100% dos exemplares. Esses ensaios
foram do tipo dose-resposta, que objetivaram quantificar a resisténcia nas popul acbes
estudadas.

Na primeira etapa foi obtida a medida de dose que causou 50% (DL sg) € 95%
(DLgs) de mortalidade na populacdo de referéncia. Em seguida, também foram
estimadas uma medida de dose DL 5, € DL g5 para cada populagéo de campo.

Na segunda etapa, os valores da DL sy e DLgs foram utilizados para determinar
as diferentes Razdes de Resisténcias (RRso € RRgs). Os valores da RRsp € RRgs foram
considerados significantemente diferentes quando n&o houve sobreposicdo dos
limites dos interval os de confianga, no nivel de 95% da populagdo de referéncia com
as amostras de campo.

Para um melhor entendimento sobre a diferenca entre os valores da RRs €
RRgs, a Tab. 5, mostra uma situacéo sobre os resultados de monitoramento de
resisténcia de T. sordida com trés populagdes A, B e C. A populagdo A foi utilizada
como populagdo de referéncia, cujo valor dos limites do intervalo de confianca de

95% variou entre 0,90 a 1,10 para a RRs.
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Tabela 5 — Resultados de monitoramento de resisténcia de popul agdes de Triatoma sordida.

Populacdo N Slope DL, ng/inseto (95% IC) DLggnglinseto (95% IC)  RRg, (95% 1C) RRgs (95% IC)
A 800 4,51 +0,34 0,58 (0,54 - 0,63) 1,35(1,20- 1,57) 1,00(0,90-1,10) 1,00(0,82- 1,20)
B 700 3,15+0,35 0,78 (0,70 - 0,86) 2,60 (2,09 - 3,61) 1,33(1,17-1,51) 1,91(1,42-257)
C 900  3,28+0,24 1,46 (1,33 - 1,58) 4,62 (4,00 - 5,56) 2,49 (2,23-2,78) 341(2,76- 4,21)

A RRsp da populagdo A é estatisticamente diferente da populacéo B, uma vez
gue ndo houve sobreposicdo dos limites do 1C95%. Na populagdo B o valor dos
limites do interval o de confianga de 95% variou entre 1,17 a 1,51.

A populacdo C, em relagdo & RRs, também apresenta diferenca
estatisticamente significativa com a populagdo A e B, devido a ndo sobreposicdo dos
limites do intervalo de confianga de 95%. O valor dos limites do 1C95% variou entre
2,23 a 2,78 napopulacéo C.

Por fim, para cada populagdo foram estimadas as variacOes do coeficiente
angular que proporcionaram diferentes padrdes de inclinagdes da reta no gréfico.
Espera-se que nas populagBes que apresentaram menores valores de coeficiente
angular, maior serd a probabilidade de selecdo de individuos que carregam aelos que

conferem resisténcia.
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5.1.1 Comparacdo da suscetibilidade de ninfas de 1° estadio de P.

megistus a deltametrina

A suscetibilidade para deltametrina da linhagem de referéncia (PmREF) de
Sento SE/BA foi determinada e comparada com a populagdo de campo de
Serrandpolis do Iguacu/PR (PmPRSIg). Obteve-se um valor de DLso de 1,02
ng/inseto para a linhagem de referéncia e 2,01 ng/inseto para a populagdo de campo
(Tab. 6).

Apesar da diferenca estatisticamente significativa entre os valores de DLs
(teste t = -6,44; p<0,01) da linhagem de referéncia PmREF e a populacdo do
municipio de Serrandpolis do Iguacu (PmPRSIg) (Fig. 8), os resultados indicaram,
pela primeira vez, baixos niveis de resisténcia para deltametrina. Os valores da RRs
e RRgs para a populagéo de Serrandpolis do Iguagu (PmPRSIg) foram de 1,97 e 1,19,
respectivamente.

O coeficiente angular da populacdo PmPRSIg com valor de 7,20 indicou ser a
populacdo de maior homogeneidade, em comparacéo a populacdo de referéncia
(PMREF) e as demais populagdes (Fig. 9, Tabs. 6, 7 € 9). Esse valor sugere que
populacdo apresenta pequena variabilidade genética e reduzidas chances de
modificar sua RR em curto prazo.

Em resumo, os valores de RRs; € RRgs obtidos neste trabalho para P. megistus
indicaram a necessidade de prosseguir o monitoramento de resisténcia para
acompanhamento dos niveis resisténcia, conforme critérios estabelecidos pela

Organizacao Pan-Americana de Salde (2005b). Conforme esses critérios, valores de
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RR menores que cinco devem dar seguimento, ndo SO a0 monitoramento, como
também as acbes de controle utilizando 0 mesmo composto quimico.

Ressalta-se que as populacdes de P. megistus procedentes dos municipios de
Cafelandia/SP, Caconde/SP, Divinolandia/SP, Castro Alves/BA e Vicente PiresDF
nd foram andisadas devido a pouca quantidade de materia recebido,
principamente em relacdo ao nimero de exemplares fémea que impossibilitaram a

geracao de ninfas F1 em nimero suficiente para o monitoramento.
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Tabela 6 - Distribuicdo do nimero de exemplares testados por amostra, slope, DLsg, DLgs, RRsp € RRgs de populagdes de Panstrongylus

megistus tratadas com aplicacéo topicade 0,2 ul de deltametrina, na superficie dorsal do abddmen de ninfas de 1° estadio capturadas, no
Brasil, em 2008.

Populacgdo N Slope = DP DL 55 ng/inseto (95% 1C) DL g5 ng/inseto (95% IC) RRs, (95% 1C) RRgs5 (95% IC)

PMREF 800 3,70+0,31 1,02 (0,95-1,11) 2,85(2,42 - 3,57) 1,00 (0,89 - 1,11) 1,00 (0,76 - 1,30)

PmPRSIg 560 7,20+0,68 2,01 (1,90- 2,13) 3,41 (3,11 - 3,87) 1,97 (1,77 - 2,15) 1,19 (0,95 - 1,48)
Notas:

PMREF - Populacéo de Referéncia

DL - Dose Letal em nanogramas por inseto
95% IC - Intervalo de Confianca 95%

RR - Razdo de Resisténcia

DP - Desvio Padréo
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Figura 8 — Resultado da DLs; em duas populagdes de Panstrongylus
megistus. As letras indicam populagbes estatisticamente diferentes
(p<0,01).
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5.1.2 Comparacdo da suscetibilidade de ninfas de 1° estédio de T.

brasiliensis a deltametrina

Com relacdo ao estabelecimento da linha basica de suscetibilidade para a
linhagem de referéncia (TbREF) de Umari/CE, os valores estimados foram de 0,68
ng/inseto para a DLsp e 1,58 ng/inseto para DLgs. O valor do coeficiente angular da
populacdo de referénciafoi de 4,51 (Tab. 7).

Os valores de DLs, das diferentes populactes de campo variaram de 0,68
ng/inseto a 1,48 ng/inseto. O menor valor correspondeu a populacdo do municipio de
Itaporanga (TbPBItV) e o maior valor a populagcdo do municipio de Oeiras,
particularmente do Sitio Sapé (TbPIOeS) (Tab. 7). A populagdo do municipio de
Itaporanga (TbPBItV) apresentou um valor de DLsy igual a 0,68 ng/inseto,
semel hantemente, a populacgéo de referéncia TbREF.

Os resultados estimados para DLsy € DLgs das diferentes populagdes de
campo, a partir da exposicdo de ninfas de 1° estadio a deltametrina podem ser

visualizadosnaTab. 7.
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Tabela 7 - Digtribuicdo do numero de exemplares testados por amostra, sope, DLsg, DLgs, RRso € RRgs de populacdes de Triatoma
brasiliensis tratadas com aplicacéo tépicade 0,2 ul de deltametrina, na superficie dorsal do abddmen de ninfas de 1° estédio capturadas

em dezesseis localidades do Brasil, em 2008.

Populacéo

N

Slope + DP

DL 55 ng/inseto (95% 1C)

DL g5 ng/inseto (95% IC)

RRy, (95% 1C)

RRgs (95% 1C)

TbREF
TbPBItV
TbPBSJESL
TbPBSFrS
TbPESaS
ThPEPeL
ThPBPiJ
TbPBM0O
TbPBMAQC
TbRNCaP
TbPESTaJ
TbPBSCIG
TbPELGIM
TbPIOeP
TbPIOeT
TbPIOeF
TbPIOeS

910
770
700
700
700
900
400
700
700
800
900
700
800
900
900
900
1100

4,51+ 0,37
3,52+ 0,47
4,74+ 0.46
4,83+ 0,46
3,24+ 0,26
3,21+0,26
2,96 + 0.38
4,59+ 0,43
329+0,31
3,17+ 0.23
3,39+ 0,38
3,49+ 0,26
3,36 + 0,32
2,82+0,20
2,83+0,21
2,74+ 0,19
3,70+ 0,29

0,68 (0,64 - 0,73)
0,68 (0,57 - 0,78)
0.73 (0,67 - 0,78)
0,74 (0,69 - 0,79)
0,77 (0,69 - 0,84)
0,79 (0,71 - 0,86)
0,81 (0,69 - 0,93)
0,82 (0,76 - 0,88)
0,83 (0,75 - 0,90)
0,85 (0.76 - 0.93)
0,85 (0,77 - 0,95)
0,97 (0,89 - 1,04)
1,10 (0,99 - 1,22)
1,12 (1,01 - 1,23)
1,20 (1,08 - 1,32)
1,33 (1,20 - 1,46)
1,48 (1,38 - 1,61)

1,58 (1,37 - 1,91)
2,01 (1,72 - 2,59)
1,62 (1,42 - 1,94)
1,63 (1,44 - 1,95)
2,49 (2,14 - 3,04)
2,58 (2,22 - 3,16)
2,94 (2,28 - 4,39)
1,88 (1,62 - 2,30)
2,62 (2,20 - 3,36)
2,80 (2,44 - 3,34)
2,61 (2,06 - 3,75)
2,86 (2,48 - 3,45)
3,41 (2,85 - 4,39)
4,30 (3,61 - 5,40)
4,56 (3,84 - 5,71)
5,29 (4,38 - 6,74)
4,13 (3,51 - 5,14)

1,00 (0,91 - 1,09)
1,00 (0,85 - 1,18)
1,06 (0,96 - 1,17)
1,09 (0,99 - 1,20)
1,13 (1,00 - 1,27)
1,16 (1,03 - 1,30)
1,19 (1,01 - 1,40)
1,20 (1,09 - 1,32)
1,21 (1,08 - 1,36)
1,24 (1,09 - 1,40)
1,25 (1,11 - 1,41)
1,41 (1,27 - 1,57)
1,61 (1,43 - 1,82)
1,66 (1,47 - 1,87)
1,75 (1,55 - 1,98)
1,94 (1,73 - 2,19)
2,17 (1,96 - 2,40)

1,00 (0,79 - 1,26)
1,27 (0,99 - 1,63)
1,02 (0,82 - 1,27)
1,03 (0,82 - 1,28)
1,57 (1,23 - 1,99)
1,63 (1,28 - 2,07)
1,85 (1,30 - 2,63)
1,18 (0,93 - 1,49)
1,65 (1,27 - 2,16)
1,77 (1,41 - 2,22)
1,65 (1,19 - 2,28)
1,80 (1,43 - 2,28)
2,15 (1,64 - 2,81)
2,85 (2,19 - 3,71)
2,88 (2,23 - 3,72)
3,43 (2,55 - 4,38)
2,61 (2,03 - 3,35)

Notas.

TbREF - Populacéo de Referéncia

DL - Dose Letal em nanogramas por inseto

95% IC - Intervalo de Confianga 95%

RR - Razdo de Resisténcia

DP - Desvio Padrao
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Os resultados das andlises estatisticas indicaram que houve diferenca
significativa entre as DLsy (ANOVA Fig74 = 18,1; p<0.01) e as DLos (ANOVA Fi674
= 19,9; p<0.01) das popul acbes estudadas.

A linhagem de referéncia TbREF apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relac@o a DLsp para as populagbes dos municipios de Santa Cruz
(TbPBSCrG), Lagoa Grande (TbPELGrM), Serra Talhada (TbPESTaJ), Oeiras, Sitio
Pau de Chapada (TbPIOeP), Oeiras, Sitio Tabocas (TbPIOeT), Oeiras, Sitio Formosa
Il (TbPIOeF), Oeiras, Sitio Sapé (TbPI0eS) e Caicd/RN (TbRNCaP), como mostra a

Fig. 10.
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Figura 10 - Resultado da DLsy em populagbes de Triatoma
brasiliensis. As letras indicam populagdes estatisticamente diferentes
(p<0,01).
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Quanto a comparagdo da DLsy foi possivel diferenciar trés grupos de
populagbes: num primeiro grupo destacamos as populacdes de Itaporanga/PB
(TbPBItV), Mae d &gua/lPB (TbPBMAGC), Monteiro/PB (TbPBMoO), Pianct/PB
(TbPBPiJ), S0 Francisco/PB (TbPBSFrS), Sé&o Joseé de Espinharas/PB
(TbPBSJESL), Petrolina/PE (TbPEPeL) e Salgueiro/PE (TbPESaS) que apresentaram
variacdo de DLsg em uma faixa estreita de valores, muito proximos a linhagem
suscetivel TbREF (Fig. 10).

Num segundo grupo, constam as popul acdes de Santa Cruz/PB (TbPBSCrG),
Lagoa Grande/PE (TbPELGrM), Serra Talhada/PE (TbPESTal)), Caicd/RN
(TbRNCaP) e Oeiras/Pl (TbPIOeP, TbPIOeT, TbPIOeF e TbPIOeS) que
apresentaram diferencas com a populacéo de referéncia. As populagdes TbPIOeT e
TbPIOeF que pertencem ao segundo grupo formam um terceiro, juntamente com
TbPIOeS. Esse Ultimo grupo obteve os maiores valores de DL 5o, conforme mostra a
Fig. 10.

Quanto as estimativas da DLgs foi possivel diferenciar, estatisticamente,
quatro grupos de municipios. No primeiro grupo estdo contidas as populagdes de
triatomineos de Itaporanga/PB (TbPBItV), Mae d'agua/lPB (TbPBMAQC),
Monteiro/PB (TbPBM0O), Petrolina/PE (TbPEPeL), Salgueiro/PE (TbPESaS), Serra
Tahada/PE (TbPESTaJ) e Caicd/RN (TbRNCaP), que apresentaram valores de DLgs
similares a populagdo de referéncia (Fig. 11).

O segundo grupo é formado por populagdes de triatomineos procedentes dos
municipios de Piancd/PB (TbPBPiJ), Santa Cruz/PB (TbPBSCrG) e Lagoa
Grande/PE (TbPELGrM). O terceiro grupo que apresentou 0s menores valores é

composto pelas populagdes dos municipios de S&o Francisco (TbPBSFrS) e Sdo Jose
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de Espinharas (TbPBSJESL ), ambos no Estado da Paraiba. Porém, o quarto grupo foi

0 que apresentou os maiores valores de DL gs, representados pelas quatro localidades

do municipio de Oeiras, no Piaui (TbPIOeP, TbPIOeT, ThPIOeF e TbPIOeS) (Fig.

11).
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Figura 11 - Resultado da DLgs em populagdes de Triatoma brasiliensis.
As letras indicam popul agdes estati sticamente diferentes (p<0,01).

Os testes de toxicidade para as diferentes populactes de T. brasiliensis, em

relacdo alinhagem de referéncia (DLsg de 0,68 ng/inseto), apresentaram 0s seguintes

valores de RRsp em ordem crescente: 1,00 para 0 municipio de Itaporanga

(TbPBItV); 1,06 para 0 municipio de S&o José de Espinharas (TbPBSJEsL); 1,09

para 0 municipio de Sao Francisco (TbPBSFrS); 1,13 para o municipio de Salgueiro
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(TbPESaS); 1,16 para o municipio de Petrolina (TbPEPeL); 1,19 para 0 municipio de
Piancod (TbPBPiJ); 1,20 para o municipio de Monteiro (TbPBMoO); 1,21 para o
municipio de Ma&e dagua (TbPBMAQC); 1,24 para 0 municipio de Caico
(TbRNCaP); 1,25 para o municipio de Serra Talhada (TbPESTal); 1,41 para o
municipio de Santa Cruz (TbPBSCrG); 1,61 para 0 municipio de Lagoa Grande
(TBPELGrM); 1,66 para o municipio de Oeiras, Sitio Pau de Chapada (TbPIOeP);
1,75 para 0o municipio de Oeiras, Sitio Tabocas (TbPIOeT); 1,94 para 0 municipio de
Oeiras, Sitio Formosa Il (TbPIOeF) e 2,17 para o municipio de Oeiras, Sitio Sapé
(TbPIOeS) (Tab. 7).

Os nivels de resisténcia das populacdes de triatomineos dos municipios de
Itaporanga/PB  (TbPBItV), S&o Joseé de Espinharas/PB (TbPBSJEsSL), S&o
Francisco/PB (TbPBSFrS), Salgueiro/PE (TbPESaS), PetrolinalPE (TbPEPeL),
Piancd/PB (TbPBPiJ), Monteiro/PB (TbPBM00O), Mé&e d agua/lPB (TbPBMAQC) e
Caicd/RN (TbRNCaP) ndo foram significantemente diferentes da populacdo de
referéncia, devido a sobreposicdo dos limites do Intervalo de Confianca de 95%. No
entanto, para as populagbes de Serra Talhada/PE (TbPESTal), Santa Cruz/PB
(TbPBSCrG), Lagoa Grande/PE (TbPELGrM) e Oeras/Pl (TbPIOeP, TbPIOeT,
TbPIOeF e TbPIOeS) constata-se diferenca significativa em relacdpo a RRsy da
populacdo TbREF. Os resultados obtidos indicaram niveis baixos ou incipientes de
resisténcia para deltametrina, ou seja, a maioria das populagdes apresentou RRsg
inferioresa 2,0 (Tab. 7).

