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Introducgao

Apresenca de Aedes aegypti no Estado de Sao
Paulo foiregistrada, em 1985, em municipios da regido
oeste. A despeito de todas as orientacdes e tentativas
de controle, verificou-se, a partir dai, uma rapida
expansao geografica desse culicideo do oeste para o
leste do Estado'. Medidas de controle mecénico e
quimico passaram a ser executadas pela
Superintendéncia de Controle de Endemias-Sucene,
Nnos anos que se seguiram, por Prefeituras Municipais.
As medidas de controle quimico realizadas incluiram o
uso de temephos, que tem acao sobre a fase larvaria e
o fenitrothion, inseticida de acao residual que, além de
atuar sobre a fase adulta do vetor, possui acao
larvicida. Ambos os produtos pertencem a categoria
quimica dos organofosforados. O malathion foi
utilizado em pequena quantidade, em substituicdo ao
fenitrothion, nos anos de 1987 a 1993, em periodos de
falta deste ultimo no mercado. O fenitrothion foi
utilizado até final de 1999, quando, entao, passou a ser
utilizado o piretréide sintético cipermetrina. As
nebulizagbes térmicas e atérmicas para o controle da
fase adulta do vetor, utilizadas desde 1985, ficaram
restritas, de maneira geral, aos periodos de verao e
outono, quando a densidade do vetor torna-se mais
elevada e ocorrem as maiores incidéncias de dengue.
Varios inseticidas foram empregados nessa atividade,
entre eles o propoxur (1986 a 1989), o malathion (1985
a 1992 e de 2001 até o momento) e a cipermetrina
(1989 a 2001), pertencentes, respectivamente, a
categoria quimica dos carbamatos, organofosforados
e piretréides.

O controle da transmissao de dengue por meio
da utilizacdo de produtos quimicos ocasionou
consequéncias, ndo so para o meio ambiente, como
também para a propria eficacia do controle, uma vez
que o uso continuo de inseticidas, independentemente
da categoria a que pertencam, € condenado em
qualquer agdo de manejo da resisténcia’.

O uso de inseticidas em varios paises propiciou
o surgimento de populagdes resistentes aos produtos
mais intensamente utilizados. O desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas em mosquitos foi detectado
pela primeira vez em 1947, quando populacbes de
Aedes taenorhynchus e Aedes solicitans passaram a
apresentar resisténcia ao DDT na Flérida, Estados
Unidos®. Atualmente, populagdes de Aedes aegypti
presentes em diversas partes do mundo, exceto em
certos paises da Africa, apresentam resisténcia ao
inseticida®. A resisténcia a organofosforados, néo
evidenciada nas populagdes de Aedes aegypti que
fizeram parte de um inquérito mundial em 1969, foi
detectada na Asia, em 1972 e atualmente esta
presente na regido do Caribe e paises vizinhos,
incluindo Américas Central e do Sul”°. A resisténcia
aos piretréides sintéticos, inseticidas de utilizagao
mais recente, ja foi evidenciada nos Estados Unidos,
Porto Rico, Camboja, Taiwan, Malasia e Tailandia*. No
em 1994,
cromossbmicas em genes que produzem enzimas

Brasil, foram detectadas alteragdes
responsaveis pela degradagéo de organofosforados
em populagdes de Aedes aegypti do Estado de Sao
Paulo®. Em 1995, foi observada a diminuicdo da
suscetibilidade de Aedes aegypti ao temephos, em
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populagéo proveniente do Estado de Goias’.

A capacidade de um inseto resistir a um
determinado inseticida é uma caracteristica genética
que normalmente ocorre numa freqiiéncia muito baixa
nas populacdes naturais. Populagdes de insetos
resistentes surgem devido a sele¢ao exercida pelo uso
continuo de inseticidas, em que a eliminacdo de
insetos suscetiveis favorece o aumento da frequéncia
de genes resistentes. Deste modo, a escolha dos
inseticidas utilizados em Programas de Controle,
assim como o tempo de uso e a sequUéncia de
utilizacao das categorias de produtos, sdo parametros
importantes, que devem ser considerados na
avaliacao de suscetibilidade ainseticidas.

