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RESUMO

Descricao e analise de fatores epidemiologicos, vetoriais e do controle da dengue no Estado
do Parana, Brasil. Esta tese foi realizada em decorréncia do aumento dos casos da dengue
observados na ultima década e a necessidade de entender este fenbmeno para determinar
estratégias viaveis de controle do vetor Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762.
Compreende, inicialmente, um estudo dos casos da dengue no periodo de 1995 até 2007,
analisando a relagdo entre as localidades com numero de casos e com aspectos que
comprometem o controle do mosquito, como a perda de susceptibilidade aos principais
inseticidas utilizados para seu controle populacional, no estado do Parana, Brasil. Observa-
se que a dispersdo dos casos da dengue apresenta relagdo com as areas de fronteira
nacional e internacional. No final, questdes sdo levantadas sobre a necessidade de
fortalecer as estratégias de vigilancia entomoldgica, como a importancia das agdes de
controle do vetor no estado adulto e manter as densidades do vetor proximas a zero. Para
responder estas, questdes estabeleceram-se quatro objetivos gerais que correspondem,
seqliencialmente, a cada capitulo da tese, da seguinte forma: Capitulo |. Revisar os ultimos
registros relativos a transmissao de dengue no Estado do Parana, incluindo uma analise da
ocorréncia e dispersao dos casos da dengue no Estado entre 1995 e 2007, avaliando a
relacdo destes casos entre areas de fronteira nacional e internacional; Capitulo Il
Determinar se ha um perfil de susceptibilidade ao temefds no estado e determinar através
da atividade de oviposicdo na estagdo de inverno se ha diminuicdo nos indices de
infestagdo de Aedes spp. que possam ser relacionados com o status de susceptibilidade
resultante; Capitulo Ill. Monitorar, com armadilhas de oviposi¢do vetorial, se ocorrem ovos
de A. aegypti ou A. albopictus, como também obter informacgdo ecolégica para fazer
inferéncias sobre a presenga concomitante destas espécies e sua implicagdo para vigilancia
entomoldgica; e Capitulo IV. Simular a integragdo de métodos de controle de A. aegypti
incluindo resisténcia a inseticidas e sua resposta na transmissao da dengue. Observou-se
que a ocorréncia da dengue no estado do Parana esta principalmente concentrada nas
regides noroeste, oeste, centro-ocidental, norte-central e norte pioneiro com 99,98% dos
casos autdctones. Foram consideradas como resistentes as populagdes de A. aegypti de
Foz do Iguacu, Paranavai, Maringa, lbipora, Jacarezinho e Cambé com alteragdes
incipientes da susceptibilidade, sendo que, durante o inverno, ha reducdo da pressio de
controle que nao incrementa a susceptibilidade da populagdo. Os resultados acusam a
presenca de A. aegypti e A. albopictus nos municipios de Maringa, Cambé, Jacarezinho e
Paranavai. A. albopictus nao foi detectado em Ibipora, porém onde esteve presente foi
menos abundante. A proporcdo entre sexos de A. aegypti aproximou-se de 1:1,
diferentemente de A. albopictus. Na comparacgao entre adultos das duas espécies detectou-
se uma correlagdo negativa nas amostras de Maringa e Cambé, podendo ser atribuida a
sazonalidade dessas populagdes. Simulagdes confirmaram que aplicagbes de inseticidas
devem ser combinadas nos estagios larval e adulto do vetor para reduzir rapidamente a
epidemia. Também se observou que para ndo comprometer o controle do mosquito, é
necessario que os inseticidas sejam altamente efetivos, que as aplicagbes tenham alta
cobertura e que estejam sempre acompanhados da remogao de criadouros permanentes.
Conclui-se que a dengue no Estado ¢ um fendbmeno que deve ocorrer com maior
intensidade ap6s cada onda epidémica e que as estratégias atuais de controle do vetor
podem estar falhando na cobertura de controle que se agrava relativamente com a perda de
eficiéncia dos inseticidas.

Palavras-chave. Epidemiologia, dengue, distribuicdo espacial da dengue, resisténcia
quimica e vigilancia entomoldgica, Aedes aegypti, Aedes albopictus, Modelo matematico de
transmissdo da dengue.
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ABSTRACT

Description and analysis of epidemiological factors, vectors and dengue control in the state
of Parana, Brazil. This thesis was carried out due to the increase of cases of dengue
registered in the last decade and the urge to understand this phenomenon in order to
implement suitable strategies to control the vector Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus,
1762. At first, it involves the study of dengue cases from 1995 to 2007, analyzing the
relationship of localities with higher number of cases with certain factors that may
compromise the mosquito control, such as the loss of susceptibility to insecticides used for
its population control in the State of Parana, Brazil. It is observed that the dispersion of
dengue cases is related to national and international border areas. In the end, questions are
raised concerning the necessity to improve the strategies for entomological control, as well
as the importance of controlling the vector in adult stage and keeping its densities close to
zero. In order to fulfill these inquiries, four general objectives were established and they
sequentially correspond to each chapter of the present thesis, in the following manner:
Chapter |. To revise the most recent records related to the transmission of dengue in the
State of Parana, including an analysis of occurrence and dispersion of dengue cases in
Parana between 1995 and 2007, and assess the relationship of such cases between areas
of national and international border; Chapter Il. To determine if there is a susceptibility
pattern to temephos in the State and, by means of oviposition activity in winter, if a reduction
in the degrees of Aedes spp. infestation is observed, which might be related to the status of
resultant susceptibility; Chapter lll. To determine through ovitraps for egg sampling whether
eggs of A. aegypti and A. albopictus occur concomitantly, as well as to obtain ecological
data, from which inferences concerning these two species could be made and their
implications for entomological monitoring; Chapter 1V: to simulate the integration of methods
for the control of A. aegypti, including resistance to insecticides and its response to dengue’s
transmission. The results follow respectively; Chapter |. The occurrence of dengue in Parana
is predominant in the Northwest, West, Mid-west, Mid-north and the so-called “Pioneer
North” regions with 99,98% of the autochthonous cases. Chapter Il. The populations of A.
aegypti considered resistant are those found in Foz do Iguagu, Paranavai, Maringa, Ibipora,
Jacarezinho and Cambé with incipient alterations in susceptibility, considering that during
winter there is a reduction on the control pressure that does not augment the population’s
susceptibility. Chapter Ill. The results pointed out the presence of A. aegypti and A.
albopictus in the municipalities of Maringa, Cambé, Jacarezinho and Paranavai. A.
albopictus was not detected in Ibipora, even though it was less abundant where present. The
proportion between sexes of A. aegypti was close to 1:1, differently from A. albopictus.
Between adults of the two species a negative correlation in the samples of Maringa and
Cambé was detected, which could be attributed to the seasonality of these populations.
Chapter IV. Simulations had confirmed that applications of insecticides must be directed to
both larval and adult stages of the vector in order to quickly diminish the epidemic. It was
also observed that, should the mosquito control not be compromised, it would be necessary
that insecticides ought to be highly effective, that their application has great effectivity and
that it is always followed by continuous removal of breeding sites. It is concluded that dengue
in Parana is a phenomenon that must occur subsequent to each epidemic wave and that the
current strategies for vector control may be failing in the control covering, which is relatively
aggravated with the loss of the insecticide efficiency.