As RRgs estimadas para cada populagdo de campo por meio de aplicagcdo
topica de deltametrina em ninfas de 1° estadio revelaram 0s seguintes valores, em

ordem crescente: 1,02 para 0 municipio de Sdo José de Espinharas (TbPBSJESL);
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1,03 para 0 municipio de S8 Francisco (TbPBSFrS); 1,18 para 0 municipio de
Monteiro (TbPBMo0O); 1,27 para 0 municipio de Itaporanga (TbPBItV); 1,57 para o
municipio de Salgueiro (TbPESaS); 1,63 para 0 municipio de Petrolina (TbPEPeL);
1,65 para 0 municipio de Serra Talhada (TbPESTaJ) e Mae d &gua (TbPBMAQC);
1,77 para 0 municipio de Caico (TbRNCaP); 1,80 para o municipio de Santa Cruz
(TbPBSCrG); 1,85 para o municipio de Piancd (TbPBPiJ); 2,15 para 0 municipio de
Lagoa Grande (TbPELGrM); 2,61 para o municipio de Oeiras, Sitio Sapé
(TbPIOeS); 2,85 para o municipio de Oeiras, Sitio Pau de Chapada (TbPIOeP); 2,88
para 0 municipio de Oeiras, Sitio Tabocas (TbPIOeT) e 3,43 para 0 municipio de
Oeiras, Sitio Formosa ll (TbPIOeF) (Tab. 7).

Apesar das diferencas significativas entre o valor de RRgs da populagdo de
referéncia TbREF com as amostras de campo dos municipios de Petrolina/PE
(TbPEPeL), M3e d’agua/PB (ThPBMAQC), Caico/RN (TbRNCaP), Santa Cruz/PB
(TbPBSCrG), Piancd/PB (TbPBPiJ), Lagoa Grande/PE (TbPELGrM) e Oeiras/Pl
(TbPIOeS, ThPIOeP, TbPIOeT e ThPIOeF); nota-se pequenos niveis de resisténcia
para deltametrina.

Os valores do coeficiente angular das amostras do Estado da Paraiba (Fig. 12)
demonstraram que as populactes de triatomineos de S&o Francisco (TbPBSFrS) com
4,83; S80 José de Espinharas (TbPBSJESL) com 4,74 e Monteiro (TbPBMoO) com
4,59 reproduziram perfis de inclinacéo da reta similares a populagdo de referéncia
TbREF com 4,51, como pode ser observado na Fig. 13 B, C e D. Entretanto, as
populacBes de triatomineos de Santa Cruz (TbPBSCrG) com 3,49; Mé&e d égua
(TbPBMAQC) com 3,29 e Piancé (TbPBPiJ) com 2,96 (Fig. 14 E, F e G) sdo mais

heterogéneas, em comparagdo com as anteriores, uma vez que possuem menores
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valores de coeficiente angular. Esses resultados permitem supor que exista maior
numero de individuos resistentes distribuidos nessas popul agoes.

Neste estudo também merece destaque a populagéo procedente do municipio
de Itaporanga/PB (TbPBItV) que demonstrou variacdo do coeficiente angular menor
que a populagdo TbREF (Fig. 13 A). Além disso, conforme mencionado
anteriormente, a populacéo de triatomineo de Itaporanga apresentou um valor de
RRsp igual a 1,00, assim como DLsg, igual a 0,68 ng/inseto, semelhantemente a
populacdo de referéncia TbREF.

Assim, os resultados obtidos sugerem que a populagdo do municipio de
Itaporanga/PB (TbPBItV) podera ser utilizada como populacdo padréo de
suscetibilidade, em estudos futuros de monitoramento de resisténcia de triatomineos

ainseticidas utilizados no seu controle.
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Triatoma brasiliensis procedentes do Estado da Paraiba.
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Figura 13 — Curva de mortalidade de popul acbes de Triatoma brasiliensis, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparagdo entre TbREF (4,51) e
TbPBItV (3,52). B: Comparacéo entre TbREF (4,51) e TbPBSFS (4,83). C:
Comparagéo entre TbREF (4,51) e TbSJEsL (4,74). D: Comparagdo entre TbREF
(4,51) e TbPBMO0O (4,59).
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Figura 14 — Curva de mortalidade de popul agdes de Triatoma brasiliensis, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. E: Comparacdo entre TbREF (4,51) e
TbPBSCrG (3,49). F: Comparagdo entre TbREF (4,51) e TbPBMagC (3,29). G:
Comparacéo entre TObREF (4,51) e TbPBPiJ (2,96).
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Os valores do coeficiente angular para as amostras do Estado de Pernambuco
foram de 3,21 para a populacdo do municipio de Petrolina (TbPEPeL); 3,24 para a
populacdo do municipio de Salgueiro (TbPESaS); 3,26 para a populacéo do
municipio de Lagoa Grande (TBPELGrM) e 3,39 para a populacdo do municipio de
Serra Ta hada (TbPESTaJ).

Os valores obtidos indicaram que as populagcdes pernambucanas apresentam
padroes semelhantes de variagcao da inclinacdo na reta no grafico, em comparacdo
com a populacéo de referéncia, cujo valor é de 4,51 (Figs. 15e 16 A, B, Ce D). No
entanto, admite-se que os menores valores do coeficiente angular das popul agdes de
triatomineos de Petrolina (TbPEPeL); Salgueiro (TbPESaS); Lagoa
Grande(TbPELGrM) e Serra Tahada (TbPESTal) possam sugerir uma maior
variabilidade genética, em comparacdo com a populacdo de referéncia e que,

portanto estdo mais sujeitas a alteracdes na suscetibilidade a inseticidas.
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Figura 15 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular de
populacbes de Triatoma brasiliensis procedentes do
Estado de Pernambuco.
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Figura 16 — Curva de mortalidade de popul agbes de Triatoma brasiliensis, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparacdo entre TbREF (4,51) e
TbPEPeL (3,21). B: Comparacéo entre TbREF (4,51) e TbPELGrM (3,36). C:
Comparacéo entre TObREF (4,51) e TbPESaS (3,24). D: Comparacéo entre TbREF
(4,51) e TbPESTaJ (3,39).
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Com relacdo ao coeficiente angular das populagdes do Estado do Piaui,
particularmente do municipio de Oeiras (Fig. 17), nota-se que a populacdo da
localidade do Sitio Sapé (TbPIOeS) apresentou um valor do coeficiente angular de
3,70, conferindo um aspecto de inclinagdo da reta similar a populacéo de referéncia
(Figs. 17, 18 A).

Por outro lado, as populagdes do Sitio Pau de Chapada (TbPIOeP), do Sitio
Tabocas (TbPIOeT) e do Sitio Formosa Il (TbPIOeF) apresentaram valores de
coeficiente angular de 2,82, 2,83 e 2,74, respectivamente (Figs. 18 B, C e D). Esses
resultados sugerem maior heterogeneidade e apreciavei s probabilidades de selecdo de
individuos resistentes, ao longo dos anos. Observa-se também semelhancas na
variabilidade do perfil de heterogeneidade, principamente entre TbPIOeP e

TbPIOeF (Figs. 18 C e D).
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Figura 17 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular de
populacbes de Triatoma brasiliensis procedentes do
Estado do Piaui.
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Figura 18 — Curva de mortalidade de populagdes de Triatoma brasiliensis, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. As quatro populagdes séo procedentes de
diferentes localidades do municipio de Oeiras/Pl. A: Comparagéo entre TObREF (4,51) e
TbPIOeS (3,70). B: Comparacdo entre TbREF (4,51) e TsPIOeT (2,83). C. Comparacéo
entre TbREF (4,51) e TbPIOeP (2,82). D: Comparacéo entre TbREF (4,51) e TbPIOeF
(2,74).
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A populacdo do municipio de CaicO (TORNCaP) apresentou um valor do
coeficiente angular de 3,17 sugerindo maior variagdo genética que a populacéo de
referéncia, portanto, maior probabilidade de selecdo de resisténcia. A comparacéo

entre essas duas popul agdes pode ser observadanaFig. 19.
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Figura 19 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular
de TbREF (4,51) e TbRNCaP (3,17).



128

O desenvolvimento deste trabalho permitiu que se trabalhasse com popul acdes
de T. brasiliensis procedentes de vérias regides do nordeste do Brasil. Apés o
recebimento, cada amostra foi submetida a identificagdo taxondmica por meio de
chave dicotdmica, contida em LENT e WY GODZINSKY (1979). Os resultados da
identificacdo mostraram diferentes padrdes cromaticos, principamente em pernas e
toérax, preconizados por ARGOLO et a. (2008).

Assim, para diminuir os possiveis erros de identificacdo dos diferentes
fendtipos das espécies do complexo T. brasiliensis, parte das amostras foram
enviadas para o Laboratério de Biodiversidade Entomologica do Instituto Oswaldo
Cruz, no Rio de Janeiro, Brasil. A responsavel por esse laboratorio € a Dra. Jane
Costa que realizou as identificacOes taxondmicas, conforme NEIVA et a. (2008).

Os resultados do diagndstico demonstraram padrdes similares e formas
intermediérias entre os membros desse complexo (COSTA, J Comunicagdo pessoal ).

Na Tab. 8 podem ser observados os resultados das i dentificagoes.
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Tabela 8 — Identificacdo dos padrdes crométicos dos fendtipos recebidos
para a avaliagéo de resisténcia de popul agdes do complexo brasiliensis.

Populacdo Fendtipo Diagnose
TbPBItV bras. escuro padréo similar a T. b. brasiliensis
TbPBMAQC bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbPBMoO bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbPBPiJ bras. escuro padréo similar a T. b. brasiliensis
TbPBSCrG bras. escuro padréo similar a T. b. brasiliensis
TbPBSFrS bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbPBSJESL bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbPELGrM mac/juaz padréo intermediario entre T. b.
macromelasoma e T. juazeirensis
TbPEPeL juaz padréo similar ao T. juazeirensis
TbPESaS mac/marrom padrdo intermediério entre T. b.
macromelasoma e T. b. brasiliensis
TbPESTa] juaz mcfp padrdo similar ao T. juazeirensis com
manchas claras finas no protorax
TbPIOeP bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbPIOeT bras. escuro padréo similar a T. b. brasiliensis
TbPIOeF bras. escuro padréo similar a T. b. brasiliensis
TbPIOeS bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis
TbRNCaP bras. escuro padréo similar aT. b. brasiliensis

Apesar da variabilidade fenotipica detectada nas populagbes de Lagoa
Grande/PE (TbPELGrM), Petrolina (TbPEPeL), Salgueiro (TbPESaS) e Sera
Talhada (TbPESTaJ) (Tab. 8), observou-se que os resultados das RRsy para essas
populagdes foram de 1,61; 1,16; 1,13 e 1,25, respectivamente (Tab. 7). Esses valores
indicam baixos niveis de resisténcia, independente, dos padrdes cromaticos dos

fendtipos recebidos.
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5.1.3 Comparacdo da suscetibilidade de ninfas de 1° estédio de T.

sordida a deltametrina

As estimativas de DLsg e DLgs dalinhagem de referéncia (TSREF) foram de
0,58 ng/inseto e 1,35 ng/inseto, respectivamente. O valor do coeficiente angular foi
de 4,51.

A acdo triatomicida de deltametrina foi avaliada em 21 populacbes de T.
sordida procedentes de diferentes municipios da regido Centro-Oeste do Brasil. Os
testes toxicol 6gicos revelaram uma variacéo entre 0,61 ng/inseto a 1,59 ng/inseto e
1,41 ng/inseto a 4,62 ng/inseto para DLsp e DLgs, respectivamente. As estimativas de
variacdo para DL sy e DL gs das diferentes popul acbes de campo podem ser observadas

naTab. 9.



Tabela 9 - Distribuicdo do nimero de exemplares testados por amostra, slope, DLso, DLgs, RRso € RRgs de populactes de Triatoma
sordida tratadas com aplicacéo topica de 0,2 pl de deltametrina, na superficie dorsal do abddmen de ninfas de 1° estédio capturadas
em vinte e umalocalidades do Brasil, em 2008 e 20009.

DL 54 ng/inseto (95% 1C)

DL g5 ng/inseto (95% 1C)

RRy, (95% IC)

RRgs (95% |1C)

0,58 (0,54 - 0,63)
0,61 (0,56 - 0,66)
0,61 (0,56 - 0,67)
0,64 (0,57 - 0,71)
0,69 (0,61 - 0,77)
0,70 (0,63 - 0,78)
0,70 (0,66 - 0,75)
0,70 (0,63 - 0,77)
0,71 (0,65 - 0,76)
0,75 (0,70 - 0,80)
0,77 (0,72 - 0,83)
0,78 (0,70 - 0,86)
0,81 (0,74 - 0,87)
0,84 (0,77 - 0,92)
0,85 (0,78 - 0,92)
0,86 (0,76 - 0,96)
0,86 (0,80 - 0,93)
1,02 (0,90 - 1,15)
1,04 (0,87 - 1,18)
1,16 (1,10 - 1,23)
1,46 (1,33 - 1,58)
1,59 (1,44 - 1,74)

1,35 (1,20 - 1,57)
1,41 (1,24 - 1,67)
1,61 (1,39 - 1,95)
2,06 (1,76 - 2,56)
1,69 (1,48 - 2,03)
2,37 (1,99 - 2,94)
1,37 (1,23 - 1,57)
1,73 (1,53 - 2,04)
1,75 (1,51 - 2,18)
1,55 (1,37 - 1,79)
1,80 (1,60 - 2,11)
2,60 (2,09 - 3,61)
2,31 (2,01 - 2,79)
2,53 (2,14 - 3,17)
2,17 (1,87 - 2,66)
3,20 (2,70 - 4,02)
2,31 (2,00 - 2,81)
3,00 (2,62 - 3,56)
3,47 (2,94 - 4,48)
2,25 (2,03 - 2,60)
4,62 (4,00 - 5,56)
4,62 (3,92 - 5,73)

1,00 (0,90 - 1,10)
1,05 (0,94 - 1,17)
1,05 (0,94 - 1,18)
1,10 (0,96 - 1,25)
1,19 (1,04 - 1,35)
1,20 (1,05 - 1,37)
1,20 (1,09 - 1,32)
1,21 (1,07 - 1,36)
1,21 (1,08 - 1,35)
1,29 (1,17 - 1,42)
1,32 (1,20 - 1,47)
1,33 (1,17 - 1,51)
1,38 (1,24 - 1,53)
1,45 (1,29 - 1,62)
1,45 (1,30 - 1,62)
1,48 (1,29 - 1,69)
1,48 (1,33 - 1,64)
1,75 (1,52 - 2,02)
1,79 (1,51 - 2,11)
1,99 (1,81 - 2,18)
249 (2,23 - 2,78)
271 (2,40 - 3,06)

1,00 (0,82 - 1,20)
1,04 (0,85 - 1,27)
1,19 (1,96 -1,47)
1,52 (1,21 - 1,91)
1,24 (1,01 - 1,53)
1,75 (1,38 - 2,21)
1,01 (0,84 - 1,20)
1,28 (1,05 - 1,55)
1,29 (1,03 - 1,62)
1,13 (0,94 - 1,36)
1,33 (1,10 - 1,61)
1,91 (1,42 - 2,57)
1,71 (1,38 - 2,11)
1,86 (1,47 - 2,36)
1,60 (1,28 - 1,99)
2,36 (1,86 - 2,99)
1,71 (1,37 - 2,12)
221 (1,80-2,72)
2,56 (2,01 -3,26)
1,66 (1,38 - 1,99)
3,41 (2,76 - 4,21)
3,40 (2,69 - 4,30)

Populacdo N Slope+ DP
TsREF 800 451+034
TsBAXXIR 800 452+034
TsSMSCGrA 800 395+0,31
TsMTPoM 880 325+031
TsMSTeC 560 4,27+0,42
TsGOFiC 1040 3,12+0,20
TsMTSJIPoS 700 5,72+0,52
TsMSRoE 800 4,23+0,37
TsGOSLMBeE 700 4,18+0,43
TsGOGGoS 700 5,36+048
TsBACarfB 800 4,48+0,36
TsMSATal 700 3,15%£0,35
TsBACariM 960 3,60+0,29
TsMGLOR 800 347+0,31
TsMSDoM 560 4,05+0,37
TsGOPoE 880 2,89+0,24
TsBANReA 800 3,85+0,32
TsBAPaR 900 3,53+0,27
TSTOATOM 800 3,15+0,39
TsBARCoB 700 5,75+049
TsBAMaS 900 3,28+0,24
TsBAMuB 560 3,55+0,29
Notas:

TSREF - Populagéo de Referéncia

DL - Dose Letal em nanogramas por inseto
95% IC - Intervalo de Confianca 95%

RR - Raz8o de Resisténcia

DP - Desvio Padréo
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NaAndlise de Variancia (ANOVA) foi detectada diferenca significativa entre
aDLsgg (ANOVA F21,92 = 30,4; p<001) eaDLgs (ANOVA F2;|_,92 = 15,5; p<001) das

popul agdes estudadas.
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Figura 20 - Resultado da DLsy em populagdes de Triatoma sordida. As
letras indicam popul acBes estatisticamente diferentes (p<0,01).

A populacéo de referéncia de Cordeiros/BA (TsREF) com DLsp igual a 0,58
ng/inseto apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo as
populagcbes de Mahada/lBA (TsBAMaS), Mucugé/BA (TsBAMuB), Nova
Redencio/BA (TsBANReA), PameirasBA (TsBAPaR), Rio de Contas/BA
(TSBARCOB), Posse/GO (TSGOPOE), DouradinaMS (TsMSDoM), LontradMG

(TSMGLOR) e Aurorado Tocanting TO (TSTOAToM) (Fig. 20).



133

Ainda, observa-se diferenca significativa entre os triatomineos capturados
nesses nove municipios citados acima, 0 que permite agrupé-los em trés grupos
distintos: o primeiro grupo é composto pelos municipios de Malhada/BA
(TsSBAMaS) e Mucugé/BA (TsBAMuB); o segundo grupo é formado pelos
municipios de Rio de ContasBA (TsBARCoB) e Aurora do TocantingTO
(TSTOATOM). O terceiro grupo € congtituido pelos municipios de Nova
Redencdo/BA (TsBANReA), Palmeiras’BA (TsBAPaR), Posse/GO (TsGOPOE),
DouradinddMS (TsMSDoM), LontradMG (TsMGLOR) e Aurora do Tocanting/ TO
(TSTOAToM) (Fig. 20).