Desde 1960 a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), reconhecendo a necessidade de se avaliar a
suscetibilidade de insetos a inseticidas, propbs a
padronizagao de bioensaios, com o objetivo de permitir
a comparacéo dos resultados’. Segundo as guias da
prépria OMS* ™, a resisténcia pode ser detectada, por
meio de bioensaios, segundo duas metodologias:
exposicdo dos insetos a uma dose diagnostica e
estimativa de Razdo de Resisténcia - RR (que
relaciona as concentragdes capazes de eliminar 50 ou
95% da linhagem teste e da linhagem suscetivel). A
avaliacao da suscetibilidade das larvas, através do uso
desse indicador, permite que se estime quantas vezes
€ necessario aumentar a dose letal de uma linhagem
suscetivel para se obter o mesmo percentual de
mortalidade na linhagem de campo. Os resultados
expressos em RR servem como registro para
comparagoes futuras ao longo do tempo, mesmo antes
da deteccédo da resisténcia pela utilizacdo do método
dadose diagnostica.

O ideal
suscetibilidade de uma determinada espécie, antes da

€ que se avalie o status da

sua exposicdo a um inseticida. Caso isto ndo seja
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possivel, pode-se avalia-lo de modo comparativo com
uma populacédo nunca exposta a pressao de selecao
pelo uso do produto, cuja resposta biolégica (morte ou
sobrevivéncia) possa ser considerada padrao para a
espécie. Essa populacdo padrao se denomina
“populagao suscetivel”. Outra possibilidade para
avaliacdo da suscetibilidade, na auséncia de uma
populacédo suscetivel, € acompanhar a resposta de
uma populagdo ao longo do tempo. Neste caso,
considera-se a primeira avaliagdo como a linha base,
que servira de padrao comparativo para as avaliagdes
futuras.

Para o Aedes aegypti existem algumas popula-
¢Oes sabidamente suscetiveis aos inseticidas. Estas
populacbes tém sido mantidas em Laboratorio
(insetarios) ha muitos anos, sendo periodicamente
testadas quanto a sua suscetibilidade. Uma delas é a
chamada cepa Rockefeller, que tem sido mantida pelo
Laboratério do “Centers of Disease Control” (CDC), em
Porto Rico.

O monitoramento

A Superintendéncia de Controle de Endemias
(Sucen), 6érgao responsavel pelo controle de endemias
no Estado de Sao Paulo, implantou em 1996 o
monitoramento da suscetibilidade de populagdes de
Aedes aegypti aos inseticidas usados no seu controle
em diversas regides. Para selegdo dos municipios,
cujas populagbes deveriam ser monitoradas, levou-se
em consideracao:

° O uso intenso de inseticidas em funcado da
transmissao de dengue e/ou

° A possibilidade de introducao de mosquitos de
outras areas, por dispersao passiva, em fungdo da
relevante importancia econébmica desse municipio na
regiao.
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A aplicacao desses critérios permitiu selecionar,
inicialmente, nove municipios que seriam
considerados como sentinelas para as suas
respectivas regides (Figura 1).
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Figura 1 Municipios Sentinelas para Monitoramento da
Susceptibilidade de Aedes aegypti aos inseticidas utilizados no
seu controle, Estado de Sao Paulo, 1996.
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Figura 2 Municipios Sentinelas para Monitoramento da
Susceptibilidade de Aedes aegypti aos inseticidas utilizados no
seu controle, Estado de Sdo Paulo, 2006.

O monitoramento da suscetibilidade de Aedes
aegypti aos inseticidas é operacionalizado a partir de
uma amostra de populagcbes de campo, coletada
anualmente nos municipios sentinelas(Figura 2). Os
bioensaios sdo realizados utilizando-se exemplares
resultantes da colonizagdo dessas linhagens no
Laboratério da Sucen em Marilia, seguindo as duas
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metodologias padronizadas pela OMS: exposi¢ao a
dose diagnostica (larvas e adultos) e estimativa de
razao de resisténcia (larvas). Numa segunda etapa,
naqueles municipios onde foi evidenciada diminuicao
da suscetibilidade nos bioensaios, sdo realizadas
provas de efetividade com o objetivo de se avaliar a
expressao desta resposta em condi¢cdes e dosagem
de campo.

Padronizagao de bioensaios em parceria
com a Organizagdo Mundial de Saude

Em 2000, a Organizacdo Mundial de Saude
(WHO)" coordenou a padronizagéo da metodologia de
estimativa de RR nos Laboratérios de Referéncia dos
paises onde estas provas sao realizadas, entre esses,
o Laboratério da Sucen em Marilia. Uma vez que o
objetivo das provas de suscetibilidade € a comparacgao
da resposta de diferentes populagdes de insetos em
diversas partes do mundo, é fundamental que os
resultados possam ser comparaveis. Para isto, além
da padronizacao da metodologia de avaliagdo da RR
nas diferentes regides do mundo, foi proposta a
utilizacdo da mesma cepa suscetivel e 0 mesmo lote
de inseticidas, portodos os laboratdrios.