Key words. Epidemiology, dengue, space distribution of dengue, chemical resistance and
entomological monitoring, Aedes aegypti, Aedes albopictus, mathematical model of dengue
transmission.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 A dengue

O agente etiolégico que ocasiona a dengue € um arbovirus com quatro
sorotipos conhecidos como DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Taxonomicamente
pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. A infecgdo é adquirida através da
inoculacdo do virus ao homem pela picada de um mosquito infectado; apds este
evento o virus passa por um periodo de incubagao de 3 a 14 dias, depois a pessoa
pode experimentar um ataque de febres acompanhadas de uma variedade de sinais
que podem comecgar com um quadro assintomatico ou uma febre leve, até uma
severa febre e a fatal dengue hemorragica. Durante o periodo agudo de febres, que
pode ser no minimo de 2 dias e maximo de 10, o virus pode circular na corrente
sanguinea, e outro mosquito picar ser contagiado, desta maneira pode se iniciar o
ciclo de transmissao epidemioldgica da doenga. O periodo de incubagéo do virus no
mosquito é de 8 a 12 dias, apds este lapso de tempo pode contagiar pessoas nao
infectadas (Gubler 1998).

Apesar de a dengue ser conhecida como entidade clinica desde mais de dois
séculos e do conhecimento acumulado no percurso dos Uultimos anos, esta
arvobirose € um dos principais problemas de saude mundial, constituindo uma das
prioridades da Saude Publica no atual milénio (Periago & Guzman 2007). Segundo
os dados da Organizagdo Mundial da Saude, em 100 paises onde vivem
aproximadamente 2500 milhées de pessoas ha mais de 500000 casos da dengue e
dengue hemorragica a cada ano, com uma mortalidade de 25000 pessoas

anualmente.
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1.1.2 A dengue no Brasil

Em todo o territorio brasileiro, a luta contra a dengue é o objeto constante de
campanhas de Saude Publica da historia. Registros desta doenca séo reportados
nos 27 estados da federacao, distribuidos por 3794 municipios, sendo responsaveis
por cerca do 60% dos casos notificados nas Américas. A contribuicdo do numero
dos casos da dengue no Brasil esta distribuida em sua maioria na regido Nordeste
com 48,3% das notificagdes totais, seguida em ordem decrescente, pelas regides
Sudeste com 37,2%, Centro-Oeste 7,6 %, Norte 5,7%, e Sul com 1,2% (Cémara et
al. 2007). Para 2007 a Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude,
registrou no periodo de janeiro a julho, 438.949 casos da dengue classica, 926 de
febre hemorragica da dengue e 98 6bitos (SVS/MS 2007). Quando comparado com

o mesmo periodo de 2006, observa-se um aumento de 136.488 casos (figura 1).

1.1.3. A dengue no Estado do Parana e regiao Sul

Como mencionado anteriormente, a regiao sul do Brasil contribui com 1,2%
do total dos casos do Pais. Esta area esta compreendida pelos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, no entanto, apenas o primeiro estado
apresentou historicamente, até 2006, casos autoctones da dengue. Contudo, de
janeiro a julho de 2007, o estado do Rio Grande do Sul apresentou o primeiro caso

autoctone (SVS/MS 2007).

1.1.4 Prevencao e controle da dengue
A re-emergéncia da dengue, com aumento e expansao dos casos autéctones
a novos lugares, como observado nos ultimos 20 anos, tem alertado a todas as

entidades de Saude dos paises que tém problemas com esta doenga. Infelizmente,
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as ferramentas disponiveis para prevenir a disseminagcao da dengue sao limitadas,
nao existindo uma vacina efetiva, e as opgbes de controle do vetor sdo pouco
efetivas. Sendo melhor estratégia prevencéo da doenga enfatizando em programas
integrados de vigilancia epidemiologica, educacdo ambiental e a integragcdo da
comunidade com respeito ao controle integrado do mosquito vetor (Gubler 1998).

A estratégia internacional proposta pelos paises que compdem a Organizagao
Mundial da Saude consta de cinco elementos fundamentais: Controle seletivo e
integrado do vetor com a participagdo da comunidade e com respaldo do governo;
vigilancia ativa da doenca mediante o diagnodstico de laboratério e da vigilancia
entomoldgica, preparacdo das condigdbes para enfrentar as situagdes de
emergéncia, o desenvolvimento de capacidades e orientagdo de recursos humanos
para pesquisa de métodos efetivos e eficazes de controle do vetor (Periago &
Guzman 2007).

No Brasil, no ano 2002 foi implantado o Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD) que da continuidade algumas propostas do Plano de intensificagao
das Atividades de Controle da Dengue (PIACD). Enfatiza a necessidade de
mudancas nos modelos anteriores como: 1) a elaboragdo de programas
permanentes, pois ndao ha qualquer evidéncia técnica de que a erradicagdo do
mosquito seja possivel a curto prazo; 2) o desenvolvimento de campanhas de
informacao e de mobilizagdo da populagcdo, de maneira que cada familia tenha
responsabilidade da manutencao de seu ambiente livre de potenciais criadouros do
vetor; 3) fortalecimento da vigilancia epidemioldgica, para ampliar a capacidade de
predicdo e deteccdo rapida de surtos da doenga; 4) melhoria da qualidade do
trabalho de campo no combate ao vetor; 5) integracdo das agbdes de controle da

dengue na atengdo basica, com a mobilizagdo do Programa de Agentes
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Comunitarios de Saude (PACS) e do programa da familia (PSP); 6) a utilizacdo de
instrumentos legais que facilitem o trabalho do poder publico na eliminagdo de
criadouros em imodveis comerciais, casas abandonadas etc; 7) a atuagao
multissetorial, no fomento a destinacdo adequada de residuos sdlidos e a utilizacao
de recipientes seguros para armazenamento de agua; 8) o desenvolvimento de
instrumentos mais eficazes de acompanhamento e supervisdo das acgdes
desenvolvidas pelo Ministério da Saude, Estados e Municipios (OPS 2002; Braga e

Valle 2007).

Incidéncia/ 100,000 hab.