Nota-se também a formagdo de quarto grupo caracterizado por ndo apresentar
diferenca estatisticamente significativa com a populacéo de referéncia. Nesse grupo
estdo incluidas as populacdes de triatomineos dos municipios de Xique-Xique/BA
(TSBAXXiR), Campo Grande/MS (TsMSCGrA), Poxoréo/MT (TsMTPoM),
TerenosMS (TsMSTeC), FirmindpolisGO (TsGOFiC), Sdo José do Povo/MT
(TSMTSJIPoS), Rochedo/MS (TSMSROE), Sdo Luis dos Montes Belos/GO
(TSGOSLMBeE), Guarani de Goida/GO (TsGOGGoS), Cafarnaum/BA
(TSBACarfB), Aparecida do Taboado/MS (TsMSATal) e Carinhanha/BA
(TsBACariM) (Fig. 20).

Quanto aos resultados dos valores de DLgs, verifica-se a formagéo de trés
grupos diferentes, as quais estdo expressas na Fig. 21. No primeiro grupo estéo as
populagbes, cujos valores de DLgs apresentaram diferencas estatisticamente
significativas com a populacdo de referéncia. Esse grupo € composto pelas

populagbes Malhada/BA (TsBAMaS), Mucugé/BA (TsBAMuB), Pameras/BA
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(TSBAPaR), Posse/GO (TsGOPoE), LontradMG (TsMGLOR) e Aurora do
TocantingTO (TSTOAToOM) (Fig. 21).

No segundo grupo estdo contidas as populagbes de triatomineos capturadas
nos municipios de Cafarnaum/BA (TsBACarfB), Carinhanha/BA (TsBACariM),
Nova Redencdo/BA (TsBANReA), Rio de ContasBA (TsBARCoB), Xique-
Xique/BA (TsBAXXIR), FirminépolisGO (TsGOFiC), Guarani de Goids/GO
(TsGOGGo0S), Sdo Luis de Mntes BelodGO (TsGOSLMBeE), Poxoréo/MT
(TSMTPoM), Sdo José do Povo/MT (TsMTSJIPoS), Campo Grande/MS
(TSMSCGrA), Apaecida do Taboado/MS (TsMSATal)), DouradingdMS
(TsMSDoM), Rochedo/MS (TsMSRoE) e TerenoMS (TsMSTeC) que néo
revelaram diferengas significativas com a populagdo de referéncia quanto aos valores
de DLgs.

No terceiro grupo constaram as populagdes de triatomineos coletadas nos
municipios de Carinhanha/BA (TsBACariM), Nova Redencdo/BA (TSBANReA),
Pameiras/BA (TsBAPaR), Rio de Contas/BA (TsBARCoB), Posse/GO (TsGOPOE),
Poxoréu/MT (TsMTPoM), Aparecida do Taboado/MS (TsMSATaJ), DouradinddM S
(TsMSDoM), TerenoMS (TsMSTeC) e LontralM G (TsMGLOR); que apesar de néo
se diferenciarem estatisticamente da populacéo de referéncia podem formar um
grupo intermediario com base nos valores semelhantes de DLgs e que de certaforma

permite diferencié-los do primeiro grupo, conforme podemos observar na Fig. 21.
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Figura 21 - Resultado da DLgs em populagdes de T. sordida. As letras
indicam popul agdes estatisticamente diferentes (p<0,01).

Os vaores de RRsp; demonstraram uma variagdo de 1,05 a 2,71. Na Tab. 9
podem ser observados os seguintes valores de RRs, para cada populagdo estudada,
em ordem crescente: 1,05 para o municipio de Xique Xique (TSBAXXiR) e Campo
Grande (TSMSCGrA); 1,10 para 0 municipio de Poxoréu (TsMTPoM); 1,19 para o
municipio de Terenos (TsMSTeC); 1,20 para 0 municipio de Firminépolis
(TsGOFiC) e Séo Jose do Povo (TSMTSIPoS); 1,21 para 0 municipio de Rochedo
(TSMSROE) e S&o Luis dos Montes Belos (TSGOSLMBEeE); 1,29 para o municipio
de Guarani de Goias (TsGOGGo0S); 1,32 para 0 municipio de Cafarnaum
(TsBACarfB); 1,33 para 0 municipio de Aparecida do Taboado (TSMSATaJ); 1,38

para 0 municipio de Carinhanha (TSBACariM); 1,45 para 0 municipio de Lontra
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(TSMGLOR) e Douradina (TsMSDoM); 1,48 para 0 municipio de Posse (TsGOPOE)
e Nova Redencéo (TsSBANReA); 1,75 para o municipio de Pameiras (TsBAPaR);
1,79 para 0 municipio de Aurora do Tocantins (TSTOATOM); 1,99 para 0 municipio
de Rio de Contas (TSBARCO0B); 2,49 para 0 municipio de Mahada (TSBAMaS) e
2,71 para o municipio de Mucugé (TSBAMuB).

Estatisticamente, as populacbes de triatomineos capturadas nos municipios de
Guarani do GoiagdGO (TsGOGGoS), Cafarnaum/BA (TsBACarfB), Aparecida do
Taboado/MS (TsMSATaJ), Carinhanha/BA (TsBACariM), LontradMG (TsMGLOR),
DouradinddMS (TsMSDoM), Posse/GO (TsGOPoE), Nova Redencdo/BA
(TSBANReA), Pameiras/BA (TsBAPaR), Aurora do TocantingTO (TSTOAToM),
Rio de ContasBA (TSBARCoB), Mahada/BA (TsBAMaS) e Mucugé/BA
(TSBAMuB) apresentaram diferencas significativas na RRsp, quando os limites de
confianca foram sobrepostos no nivel de 95% (Tab. 9).

Para a RRgs, 0 menor valor foi atribuido para a populagdo TsBAXXIiR
capturada no municipio de Xique Xique/BA, cuja RRgs foi igua a 1,04, enquanto o
maior valor foi para a populagdo TsBAMaS do municipio de Mahada, com RRgs
igual a3,41. Esses valores podem ser observados na Tab. 9 que também apresenta as
diferentes RRys, calculadas para cada populacéo estudada. Em relagdo a RRgs, as
populacBes de triatomineos que apresentaram diferencas significativas com a
populacdo de referéncia, TSREF, pertencem aos municipios de Posse/GO
(TSMTPoM),  FirmindpolisGO (TsGOFC), Aparecida do Taboado/MS
(TsMSATaJ)), Carinhanha/lBA  (TsBACariM), LontralMG  (TsSMGLOR),
DouradinddMS (TsMSDoM), Posse/GO (TsGOPoE), Nova Redencéo/BA

(TSBANReA), Pameiras/BA (TsBAPaR), Aurora do TocantingdTO (TSTOAToOM),
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Rio de ContasBA (TSBARCoB), Mahada/BA (TsBAMaS) e Mucugé/BA
(TSBAMuB).

Quanto aos valores de coeficiente angular, as populagdes de triatomineos do
Estado da Bahia (Fig. 22) apresentaram uma variacéo de 3,28 a 5,75. O menor valor
corresponde a populacdo TsBAMaS procedente do municipio de Malhada/BA,
enguanto que o maior valor foi para a populacdo TSBARCoB do municipio de Rio de
Contas/BA.

As populagbes de triatomineos dos municipios de Xique Xique (TSBAXXIR)
e Cafarnaum (TsBACarfB) apresentaram valores do coeficiente angular
correspondentes a 4,52 e 4,48, respectivamente. Esses valores estabel eceram padroes
de variacdo de mortalidade muito semelhante & populacéo de referéncia, portanto,
com elevados niveis de suscetibilidade a deltametrina (Figs. 23 A e B).

As populagdes de triatomineos dos municipios de Carinhanha (TSBACariM),
Nova Redencdo (TsBANReA), Pameiras (TsBAPaR), Malhada (TsBAMaS) e
Mucugé (TsBAMuB) (Figs. 23 D, Figs. 24 E, F, G e H) apresentaram coeficientes
angul ares menores, quando comparadas com a populagdo de referéncia; logo, sugere-
se a possibilidade de maior variabilidade genética dessas populagdes. Esses
resultados indicam aprecidvel tendéncia para selecdo de individuos resistentes,

merecendo destaque por parte dos 6rgdos de controle.
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Figura 23 — Curva de mortalidade de populacdes de Triatoma sordida, em escaa
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparagcdo entre TSREF (4,51) e
TSBAXXIR (4,52). B: Comparacdo entre TSREF (4,51) e TsBACarfB (4,48). C:
Comparagdo entre TSREF (4,51) e TSBARCoB (5,75). D: Comparagdo entre TsREF
(4,51) e TSBACarM (3,60).
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Figura 24 — Curva de mortalidade de populagbes de Triatoma sordida, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. E: Comparagdo entre TSREF (4,51) e
TsBANReA (3,85). F. Comparacdo entre TSREF (4,51) e TsBAPaR (3,53). G:
Comparacéo entre TSREF (4,51) e TsBAMaS (3,28). H: Comparacéo entre TsREF
(4,51) e TSBAMuB (3,55).
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As variagdes do coeficiente angular das diferentes populagdes do Estado do
Mato Grosso do Sul seguiram padrdes similares da populacéo de referéncia, com
poucas variactes nainclinacdo dareta (Fig. 25).

As populacdes de triatomineos dos municipios de Terenos (TsSMSTeC) (Fig.
26 A), Rochedo (TsMSRoE) (Fig. 26 B), Campo Grande (TsMSCGrA) (Fig. 26 C) e
Douradina (TsMSDoM) (Fig. 26 D) exibiram coeficientes angulares de inclinacéo da
reta com pouca heterogeneidade, portanto refletindo em popul agdes com altos niveis
de suscetibilidade.

No entanto, dentro desse grupo, a populacdo TsMSATaJl, oriunda do
municipio de Aparecida do Taboado foi considerada a mais heterogénea quando
comparada a populacéo de referéncia (Fig. 26 E). Ta fato pode indicar maior

probabilidade de toleréncia a inseticida desta populacdo sul mato-grossense.
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Figura 25 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular de
populacbes de Triatoma sordida procedentes do Estado
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Figura 26 — Curva de mortalidade de populacdes de Triatoma sordida, em escaa
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparacdo entre TSREF (4,51) e
TsMSTeC (4,27). B: Comparagéo entre TSREF (4,51) e TSMSRoE (4,23). C:
Comparacéo entre TSREF (4,51) e TsSMSCGrA (3,95). D: Comparacdo entre TsREF
(4,51) e TSMSDoM (4,05). E: Comparacéo entre TSREF (4,51) e TsSMSATaJ (3,15).
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Os valores do coeficiente angular para as populagdes de triatomineos do
Estado de Goias (Fig. 27) demonstraram os seguintes valores. 2,89 para 0 municipio
de Posse (TSGOPOE); 3,12 para 0 municipio de Firmindpolis (TSGOFiC); 4,18 para
0 municipio de Sdo Luis de Montes Belos (TSGOSLMBEE) e 5,36 para 0 municipio
de Guarani de Goias (TsGOGGO0S). As populacbes TSGOPOE e TsGOFC
procedentes dos municipios de Posse/GO e FirminépolisGO foram as que
apresentaram menores coeficientes angulares (Figs. 28 C e D). Logo, sdo
consideradas mais heterogéneas e com maiores chances de tolerar o tratamento com
inseticidas quimicos. Por outro lado, as populacdes com menores taxas de variacéo
na suscetibilidade foram oriundas dos municipios de S&o Luis de Montes Belos
(TSGOSLMBeE) e Guarani de Goias (TsGOGGoS) (Figs. 28 A e B),

semel hantemente a popul acéo de referéncia.
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Figura 27 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular de
popul agdes de Triatoma sordida procedentes do Estado de
Goiss.
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Figura 28 — Curva de mortalidade de populagdes de Triatoma sordida, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparagdo entre TSREF (4,51) e
TsGOGGoS (5,36). B: Comparagdo entre TSREF (4,51) e TsGOSLMBe (4,18). D:
Comparacéo entre TSREF (4,51) e TSGOFiC (3,12). D: Comparacéo entre TSREF (4,51) e
TsGOPoE (2,89).

Os valores do coeficiente angular para as populacdes de triatomineos dos
municipios de Sdo José do Povo (TsMTSJIPoS) e Poxoréu (TsMTPoM) foram de
5,72 e 3,25, respectivamente. A populagdo de S&o José do Povo (TsMTSJIPoS)
apresenta uma inclinagdo de reta no gréfico com maior nivel de homogeneidade.
Espera-se que a suscetibilidade desta populagdo seja proxima a linhagem de
referéncia (Figs. 29 e 30 A). Porém, a populacéo de Poxoréu (TsMTPoM) (Fig. 30
B) apresenta menor homogeneidade sugerindo maior probabilidade de progresséo de

resisténcia
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Figura 29 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular
de populacbes de Triatoma sordida procedentes do

Estado do Mato Grosso.
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Figura 30 — Curva de mortalidade de populagdes de Triatoma sordida, em escala
logaritmica, para o inseticida deltametrina. A: Comparacdo entre TsSREF (4,51) e
TsMTSJPoS (5,72). B: Comparagdo entre TSREF (4,51) e TSMTPoM (3,25).
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A populacéo de triatomineo do municipio de Lontra, no Estado de Minas
Gerais, (TSMGLOR) apresentou um valor de coeficiente angular de 3,47 que confere
inclinacdo da reta menor que a populacéo de referéncia (Fig. 31). Esse valor sugere

maior oportunidade de selecdo de individuos resistentes.
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Figura 31 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular
de TSREF (4,51) e TSMGLOR (3,47).
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O valor de coeficiente angular da populagéo de triatomineo procedente do
municipio de Aurora do Tocanting/TO (TSTOAToM), foi de 3,15 representando ser
mais heterogénea que a populacdo de referéncia (Fig. 32). Com esse resultado
espera-se que exista uma distribuicdo maior de individuos resistentes nessa

popul agéo.
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Figura 32 — Curva de mortalidade dose resposta, em
escala logaritmica, comparando o coeficiente angular
de TSREF (4,51) e TSTOATOM (3,15).
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5.2 DESCRICOES EM MEV DA ESTRUTURA CUTICULAR DE
NINFAS DE 1° ESTADIO TRATADAS COM DELTAMETRINA

Todas as superficies tratadas foram comparadas com o controle que recebeu
apenas acetona (Fig. 33 a, b; Fig. 34 g, h; Fig. 35 m, n). A acetona manteve
inalteradas as caracteristicas do exoesqueleto da populagdo normal, devido a sua
rapida evaporacdo em condigdes ambientais.

No aumento de 300X, a cuticula de ninfas de 1° est&dio de P. megistus
apresenta aspecto “estrelado” com sensilas longas e finas. A base da inser¢do das
cerdas é pouco evidente (Fig. 33 b, d, f), diferentemente, de T. brasiliensis, que
possui textura com cavidades mais afastadas, sem contorno definido e com base da
insercdo das sensilas proeminente. As irregularidades das cavidades n&o atingem o
dpice da base dainsercdo. O gpice tem aspecto liso (Fig. 34 h, j, I).

A superficie cuticular de T. sordida (Fig. 35) é semelhante ao de T.
brasiliensis (Fig. 34), porém, pode ser diferenciada pelas irregularidades que atingem
todo o corpo dabase dainsercéo das sensilas em T. sordida.

No aumento de 500X, as diferencas acima citadas, em relacdo as
caracteristicas morfol égicas da inser¢éo das sensilas podem ser observadas com mais
detalhes (Figs. 36, 38 e 40).

Na aplicacdo das diferentes DLgg em P. megistus (4,36 pg/inseto), T.
brasiliensis (2,24 ug/inseto) e T. sordida (1,91 pg/inseto) ndo foram constatadas
ateracOes fisicas, formacdo de cristais de inseticidas e deposicdo de materiais (Fig.
33¢, d; Fig. 341, j; Fig. 35 0, p). As DLgg para cada espécie podem ser visualizadas

no Anexo 1, 2 e 3, deste trabal ho.
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Na aplicacdo de concentracdo de 10 pg/inseto ndo foram observadas
diferencas significativas na aparéncia das superficies toracicas das espécies estudadas
(Fig. 33¢,f; Fig. 34k, I; Fig. 35q, r; Figs. 37, 39 e 41).

No entanto, em P. megistus (Fig. 37), utilizando aumento de 1500X para a
concentracdo de 30 pg/inseto foi possivel detectar a formagdo de “particulas
arredondadas’ aderidas a superficie das suturas intersegmentares, as quais
apresentam semelhanca morfoldgica com as extrusdes solidificadas, descritas por
JUAREZ e FERNANDEZ (2007).

A interacdo entre as diferentes concentracbes de deltametrina na estrutura
cuticular do torax de ninfas de 1° estadio permitiram deduzir que a penetracéo e a
distribuicdo do inseticida diluido em acetona atuam de maneira rapida, na cuticula
dos insetos. Esses processos, provavelmente acontecem no sistema de cavidades
intercomunicantes que possuem estruturas formadas por linhas sinuosas e que
constituem o exoesguel eto de ninfas de 1° estadio de P. megistus, T. brasiliensise T.
sordida; estudadas nestatese (Figs. 37, 39 e 41).

A possibilidade de deslocamento das particulas de inseticidas em diregdo ao
interior dos “canals intercomunicantes’ ndo pode ser regjeitada, uma vez, gque cortes
histol égicos com posterior visuaizacdo em MEV ndo foram realizados. Certamente,
ha poucos estudos que utilizam MEV para analisar a resisténcia de triatomineos,
portanto, novos caminhos poderdo se abrir por meio das andlises de diferentes
espécies e até mesmo associadas a outras ferramentas, tais como: a bioquimica, a
histologia e a biologia molecular.

Os ensaios biolégicos permitem a deteccdo e quantificacdo de resisténcia aos

diferentes grupos de inseticidas, sendo utilizadas para responder a seguinte questéo:
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Este produto é capaz de controlar esta populacdo de insetos vetores nesta localidade,
neste momento?

A partir do momento que a resisténcia é detectada levantam-se outras
perguntas. Estaresistente aqual produto? O que eu fago agora?