Participaram dessa padronizagao cinco
Laboratdrios: LIN/IRD, Centre Collaborateur da OMS,
Montpellier, Franca; Faculty of Liberal Arts and
Sciences, Kasetsart University, Nakhon Pathom,
Thailand; Caribbean Epidemiology Centre, Port of
Spain, Trinidad; Centre de Démoustication, Conseil
General, Fort de France, Martinique; Sucen, Marilia,
Sé&o Paulo, Brasil. Os resultados obtidos permitiram
avaliar que as estimativas de concentragdes letais
foram comparaveis entre os laboratérios e que, com o
uso de uma populacdo sensivel de referéncia, é
possivel comparar o nivel de suscetibilidade de
populagbes de campo ™.
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Suscetibilidade ao larvicida temephos

Desde o inicio do monitoramento foram
evidenciadas diferencas de comportamento entre as
diversas populacdes de Aedes aegypti avaliadas.
Aquelas provenientes dos municipios de Bauru,
Presidente Prudente e Marilia foram as que, ao longo
do tempo, apresentaram altos niveis de
suscetibilidade ao larvicida temephos. As demais
populacbes apresentaram sempre respostas

oscilantes ou alteradas.

Em 1998 os bioensaios evidenciaram a
diminuicdo da suscetibilidade ao temephos em
populagdes procedentes dos municipios de Campinas
e Santos”. Nesse mesmo ano, a partir do segundo
semestre, teve inicio a discussdo da necessidade de
se avaliar a situag¢do da suscetibilidade deste vetor aos
inseticidas utilizados para seu controle no Brasil. Um
grupo de trabalho esbogou a proposta para
implantagao do monitoramento no nivel nacional, no
ambito do Ministério da Saude, sendo a mesma
discutida e formatada no | Seminario Internacional de
Controle de Vetores e Reservatérios em Belo
Horizonte, MG™.

Na proposta de monitoramento indicada para o
Brasil, o Laboratério da Sucen de Marilia tem
participado desde 1999, sendo responsavel pelo
monitoramento de municipios de varios Estados da
Federacdo. Atualmente avalia linhagens de campo de
municipios dos Estados do Ceara, Parana, Tocantins e

Maranhao.

A resisténcia ao temephos pode causar a
reducéo no tempo de seu efeito residual. Isto ja havia
sido observado em situacdo de campo no Rio de
Janeiro. Testes simulados de campo, com linhagem de
Santos, Sao Paulo, evidenciaram a necessidade de se
deflagrar agcdes de manejo da resisténcia e, em 2001,
foi recomendada a substituicao deste larvicida pelo
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biolarvicida Bacillus thuringiensis var. israelensis. A
partir de 2002 a Sucen recomendou a restricdo do uso
de larvicidas nas acbdes de rotina, no Estado,
incentivando medidas mais permanentes de controle,
com abordagem educativa, visando implementar o
controle mecanico de criadouros e utilizagdo, quando

necessario, de produtos alternativos™.

Em Campinas, a diminuicdo da suscetibilidade
oscilou em niveis baixos e ha evidéncias de que o uso
racional de produtos quimicos, pratica adotada
naquele municipio, preveniu a evolugao da resisténcia
ao produto. No municipio de Ribeirdao Preto houve, ao
longo dos anos, uma oscilacdo de resposta com
resultados pontuais demonstrando resisténcia. Testes
de campo também apontaram diminuicdo do efeito
residual do temephos, indicando a necessidade de, em
curto prazo, introduzir agdes de manejo naquela
regidao. Nos municipios de Aragatuba e Sao José do
Rio Preto, alvos de intenso controle quimico pelo
extenso histérico de transmissao de dengue, também
ha uma tendéncia de diminuicdo da suscetibilidade a

este larvicida.