[1 Menor que 100,0 (Baixa)
[ 1000 a300,0 (Média)
B Maior que 300,0 (Alta)

Figura 1. Incidéncia da dengue nos Estados de maior risco no Brasil em 2007
(Secretaria de Vigilancia em Saude Ministério da Saude (SVSMS)).
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1.2 Os vetores da dengue

Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae) oriundo do
Velho Mundo € considerado o unico vetor do arbovirus da dengue e dengue
hemorragica nas Américas. Aedes (Stegomyia) albopictus Skuse, 1894, de
introducédo recente nas Américas, € uma espécie originaria das regides Oriental,
Australasica, Oceanica e a Paleartica, de onde deriva seu nome de tigre asiatico. Na
atualidade, nao possui papel relevante como vetor do arbovirus para as Américas.
Este fato aponta que a maioria das agbes de monitoramento sejam dirigidas com
mais rigor ao controle de A. aegypti (Forattini 2002). O monitoramento de rotina para
deteccao dos focos de A. aegypti e A. albopictus consistem no levantamento de
indices de infestacdo que servem como base para indicar se ha um aumento dos
niveis populacionais destas espécies baseados em dados de imaturos (ovos e

larvas) e adultos (Funasa 2001).

1.2.1 Principais métodos de controle do Aedes aegypti

Os principais métodos de controle utilizados no Brasil para combater o vetor
recomendados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sao: temefds granulado
a 1% (Abate®, Larvin®, Larvel® e outros) que é um inseticida de baixa toxicidade para
mamiferos; Bacillus thuringiensis var israelensis (BTI), que é um inseticida bioldgico
utilizado de maneira rotativa com o temefds, como método para evitar surgimento de
resisténcia. O metoprene, substancia analoga ao horménio juvenil dos insetos, que
atua nas formas imaturas (larvas e pupas), impedindo o desenvolvimento dos
mosquitos para a fase adulta. Para o estagio adulto, utiliza-se o tratamento perifocal

a base de inseticidas piretréides de alto poder residual, como a cipermetrina e
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tratamento a ultrabaixo volume (UBV), utilizado apenas em surtos epidémicos
(Funasa 2001).

O tratamento com o inseticida quimico temefos é a forma mais frequente de
combate na maioria dos paises que enfrentam problemas com a dengue, e o Brasil
nao & excegdo. Os registros indicam que a utilizagdo deste produto data de um
histérico de mais de 40 anos de aplicagdes (Ministério da Saude 1968), o que sem
duvida pode ter contribuido, para que houvesse municipios com populacdes de A.
aegypti capazes de tolerar doses que normalmente causariam mortalidade a
individuos susceptiveis (Macoris et al. 1999, Campos & Andrade 2001, Macoris et al.
2003, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004 e Carvalho et al. 2004, Duque et al. 2004,

Lima et al. 2006, Beserra et al. 2007).

1.2.2 Métodos de avaliagao da perda de susceptibilidade do Aedes aegypti ao
temefés

Geralmente, a metodologia utilizada para detectar a existéncia de um
processo de selecdo a um inseticida é avaliada por meio de bioensaios
estabelecidos pela OMS, avaliando se ha perda de susceptibilidade a um produto “x”
que nao causa a mortalidade esperada a uma concentragdo diagnéstica (CD), que
normalmente ocasionaria a mortalidade a uma cepa totalmente susceptivel, ou em
termos praticos, determina resisténcia quimica.

Devido a necessidade de ter resultados de susceptibilidade que possam ser
comparados em relagdo ao processo metodologico entre diferentes paises, alguns
critérios sdo acompanhados da seguinte forma: Avaliagdo da concentragao
diagnéstica, a maioria dos estudos utilizam 0.0125 mL de temefds (grau técnico)

como parametro de referéncia (WHO 1992) e uma minoria dos trabalhos adotam
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uma concentracdo que é calibrada sob as condicbes do laboratorio onde é
elaborado o teste piloto, que corresponde a duas vezes a concentragéo letal que
ocasiona mortalidade ao 99% dos individuos analisados (CLg) da colbnia
Rockefeller CDC [exemplo, CD = CLgg 0.0030 ppm * 2, o resultado seria CD =
0.0060 ppm] (WHO 1981, Lima et al. 2003, Macoris et al. 2003, Braga et al. 2004 ).
Dentre estas CD, a CLgg X* 2, detecta com rigor o nivel de resisténcia (Macoris et al.
2005) e estabiliza os possiveis erros experimentais entre laboratorios.

Para o caso anterior do teste qualitativo CD é necessario antes realizar uma
curva de calibragcdo com a coldénia Rockefeller para determinar as concentragbes
letais (CL), de 1 a 99%. Incluindo um controle (sem inseticida) para observar a
resposta de letalidade da colbnia localidade “x” em paralelo com a Rockefeller. Desta
forma, sdo observados dados detalhados da acdo do produto avaliado, como a
porcentagem de mortalidade em relagao a cada concentragéo, CL 1 a 99%, intervalo
de confianga das CLs e a anadlise estatistica do experimento (Finney 1971). Para
uma descrigcdo mais detalhada da selegao das concentragdes, nimero de individuos
a analisar e todo o processo que envolve um experimento utilizando pesticidas em
artropodes, deve ser visto Robertson & Preisler (1992).

Apos selecionar a CD, sdo comparados os resultados com critérios que
medem a tolerancia ao produto analisado, sendo assim: Resposta de mortalidade a
concentragcdo diagnostico superiores a 98% considera-se como susceptivel, entre
98-80% indicam um processo insipiente de modificagdo da susceptibilidade, e
menores de 80% confirmam que a resisténcia esta presente (Davidson & Zahar
1973). Para medir o grau de resisténcia € comparado a divisdo da Clsp ou Clgs
(alguns casos Clgy) da colénia “x” com a Clsp ou Clgs (alguns casos Clgy) da

Rockefeller, cujo produto resultante é conhecido como a razao de resisténcia (RRs,
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RRgp ou RRgs). O critério para medir grau de resisténcia € RR menor de 5 vezes,
“status” de baixo, entre 5 e 10 considera-se médio e acima de 10, alto (Mazzari &

Georghiou 1995).

1.3 Resisténcia a inseticidas

O desenvolvimento da resisténcia a pesticidas geralmente é considerado um
dos principais problemas no controle de insetos praga. O primeiro registro data de
1908 por Melander (1914), que observou um inesperado grau de sobrevivéncia de
Quadraspidiotus perniciosus Comstock (Hemiptera: Diaspidae), depois de tratado
com Oxido de enxdfre (lime sulfur) em Clarkston (Valley of Washington). Para
mosquitos, comegou a ser detectada em 1947 ao DDT [1,1,1-tricholoro-di-(4-
chlorophenyl) ethane] em individuos de Aedes taeniorhynchus Wiedemann, 1821 e
Aedes sollicitans Walkers, 1856 (Diptera : Culicidae) na Flérida, Estados Unidos

(Brown 1986).