Nesse contexto acima os métodos bioquimicos e moleculares tem a funcéo de
detectar e avaliar qual 0 mecanismo de resisténcia especifico que esta influenciando
0 aumento das atividades das enzimas detoxificantes e 0s processos metabdlicos que
favorecem a eliminag&o ou inativagdo dos inseticidas no interior dos insetos. Esses
métodos podem revelar anteci padamente o aparecimento de individuos alterados nas
popul agbes de vetores, assim como determinar padroes de resisténcia cruzada para 0s
tipos particulares de inseticidas.

Os métodos histoldgicos podem ser Gteis para detectar a presenca de poros,
orificios e canais que se comunicam com 0 meio interno dos insetos e que, talvez
possam desempenhar um papel muito importante no processo de penetragcdo e
absorcdo dos inseticidas. Assim, as técnicas histogicas juntamente com a MEV
permitirdo o esclarecimento de questbes fundamentais, tais como: existe associacdo
de outro mecanismo que confere resisténcia aos vetores da DC, como por exemplo, a

reducdo na penetragcao?
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Figura 33 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Panstrongylus megistus por meio
de MEV. a controle tratado apenas com acetona (50X). b: controle tratado apenas
com acetona (300X). ¢: aplicacdo topica de DLgg 4,36 pg/inseto (50X). d: aplicagdo
topica de DLgy 4,36 pg/inseto (300X). e aplicacdo tépica de 10 pg/inseto. f:
aplicacédo topica de 10 pg/inseto.
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Figura 34 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma brasiliensis por meio de
MEV. g: controle tratado apenas com acetona (50X). h: controle tratado apenas com
acetona (300X). i: aplicacdo topicade DLgg 2,24 pg/inseto (50X). j: aplicacdo tépica
de DLgg 2,24 pg/inseto (300X). k: aplicacdo topica de 10 pg/inseto. |: aplicacdo
topicade 10 pg/inseto.
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Figura 35 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma sordida por meio de MEV.
m: controle tratado apenas com acetona (50X). n: controle tratado apenas com acetona
(300X). o: aplicacdo tépica de DLgg 1,91 pg/inseto (50X). p: aplicacdo topica de DLgg
1,91 pglinseto (300X). g: aplicagdo topica de 10 pg/inseto. r: aplicagdo topica de 10
Ho/inseto.
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Figura 36 — Abddmen de ninfas de 1° estadio de Panstrongylus megistus apos
aplicagéo topica de 30 pg/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de
500X: detal hes da estrutura do exoesquel eto.
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Figura 37 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Panstrongylus megistus apés
aplicacdo tépica de 30 pg/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de
1500X: Superficie cuticular com extrusdes solidificadas (ES) aderidas, conforme
JUAREZ e FERNANDEZ (2007).
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Figura 38 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma brasiliensis apds aplicacéo
topica de 30 ug/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de 500X:
detal hes da estrutura do exoesquel eto.
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Figura 39 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma brasiliensis apds aplicacéo
topica de 30 pg/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de 1500X:
Superficie cuticular aparentemente sem inseticida aderido.
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Figura 40 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma sordida apds aplicagdo
topica de 30 pg/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de 500X:
detal hes da estrutura do exoesquel eto.
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Figura 41 — Abdémen de ninfas de 1° estadio de Triatoma sordida apds aplicagdo
topica de 30 pg/inseto de deltametrina diluido em acetona. Aumento de 1500X:
superficie aparentemente sem inseticida aderido.
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5.3 RESULTADOS DOS BIOENSAIOS DE CAMPO COM

POPULACOES DE T. brasiliensis

Os bioensaios de campo foram dirigidos apenas para algumas popul agdes de
T. brasiliensis, uma vez que ndo foi possivel a obtencdo de niumero suficiente de
ninfas de 1° estadio de P. megistus e T. sordida para a exposicdo aos diferentes
substratos.

As trés populacbes de T. brasliensis selecionadas foram coletadas no
municipio de Oeras, no Estado do Piaui. Apesar de pertencerem a0 mesmo
municipio, diferem-se em relacéo as localidades; ou sgja, primeira populacdo foi
capturada no Sitio Tabocas (TbPIOeT), a segunda no Sitio Formosa |l (TbPIOeF) e a
terceira populacéo foi no Sitio Sapé (TbPIOeS). Essas populacbes apresentaram as
maiores RRsp € RRgs, motivas pel os quais foram escol hidas para as provas de campo.

Os resultados dos bioensaios de campo demonstraram alta mortalidade para
as trés popul agdes estudadas quando expostas em substratos de barro (taipa), madeira
sem pintura e tijolo sem reboco, previamente tratados com deltametrina WG 250, a
25 mgi.a/m?.

Os resultados da taxa de mortalidade foi de 100% para todas as popul acdes de
campo nas diferentes superficies estudadas. A mortalidade da populacéo controle foi

zero, portanto ndo houve a necessidade de corrigir os dados obtidos.
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6 DISCUSSAO

Nesta investigacao foram estimados, por meio de bioensai os dose resposta, 0s
nivels de resisténcia de trés espécies de triatomineos, potencialmente, vetoras da DC
procedentes de 11 Estados, do Brasil. Esses resultados foram confirmados por meio
dos bioensaios de campo. Simultaneamente foram desenvolvidas observaces sobre
as caracteristicas ultra-estruturais do tegumento abdominal de ninfas de 1° estadio
tratadas com deltametrina. Assim como se realizou a comparacdo das RRsy € RRgs
das diferentes popul acbes de campo com a linhagem suscetivel.

Além disso, para cada populacdo foi determinado o perfil do coeficiente
angular que representa a variagdo da homogeneidade da amostra. Quanto menor o
valor do coeficiente angular, maior serd a inclinacdo da reta no gréfico; portanto,
menos homogénea seré a popul acdo.

O grau de homogeneidade € inversamente proporcional ao nivel de variacéo
genética. Dessa forma, quanto menor a homogeneidade, 0 grau de variagdo sera
maior, consequentemente a probabilidade de ocorréncia de individuos resistentes
também aumentard. Ainda, a padronizacdo de uma unica populacéo de referéncia €
discutida para subsidiar futuros estudos de suscetibilidade de triatomineos aos
Inseticidas utilizados no seu controle.

Os parametros estabel ecidos para interpretacéo das Razdes de Resisténcia em
monitoramento de resisténcia de triatomineos obedeceram aos seguintes critérios,
conforme OPAS (2005b):

e RR < 5 considera-se que as diferencas de suscetibilidade estdo sendo
produzidas por variagbes individuais. Recomends-se a continuidade do

monitoramento de resisténcia para 0 acompanhamento dos nivels de resisténcia e o
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prosseguimento as agdes de controle com o mesmo inseticida que esta sendo
utilizado.

e 5 <RR <20 considera-se que existe resisténcia em progresso, sendo
necessario avaliar as falhas de controle no campo. Caso sgjam confirmadas as falhas
no controle € necessario mudar para outro inseticida com distinto modo de agdo. Se
as falhas no controle ndo se confirmarem, 0 mesmo inseticida continuara a ser
utilizado. Contudo serd necessario intensificar o monitoramento de resisténcia
realizando avaliacfes entomol 6gicas com 1 a 12 meses apds a borrifagéo.

e RR > 20 considera-se que a resisténcia ja esta estabelecida, na qual é
recomendada a troca de inseticidas por outro de distinto modo de agéo.

A partir do primeiro registro de resisténcia de R. prolixus a dieldrin, na
Venezuela, ressalta-se que diversas pesquisas de suscetibilidade de triatomineos tém
detectado elevados niveis de resisténcia aos piretroides deltametrina, -cipermetrina
e B-ciflutrina em populagdes de T. infestans procedentes do Norte da Argentina e Sul
do Brasil e Bolivia (NOCERINO e HERNANDEZ, 1986; VASSENA et al., 2000;
VASSENA e PICOLLO, 2003; GONZALEZ-AUDINO et a., 2004; PICOLLO et
al., 2005; ORIHUELA et a., 2008; TOLOZA et d., 2008).

Nesse contexto, 0 presente trabalho fornece valiosas informacdes sobre os
nivels de suscetibilidade de trés espécies sinantropicas transmissoras de T. cruz, no
Brasil. A seguir sdo discutidos os resultados dos bioensaios de laboratorio e campo
de cada espécie, asssim como a proposta de utilizacdo de novas ferramentas para

estudos de monitoramento de resisténcia de triatomineos.
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6.1 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE P. megistus A

DELTAMETRINA

OLIVEIRA FILHO et al. (1999) comparando a eficacia do principio ativo de
piretrides, por meio de aplicagéo topica de 1 pl de solucéo do inseticida, em ninfas
de 5° estadio de P. megistus, T. infestans e R. prolixus recomendaram a nao
utilizacdo de afacipermetrina (DLsy = 109,0 pg/ninfa), ciflutrina (DLsp = 41,9
pg/ninfa) e deltametrina (DLsp = 287,8 pug/ninfa) em agdes de controle quimico de P.
megistus. Certamente, pela utilizacdo de concentragdes maiores e de diferentes
estadios de desenvolvimento, os resultados dos autores ndo podem ser comparados
com os obtidos neste trabal ho.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam, pela primeiravez, a baixa
resisténcia de P. megistus ao piretroide deltametrina (RRso = 1,97). Porém, os valores
encontrados para P. megistus, assim como para outras espécies devem ser limitados
para as amostras estudadas, portanto ndo sdo vaidos para outras localidades,
municipios e/ou estados.

O maior vaor de coeficiente angular foi para a populagdo de Serrandpolis do
Iguacu/PR (PmPRSIg) com 7,20; consequentemente essa populagdo possui pouca
variabilidade genética, quando comparada com a populacéo de referéncia (Fig. 9).
De acordo com BROGDON e MCALLISTER (1998) as interpretagcdes sobre o valor
do coeficiente angular permitem inferéncias sobre o nivel de variabilidade genética
de uma determinada populagdo. Conforme esses autores, as populagbes com pouca

variabilidade genética possuem reduzidas chances de modificar sua RR, engquanto



164

que as populagdes com grande variabilidade genética apresentam maiores chances de
aterar sua RR, em relacdo ao inseticida utilizado ao longo do tempo.

O edevado valor do coeficiente angular de P. megistus sugere pouca
variabilidade genética. Provavelmente, a probabilidade de alteracdo no nivel de
resisténcia dessa populacdo seja menor, talvez por causa da reducdo na distribuicéo
de individuos com aelos de resisténcia.

Por outro lado, embora tenha sido observado um ato grau de homogeneidade,
ocorrem diferencas no comportamento de P. megistus que merecem atencéo.
Conforme mencionado anteriormente, em certas regides, essa espécie habita
ecotopos naturais. Em outras, apresenta forte adaptacdo aos domicilios humanos e
anexos. Em direcdo ao norte-nordeste do Estado de S&o Paulo, observa-se
domiciliacdo dessa espécie a medida que se segue rumo ao Estado de Minas Gerais,
Bahia e éreas do Nordeste. Ao sul do Estado de S&o Paulo, a espécie € encontrada na
maioria das vezes ocupando ecétopos naturais (FORATTINI, 1972).

Assim, o Estado de S&o Paulo representa &rea de transicéo entre as duas &reas
geogréficas distintas que possuem diferentes aspectos comportamentais de P.
megistus. Os estudos para avaliagdo do potencia de domiciliagdo de P. megistus,
utilizando Galinheiros Experimentas (GE), evidenciaram a presenca de
comportamentos distintos em areas do Estado de S8 Paulo. Nos municipios de
Cassia dos Coqueiros, Guaira e Sao Jodo da Boa Vista; localizados no nordeste do
Estado de S&o Paulo e com vegetacdo formada pela floresta subcaducifdlia tropical
do oeste observam-se forte domiciliacéo e tendéncia invasiva, tanto de ambientes
extradomiciliares quanto intradomiciliares (FORATTINI et al., 1977a; 1977b; 1977c;

FORATTINI et al., 1978a).
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Por outro lado, nos municipios litoraneos de Iguape, Pariquera-Acu e Sete
Barras, situados na Serra do Mar, cuja vegetacao € formada pela floresta perenifélia
higrofila ou latifoliada tropical Umida, nota-se 0 ndo desenvolvimento da capacidade
de adaptacdo ao ambiente domiciliar, segundo FORATTINI et al. 1978b.

O comportamento exclusivo desse inseto seria o resultado da destruicdo dos
ambientes naturais provocados pelo homem. FORATTINI et al. (1978b) sugerem
que com a fragmentacdo do seu centro de endemismo, a Floresta Tropical Atlantica,
P. megistus dispersou-se a partir da Serra do Mar, seguindo em direcdo oeste na
medida que diminuia a aridez. Nessas areas secas houve a selecdo de popul agdes que
desenvolveram maior capacidade de adaptacéo aos ambientes artificiais.

FORATTINI (1980) delimitando a distribuicdo do fenébmeno da domiciliagcdo
triatominica, nas diferentes regides ecoldgicas brasileiras, caracterizou o sudeste do
Estado do Parand como area livre de infestagdo domiciliar por triatomineos. Dessa
forma, pode se considerar que 0 municipio de Serrandpolis do Iguagu, localizado na
parte sudoeste do Estado ndo esté incluido na area de distribuicéo silvestre do vetor.
Portanto, a populagdo analisada neste trabalho (PmPRSIg) apresenta certo grau de
domiciliacdo sofrendo agles sisteméticas de controle.

Além disso, devido a andlise de somente uma populagdo de P. megistus,
torna-se necessaria a ampliagdo do nimero de amostras, principalmente de areas do
nordeste do pais, na qual essa espécie é encontrada infestando o ambiente domiciliar.

Os conhecimentos existentes até agora a respeito do monitoramento de
resisténcia de P. megistus e de outras espécies triatominicas, de importancia médica

brasileira, necessitam ser melhor conhecidos. Os resultados sobre o pefil de
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resisténcia, atualmente disponiveis, além de esparsos sGo em gera isolados e, em
alguns casos inexistentes.

Dessa maneira, os procedimentos laboratoriais e de campo, disponibilizados
neste trabalho, serdo de fundamental importancia para novos estudos de resisténcia

de populacbes de triatomineos.

6.2 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE T. brasiliensis E DE

ALGUMAS ESPECIES DO COMPLEXOT. brasiliensis

Na Argentina, em 1995, iniciou-se ampla avaliagdo de resisténcia de T.
infestans a inseticidas, baseada em um programa de colaboracdo entre o Centro de
Investigaciones em Plagas e Insecticidas/CIPEIN e o Ministério da Saide Argentino.
Do total das treze provincias avaliadas, cinco (San Juan, Catamarca, San Luis,
Mendoza e Sdta) apresentaram niveis de resisténcia incipientes, provavelmente
devido a0 uso intensivo de piretrdides, nos Ultimos anos. Os valores da RRg, foram
de: 1,8 para San Juan; 2,6 para Catamarca; 3,0 para San Luis; 3,8 para Mendoza e 5,6
para Salta (VASSENA e PICOLLO, 2003).

Nesta pesquisa, duas populagdes piauienses de T. brasiliensis TbPIOeF (RRso
= 1,94) e TbPIOeS (RRsy = 2,17) apresentaram valores préximos aos das popul ages
argentinas de San Juan (1,8) e Catamarca (2,6) de T. infestans. Essas popul agdes
foram capturadas no municipio de Oeiras/Pl, considerada area endémica de
transmisséo de DC.

Em 1976, os estudos clinicos e epidemioldgicos comprovaram uma

soropositividade para infeccdo chagasica em 12,1% dos moradores de duas
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localidades (Col6nia e Oeiras) do municipio de Oeras/Pl. Nos domicilios, T.
brasiliensis foi o Unico triatomineo capturado com um indice de infeccdo natural de
4,9% (CORREIA-LIMA, 1976).

Nesse contexto, tratando-se de uma area de transmisséo ativa, onde ha pelo
menos trinta anos realizam-se acOes sistematizadas de controle, possivelmente os
valores de resisténcia obtidos para essas populacfes sejam o resultado da aplicacéo
frequentes de inseticidas, desde a década de 70.

Por outro lado vale ressaltar que, até o momento, as pequenas ateracdes de
suscetibilidade a inseticidas ndo contribuiram para a emergéncia de novos casos da
DC. Por exemplo, no municipio de Oeiras, em 1996, apesar do encontro de 576
exemplares de T. brasiliensis (371 no intradomicilio e 205 no peridomicilio) com um
indice de infeccdo natural de 5,5% paraT. cruz, a prevaléncia dainfeccdo chagasica,
em menores de 10 anos de idade, foi de apenas 0,5%. Tal fato evidencia claramente o
éxito do controle da transmissdo da infeccdo na érea mencionada (COURA et dl.,
1996).

Recentemente, SONODA (2009) também detectou baixos nivels de
resisténcia de T. brasiliensis ao piretréide deltametrina em populagdes procedentes
do municipio de Taua, no Estado do Ceara Esse autor avaliou populactes
intradomiciliares (Cachoeira dos Pedrosas, Cachoeira do Julio, Dormideira e
Mutuca), peridomiciliares (Cachoeira dos Pedrosas, Dormideira, Morada Nova do
Thomas e Mutuca) e silvestre (Cachoeira dos Pedrosas).

Conforme esse autor, os valores de RRs, das populagdes intradomiciliares
foram de 1,16 para Cachoeira dos Pedrosas; 1,58 para Mutuca; 1,74 para Cachoeira

do Julio e 1,79 para Dormideira, enquanto os valores para as popul acoes silvestres e
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peridomiciliares foram de 1,00 para Cachoeira dos Pedrosas (silvestre); 1,26 para
Cachoeira dos Pedrosas (peri); 1,58 para Mutuca e 1,74 para Morada Nova do
Thomas. Esses resultados permitiram a classificagéo de todas as amostras como
atamente suscetiveis a deltametrina

Neste trabalho, a populacéo de triatomineo do municipio de Itaporanga/PB
(TbPBItV) apresentou um valor de RRs, igual a 1,00 ng/inseto (Tab. 7). Nota-se que
na avaliacdo de SONODA (2009) a populacéo silvestre de Cachoeira dos Pedrosas
apresentou valor idéntico de RRsy. Essas populacfes, cujos valores correspondem a
1,00 ng/inseto, apresentaram padrdes de suscetibilidade iguais ou até menores que a
linhagem de referéncia, portanto, em estudos futuros poderdo ser utilizados como
populacdo de referéncia.