Suscetibilidade de Aedes aegypti a
piretréides

A introducao de piretroides para o controle das
formas adultas de Aedes aegypti ocorreu em 1989,
com uso de cipermetrina. Em 1992, a efetividade deste
produto foi questionada na populagdo de Aedes
aegypti de Sao José do Rio Preto. Naquele momento
havia grande dificuldade para o monitoramento da
suscetibilidade a piretréides, devido a auséncia de
uma dose diagndstica padronizada. As primeiras
avaliagdes foram feitas com o apoio do Laboratério do
Nucleo de Pesquisa em Produtos Naturais (NPPN), da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, utilizando-se
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como referéncia a dose relatada pelo laboratério do
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Khouri” (IPK) de
Havana, Cuba. Os primeiros testes caracterizaram a
resposta das populagdes testadas como suscetiveis.
Em 1999, o IPK prop6s uma nova dose e assim, a partir
de 2000, todas as populagdes foram novamente
avaliadas. Os resultados evidenciaram um
comprometimento da suscetibilidade em praticamente
todas as populacdes, sendo as mesmas classificadas
como resistentes, exceto as de Campinas e Marilia,
cujos niveis de suscetibilidade mostraram-se apenas
diminuidos. Ainda em 2000 foi avaliada a resposta ao
piretroide permetrina, buscando-se uma alternativa
dentro do mesmo grupo quimico. Os resultados
indicaram que a resposta de todas as linhagens de Séao
Paulo estava comprometida. Uma vez que o inseticida
permetrina nunca havia sido utilizado em programas
de saude publica, apesar de ser frequentemente
encontrado em produtos comerciais de uso doméstico,
estava evidenciada a possibilidade da presenga do
fenbmeno de resisténcia cruzada e assim, as
linhagens de mosquitos expostas a cipermetrina
teriam desenvolvido resisténcia a outros piretréides.

As provas de efetividade em campo, para avaliar
o impacto da resisténcia detectada em laboratério,
evidenciou o comprometimento do controle em maior
grau (acima de 50%) nas populagdes dos municipios
de Barretos e Ribeirao Preto, enquanto a resposta da
populagdo de Santos apresentava niveis de controle
abaixo do esperado. Para as populac¢des de Aracatuba
e Marilia o comprometimento do controle era de cerca
de 20%. A opgao do manejo foi substituir o uso dos
piretréides em todo o Estado, buscando a recuperacgao
dos niveis de suscetibilidade deste grupo, que
apresenta a menor toxicidade ao meio ambiente e a
populagdo. Entre 2001 e 2003, gradualmente, os
piretréides foram substituidos pelos organofosforados.

30 ANOS

O malathion passou a ser utilizado em nebulizagbes e
o fenitrothion nos tratamentos perifocais. A evolucéo
da suscetibilidade a cipermetrina € bem evidenciada
na Figura 3, onde se observa que ha uma tendéncia
geral das populacdes de apresentarem aumento da
mortalidade (o que significa aumento da
suscetibilidade ao produto ao longo do tempo). A Gnica
excecao até o presente é a populagdo de Aedes
aegypti proveniente do municipio de Aracatuba, onde
persiste o uso continuo de piretréides para o controle
da leishmaniose visceral americana.
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Figura 3 Percentual médio de mortalidade de adultos de Aedes
aegypti pela exposicdo a Dose Diagndstica de Cipermetrina.

Evolugao no monitoramento - implantacao
de métodos bioquimicos

Em 2001, o Técnico responsavel pelo
Laboratério de Marilia participou de um treinamento
sobre técnicas bioquimicas para avaliar atividade de
enzimas importantes para a degradacgao de inseticidas,
no Centers of Disease Control, em Atlanta, Estados
Unidos. A avaliagdo e a caracterizagao da atividade
destas enzimas permitem identificar mecanismos de
resisténcia que possam estar envolvidos, informacao
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importante para a escolha de produtos e técnicas de
manejo da resisténcia. Inicialmente tais provas
bioquimicas foram implantadas no Laboratério de
Quimica da Sucen em S&o Paulo. No entanto, os
testes foram descontinuados. Os primeiros resultados
demonstraram alteracédo da atividade de enzimas
esterases, que degradam organofosforados e
piretréides, os principais grupos de inseticidas,
disponiveis em todo o mundo.

A partir de 2003, as provas bioquimicas
passaram a fazer parte do monitoramento, sendo
realizadas também pelo Laboratério de Marilia. Em
marc¢o de 2006, Dr. William Brogdon, do Centers of
Disease Control, consultor do Ministério da Saude
para o Monitoramento Nacional referendou, em
reunido técnica ocorrida no Rio de Janeiro, os
resultados, segundo metodologia CDC implementada
pelo Laboratério de Marilia.

Desta forma, passados dez anos do inicio das
atividades de monitoramento, € de se destacar a
relevancia dos trabalhos realizados pelos técnicos do
Laboratério, cujos resultados foram de extrema
importancia para o redirecionamento das intervencoes
quimicas no controle de Aedes aegypti no Estado de
Sao Paulo.
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