1.3.1. Definigao

Resisténcia a pesticidas € o desenvolvimento de uma habilidade em uma
populagcado de individuos a tolerar doses téxicas, que podem ser letais a individuos
da mesma espécie, considerando-se distinta da susceptibilidade natural mostrada
por individuos da mesma espécie devido a fatores diferentes aos componentes
quimicos do pesticida (Stenersen 2004).

A resisténcia cruzada é um fendmeno pelo qual uma populacio de individuos
torna-se tolerante a dois ou mais pesticidas como resultado da selecdo de um Unico
principio ativo do produto. Em quanto que a mdltipla é induzida rapidamente em

algumas espécies por simultdneas ou sucessivas exposigdes a dois ou mais
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pesticidas; diferente da cruzada é conferida por varios principios ativos que possam

estar incluidos no produto (Stenersen 2004).

1.3.2 Mecanismos que conferem a resisténcia

Pode-se classificar em resisténcia por alteragdo comportamental, quando o
individuo ndo entra em contacto ou evita o inseticida; reducdo a penetracéo, neste
caso a composigao do exoesqueleto é modificada a um grau que inibe a penetragao
do pesticida; sitio — alvo, o lugar de agdo do pesticida se modifica, reduzindo a
sensibilidade ao ingrediente ativo do pesticida; resisténcia metabdlica, a via
metabdlica do inseto € modificada detoxificando por meio de enzimas a agédo do
pesticida ou impedindo a metabolizagcdo do composto em sua forma toxica. Nos
insetos, os mecanismos mais importantes que atuam neste processo, séo o sitio alvo
e a resisténcia metabdlica. A resisténcia fisiolégica pode ser caracterizada como o
resultado de uma interagcao destes fatores e inclui reduzida penetragao, retengéo e

excrecao do ingrediente ativo do inseticida (Bisset 2002).

1.3.3 Resisténcia como uma caracteristica inerente da evolugao

Esta estabelecido que a evolugao da resisténcia em diferentes velocidades
depende das caracteristicas biologicas das espécies envolvidas. Isto € uma
consequéncia das diferengas morfolégicas e adaptacdo ao ambiente conferida pelo
cbédigo genético dos individuos. Um inseto como a mosca das frutas tem 13.601
genes, e em cada um pode apresentar centenas de alelos. Novos alelos podem se
formar por mutagbes e os genes podem também se duplicar, aumentando o “pool”
genético da espécie. Muitos destes alelos séo raros, porém se ocorrer alteragdo das

condigdes normais, e estas se tornaram favoraveis a sobrevivéncia e reprodugéo,
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podem em poucas geragcdes aumentar a frequéncia da populagcdo. No caso da
familia de enzimas, as CYP, frequentemente referidas como as cito- cromo P450
atuam numa diversidade de fungdes oxidativas envolvidas na resisténcia, tém a
capacidade de catalisar oxidando e detoxificando uma ampla variedade de
substancias. A mosca das frutas, por exemplo, tém incorporado no genoma 90
genes que codificam este tipo de enzimas. Justamente, um alelo, considerado como
raro, pode replicar um aminoacido que produz uma enzima que é ativa na
degradagcdo de um inseticida especifico, exemplo a piretroides e carbamatos,

originando a resisténcia (Stenersen 2004).

1.3.4 Fatores que contribuem com a selegao de resisténcia a inseticidas

Como foi exposto anteriormente, o aparecimento da resisténcia a inseticidas é
um processo inerente da protecdo das populagdes a um agente téxico. No entanto,
existem fatores que pressionam o aparecimento deste fendmeno em diferentes
intensidades. Estes fatores estdo agrupados em trés categorias que fazem
referéncia a resisténcia genética, bioldgica-ecoldgica e por controles operacionais
(Tabela 1). Dentre estes fatores, apenas os operacionais podem ser controlados
pelo homem, no sentido de obter diminuigdo no aparecimento da resisténcia

(aplicagao de pesticidas)(Georghiou & Taylor 1986).
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Tabela I: Fatores que influenciam surgimento da resisténcia a inseticidas (Georghiou

& Taylor 1986).

l. Genéticos

Il. Biolégicos-ecolégicos

lll. Operacional

a

b

o

—h

1

e

=

. freqliéncia de alelos R (resistentes)

. Numero dos alelos R

. Dominéncia dos alelos R

. Penetracéao, expressividade e interagbes dos alelos R

. Resisténcia conferida por outros inseticidas
Boa introdu¢do ao genoma da resisténcia

. Biéticos

. Multiplas geragdes em periodos curtos

. Individuos por geracao

. Monogamia, poligamia e partenogéneses

. Comportamento-ecologia

. Isolamento, mobilidade e migracao

. monofagia, polifagia

. sobrevivéncia acidental e reflagio

. O produto quimico

. Caracteristicas do pesticida

. Relagdo com o produto utilizado anteriormente

. Efeito residual do inseticida e formulagao

. A aplicagao

. Limiar da aplicagao

. Selegao do limiar do inseticida

. foco da aplicagao (larva ou adulto)

. Modo da aplicagéo

. Tempo selecionado para a aplicagao

Produto alternativo
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1.4. O problema da dengue no estado do Parana

A regido Sul, que historicamente apresentou apenas 1,2% dos casos do total
do Brasil; em 2007 (periodo, janeiro-julho) atingiu o patamar de 10,2% (SVS/MS
2007). Este aumento é realmente significante, e € importante destacar varios
elementos. Primeiro, que as dimensdes continentais do pais ndo sdao um parametro
equitativo para ter uma idéia desta problematica no Estado do Parana. E segundo,
paises de fronteira com o Parand que possuem extensdes geograficas maiores,
como Argentina e Paraguai, apresentam um numero menor ou equivalente de casos.
Isto pode ser comprovado fazendo a somatéria dos casos apresentados nas paginas
da Organizagao Pan-Americana da Saude e da Secretaria do Estado da Saude do
Parana.