Além disso, os resultados de SONODA (2009) para a populacéo
intradomiciliar de Cachoeira dos Pedrosas (RRs=1,16) e peridomiciliar de Cachoeira
dos Pedrosas (RRs0=1,26) e Morada Nova do Thomas (RRs=1,74) encontram-se
equivalentes para nossas populagbes de Petrolina/PE (1,16 ng/inseto), Serra
Tahada/lPE (RRsp=1,25) e do Sitio Tabocas (RRsp=1,75), respectivamente. Dessa
maneira, ap contrario das expectativas, pode-se concluir que para alguns municipios
daregido Nordeste a suscetibilidade de T. brasiliensis encontra-se elevada.

Os baixos niveis de resisténcia a deltametrina estimados para T. brasiliensis
S80 promissores e, possivelmente podem ser explicados por dois principais motivos:
i) introducdo massiva de genes suscetiveis e, ii) eficiente acdo toxicoldgica dos
inseticidas da classe dos piretroides.

De acordo com ALZOGARAY (1998) durante o processo evolutivo nos

genomas das populagdes naturais ocorrem diversas mutagdes ao acaso, as quais S&o
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direcionadas, harmoniosamente pela interagdo entre os fendtipos e o meio ambiente.
Se a interacdo favorecer a sobrevivéncia de individuos mutantes, a frequéncia das
mutacdes ira aumentar.

A utilizagdo de compostos quimicos para 0 controle de vetores é uma pressao
seletiva que favorece a sobrevivéncia de individuos resistentes. A continuidade da
pressdo, ao longo das geragcdes pode gerar a eliminacdo dos individuos suscetivels.
Sabe-se que afregtiénciainicia de um alelo de resisténcia em uma popul acéo natural
variade 10° a10? (METACALF, 1989).

Quando ocorre a introducdo de novos individuos suscetiveis, especialmente,
de triatomineos de areas silvestres, as quais nunca tiveram contato com inseticidas, o
intercambio genético pode provocar uma diminuicdo da frequéncia de fendtipos
resistentes. Em outras palavras, 0 processo de migracdo de individuos suscetiveis
favorece a diluico dos genes resistentes nos cruzamentos naturais entre espécies de
uma mesma populagdo. Em casos extremos poderd ocorrer o desaparecimento dos
individuos resi stentes.

Hoje, os trabalhos de biologia molecular comprovam a elevada permuta de
material genético entre populages domésticas e peridomésticas de T. brasiliensis,
assim, como entre popul agcdes peridomeésticas e silvestres (BORGES et a., 2000g;
2000b, 2005).

DIOTAIUTI et a. (2000) observaram, no municipio de Independéncia,
Estado do Ceard, atissimas taxas de dispersdo de espécimens de T. brasiliensis que
invadem as casas voando, demonstrando grande potencial de recolonizagdo do

ambiente artificial, a partir de focos silvestres e peridomiciliares. Depois de quatro
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meses, apés a borrifagdo, cerca de 9,7% das UD estavam positivas, dentre as 277
pesguisadas.

Além disso, resultados como esses sustentam a hipdtese de que a elevada
mobilidade espacial de T. brasiliensis pode ser considerada como principal obstaculo
para a selecéo de individuos resistentes.

Originalmente, T. brasiliensis dispersou-se, a partir dos centros de
endemismo de Ibiapaba e Cariris-Araripe, ocupando nichos existentes por todo o
dominio da caatinga (FORATTINI, 1980).

Em muitas regides do Nordeste, a acdo antrOpica favoreceu o processo de
ocupacdo dos ecotopos artificiais. No entanto, deve-se considerar a persisténcia de
populacdes de T. brasiliensis no ambiente natural, as quais se dispersam com rapidez
e facilidade para o ambiente artificial. Essa mobilidade espacia influi poderosamente
na introducéo de genes suscetiveis contribuindo de maneira decisiva na diluicéo dos
gendtipos resistentes.

Diferentemente de T. infestans que possui distribuicdo restrita a0 ambiente
domiciliar, portanto, ndo apresenta reinfestacbes por migragdes de espéecimes
oriundas de focos silvestres, com excecdo de algumas &eas da Bolivia
(FORATTINI, 1980).

Outro fator ndo menos importante € que os inseticidas usados, atuamente, nas
campanhas de controle dos vetores da DC apresentam ato impacto inicia nas
popul agdes intradomiciliares de triatomineos (OLIVEIRA FILHO, 1981; OLIVEIRA
FILHO et d., 2000).

Nos ultimos anos, novas geracdes de piretroides, que combinam elevada agéo

inseticida com baixa toxicidade para mamiferos e organismos ndo alvos, tém sido
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purificadas e produzidas, a partir de diferentes misturas de isdmeros. Essa nova
geracao de inseticidas do grupo dos cianopiretroides sGo muito mais toxicos que 0s
organoclorados ou organofosforados (ZERBA, 1999b).

O piretréide deltametrina aqui estudado faz parte dessa nova geracéo e tem
sido amplamente utilizado no controle dos vetores da DC em toda a América Latina.
Assim, esse composto poderia eliminar facilmente as populagbes autéctones que
realizam elevado intercambio genético.

Os efeitos produzidos pela deltametrina foram caracterizados por
ALZOGARAY e ZERBA (1997) e ALZOGARAY e ZERBA (2001) em ninfas de 3°
estadio de T. infestans e R. prolixus, respectivamente. As avaliacOes de toxicidade de
deltametrina sobre essas espécies permitiram a classificacdo dos sintomas de
intoxicagcdo em cinco fases: laténcia, excitagdo, incoordenacdo, tetanizacdo e
prostracéo.

A primeira fase, laténcia, corresponde a0 tempo em que as moléculas de
piretréides atingem o sitio alvo. A proxima etapa, excitacdo, foi caracterizada por um
importante aumento na atividade locomotora das ninfas.

Na terceira fase, incoordenacdo, a hiperatividade locomotora dos insetos
comega adiminuir. A sintomatologia tipica dessa fase é a paraizagdo do terceiro par
de pernas, mas outros sintomas também foram exibidos: tremores leves, movimentos
direcionados para trés, elevacdo do corpo e suaves contragdes dos trés pares de
pernas, antenas e proboscide. A incoordenacdo € o primeiro passo do efeito
knockdown.

A quarta fase, tetanizagdo, foi caracterizada por violentos movimentos

convulsivos dos trés pares de pernas.
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Na ultima fase, prostracéo, foi observada paralisia dos trés pares de pernas,
movimentos lentos e ocasionais e auséncia de movimentos.

Em ninfas de 1° estadio de T. infestans resistentes a hiperatividade
locomotora provocada pelos efeitos dos inseticidas deltametrina, lambdacialotrina e
tetrametrina diminui significantemente quando comparadas com popul agdes normais
(SFARA et al., 2006).

Nos resultados obtidos nesta tese também constatou-se 0 aparecimento desses
sintomas, poucos minutos apos a aplicacdo do inseticida.

Para as variagfes da DL s, observa-se que das sete popul agdes de triatomineos
dos municipios de Itaporanga (TbPBItV), Mé&e d é&gua (TbPBMAQC), Monteiro
(TbPBM0O), Piancé (TbPBPiJ), Santa Cruz (TbPBSCrG), S&o Francisco
(TbPBSFrS) e Sdo José de Espinharas (TbPBSJESL), apenas o municipio de Santa
Cruz (TbPBSCrG) apresentou diferencas significativas com a populacdo de
referéncia (Fig. 10).

Quanto as quatro populacbes do Estado de Pernambuco procedentes dos
municipios de Lagoa Grande (TbPELGrM), Petrolina (TbPEPelL), Salgueiro
(TOPESaS) e Serra Talhada (TbPESTal); diferenciaram-se da populacéo de
referéncia, somente os municipios de Lagoa Grande (TbPELGrM) e Serra Talhada
(TbPESTAJ) (Fig. 10).

Em relacdo a0 municipio de OeragPl, todas as quatro populacdes
pertencentes as localidades do Sitio Pau de Chapada (TbPIOeP), Sitio Tabocas
(TbPICeT), Sitio Formosa Il (TbPIOeF) e Sitio Sapé (TbPIOeS) apresentaram
diferencas significativas, tanto nos valores de DLsy quanto nos de DLgs, quando

comparadas com a popul acéo de referéncia (Figs. 10 e 11).
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Os resultados obtidos para a variacéo da DLsp sustentam as diferencas nos
valores das RRs. Assim, as populacdo de triatomineo do municipio de Santa Cruz
(TbPBSCrG: RRsp =1,41) do Estado da Paraiba; as populaces triatominicas de
Lagoa Grande (TBPELGrM: RRs,=1,61) e Serra Talhada (TbPESTal: RRsy=1,25) do
Estado de Pernambuco e as popul agdes de triatomineos do municipio de Oeiras, Sitio
Pau de Chapada (TbPIOeP: RRsy=1,66), Sitio Tabocas (TbPIOeT: RRsp=1,75), Sitio
Formosa Il (TbPIOeF: RR5=1,94) e Sitio Sapé (TbPIOeS. RRg=2,17) possuem
diferencas significativas com a populacdo de referéncia (Fig. 10 e Tab. 7).

Apesar dessas diferencas, os resultados obtidos indicam niveis de resisténcia
baixos ou incipientes para deltametrina, conforme classificagdo referida em OPAS
(2005b) e VASSENA e PICOLLO (2003).

PICOLLO et a. (2005) detectaram elevados niveis de resisténcia para T.
infestans sob acdo de deltametrina; em popul agcdes das localidades de El Chorro, La
Toma, El Sauzal e Salvador Mazza na Provincia de Salta/Argentina. Os niveis de
RRso foram de 99,0; 86,9; 50,5 e 133,1; respectivamente.

Baseado nesses valores, 0s autores demonstraram que RRsp > 50, obtidos por
meio de aplicacdo topica em ninfas de 1° est&dio, j& se observavam sinais claros de
falhas de controle no campo, enquanto que RRsy < 8 indicavam que as populacbes
resistentes estéo nafase inicial de prejuizos para as agdes de controle de campo.

Quanto ao grau de variabilidade genética, obtidos por meio dos diferentes
valores de coeficiente angular, observou-se que das 16 populagbes de T. brasiliensis
estudadas; apenas os municipios de Monteiro/PB (TbPBM0O), Sdo José de
Espinharas/PB (TbPBSJEsL) e S&o Francisco (TbPBSFrS) apresentaram coeficiente

angular maior que a linhagem de referéncia, sugerindo em menor variabilidade
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genética dessas trés popul agdes, em comparacdo com a populacdo de referéncia (Tab.
7; Figs. 13 B, C, D).

O restante das amostras estudadas, ou segja, 13 popul agbes apresentaram valores
de coeficiente angular inferiores ao da linhagem de referéncia sugerindo, portanto,
umamaior variabilidade genética (Tab. 7, Fig. 13 A; Figs. 14 E, F, G; Figs. 16 A, B,
C, D; Figs. 18 A, B, C, D; Fig. 19). Essas populagbes com ato nivel de variabilidade
genética possuem maiores chances de selecionar individuos resistentes e aterar os

nivei s de suscetibilidade aos inseticidas utilizados.

6.3 MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE T. sordida A

DELTAMETRINA

PESSOA (2008) caracterizou a suscetibilidade de 14 populacbes de T.
sordida procedentes dos municipios de Monte Azul, Coracdo de Jesus, Bocailva,
Presidente Juscelino, Monjolos e Buendpolis, do Estado de Minas Gerais. Esse autor
encontrou cinco populagdes com niveis de resisténcia incipiente, ou sgja, RRsy > 5:
1) municipio de Coracdo de Jesus, Fazenda Domingada (RRs0=5,4); 2) municipio de
Coracdo de Jesus, Fazenda Barriguda (RRsq=6,8); 3) municipio de Bocailva,
Fazenda Chaves (RRsy=5,8); 4) municipio de Bocailva, Fazenda Félix | (RRs50=6,2)
e 5) municipio de Presidente Juscelino (RRsp=5,5).

A partir desses resultados, o autor da pesquisa destacou a necessidade da
prética de monitoramento de resisténcia com popul agdes dessas mesmas |localidades,
em anos sucessivos, assim como a realizacdo de bioensaios de laboratério quando a

taxa de sobrevivénciafor igual ou superior a 10%.
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A populacdo de referéncia utilizada nos estudos de PESSOA (2008) foi
procedente do municipio de Uberaba, no Estado de Minas Gerais. O autor obteve um
valor de DLsp igual a 0,065 ng i. a./ninfa para populacdo de referéncia, enquanto que
os resultados deste trabalho apontaram para DLsy maior, cujo valor foi de 0,58
ng/inseto. A populacéo de referéncia demonstrou baixo nivel de suscetibilidade,
podendo ser considerada, até mesmo resistente, quando comparada com a utilizada
por PESSOA (2008).

Ressalta-se que os parametros de RR sdo calculados a partir dos valores da
DLso da populacéo de referéncia, consequentemente a variabilidade desses valores
poderd interferir nos resultados do monitoramento e nas tomadas de decisdes feitas
pelo Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas para 0 mango de
inseticidas, caso haja resisténcia estabel ecida.

Por exemplo, nos resultados obtidos neste trabal ho todas as popul agdes foram
classificadas como suscetivels, conforme OPAS (2005b). Os valores de RRs, foram
menores que trés, utilizando a populagdo de referéncia de T. sordida (TSREF) com
DL50=0,58 ng/inseto (Tab. 10). O clculo para obtencdo da RRs foi reaizado por
meio do quociente da DLsy da populacdo de campo pela DLsy da populagdo de
referéncia.

Por sua vez, com a utilizagdo da linhagem suscetivel de PESSOA (2008),
cujo vaor foi de DLsg = 0,065 ng i.a/ninfa as amostras seriam classificadas como
resistentes, inclusive com recomendacOes de troca de inseticidas para algumas
populagdes (Tab. 10).

Neste trabalho, a populagdo utilizada como populagédo de referéncia (TSREF)

foi obtida no inicio da década de 80. Assim, muito embora, essa populacéo tenha se
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originado de ambiente nunca exposto ao tratamento de inseticidas, a populacéo
fundadora dessa populacdo pode ter chegado ao laboratdrio com presenca de
individuos resistentes.

Para esse trabalho utilizou-se populacdo de referéncia procedente do
municipio de Cordeiros, no Estado da Bahia. No passado, essa area pode ter sido
submetida a forte pressdo de diferentes classes de inseticidas, principalmente para o
controle de T. infestans, assim como de outros insetos transmissores de doenca ao
homem. Nesse contexto, ressalta-se que a nossa linhagem de referéncia, talvez tenha

sido isolada ja com alguns indicios de resisténcia.
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Tabela 10 — Resultados dos valores de RRsp de populagtes de Triatoma sordida utilizando-se dois valores de
DLso. Natabela, a direita observam-se os resultados de PESSOA (2008) e a esquerda os resultados de OBARA
(2010).

Populacéo DL 5 ng/inseto (95% 1C) RRs, Populacéo DL 5o ng/inseto (95% 1C) RRs
TSREF 0,58 TsREF 0,065°

TSBAXXIR 0,61 (0,56 - 0,66) 1,05 TsBAXXIR 0,61 (0,56 - 0,66) 9,38
TSMSCGrA 0,61 (0,56 - 0,67) 1,05 TsMSCGrA 0,61 (0,56 - 0,67) 9,38
TsSMTPoM 0,64 (0,57 - 0,71) 11 TsMTPoM 0,64 (0,57 - 0,71) 9,84
TsMSTeC 0,69 (0,61 - 0,77) 1,19 TsMSTeC 0,69 (0,61 - 0,77) 10,61
TsGOFiC 0,70 (0,63 - 0,78) 12 TsGOFiC 0,70 (0,63 - 0,78) 10,76
TSMTSJIPoS 0,70 (0,66 - 0,75) 12 TsMTSJIPoS 0,70 (0,66 - 0,75) 10,76
TsMSRoE 0,70 (0,63 - 0,77) 121 TsMSRoE 0,70 (0,63 - 0,77) 10,76
TsGOSLMBeE 0,71 (0,65 - 0,76) 121 TsGOSLMBeE 0,71 (0,65 - 0,76) 10,92
TsGOGGoS 0,75 (0,70 - 0,80) 1,29 TsGOGGoS 0,75 (0,70 - 0,80) 11,53
TsBACafB 0,77 (0,72-0,83) 1,32 TsBACafB 0,77 (0,72 - 0,83) 11,84
TsSMSATal 0,78 (0,70 - 0,86) 1,33 TsMSATaJ 0,78 (0,70 - 0,86) 12
TsSBACariM 0,81 (0,74 - 0,87) 1,38 TsBACariM 0,81 (0,74 - 0,87) 12,46
TsSMGLOR 0,84 (0,77 - 0,92) 1,45 TsMGLOR 0,84 (0,77 - 0,92) 12,92
TsMSDoM 0,85 (0,78 - 0,92) 1,45 TsMSDoM 0,85 (0,78 - 0,92) 13,07
TsGOPoE 0,86 (0,76 - 0,96) 1,48 TsGOPoE 0,86 (0,76 - 0,96) 13,23
TSBANReA 0,86 (0,80 - 0,93) 1,48 TsBANReA 0,86 (0,80 - 0,93) 13,23
TsBAPaR 1,02 (0,90 - 1,15) 1,75 TsBAPaR 1,02 (0,90 - 1,15) 15,69
TSTOAToM 1,04 (0,87 - 1,18) 1,79 TSTOATOM 1,04 (0,87 - 1,18) 16
TsBARCoB 1,16 (1,10 - 1,23) 1,99 TsBARCoB 1,16 (1,10- 1,23) 24,61
TsBAMaS 1,46 (1,33 - 1,58) 2,49 TsBAMaS 1,46 (1,33 - 1,58) 22,46
TsBAMuB 1,59 (1,44 - 1,74) 2,71 TsBAMuB 1,59 (1,44 - 1,74) 24,46

Notas:

& - DLy utilizada por OBARA (2010)

®_ DL, utilizada por PESSOA (2008)
95% IC - Intervalo de Confianca 95%

RR - Razdo de Resisténcia
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Também, destaca-se a dificuldade de interpretacdo dos limiares de RR, com a
utilizacdo de duas ou mais linhagens de referéncia. Assim, sugere-se a padronizagao,
0 mais breve possivel, de populacdo de referéncia para 0 monitoramento de
triatomineos, evitando dessa maneira possivels erros de interpretacéo.

As populacdes de triatomineos dos municipios de Mahada (TsBAMaS) e
Mucugé (TsBAMuB), na Bahia, foram as que obtiveram os maiores valores de DLs
e DLgs possibilitando separagdo com os municipios de Cafarnaum (TsBACarfB),
Carinhanha (TsBACariM), Nova Redencéo (TsBANReA), Pameiras (TSBAPaR),
Rio de Contas (TsSBARCo0B) e Xique Xique (TSBAXXIR) (Figs. 20 e 21).

Nesta tese, merece destaque a separagdo entre 0S municipios baianos de
Malhada e Carinhanha. Esses dois municipios apresentam localizacdo geogréfica
muito préxima, no entanto, houve diferenca estatisticamente significativa para todos
0s parametros avaliados (Tab. 9 e Figs. 20, 21, 22, 23 D, 24 G). Sabe-se que 0s
processos de selecdo e adaptacdo tém relagdo com a estrutura geogréfica das
popul agoes.

A formacgdo de barreiras geograficas pode ser a possivel causa para essa
discordancia. A Cordilheira dos Andes constitui uma barreira natural que mantem
isolado Eratyrus mucronatus Stal, 1859 de Eratyrus cuspidatus Stal, 1859. E.
mucronatus habita a parte oriental, enquanto que E. cuspidatus a ocidental
(GALVAO et al., 1998).

O deserto tropical da peninsula de Santa Elena separa Triatoma dimidiata
(Latreille), 1811 de outras regides do Equador (ABAD-FRANCH et a., 2001). No
Brasil, 0 Rio S0 Francisco representa uma barreira geogréfica que afasta T. b.

macromelasoma de T. juazeirensis (COSTA et a., 2009).
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Coincidentemente, o0 Rio Sao Francisco também pode ter provocado o
afastamento das populacbes de T. sordida de Carinhanha e Mahada (Fig. 42).
Talvez, adivergéncia dos diferentes parametros de mortalidade tenha sido favorecida

pelo isolamento geogréfico dessas popul agdes.

Altitude do ponto de visdo 14 80 km

Figura 42 — Localizagéo geografica dos municipios baianos de Carinhanha (RRsp = 1,38 e
RRgs = 1,71) e Mahada (RRss = 2,49 e RRgs = 3,41). A distancia média entre os
municipios é de aproximadamente de 3.5 km. A data de obtengdo da imagem foi de
04/06/2007. Fonte: Google Earth 5.0.

Para as popul aces do Estado de Goias houve diferencas para o municipio de
Posse (TSGOPOE), que apresentou os maiores valores de DLsg € DLgs (Figs. 20 e 21).
Das cinco populagbes estudadas do Estado do Mato Grosso do Sul, o
municipio de Douradina (DLsp = 0,85 ng/inseto e RRsy = 1,45) apresentou diferencas
com a populacdo de referéncia (Tab. 9 e Fig. 20). Os municipios de Lontra
(TSMGLOR) e Aurora do Tocantins (TSTOAToM) também apresentaram diferencas

com apopulacdo de referéncia (Figs. 20 e 21).
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Apesar disso, as estimativas das Razbes de Resisténcia atribuidas para as
populagdes de campo de T. sordida demonstraram elevadas taxas de mortalidade,
portanto, baixos nivels de resisténcia para deltametrina.

No Brasil, 0 sucesso das campanhas de controle contra o principal vetor da
DC, T. infestans, culminaram na Certificacdo Internacional de Eliminacdo da
Transmissao da Doenca de Chagas pelo T. infestans, em junho de 2006.

A aplicacdo de inseticidas visando a e€iminacdo de populacbes
intradomiciliares e peridomiciliares de T. infestans, aparentemente, tem ocasionado
grande impacto no controle de popul agdes sinantropicas de T. sordida.

MONTEIRO et a. (2009) andisando 181 exemplares de T. sordida
capturadas em areas do Cerrado (municipios de Espinosa e Mamonas), da Caatinga
(municipio de Januaria) e da Floresta do Parana (municipio de Corinto) confirmaram,
nas quatro populacdes, a presenca de dois aelos para as mesmas areas polimorficas
que favorecem o modo de agdo dos inseticidas utilizados nas campanhas de controle
daDC.

Do total das 21 populagdes de T. sordida ressalta-se que as quatro populagtes
de triatomineos dos municipios de Xique Xique/BA (TsBAXXIiR), Rio de
Contas/BA (TsBARCo0B), Guarani de Goiad GO (TsGOGGoS) e Sdo Jose do
Povo/MT (TsMTSJIPoS) propiciaram coeficiente de inclinacdo da reta semelhante a
populacdo de referéncia indicando alta suscetibilidade a deltametrina (Tab. 9 e Figs.
23A,B; 28 A, B; 30A).

As demais populagdes apresentaram coeficientes angulares menores que da
populacdo de referéncia, portanto, indicando maior probabilidade de toleréncia a

inseticidas e evolugdo de resisténcia
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6.4 APLICACAO DA ESTRUTURA CUTICULAR NO

MONITORAMENTO DE RESISTENCIA DE TRIATOMINEOS

O tegumento dos insetos serve como barreira de protecéo e evita a perda de
&gua prevenindo contra a dissecacdo. JUAREZ e FERNANDEZ (2007) estudando a
cuticula de Triatoma infestans encontraram diferentes zonas. a primeira camada a
epicuticula (2 um de largura) € responsavel pela impermeabilidade da membrana. A
segunda camada a procuticula (~200 um) é a faixa mais profunda que dependendo do
grau de esclerotinizacdo pode ser dividida em duas camadas. exo e endocuticula.

Por fim, a epiderme é congtituida pelas células epidermais, cuja funcéo € a
sintese e secrecdo dos componentes do tegumento. Além disso, entre as células
epidermais e a membrana basal, ha presenca de células modificadas. oenocitos,
células formadoras de cerdas e glandulas dermais. Essa Ultima se comunica com o

meio externo por meio de poros (Fig 43).
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Figura 43 — Diagrama esquematico do corte microtébmico do tegumento
dos insetos ilustrando as principais camadas da cuticula, segundo
JUAREZ e FERNANDEZ (2007). Modificado por OBARA (2010).

A superficie cuticular dos triatomineos é formada por uma fina camada de
lipideos alcalinos, hidrocarbonetos saturados, &cidos graxos livres saturados, acoois
primérios e glicerideos (JUAREZ e FERNANDEZ, 2007).

O aumento da producéo de algumas dessas substancias pode provocar uma
reducdo na taxa de penetragdo dos inseticidas. A cuticula de moscas resistentes
revelou maior quantidade de lipideos, mono e di-glicerideos, esterdis e fosfolipideos

gue favoreceram aretencdo de inseticidas.



183

Recentemente, foi exposto por JUAREZ e FERNANDEZ (2007) que as
populagbes resistentes de triatomineos apresentam maior quantidade de
hidrocarbonetos na cuticula, quando comparadas com as popul agdes suscetivels.

Sem duvida, o papel da cuticula é de extrema importancia na dinamica e no
modo de acdo dos inseticidas, uma vez que, os efeitos toxicol gicos das diferentes
classes de inseticidas dependem da penetracéo por meio do tegumento para atingir o
sitio alvo (JUAREZ, 1994).

FONTAN e ZERBA (1987), utilizando formul agdes de malathion e parathion
marcados com compostos radioativos [YC], verificaram as taxas de penetracio
desses compostos no tegumento de adultos e ninfas de 5° estadio de T. infestans. Nos
adultos, a penetracéo ocorre preferencialmente nas membranas intersegmentares que
fazem a unido entre o dorso e 0 ventre, assim como nas gue dividem as partes
toréxicas. Ao passo que, nas ninfas a penetracdo do inseticida ocorre por toda a
superficie cuticular que é formada quase que totalmente pela endocuticula.

A natureza do solvente também pode influenciar na taxa de penetragcdo
(ZERBA, 1988). Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a acetona foi
um solvente que apresentou boa capacidade de evaporagdo, induzindo a répida
penetracdo do inseticida na cuticula dos insetos. No entanto, ndo foi esclarecido se a
elevada volatilizagdo da acetona favoreceu a rgpida difusdo do inseticida através do
tegumento das ninfas estudadas.

Aparentemente, as sensilas ndo influenciaram nataxa de penetragdo, ao longo
da cuticula, mas podem ter alguma importancia como porta de entrada, uma vez que

pOssuUem poros e canais que se comunicam com a parte interna (Fig. 43).
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SCHOUEST et a. (1983) utilizando MEV para estudar a absorcéo de
inseticidas carbamatos conduzidos em diferentes tipos de solventes, na Musca
domestica, evidenciaram claramente padrfes de cristalizagdo, deposicdo de
compostos na superficie da cuticula e embaracamento de sensilas, ap0s aplicacéo
topica de variadas concentragdes de DL 5.

Neste trabalho foi possivel observar, na cuticula de P. megistus (Fig. 37), a
deposicdo de pequenas esferas arredondadas na superficie das suturas
intersegmentares, as quais se presumem que sgam as extrusdes solidificadas,
descritas por JUAREZ e FERNANDEZ (2007).

Ainda, nos resultados ndo se observou alteracdo na aparéncia fisica, apos
tratamento com deltametrina, porém, as observacbes em MEV detectaram
importantes diferencas no tegumento das trés espécies analisadas; principa mente em
relacdo as caracteristicas externas que constituem a cuticula e ao padrédo morfol 6gico
deinsercéo etipo de sensilas.

Em resumo, a estrutura cuticular do torax de ninfas de 1° estédio de P.
megistus, T. brasiliensis e T. sordida pode ser descrita por um conjunto de desenhos
formados de linhas sinuosas que constituem um sistema de canai's i ntercomuni cantes.
Nessas cavidades ocorrem rgpidos processos de penetracdo e distribuicdo de
inseticidas.

Recentemente, estudo realizado por PEDRINI et al. (2009) demonstraram por
meio de MEV, arelagdo entre a largura do tegumento e a resisténcia & deltametrina
em populagdes de T. infestans da Argentina e Bolivia. A cuticula de ninfas de 4°
est&dio de populagbes resistentes (32,1 pm) apresenta maior espessura guando

comparadas com popul agdes suscetiveis (17,8 um).
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Seguramente, esses resultados abrem novas expectativas para o estudo de
resisténcia de triatomineos. Por fim, a MEV pode ser considerada uma importante
ferramenta que podera contribuir na elucidacdo de algumas questdes, como por
exemplo: Se 0 mecanismo gue confere resisténcia aos vetores da DC é por reducéo
na penetracdo? Onde e como sd0 depositados e/ou expressos 0S COMpPOostos que retém

as mol écul as de inseticida? Existe outro mecani smo associado?

6.5 EFEITO DOS BIOENSAIOS DE CAMPO EM POPULACOES DE

T. brasiliensis

A aplicacdo residual de inseticidas piretrdides se apresenta como uma
ferramenta valiosa que foi adotada como procedimento de rotina, na luta contra os
triatomineos e outros vetores, principalmente em situagcdes de emergéncia.

O desempenho dos programas de control e de vetores deve ser periodicamente
avaliado por meio dos bioensaios de campo. Na area dos vetores da DC, esses testes
biologicos tém sido realizados h& varios anos, pois oferecem condicbes para
comparar diferentes tipos de substratos (PENA et al., 1984); avaliar a persisténcia ou
efeito residual dos inseticidas (OLIVEIRA FILHO et a., 1986; MAZARIEGO-
ARANA e a. 2002); comparar diferentes concentracbes e produtos
(MARCONDES e PINTO, 1989; ZERBA et al., 1987); avadiar a taxa de
reinfestacbes (GURTLER et al., 1994); estudar a influéncia sazonal nas agdes de
campo (GORLA, 1991); testar novos produtos (OLIVEIRA FILHO, 1997); avdiar
os efeitos toxicologicos dos inseticidas (GENTILE et a., 2004a); determinar a

concentragdo do principio ativo dos inseticidas (ROJAS de ARIAS et a., 2004) e
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estudar novos protocolos de controle (GENTILE et a., 2004b; AMELOTTI et d.,
2009).

Neste trabalho, os bioensaios de campo revelaram que a aplicacdo da dose de
campo, em diferentes superficies, elimina de modo uniforme (100%), mesmo as
populagbes que apresentaram as maiores frequéncias de resisténcia. Considera-se
informacdo extremamente importante, ja que os niveis de controle atingidos,
atualmente, apontam para a incontestavel efetividade do tratamento quimico,
originalmente com inseticidas organoclorados, e hoje com piretréides.

Os inseticidas da classe dos piretréides, tal como a deltametrina tém sido
bastante efetivos no controle de triatomineos, em varios paises do Cone Sul. FERRO
et a. (1995) expondo 10 ninfas de 1° de T. infestans obtiveram uma taxa de
mortalidade de 80%, apos 72 horas de exposi¢cdo em paredes de barro tratadas com
deltametrina, @ 25 mg i.a/m? no distrito de Y bytymi, regido leste do Paraguai. Essa
taxa de mortalidade aumentou para 100% no décimo dia de observacdo, em
laboratorio.

No Chaco Paraguaio, os bioensaios de campo com deltametrina (25 mg
i.a/m®) demonstraram que esse composto persiste em quantidade suficiente por até
trés meses, apos o tratamento. Ninfas de 3° est&dio de T. infestans apresentaram
100% de mortalidade em substratos de barro, depois de 72 horas de exposicéo
(ROJAS de ARIAS et al., 2003; 2004).

Nas zonas rurais argentinas de Santiago Del Estero, onde se registrava os
mais altos indices de prevaléncia da DC, a utilizacdo da deltametrina, a 25 mg
i.a/m?, permitiu areducgo significativa do fndice de infestacso de 88% para 5%, seis

meses apds o tratamento. Os resultados entomol 6gicos indicaram que depois de mais
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de um ano apbds o tratamento, praticamente ndo foi observada reinfestacéo
intradomiciliar por T. infestans (GURTLER et al., 1994; ZERBA et al., 1987).

No Brasil, MARCONDES e PINTO (1989) utilizaram deltametrina para
pulverizar 402 UDs no municipio de S&0 Sebastido do Umbuzeiro, extremo sul da
Paraiba. Os resultados das primeiras avaliagbes comprovaram grande mortalidade de
triatomineos e persisténcia prolongada dos efeitos.

DIOTAIUTI e PINTO (1991) em localidades do municipio de Posse, Estado
do Goiés avaliaram a acdo residua de deltametrina 5% - 25 mg i.a/m? utilizando
ninfas de 3° estadio de T. sordida e T. infestans. A persisténcia da acdo inseticida
permaneceu por até 360 dias e as duas espécies apresentaram suscetibilidade
semel hante.

A acdo triatomicida dos piretréides foi observada no inicio dos anos 80. Esse
grupo de inseticidas, assim como os organoclorados apresenta como sitio de acéo as
proteinas do canal de sddio. Apbs poucos minutos de contato, o piretrdide é
absorvido provocando convulsbes, seguida de paralisia (efeito “Knockdown”) e,
finalmente a morte.

Nas populagdes de insetos que apresentam resisténcia ocorre uma paralisia
momenténea, seguida de total recuperagdo locomotora. Esse fendtipo ficou
conhecido como resisténcia kdr (do inglés, “Knockdown resistance”).

Neste trabaho ndo foi observado a recuperacdo das ninfas, apos a exposi¢ao a
deltametrina, tanto nos bioensaios de laboratdrios quanto nos bioensaios de campo,
corroborando os resultados de ALZOGARAY et a. (1997) e ALZOGARAY e

ZERBA (2001) paraninfas de 3° estadio de T. infestans e R. prolixus.
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Finalmente, quanto as dificuldades do monitoramento de resisténcia de
triatomineos a deltametrina podemos destacar situagdes que prejudicaram 0 numero
de amostras anadisadas. Os problemas estavam diretamente relacionados as
condi¢des das amostras enviadas pelos Nucleos de Entomologia do pais (Anexo 8),
dentre o quais podemos citar:

i) insuficiente nimero de exemplares fémea. As amostras recebidas dos
municipios de Aurilandiadl GO, Caconde/SP, Cafelancia/lPR, Divinolandia/SP, Flores
de Goiag/GO, laciaral GO, Miranda/M S, Paranaiba/M S e Vicente Pires/DF; devido a
pouca quantidade de representantes ndo permitiram a geracdo de ninfas F1
suficientes para o monitoramento.

ii) amostras com insetos mortos. Outro fator que contribuiu para o
processamento das amostras foi as condi¢bes de chegada do material. Durante a
triagem observamos que parte das amostras estavam mortas, provavelmente devido a
longa duragdo no transporte ou danos durante a captura. Nessa situagdo estavam 0s
municipios de ltaipoca/MS, Canindé do S8o Francisco/SE, Castro Alves/BA,
Conceicdo das AlagoassM G, Corinto/MG, CuiabdMT e Sertangja/PR.

Neste trabalho recebemos 55 amostras, das quais foi possivel monitorar 38
populacBes procedentes de 35 municipios do Brasil. Apesar dos problemas
mencionados acima, considera-se gque o nimero de amostras estudadas foi suficiente
para se ter uma visdo total e ndo parcia dos niveis de resisténcia das principais
espécies transmissoras de T. cruz, no Brasil.