Por outro lado, é necessario destacar que estudos epidemioldgicos da dengue
no Estado do Parana s&o necessarios, porém inexistentes, sendo esta a principal
motivagao para elaborar esta tese. Os dados disponiveis pela Secretaria do Estado
da Saude do Parana sdo uma fonte de dados que podem ser muito mais explorados
quanto a datas e numero de casos autéctones e importados. Outras analises podem
informar aspectos chave para entender o porqué, dos surtos da dengue, como 0s
que se tém apresentado em alguns dos anos, principalmente no periodo 2002-2003
e 2006-2007. Por esta razao, se justifica a realizagdo de um trabalho inicial que
explore os componentes histéricos de casos da dengue, no sentido de organizar a
informacao de forma que se apresente um panorama do passado e as perspectivas
para o futuro. Dentro deste enfoque, tém-se algumas questdes a pesquisar,
necessarias para estabelecer as bases informativas que sirvam para compreender o

perfil epidemiolégico da dengue no Parana.
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Hipoéteses: a) Os casos da dengue no periodo 1995-2007 do Estado
do Parana, referente aos municipios com maior incidéncia, estao, aparentemente
relacionados, com as areas de fronteira nacional (Sao Paulo e Mato Grosso do Sul)
e internacional (Paraguai e Argentina). Justificativa: a caracterizagéo da distribuigéo
geografica de localidades onde se encontram municipios criticos de alta incidéncia
da dengue podem indicar padrbes de dispersdo da doenga, auxiliando nos planos de
combate ao vetor. Uma analise cruzada entre os componentes histéricos de casos
da dengue entre areas de fronteira (exemplo, areas que circundam os municipios,
nacionais ou internacionais) junto com monitoramento da susceptibilidade, podem
também trazer informacgdes uteis, principalmente na diregdo onde o fluxo da dengue
€ mais abundante em relagdo ao numero de casos e incidéncia da doenca.

b) As populagdes de Aedes aegypti distribuidas pelo Estado do Parana
apresentam modificagdes de susceptibilidade que indicam que ha um processo de
resisténcia atuando. Justificativa: as evidéncias de resisténcia apresentadas para
outros estados do Brasil indicam a necessidade de monitorar permanentemente este
fendbmeno, devido a existéncia da possibilidade de dispersao, sendo que a
determinagao do perfil de susceptibilidade ao temefés das populagdes do A. aegypti
paranaenses, € necessaria.

c) A dindmica de oviposicdo em relagdo a A. aegypti e A. albopictus em
campo € similar em municipios com diferentes registros de dengue. Justificativa:
pelo fato de o método para coletar o material para os testes de susceptibilidade, ser
com armadilhas de oviposi¢ao (ovitrampas), algumas informagdes seréo exploradas
com este material, como a presencga ou auséncia de individuos de A. albopictus e/ou
A. aegypti, coexisténcia destas espécies, abundancia, distribuicdo espacial e

proporgado sexual, que devem ser analisadas, para determinar se ha um padrao de
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similaridade entre municipios. O potencial de informag¢des que as armadilhas de
oviposicdo podem apresentar ndo € bem explorado, dados sobre a ecologia e forma
de colonizagdao interespecifica podem servir como base para adequar o
monitoramento destas espécies em campo. Um relacionamento com todos os
aspectos propostos na tese pode auxiliar na explicagao real do papel do temefds no

controle da dengue.

1.5 Objetivos para responder as hipoteses

Para responder a hipotese (a) tem-se como objetivo geral: determinar se ha
um padrao de dispersdo dos casos da dengue no Estado de Parana. Objetivos
especificos; revisar os ultimos acontecimentos relacionados a transmissao de
dengue no Estado do Paranad, incluindo uma analise da ocorréncia, dispersao dos
casos da dengue no Estado entre 1995 e 2007; e avaliar a relagdo destes casos
entre areas de fronteira nacional e internacional.

Para responder a hipotese (b) tem-se como objetivo geral: determinar se ha
um perfil de susceptibilidade ao temefds distribuido no Estado. Objetivos
especificos; avaliar a susceptibilidade de larvas de terceiro instar final e quarto
inicial de Aedes aegypti ao inseticida temefds, estimando as CLsg e Clgs, RRsp €
RRgs em populagdes coletadas em Curitiba, Paranagua, Foz do Iguagu, Cascavel,
Paranavai, Maringa, Ibipora, Cambé, Londrina, Santa Mariana, Jacarezinho e
Guaira; e determinar, através da atividade de oviposicdo na estacido de inverno, se
ha diminuicao nos indices de infestagcao de Aedes spp. que possam ser relacionados
com o status susceptibilidade ao inseticida.

Para responder a hipétese (c) tem-se como objetivo geral: determinar se nas

armadilhas de oviposicao utilizadas para coleta de ovos ocorre, além de A. aegypti,
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ou A. albopictus, como também ter informacgéo ecoldgica que possa determinar a
presenca concomitante destas espécies. Os objetivos especificos: determinar a
presenca de A. aegypti e A. albopictus nos municipios de Jacarezinho, Maringa,
Paranavai, Cambé e Ibipora; e analisar abundancia entre as espécies, coexisténcia,
eclosdo, agregacgao dos ovos e relagao entre sexos.

No contexto global da tese, tem-se, finalmente, como objetivo, simular um
modelo matematico da dinamica da doenga e do vetor, que inclua perda de
susceptibilidade a inseticidas, cobertura das aplicagées do inseticida e habitos de
controle cultural da populacdo como remog¢éo de criadouros do mosquito, no sentido
de observar as melhores estratégias para diminuir e prevenir a dengue.

Como a tese integra varias questdes, e na tentativa de responder da melhor
maneira as perguntas, os objetivos gerais que respondem as hipoteses foram
divididos em capitulos da seguinte forma:

Capitulo I. “Estudo epidemioldégico da dengue no Estado do Parana: relagao
com as areas de fronteira nacional e internacional periodo 1995-2007”. Neste
capitulo, se apresentam processados os dados de ocorréncia da dengue no periodo
de 1995 a 2007, disponibilizados pela Secretaria Estadual da Saude do Estado do
Parana; foi determinado o padrdo de dispersao dos casos da dengue e a relagao
com as areas de fronteira nacional e internacional.

Capitulo Il. “Avaliacédo da resisténcia das populagdes de Aedes (Stegomyia)
aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera : Culicidae) ao inseticida organofosforado temefés
e dindmica de oviposi¢ao de Aedes spp. nas diferentes estacbes do ano, no Estado
do Parana, Brasil”. Neste capitulo, determinou-se o perfil de susceptibilidade das

populagdes do vetor da dengue em relagdo ao inseticida temefés e se levantou a
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possibilidade de que a baixa resisténcia estaria ligada a redugcido de aplicacdes de
temefds, como consequiéncia da sazonalidade do vetor.

Capitulo Ill. “Abundéancia e agregacdo de ovos de Aedes aegypti e Aedes
albopictus (Diptera: Culicidae) em municipios da Regiao Norte e Noroeste do Estado
do Parana, Brasil”. Este capitulo foi utilizado para determinar a presenca do vetor e a
dindmica de oviposigao de Aedes em armadilhas instaladas em condi¢des campo.