Contudo, sugere-se que sgjam realizadas novas capturas, ndo so para ampliar
0 nimero de amostras de municipios, como também para estabelecer um perfil

geogréfico de resisténcia ainseticidas utilizados no controle dos vetores da DC.
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7 CONCLUSOES

As conclusdes deste trabalho foram agrupadas em trés itens:

a) Monitoramento deresisténcia

1)

2)

3)

4)

5)

A avaliacdo de resisténcia de populagdes nativas de P. megistus, T.
brasiliensis e T. sordida ao inseticida deltametrina foi capaz de
detectar pequenas alteraces de resposta na taxa de suscetibilidade das
espécies estudadas;

Os nivels de resisténcia a deltametrina encontrados para P. megistus,
T. brasiliensis e T. sordida foram baixos (RRs0<3) nos 35 municipios
de 11 Estados avaiados, seguindo um padréo compardvel aos das
popul agdes de referéncia, em termos de suscetibilidade;

A Dose Diagnostica (DD) recomendada para triagem de resisténcia
em populacbes de campo de P. megistus, T. brasiliensis e T. sordida
equivdem a 4,36 puglinseto, 2,24 pg/inseto e 1,91 pugl/inseto,
respectivamente. Essas doses correspondem a 1xDLgg das popul ages
de referéncia;

Houve diferenca significativa para as estimativas de DLsp € DLgs,
principalmente para as populacdes de P. megistus de Serrandpolis do
Iguacu/PR, T. brasiliensis de Oeiras/Pl e T. sordida de Mahada e
Mucugé/BA, quando comparadas com as popul acdes de referéncia;

Foi possivel identificar populacbes com elevada variabilidade

genética nas trés popul agdes estudadas;
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6) Os resultados dos bioensaios de laboratério e campo ndo indicam,
neste momento, a necessidade de substituicdo do inseticida atual mente
utilizado. O uso de piretréides pode continuar nas éreas estudadas,
contudo € necessario acompanhar as alteragdes temporais de
suscetibilidade para orientar o plangamento das estratégias de

controle a serem aplicadas.

b) Microscopia Eletronica de Varredura

1) A estrutura cuticular do térax de ninfas de 1° estadio de P.
megistus, T. brasiliensis e T. sordida é formada por um conjunto de
cavidades intercomunicantes com estruturas formadas por linhas
sinuosas que favorecem a penetracao e distribuic¢éo de inseticidas;

2) No aumento de 1500X foi possivel descrever a deposicdo de
extrusdes solidificadas aderidas & superficie da sutura intersegmentar
de P. megistus;

3) As supeficies cuticulares das areas estudadas apresentam
diferencas morfologicas significativas, revelando-se de grande

importancia para futuros estudos taxonémicos de triatomineos.

c) Bioensaiosde Campo
1) N&o houve diferenca significativa na taxa de mortalidade entre os
substratos de barro, tijolo e madeira tratados com deltametrina,
portanto, 0s baixos niveis de resisténcia detectados no laboratério

puderam ser confirmados pel os bioensai os de campo;



191

2) Os resultados dos testes de suscetibilidade de parede indicam que os
inseticidas piretréides (DeltaGard® WG 250, da Bayer®) utilizados
pelas campanhas de controle de vetores da DC mostrou ser uma

alternativa promissora, no Brasil.

8 CONSIDERACOESFINAIS

Atuamente, pretende-se ingtituir a Rede Nacional de Monitoramento de
Resisténcia de Triatomineos a Inseticidas, sob a coordenacdo da Secretaria de
Vigilancia em Salde, do Ministério da Salde, com a proposta de agregar cinco
laboratorios para arealizagao das provas biol 6gicas e bioquimicas.

O Centro de Pesguisas René Rachou, da Fundacdo do Instituto Oswaldo
Cruz, em Belo Horizonte/MG atuaria como laboratério de referéncia naciona para a
realizacao dos ensaios bioquimicos.

Durante o ano de 2010, com a colaboracdo do laboratério de referéncia
pretende-se capacitar técnicos da SUCEN/Mogi-Guagu/SP, Laboratorio de
Entomol ogia de Pernambuco, Laboratorio de Entomologia do Ceara e Laboratério de
Entomologiad CGLAB/SVS/MS para arealiza¢&o das provas biol 6gicas.

Nesse contexto, visando a padronizacdo dos ensaios biologicos para o
monitoramento de resisténcia de triatomineos a inseticidas, recomenda-se a definicdo
de uma Unica populacdo de referéncia de suscetibilidade para T. sordida, T.
brasiliensis, P. megistus e outras espécies a serem estudadas, a fim de melhorar a

qualidade do diagnostico de resisténcia que serdo realizados por esses |aboratorios.
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Hoje, a Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia de Aedes aegypti a
Inseticidas (MoReNAa) utiliza uma populacdo de referéncia a inseticidas, conhecida
como populacdo Rockefeller. O emprego dessa cepa permite determinar, com ata
precisdo, a suscetibilidade de adultos e larvas aos organoclorados, piretréides,
analogos de horménio juvenil e outros inseticidas aternativos (BRAGA e VALLE,
2007b).

Além disso, pouco se sabe sobre a origem genética e bioquimica da
resisténcia a inseticida de espécies triatominicas com importancia na salde publica.
A resisténcia se processa por diversos mecanismos, podendo ser também de varias
modalidades e com diferente grau de resposta. Dessa forma, 0s ensaios bioguimicos
e genéticos devem ser estimulados para detectar os mecanismos de resisténcia e sua
evolucdo.

Também deve ser encorgjada a producdo gradual do perfil geogréfico de
resisténcia aos inseticidas piretréides utilizados no combate de triatomineos, ndo s
no Brasil, como também nos diversos paises endémicos para orientar o plang/amento
adequado das acbes de controle dos vetores daDC.

Por fim, a ades&o de outros L aboratérios de Entomologia, com infra-estrutura
e capacidade técnico-cientifica adequada seria de extrema importancia para o

fortalecimento do Programa Nacional de Controle da Doenga de Chagas, no Brasil.
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Anexo 1 - Andlise de Probitos da linhagem suscetivel de P. megistus.

Name of the file: RGT 13

22/08/2009

deltametrina
n Dose Mort. probit Total Killed Killed CHI2

corr (%) treated expected contribution

1 0.5000 12.0 3.824909 100 12 12.22 0.0044
2 0.7500 24.0 4.293974 100 24 30.47 1.9768
3 1.0000 58.0 5.201519 100 58 48.11 3.9201°
4 1.5000 73.0 5.612468 100 73 72.77 0.0027
5 2.0000 83.0 5.954096 100 83 85.75 0.6207

Mortality in the control: 0 % ( 0 / 100 )}

Number of iterations: 3

Doses in LOG_10 units: Yes

CHI2= 6.524772 df= 3

Prob= .9113084

Level of

LC Confidence Range

1 = 0.24298 .95 0.17900 < LC < 0.30295

2 = 0.28777 .95 0.21910 < LC < 0.35064

3 = 0.32039 .95 0.24904 < LC < 0.38481

4 = 0.34734 .95 0.27419 < LC < 0.41274

5 = 0.37093 .95 0.29648 < LC <« 0.43700

10 = 0.46481 .95 0.38740 < LC < 0.53215

20 = 0.61089% .95 0.53381 < LC < 0.67787

30 = 0.74393 .95 0.66945 < LC <« 0.81095

40 = 0.88025 .95 0.80721 < LC < 0.95095

50 = 1.02988 .95 0.95338 < LC < 1.11237

60 = 1.20495 .95 1.11551 < LC < 1.31344

70 = 1.42574 .95 1.30837 < LC < 1.58338

80 = 1.73626 .95 1.56545 < LC < 1.98542

90 = 2.28190 .95 1.99429 < LC < 2.73553

95 = 2.85942 .95 2.42864 <« LC < 3.57426

96 = 3.05363 .95 2.57139 <« LC < 3.86486

97 = 3.31052 .95 2.75806 < LC < 4.25519

98 = 3.68574 .95 3.02680 < LC < 4.83654

99 = 4.36523 .95 3.50333 < LC < 5.91997

Regression line: Y = A + Slope * ( X - M )
A= 5.003804 +/- 6.238931E-02 (probit unit)
4.941415 < A < 5.066193
Slope= 3.709681 +/- .3192673 3.390414 < B < 4.028948
M= 1.381251E-02 in LOG_10{dose) unit, and 1.0323 in dose unit

Variance of the LC50= 2.82852E-
heterogeneity= 1

Name of the file: RGT 13

22/08/

deltametrina

2009

04
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Anexo 2 - Andlise de Probitos da linhagem suscetivel de T. brasiliensis.

Name of the file: RGT 39

08/08/2009

deltametrina
n Dose Mort. probit Total Killed Killed CHI2

corr (%) treated expected contribution

1 0.3000 3.8 3.23078 130 5 6.87 0.5360
2 0.5000 29.2 4.453731 130 38 34 .95 0.3652
3 0.7500 59.2 5.233084 130 77 74.21 0.2439
4 1.0000 74.6 5.662126 130 97 100.25 0.4602

Mortality in the comtrol: 0 % ( 0 / 130 )
Number of iterations: 3 . Doses in LOG_10 units: Yes

CHI2Z= 1.605173 df= 2
Prob= .5518296

Level of
LC Confidence Range
1 = 0.20900 .95 0.16570 < LC < 0.24765
2 = 0.24018 .95 0.19541 < LC < 0.27944
3 = 0.26233 .95 0.21693 < LC < 0.30177
4 = 0.28033 .95 0.23464 < LC < 0.31977
5 = 0.29588 .95 0.25008 < LC < 0.33524
10 = 0.35614 .95 0.31095 < LC <« 0.39465
20 = 0.44580 .95 0.40343 < LC < 0.48258
30 = 0.52414 .95 0.48437 < LC < 0.56063
40 = 0.60185 .95 0.56280 < LC < 0.64107
50 = 0.68472 .95 0.64283 < LC < 0.73166
60 = 0.77899 .95 0.72913 < LC < 0.84091
70 = 0.89448 .95 0.82964 < LC < 0.98190
80 = 1.05168 .95 0.96056 < LC < 1.18290
90 = 1.31643 .95 1.17191 < LC < 1.53820
95 = 1.58455 .95 1.37835 < LC < 1.91434
96 = 1.67246 .95 1.44477 < LC < 2.04068
97 = 1.78722 .95 1.53068 < LC < 2.20767
98 = 1.95205 .95 1.65262 < LC < 2.45128
99 = 2.24320 .95 1.86436 < LC < 2.89157

Regression line: Y = A + Slope * ( X - M}

ol
I}

4.887002 +/- .0630574 (probit unit)
4.823945 < A < 4.95006
Slope= 4.514889 +/- .377585 4.137304 < B < 4.892474
M=-.1895179 in LOG_10(dosge) unit, and 0.6464 in dose unit

Variance of the LC50= 1.994455E-04
heterogeneity= 1

Name of the file: RGT 39
08/08/2009
deltametrina
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Anexo 3 - Andlise de Probitos da linhagem suscetivel de T. sordida.

Name of the file: RGT 36

08/08/2009
deltametrina
n Dose Mort. probit Total Killed Killed CHIZ
corr (%) treated expected contribution
d 0.3000 12.0 3.824909 100 12 9.49 0.7324
2 0.5000 33.0 4.56052 100 33 37.83 0.9922
3 0.7500 70.0 5.524002 100 70 68.60 0.0906
4 1.0000 84.0 5.994422 100 84 85.28 0.1304
5 1.5000 298.0 7.054189 100 98 96.73 * 0.5077
Mortality in the control: 0 % ( 0 / 100 )
Number of iterations: 3 . Doses in LOG_10 units: Yes
CHIZ2= 2.453262 df= 3
Prob= .5162011
Level of
LC Confidence Range
1 = 0.17866 .95 0.14083 < LC < 0.21371
2 = 0.20532 .95 0.16563 < LC < 0.24153
3 = 0.22427 .95 0.18355 < LC < 0.26107
4 = 0.23966 .95 0.19828 < LC < 0.27684
5 = 0.25297 .95 0.21112 < LC < 0.29039
10 = 0.30452 .95 0.26167 < LC < 0.34240
20 = 0.38122 .95 0.33858 < LC < 0.41900
30 = 0.44826 .95 0.40657 < LC < 0.48603
40 = 0.51476 .95 0.47377 < LC < 0.55350
50 = 0.58567 .95 0.54422 < LC < 0.62744
60 = 0.66635 .95 0.62193 < LC < 0.71494
70 = 0.76520 .95 0.71325 < LC < 0.82728
80 = 0.89976 .95 0.83191 < LC < 0.98796
90 = 1.12640 .95 1.02223 < LC < 1.27308
95 = 1.35595 .95 1.20749 < LC < 1.57508
96 = 1.43121 .95 1.26706 < LC < 1.67642
97 = 1.52948 .95 1.34410 < LC < 1.81028
98 = 1.67061 .95 1.45346 < LC < 2.00534
99 = 1.91983 .95 1.64348 < LC < 2.35726
Regression line: ¥ = A + Slope * ({ X - M )
A= 5.193568 +/- 6.864717E-02 (probit unit)
5.124921 < B < 5.262215

Slope= 4.512486 +/- .3436017
=-.1894515 in LOG_10 (dose)
Variance of the LC50= 2.420955E
heterogeneity= 1
Name of the f£ile: RGT 36
08/08/2009

deltametrina

unit,

-04

LA 2. ATLLLD

4.168884 < B < 4.856088
and 0.6465 in dose unit
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Anexo 4 — Modelo de Oficio enviado para 19 Secretarias Estaduais de Salde do
pais solicitando envio de material entomol 6aico

S g -

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
Esplanada dos Ministérios, Edificio Sede, 1° andar, Ala Norte
CEP 70058-900 — Brasilia/DF
Tel. (61)3213-8272

SIPAR N°25000.033.239/08-52
Oficio-Circular n® 38/2009/GAB/SVS/MS

Brasilia, 10 de margo de 2008.

A Sua Exceléncia o(a) Senhor(a)

EUGENIO PACCELI DE FREITAS COELHO
Secretario (a) de Estado da Satde

Av. NS 01, QI AANO, Praca dos Girassdis
77015-007 - Palmas/TO

Assunto: Solicitagdo de Captura de Triatomineos — Vetores da Doenca de Chagas

Senhor(a) Secretario(a),

1. Ao tempo em que cumprimento cordialmente Vossa Exceléncia ressalto que
existem poucas informagdes sobre o “status de resisténcia” de populagSes triatominicas, em
relagdo aos inseticidas utilizados no seu controle. A resisténcia a inseticidas ¢ definida pela
Organizagdo Mundial de Saide (OMS) como sendo uma caracteristica herdavel, portanto,
genética, ao qual confere um aumento na tolerncia a um pesticida ou grupo de pesticidas, de
modo que os individuos resistentes sobrevivem 4 concentragio do(s) componente(s) que seriam
normalmente letais para a maioria dos individuos de uma populagio da mesma espécie
(suscetivel).

2. A Coordenagdo-Geral de Laboratdrios de Saude Publica-CGLAB, desta
Secretaria, com o intuito de coordenar, promover, apoiar e fomentar a melhoria continua dos
servigos prestados pela Rede de Nacional de Laboratérios de Entomologia tem como uma de
suas estratégias a implantagdo de programas de monitoramento de resisténcia de vetores aos
inseticidas utilizados no controle, principalmente, em triatomineos.

3. O monitoramento de resisténcia de triatomineos fornecerd parimetros para
selecionar a melhor op¢do de inseticidas que sejam mais efetivos, seguros e de baixo custo,
reduzindo o nimero de aplicagdes. Ainda, o encontro de indicios de resisténcia permitird um
melhor entendimento dos elementos que favorecem, ndo sé a reemergéncia de populagdes
exposta ao tratamento, como também a recolonizagdo por meio de migragdes de uma espécie ou
de outras espécies, provenientes de ambientes peridomiciliares ou silvestres.



235

4, Dentre os objetivos do monitoramento de resisténcia de triatomineos destacam-
se:
a) avaliar a a¢do letal ou toxicidade de diferentes produtos comerciais utilizados
no controle de triatomineos;
b) fornecer um pardmetro de mortalidade estimulado pela aplicagdo tépica de um
inseticida em determinada dose;
¢) comparar o efeito de cada produto testado em diferentes populagdes de
triatomineos;
d) determinar a proporgdo de individuos resistentes; e
e) determinar os mecanismos primarios de resisténcia.

5. De um modo geral, o monitoramento consiste em:

a) envio de material entomoldgico para o Laboratdrio de Entomologia Médica da
CGLAB, que realizard a aplicagdo tépica de 0,2 pl de solugdo na superficie
dorsal de ninfas de I estidio por meio de microseringa Halmilton de 10 pul com
dispenser;

b) os inseticidas testados pertencem a classe dos piretroides. Um total de 50
ninfas de campo e 15 ninfas controle (suscetivel) serfio expostos, a pelo menos
cinco diluigdes. Cada prova biolégica terd trés replicagdes, em diferentes
momentos;

¢) a intensidade da resisténcia serd avaliada por meio do quociente da DL so da
populagdo de campo pela DLsy da linhagem suscetivel. Quanto maior o nivel
de resisténcia, maior serd a magnitude da resisténcia;

d) a CGLAB compara os resultados e comunica ao laboratério, quanto a possivel
existéncia de focos de populagdes triatominicas resistentes.

6. O inicio do programa de monitoramento estd previsto para o més de maio deste
ano, a principio para as seguintes espécies: Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata, Triatoma rubrovaria e Panstrongylus megistus.

7. Diante do exposto, esta Secretaria, por meio do Departamento de Vigilincia
Epidemiologica (DEVEP), estard implantando o monitoramento de resisténcia de triatomineos.
Para tanto, solicito o apoio de Vossa Exceléncia para a realizagdo de captura das espécies acima
citadas. Cada amostra entomologica deverda contar com no minimo dez insetos. As amostras
deverdio ser enviadas para o Laboratorio de Entomologia Médica/CGLAB, Caixa Postal 4524,
CEP: 70.904-970 — Brasilia/DF, até a ultima semana do préximo més de abril, de acordo com a

metodologia, que ora anexamos.

8. Para informagdes e orientagdes adicionais, seu corpo técnico poderd entrar em
contato CGLAB, pelo telefone (61) 3213-8272 ou pelo e-mail: marcos.obara@saude.gov.br.