Capitulo IV. “Modelo de transmissdo da dengue: tratamento integrado do
vetor Aedes aegypti considerando resisténcia quimica a inseticidas.” Este capitulo
tenta mostrar, por meio de um modelo matematico, a relacdo da epidemia da dengue
com a utilizacdo de inseticidas e também, a importancia do controle integrado do
vetor. O objetivo principal deste capitulo foi reunir a informagcédo obtida nos
capitulos I, Il e Ill no sentido de levantar possiveis diretrizes a serem tomadas no

controle do vetor no Parana.
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2. CAPITULO |

Estudo epidemiolégico da dengue no Estado do Parana: relagdo com as areas

de fronteira nacional e internacional periodo 1995-2007

Capitulo I. Para ser submetido na revista Cadernos de Saude Publica.
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2.1. ABSTRACT

Epidemiologic study of dengue in the state of Parana: relationship between national and
international border areas in the period 1995-2007.The spatial and temporal distribution of
dengue in the State of Parana was analyzed from 1995 to 2007. Data of occurrence of
autochthonous and allochthonous dengue cases in Parana, provided by the Parana State
Health Department, were georeferenced considering the year as time unit and the
municipality as space unity. The maps’ analysis allowed the recognition of areas with higher
dengue incidence and the direction of dispersion within the State. It is outstanding the
occurrence of three epidemical waves with peaks in 1995/96, 2002/03 and 2006/07.
Regarding the geographical distribution, the metropolitan regions of Londrina and Maringa
and the city of Foz do Iguagu, large urban centers, present a high number of dengue cases.
These are not the municipalities with the highest incidence levels; nevertheless, they may act
as dissemination poles. Considering the division of the State into mesoregions, it is possible
to recognize one area for dengue’s occurrence, according to the number of cases. The area
that comprises the West, Mid-west, Northwest, Mid-north and the so-called “Pioneer North”
mesoregions contributed with 98.47% of the total number of cases and with 99.98% of solely
the autochthonous ones. These mesoregions present hot and humid climate, favoring the
development of the vector Aedes aegypti. The occurrence of epidemic waves and the
continuous cases of dengue are an indication of endemization of the disease in the State.
Herewith, it is strategically vital to keep the entomological vigilance constant in areas of
higher dengue incidence, as well as other areas with similar features, observing that the

control of the vector A. aegypti is the main element for the disease control.

Key words. Epidemiology, dengue, spatial distribution, Aedes aegypti.
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2.2. RESUMO

Estudo epidemiolégico da dengue no Estado do Parana: relagdo com as areas de fronteira
nacional e internacional periodo 1995-2007. Foi analisada a distribuicdo espacial e temporal
da dengue no Estado do Parana, entre 1995 e 2007. Dados de ocorréncia dos casos
autoctones e importados da dengue em cada municipio paranaense, disponibilizados pela
Secretaria Estadual de Saude do Parana, foram georreferenciados considerando o ano
como unidade de tempo e o municipio como unidade de espago. A analise dos mapas
permitiu reconhecer areas com maior incidéncia da virose e a direcao da dispersdo no
Estado. E notavel a ocorréncia de trés ondas epidémicas, com picos nos biénios 1995/96,
2002/03 e 2006/07. Com relagao a distribuigdo geografica, destacam-se as Regides
Metropolitanas de Londrina e Maringa e a cidade de Foz do lguagu, grandes centros
urbanos e com grande numero de casos da virose. No entanto, mesmo ndo sendo os
municipios de maior incidéncia, podem atuar como pdlos de disseminagcdo da doenca.
Considerando a divisdo do Estado em mesorregides, € possivel reconhecer uma grande
area para a ocorréncia da dengue, de acordo com o numero de casos. A area formada pelas
mesorregides Oeste, Centro-Oeste, Noroeste, Norte-Central e Norte Pioneiro contribuiram
com 98,47% do total de casos e 99,98% dos casos autdctones. Essas mesorregides
possuem clima quente e umido, favorecendo o desenvolvimento do vetor Aedes aegypti. A
ocorréncia de ondas epidémicas e presenga permanente de casos da dengue é um indicio
de endemizagédo da doenga no Estado. Com isto, € estratégica a vigilancia entomologica
constante nas areas com maior incidéncia da dengue, assim como as areas com
caracteristicas préximas, visto que o controle do vetor A. aegypti € o principal elo a ser

rompido para controle futuro da doenca.

Palavras-chave. Epidemiologia, dengue, distribuicdo espacial, Aedes aegypti.
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2.3. INTRODUGAO

A ocorréncia do arbovirus da dengue vem sendo registrada de forma
ininterrupta no Brasil desde o ano de 1986, quando uma grande epidemia atingiu a
regido metropolitana do Rio de Janeiro (Nogueira et al. 1990). Desde entao, a virose
se espalhou pelos grandes centros urbanos de todas as regides brasileiras,
transformando-se no principal problema de saude publica no Brasil nas ultimas duas
décadas.

O crescimento da doenga no pais esta diretamente relacionado ao aumento
na distribuicdo, tanto do virus da dengue como do vetor Aedes (Stegomyia) aegypti
Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae). Dos quatro sorotipos existentes, DEN-1, DEN-2,
DEN-3 e DEN-4, apenas o ultimo ainda nao circula no Brasil (Camara et al. 2007). O
DEN-1 foi introduzido no pais no ano 1986; o DEN-2 em 1990 (Nogueira et al. 1990,
Nogueira et al. 1999), e o DEN-3 em 2001 (Nogueira et al. 2001), todos no Estado
do Rio de Janeiro. No ano de 2004, os trés sorotipos estavam co-circulando em 22
dos 27 Estados brasileiros (Siqueira et al. 2005), e desde 1998 o vetor da dengue
esta presente em todos os estados do pais (FUNASA 2001, 2002).

Trabalhos recentes mostram o notavel crescimento no numero de casos da
dengue e de Estados atingidos pela virose, especialmente a partir dos anos de 1994
e 1995, quando as epidemias passaram a ocorrer em intervalos menores de tempo e
com intensidade maior, atingindo um numero maior de municipios e de Estados
(FUNASA 2002, SVS 2004, Texeira 2002).

O Parana teve seus primeiros casos autoctones da dengue registrados em
1995. Desde entdo a ocorréncia de epidemias anuais se tornou comum no Estado,

embora o numero de casos seja menor quando comparada com o restante do
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territorio brasileiro (Camara et al. 2007). Na tentativa de conhecer melhor as raizes
deste fendbmeno, algumas questdes podem ser levantadas para entender a origem
do aumento no numero de casos e prever a magnitude de novas epidemias.

Dentro desta perspectiva, temos por objetivos ordenar cronologicamente as
informacoes existentes em relagdo a esta doenga no Estado, no periodo 1995 a
2007, que permitam determinar se ha alguma influéncia indireta com as areas de
fronteira nacional (Sao Paulo e Mato Grosso) e internacional (Argentina e Paraguai),

que historicamente apresentam um numero crescente de casos.

2.4. MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O Estado do Parana localiza-se na regiao Sul do Brasil, entre as latitudes de
22° 29’ 30” e 26° 42’ 59”. Possui um territério de 200.000 km?, limitando-se ao norte
com o Estado de S&o Paulo, ao leste com o Océano Atlantico, ao sul com o Estado
de Santa Catarina e a oeste com Mato Grosso do Sul, Paraguai e Argentina (Maack
2002). O Parana esta administrativamente dividido em 399 municipios, que, por sua
vez, estdo agrupados em 10 mesorregides distintas, de acordo com caracteristicas
geograficas e climaticas especificas. A populagéo total do Estado no ano de 2005
era de 10 155 274 habitantes (IBGE 2006).
Levantamento dos dados epidemiolégicos

O presente estudo avaliou a ocorréncia dos casos da dengue no estado do
Parana entre os anos de 1995 e 2007. Foram utilizados dados referentes ao numero
total de casos de dengue registrados pela Secretaria de Saude do Estado do Parana

(SESA/PR), divididos em casos autdctones e casos importados. Para a analise da
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distribuicdo temporal e espacial dos casos utilizou-se o ano como unidade de tempo
€ 0 municipio como unidade geografica. Os dados diferenciados por municipios dos
anos 2006 e 2007 nao foram ainda disponibilizados pelo Ministério da Saude,
apenas ¢ informada a somatéria dos dados totais do Estado do Parana.

Para verificar a relagao entre areas de fronteira nacional e internacional foram
utilizados dados totais de casos confirmados da dengue no periodo de 1995 - 2007
do Ministério da Saude (2006), para Sao Paulo e Mato Grosso e da Organizagao

Pan-Americana da Saude (2007), para Argentina e Paraguai.

Geoprocessamento dos dados da dengue no Parana

Todos o0s casos e registros de populagbes resistentes foram
georreferenciados com o uso do software ArcView GIS 3.2a (1999), produzindo
mapas com a distribuicdo espacial da virose no Estado de 1995 a 2005. A analise
dos mapas permitiu visualizar areas de circulagao da virose e o sentido direcional da
disperséo dos casos no Estado. Foi realizada também uma analise de correlagéo de
Pearson (r), relacionando o numero de casos totais do Brasil, Mato Grosso, Sao
Paulo, Argentina e Paraguai, com o intuito de observar qual area de fronteira

apresentava maior relagéo entre o numero de casos com o Estado do Parana.

2.5. RESULTADOS

Foram registrados 73 159 casos da dengue no Estado do Parana entre 1995
e 2007, desses, 71 610 casos foram autéctones (97,8%) e 1.549 casos importados
(2,1%). O numero total de casos no Brasil no mesmo periodo de tempo foi
4.060.616, sendo que a porcentagem que corresponde ao Parana € de apenas

1,8%. Detectou-se uma correlagcao positiva, ndo significativa (r = 0.26, p = 0.32),
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entre a incidéncia do Parana, quando comparados com os da incidéncia do Brasil
(Figura 1). Com isto se presume que ha outros fatores externos ao estado que estao
contribuindo no aumento dos casos da dengue. Também € observada na taxa de
incremento anual (lA), onde, o Parana apresenta taxas superiores de aumento em
relagdo ao Brasil (Tabela I).

Dos 399 municipios paranaenses, 236 (59,15%) notificaram um ou mais
casos da dengue no periodo estudado, sendo que em 139 deles (34,84%) foram
confirmadas ocorréncias autoctones. A evolugédo temporal da virose indica que em
todos os anos ocorre um numero expressivo de casos autoctones em relagdo ao
total de ocorréncias (Figura 2). A mesma figura mostra que o numero de municipios
afetados flutua proporcionalmente em relagdo ao numero de casos. Indicamos como
excegdo o ano de 2003, onde apenas a cidade de Londrina contribuiu com mais de

64% do total de casos.
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Tabela I: Total de casos da dengue no periodo 1995 a 2007 no Brasil e no Estado do
Parana (Adaptado da Secretaria de Vigilancia em Saude de Ministério da Saude

(SVSMS)).
Anos Brasil TaxalA Incidéncia Parana Taxa IA Incidéncia
Casos Brasil X Casos Parana X
totais 10 000 totais 10 000
1995 112887 - 6,0 1861 - 0,2
1996 106818 0,9 5,7 3195 1,7 3,1
1997 254074 2,3 13,5 13 0,004 0,0
1998 535283 21 28,5 583 44,8 0,6
1999 204201 0,38 10,9 309 0,5 0,3
2000 231412 1,1 12,3 1851 59 1,8
2001 412388 1,7 21,9 1288 0,6 1,3
2002 778037 1,8 41,4 5149 3,9 5,1
2003 323894 0,4 17,2 9025 1,7 8,9
2004 112962 0,3 6,0 86 0,009 0,1
2005 203789 1,8 10,8 912 10,6 0,9
2006 345922 1,6 18,4 5196 6,9 5,1
2007~ 438949 1,2 23,3 43691 8,4 43,0
Total 4.060.616 215,9 73.159 70,4

*Dados periodo Janeiro a Junho de 2007. Taxa de incremento anual (IA)= ano anterior/proximo

ano.
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Durante o periodo analisado, ocorreram trés ondas epidémicas no Estado do
Parana com picos de incidéncia nos biénios 1995-96, 2002-03 e 2006-07 (Figuras 1
e 2). O primeiro deve estar relacionado ao inicio das epidemias no Estado, onde a
populagdo ainda ndo havia sido exposta ao virus. O segundo pico de incidéncia esta
associado a grande epidemia de dengue que atingiu todo o pais em 2002, com a
entrada do DEN-2 no Brasil. Esse sorotipo atingiu o Estado do Parana apenas em
2003, causando a segunda maior epidemia da historia do Estado, com os quatro
primeiros casos de febre de dengue hemorragica (FHD), dois deles evoluindo para a
morte. Para a terceira onda é dificil atribuir uma explicagdo, no entanto pode-se
inferir através da co-circulagao dos sorotipos do virus da dengue DEN1, DEN2 e
DEN3 que a populagao pode estar imune alguma das variagées do virus, tendo,
imunidade apenas para um soro tipo. Ou que simplesmente o vetor esta mais
amplamente em contacto com o hospedeiro do que em anos anteriores (SVSMS
2007).