Atenciosamente,

Gerson Penna
Secretirio
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MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
COORDENACAO GERAL DE LABORATORIOS DE SAUDE PUBLICA
SCSQuadra4, Bloco“A” lote 67/97, 3° andar, Cep: 70.304-000
Edificio Principal — Brasilia/DF
Tel.: 0**(61) 3213-8272

PROTOCOLO DE ENVIO

Os triatomineos provenientes do campo devem ser manipulados com auxilio
de pinca entomol égica e luva para que ndo haja contato direto do triatomineo
com a pele. Recomenda-se que 0s insetos sggam colocados em recipiente
(bacia ou pote) para triagem. Seréo priorizados os triatomineos oriundos do
ambientes intra e peridomiciliar de regides que sofreram atas pressdes de
inseticidas ao longo do tempo.

Apobs isso, 0s insetos devem ser colocados dentro de recipientes com tampa
de rosca, por exemplo, tubo Falcon 50 ml. A tampa devera possuir pequenos
furos para entrada e circulagéo de ar. ATENTAR aos tamanhos dos furos para
gue as ninfas ndo ultrapassem e fujam. No interior do recipiente devera haver
um papel vertical em forma de sanfona (andador);

Os recipientes deverdo ser acondicionados em caixas de madeira ou isopor
envolvidos em papel para evitar a fuga dos triatomineos e impactos que
prejudiquem as estruturas. Recomenda-se que se fagam “bolas de jornal” que
complementem 0s espagos vazios da caixa de transporte.

Cada caixa de madeira ou isopor deverdo ter no maximo 3 a 4 recipientes.
Cada recipiente no maximo 10 exemplares,

Todas as amostras enviadas devem apresentar fichas de registros
padronizados, contendo os seguintes dados. local de coleta (municipio,
regido, Estado, Pais); data da coleta, nome do coletor e tipo de habitat.
Também, os dados de georreferenciamento e os antecedentes de controle do
local deverdo estar anexados.
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Anexo 5 — Lista de amostras de triatomineos de campo capturadas, no Brasil. As
trés primeiras espécies foram utilizadas como populacdo de referéncia.

Data captura Espécie L ocalidade/M unicipio/Estado Ecétopo
8/3/1982 T. sordida CordeirosBA N&o informado
21/2/1984 T. brasiliensis Umari/CE N&o informado
27/7/1987 P. megistus Povoado de Quixada/Sento N&o informado
Sé/BA
18/11/2007 T. sordida Miranda/M S Peridomicilio
6/2/2008 T. brasiliensis Canindé do S&o Francisco/SE Peridomicilio
13/3/2008 T. sordida Faz. Modelo e Sitio Santa Nao informado
Fé/Poxoreu/MT
13/3/2008 T. sordida Cinturdo Verde/Cuiabd/M T N&o informado
17/3/2008 T. sordida Faz. Veneranda e Galinheiro e
Mucambo/Aurora do Chiqueiro
Tocanting/ TO
8/4/2008 T. sordida Morrinhos/Flores de Goias/GO Peridomicilio
8/4/2008 T. sordida Itaipoca/M S Galinheiro
9/4/2008 T. sordida Extremallaciara/l GO Peridomicilio
11/4/2008 T. sordida Povoado de Aguao/Campo Galinheiro

Grande/M S



15/4/2008

15/4/2008

15/4/2008

16/4/2008

16/4/2008

16/4/2008

16/4/2008

17/4/2008

18/4/2008

20/4/2008

21/4/2008

22/4/2008

24/4/2008

25/4/2008

30/4/2008

T. sordida

T. sordida

T. brasiliensis

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. brasiliensis

T. sordida

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. sordida

T. brasiliensis

T. brasiliensis

P. megistus

Povoado Col6nia
Veha/TerenosM S

Faz. Empedrado 1/S&0 Luiz dos
Montes Belos/GO

Faz. Vaca
Morta/ltaporanga/PB

Sitio Maria
Curadeira/Douradina/M S

Povoado Corrego Seco e
Diamantina/Firminopolis/GO

Faz. Estancia
Ermelinda/Rochedo/M S

Sitio Junco de Cima/Piancd/PB

Serrado Capim/Aurilandial GO

Sitio Tabocas/Oeiras/PI

Sitio Sapé/Oeiras/Pl

Sitio Formosa ll/Oeiras/PI

Faz. Samambaiae
Barreirdo/Guarani de
GoiadGO

Faz. Olho d' Agua das
Dores/Monteiro/PB

Sitio Santana e
Quixabeiras/Salgueiro/PE

Serrandpolis do Igagu/PR
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Gadlinheiro

Peridomicilio

Intra

Galinheiro

Peridomicilio

Gadlinheiro

Intra e Peri

Peridomicilio

Intra

Intra

Intra

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Intra



3/5/2008

16/5/2008

19/5/2008

19/5/2008

26/5/2008

28/5/2008

7/6/2008

10/6/2008

17/6/2008

19/6/2008

24/6/2008

8/7/2008

15/7/2008

16/7/2008

23/7/2008

T. sordida

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. sordida

T. brasiliensis

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. brasiliensis

T. brasiliensis

Sitio Serrinha e Cascata/ Sao
José do Povo/MT

Sitio Pedrado Sino e Faz.
Lajinha/Caicd/RN

Faz. Lagoas e Povoado
Capim/Petrolina/ PE

Faz. Morada Nova/Lagoa
Grande/PE

Faz. Santa Helena, Corredor e
Foquilha/Corinto/MG

Faz. Jardim e Nova/Serra
Talhada/PE

Povoado Rodeador/LontraéM G

Sitio Nossa S. da
Aparecida/Sertang/a/PR

Faz. José Rodrigues/Aparecida
do Taboado/M S

Sitio Serra/ParanaibalM S

Conceli¢ao das AlagoassM G

Sitio Pau de Chapada/Oeiras/Pl

Faz. Laranjeiras/Sao José de
Espinharas/PB

Faz. Cacimbade Pedra/M ae d'
agua/PB

Sitio S0 Luiz/Sao
Francisco/PB
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N&o informado

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Curra e Galinheiro

Peridomicilio

Peridomicilio

Gadlinheiro

Galinheiro e

Chiqueiro

Galinheiro e Paiol

Galinheiro

Intradomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio

Peridomicilio



27/7/2008

22/9/2008

15/10/2008

16/10/2008

11/11/2008

29/11/2008

7/5/2009

12/5/2009

19/5/2009

20/5/2009

20/5/2009

20/5/2009

22/5/2009

26/5/2009

17/9/2009

T. brasiliensis

P. megistus

T. sordida

T. sordida

P. megistus

P. megistus

P. megistus

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

T. sordida

P. megistus

Sitio Goiabeira/Santa Cruz/PB

Cafelandia/PR

Faz. Rio Preto e
Povoado/Palmeiras/BA

Faz. Emburana/Posse/GO

Caconde/SFP

Divinolandia/SP

Castro Alves'BA

Pov. Boa Vistado
Canal/Cafarnaum/BA

Faz. Bonfim e
Lage/Mucugé/BA

Faz. BoaVista/Rio de
Contas/BA

Faz. Serrado Jodo
Alves/Ma hada/BA

Faz. Micadla/Carinhanha/BA

Assentamento Rocado | e Gado
Bravo/Xigue Xique

Faz. Alto Verde/Nova
Redencéo/BA

Vicente Pires/DF
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Peridomicilio

Peridomicilio

Gadlinheiro

Peridomicilio

N&o informado

N&o informado

Galinheiro

Gadlinheiro

Galinheiro

N&o informado

Peridomicilio

Gadlinheiro

Peridomicilio

Gadlinheiro

Galinheiro




Anexo 6 - Ficha para bioensaios por aplicacdo topica sobre ninfas 1°

BIOENSAIOS POR APLICAGAO TOPICA SOBRE NINFAS 1°
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RGT n°...cscciciecricnnincnnas ESPECIE ... Procedéncia:........cccceeveevcininiicicnienns
Inseticida @i RIeRaradl POFwessmwsom e s Validade:..........ocooooiiiiiiiiiiiiec
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5
Data: / ! Data: / / Data: / ! Data: / I Data: / / Somatoria
Hora T: ¢ Hora T oc Hora T: oc Hora T: oc Hora T: o
UR % UR % UR % UR % UR %

Dose de
p.a. (ugli) n mortos n mortos n mortos n mortos n mortos n mortos

% MORT

Média de Mortalidade (%) =

DLg, (IC
95%)




Anexo 7 - Ficha para bioensaios de campo com ninfas 1°
BIOENSAIOS DE CAMPO COM NINFAS 1°
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{3 CC 1 I Espécle:.......ccciecmmicinrinianaen.s Proced@ncia:......ccccveureicieiininnnainneinneeenns
Tipo de parede:.......cvevmmrersrmrresssssnnssnsen Inseticida:z....ccccrvvnvieennrneneenns Validade:......ccorveriivneisanninnninnnns
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Somatéria
Data: I / Data: / / Data: ! !
Hora | o oceur__ % | M@ |.  oceur_ %| M@ 1. cceur %
Dose de
campo n mortos N mortos N mortos mortos
(mg/m?)
24hs 72hs 24hs 72hs 24hs 72hs




Anexo 8 — Lista dos Nucleos de Entomologia Médica do Brasil, 43

em ordem alfabética.

ACRE

Responsavel: Claudio Rodrigues de
Souza

Endereco: Av. Antonio da Rocha
Viana

N° 1584 - Vilalvonete

CEP: 69.980-560/ Rio Branco—- AC
Tel.: (68) 3223-1170/1172 Ramal 250
E-mail:

claudinho.entomol ogia@yahoo.com.br

ALAGOAS

Responsavel: Edson Duarte Pacheco
Endereco: Lab. Central Dr. Aristeu
Lopes

Av. Marechal Castelo Branco, 1773 -
Jatuica

CEP: 57.036-340/ Macei6 - AL

Tel.: (82) 3315-2712/ 3315-2722
E-mail: duarte.pacheco@bol.com.br

AMAPA

Responsavel: Volmir Migue Zanini
Endereco: Rua Tancredo Nevesn®
1118 - Séo Lazaro - LACEN

CEP: 68.908-530 / Macapa - AP
Tel.: (96) 3212-6115/ 6169/6165
Fax: (96) 3212-6115

E-mail: vmzanini @hotmail.com

AMAZONAS

Responsavel: Erica Cristinada Silva
Chagas

Endereco: Rod. Deputado Vital de
Mendonca

Km9, n° - Flores

CEP: 69.048-660 / Manaus - AM
Tel.: (92) 3654-5786

Fax: (92) 3643-6314

E-mail: ericachagas@gmal.com

BAHIA
Responséavel: Renato Freitas Araljo

Endereco: LACEN. Rua Waldemar
Falcéo, 123 - Bairro Brotas

CEP: 40.295-001 / Salvador - BA
Tel.: (71) 3356-2299 — 8846-2541
Fax: (71) 356-0139

E-mail: birdeagle01@yahoo.com.br

CEARA

Responsavel: Lindemberg Caranha de
Sousa

Enderego: Nucleo de Controle de
Endemias (NUVET/SESA-CE)
Ruados Tabgjaras, 268, Praia de
Iracema

CEP: 60.060-510 / Fortaleza - CE
Tel.: (85) 3101-5445

E-mail: insect.berg@gmail.com

DISTRITO FEDERAL

Responsavel: Rodrigo Menna Barreto
Rodrigues

Endereco: Estrada Contorno do
Bosque Lote 4, Setor de Areas
Isoladas Norte - SAIN

CEP: 70.620.000/Brasilia— DF

Tel.: (61) 3344-3475

Fax: (61) 3341-1682

E-mail: romebaro@saude.df.gov.br

ESPIRITO SANTO

Responsavel: Helder Ricas Rezende
Endereco: Av. Maruipe, 1469,
3°andar, UFES, Parasitologia, Bairro
Maruipe

CEP: 29.040-090/ Vitoéria- ES

Tel.: (27) 3335-7292

Fax: (27) 3324-2038

E-mail: hedericas@hotmail.com

GOIAS

Responsavel: Marcelo Santal_ucia
Endereco: LACEN - Av. Contorno,
3556 — Bairro Jardim Bela Vista



CEP: 74.853-120 / Goiania- GO
Tel.: (62) 3201-3888 ramal 210
Fax: (62) 3201-3884

E-mail:

lacen.dirgeral @saude.go.gov.br

MARANHAO

Responsavel: Lucy Eugénia Mendes
Borges Camara

Endereco: LACEN - Ruados
Quilombos, 35 Prédio da FUNASA -
Bairro Jordoa

CEP: 65.040-055/ S&o Luis- MA
Tel.: (98) 3243-6215

Fax: (98) 243-2445

E-mail: lacen@lacen.ma.gov.br

MATO GROSSO

Responsavel: Giovana Belém
Endereco: SES. Av.Adauto Botelho,
S/N, Parque da Salide — Bairro Coxipo
CEP: 78.085-200 / Cuigba- MT

Tel.: (65) 3661-2494 / 3613-5372

Fax: (65) 3613-5377 / 3613-5369
E-mail: giovanabio@terra.com.br

MATO GROSSO DO SUL

Responsavel: Paulo Silvade Almeida
Endereco: Julio de Castilho -1120
Vila Sobrinho

CEP: 79112-000/ Campo Grande - MS
Tel.: (67) 3361-9801

Fax: (67) 3361-9801

E-mail:

psilvadeal mei da@yahoo.com.br

MINAS GERAIS

Responsavel: Mauro Lacio Lima
Endereco: Nucleo de Entomologiada
SESIMG

Rua Rio de Janeiro, 1200 — Bairro
Centro

CEP: 30.160-041 / Belo Horizonte -
MG

Tel.: (31) 3273-6171 ou 9282-4125
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E-mail: mauroluciolima@hotmail.com

PARA

Responsavel: Arnaldo Fayal
Endereco: Cidade Nova VI, WE - 65
n°972, Prédio da FUNASA - Bairro
Coqueiro

CEP: 67.140-000 — Ananindeua - PA
Tel.: (91) 4006-4267 / 9117-8675
E-mail: fayal @canal 13.com.br

PARAIBA

Responsavel: Laura Ney Marcelino
Passerat de Silans

Endereco: Nucleo de Entomologia da
SES/PB.

Rua Professor Geraldo Von Shosten,
258 Prédio daFUNASA - Bairro
Jaguaribe

CEP: 58.015-190 / Jo&o Pessoa - PB
Tel.: (83) 3222 2192

Fax: (83) 3222 2192

E-mail: lauraney@jpa.neoline.com.br

PARANA

Responsavel: Allan Martins da Silva
Endereco: SES. Coordenadoria de
Pesquisa em Entomologia Médica, 19°
Regional de salde

Rua Doutor Heré&clio, 90, Bairro
Centro

CEP: 86.400-000 / Jacarezinho — PR
Tel.: (43) 3330-4466 ou 9940-1274
E-mail: allanms@ibest.com.br

PERNAMBUCO

Responsavel: Andréiada Silva
Endereco: LABEND. Av. Conde da
Boa Vista 1570 - Bairro Boa Vista
CEP: 50.060-040 / Recife - PE

Tel.: (81) 34234845

Fax: (81) 34234845

E-mail: andreiasilvli@ig.com.br



PIAUI

Responsavel: Reginaldo Roris
Cavalcante

Endereco: Universidade Federal do
Piaui, Campus Ministro Petrénio
Portela— Bairro Ininga, Anexo do SG
16

CEP: 64.049-550/ Teresina/ Pl
Tel.: (86) 3237-1010

Fax: (86) 3232-6927

E-mail: roris@ufpi.br

RIO DE JANEIRO

Responsavel: Cristina Giordano
Endereco: Avenida Brasil, 4.036 -
Sala 109. Prédio de Expanséo da
Fiocruz

CEP: 21.040-361 / Rio de Janeiro - RJ
Tel.: (21) 3882-9012

Fax: (21) 2260-1069

E-mail:
cristina.giordano@saude.rj.gov.br

RIO GRANDE DO NORTE

Responsavel: Arlinete Souza de
Medeiros

Endereco: SES. SEVEP/CORE. Av.
Alexandrino de Alencar, 1402 —
Prédio da FUNASA - Bairro Tirol
CEP: 59.015-450 / Natal - RN

Tel.: (84) 3232-2623

Fax: (84) 3232-2623

E-mail: arlinetek@yahoo.com.br

RIO GRANDE DO SUL

Responsavel: Getulio Dornelles Souza
Endereco: LACEN / FEPPS, Segéo de
Reservatorios e Vetores/| PB.

Av. Ipiranga, 5400 — Bairro Jardim
Botanico

CEP 90.610-000 / Porto Alegre - RS
Tel.: (51) 3288-4024

Fax: (51) 3288-4015

E-mail: getuliods@pop.com.br
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RONDONIA

Responsavel: Alda Lobato

Endereco: LACEN. Rua Anita
Garibaldi, 4130 - Bairro Costa e Silva
CEP: 78.903-770/ Porto Velho - RO
Tel.: (69) 3216-5300 / 9258-4247
E-mail: fatsantosro@hotmail.com

RORAIMA

Responsavel: Ducinéiade Aguiar
Barros

Endereco: Rua Major Carlos Mardel,
n°213

Bairro 31 de marco

CEP: 69.300-300/ Boa Vista- RR
Tel.: (95) 3626 - 9801

E-mail: ducibiol0@yahoo.com.br

SANTA CATARINA

Responsavel: Jodo Cezar do
Nascimento

Endereco: Rua Felipe Schmidt, 800
Centro

CEP: 88.010-002 / Florianépolis - SC
Tel.: (48) 3238 1137

E-mail: jcimento@hotmail.com.br

SAO PAULO

Responsavel: Dr. Mikio Moriwaki
Endereco: Rua Paula Souza, 166 —
Bairro Luz

CEP: 01027-000 / S&o Paulo - SP

Tel.: (11) 3311-1100

Fax: (11) 3229-8292

SERGIPE

Responsavel: Catarina Zita Dantas de
Araljo

Endereco: Rua Campo do Brito, 551
CEP: 49.028-380 / Aracaju - SE

Tel.: (79) 3234-6043/6022

E-mail:
catarina.araujo@hemolacen.se.gov.br



TOCANTINS

Responsavel: Aline Ayres

Endereco: Av. LO — 2-Quadra 104
norte — lote 30 Edf.Lauro Knop

CEP: 77.006-022 / Palmas -TO

Tel.: (63) 3218-3297

Fax: (63) 3218-3293

E-mail: entomol ogia@saude.to.gov.br
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