Na teoria, pessoas expostas a um sorotipo ndo se infectam novamente com o
mesmo, a ndo ser que sejam infectadas com um sorotipo distinto (Gubler 1998).
Insinuando que pessoas n&o imunes ou susceptiveis estdo sendo infectadas em
novos lugares, isto claramente deve estar relacionado a um aumento da dispersao
do vetor a novas areas nao determinadas como de alto risco e com populacdo nao
imune ao sorotipo circulante. No municipio de Ubiratd sem histérico de casos da
dengue, por exemplo, dos 750 casos reportados foram confirmados 535 casos e
igualmente em Santa Helena com 428 casos notificados e 221 confirmados,

correspondente a margo de 2007.
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Figura 1. Incidéncia da dengue no Brasil e no Estado do Parana entre o periodo de
1995 a 2007. Os dados de 2007 sao apenas do periodo janeiro a julho (Adaptado da
Secretaria de Vigilancia em Saude de Ministério da Saude (SVSMS)).
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Figura 2. Numero de casos autdctones e importados, numero de municipios com
registro de casos autéctones e importados da dengue no Estado do Parana no
periodo de 1995 a 2005 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do
Parana (SESA/PR)).

A andlise espacial dos casos mostra disseminagdo da dengue pelo Estado,
mesmo que a maioria das cidades tenha apresentado um numero inferior a 10 casos
(Figura 3a). Considerando apenas os municipios com maior incidéncia (Figura 3b),
pode-se observar um padrdo diferente, sendo que estes municipios ndo sao os
principais poélos turisticos ou econémicos.

Os municipios de Londrina, Maringa e Foz do Iguagu contribuiram no total
com 40% de casos no periodo 1995-2007 e com 36,38% dos casos no periodo 2006

e 2007 (Tabela Il). Esse quadro permite indicar a tendéncia de trés localidades de

grande ocorréncia da dengue no Estado do Parana.
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Figura 3. a) Distribuicdo do total de casos da dengue no Estado do Parana entre
1995 e 2005; b) Os dez municipios com maior incidéncia da dengue no Estado do
Parana, entre 1995 e 2005 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado
do Parana (SESA/PR)).
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A primeira localidade é formada pela cidade de Londrina, acrescido pelas
cidades de Cambé e Ibipora, pertencentes a Regido Metropolitana de Londrina
(RML) e pela cidade de Urai, localizada préxima a RML. Londrina é a cidade que
teve o maior numero de notificagdes no periodo de 1995-2007, especialmente no
que concerne os casos autdoctones. A cidade merece destaque também por ter
notificado os primeiros casos de Febre Hemorragica da Dengue (FHD) no Estado,
em 2003. Nesse ano, foi registrada no municipio a segunda maior epidemia de
dengue da histéria do Parana, com 5.846 casos confirmados, 82% do total de
registros no municipio desde 1995. No entanto, esse panorama mudou em 2007,
sendo que Maringa foi a cidade com maior contribuicéo (8.166 casos).

O municipio de Maringa aparece como a segunda localidade de maior nimero
de casos, acrescido pela cidade de Sarandi, pertencente a Regiao Metropolitana de
Maringa (RMM). A maior epidemia da dengue registrada no municipio foi também a
primeira no Estado, em 1995. Em 2002, no entanto, um novo grande surto voltou a
ocorrer no municipio.

Finalmente, a terceira localidade de grande incidéncia de dengue no Estado é
formada pelo municipio de Foz do Iguagu. Destaca-se por um padrao distinto de
ocorréncia da virose. Em um pequeno intervalo de tempo, entre 1998 e 2002,
ocorreram trés ondas epidémicas, separadas uma da outra por apenas um ano.

E importante complementar que outros municipios com menor populacéo,
porém com alta incidéncia como os apresentados na Tabela Ill, devem tomar-se com
cuidado especial, pois estes podem influenciar os surtos epidémicos dos grandes
nucleos do estado como conseqliéncia de que em estes as atividades de controle
talvez sejam menores que lugares considerados como poélos turisticos ou de

interesse comercial.
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Observou-se que a dispersao dos casos 1995-2007 em relagédo a incidéncia
da dengue entre areas de fronteira no Estado do Parana correlacionou-se
positivamente na seguinte ordem: com Mato Grosso (r = 0.96, p = 0.000), Paraguai (r
=0.71, p = 0.006), Séo Paulo (r = 0.6, p = 0.02) e negativamente com Argentina (r =
- 0.15, p = 0.61) (Figura 4). As correlagbes indicam que o numero de casos no
Estado pode ser influenciado pelas areas de fronteira nacional com MS, SP e
internacional com Paraguai. Dentro deste contexto, observa-se que o Mato Grosso
do Sul tem o historico de mais alta incidéncia quando comparado com S&o Paulo,
Paraguai e Argentina (Tabela IV).

A presenca do Anel de Integracao Rodoviario do Parana possibilita uma
interconexao entre as principais areas epidémicas dentro do Estado e os principais
centros regionais, nacionais e internacionais, que pode contribuir com a distribuicdo
da dengue a varios lugares. Como a BR 277 que corta todo estado desde a regiao
litoranea até Foz do Iguacgu, a BR 376, que liga a Regidao Metropolitana de Curitiba a
Regiao Metropolitana de Londrina e Maringa e a BR 369 ligando o municipio de Foz

do Iguacu até a regido Norte Central do Estado do Parana (Figura 5).
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Figura 4. Distancia de correlagdo da dengue nas areas de fronteira do Parana, entre
o periodo de 1995 a 2007 (Adaptado dos dados da Secretaria de Vigilancia em
Saude de Ministério da Saude (SVSMS) e da Organizagdo Pan-Americana da Saude
(OPAS)).

Tabela Il. As trés cidades com maior numero de casos da dengue no Estado do
Parand, no periodo de 1995 a 2007 (Adaptado da Secretaria de Vigilancia em Saude
de Ministério da Saude (SVSMS)).

Municipios Incidéncia Totalde % do Total % %
X Casos periodo 2007 2006
10.000 1995-2007* *
Londrina 227 11258 15 7 21
Maringa 315 10248 14 19
Foz do 282 8727 11.9 10 17
Iguagu

* Dados periodo janeiro a junho 2007
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Tabela Ill. As dez cidades com maior incidéncia de casos de dengue no Estado do
Parana, no periodo de 1995 a 2005 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do
Estado do Parana (SESA/PR)).

Municipio Incidéncia Total de Casos
10.)(()00
Ivatuba 761 229
Urai 665 720
Santa Fé 377 339
Atalaia 353 139
Bom Sucesso 350 108
Diamante do Norte 282 141
Sao Joao do Ivai 246 262
Floresta 228 127
Londrina 143 7111

Ibipora 135 641
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Figura 5. Principais rodovias e casos da dengue no Estado do Parand, Brasil entre o
periodo 1995 a 2005 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do

Parana (SESA/PR)).
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Tabela IV. Incidéncia da dengue por cada 10000 habitantes nos Estados de Sao
Paulo, Mato Grosso do Sul, Parana e nos paises Paraguai e Argentina, entre o
periodo de 1995 a 2007 (Adaptado da Secretaria de Vigilancia em Saude de
Ministério da Saude (SVSMS)).

Ano Sao Mato Grosso Paraguai Argentina
Paulo do Sul
1995 1,5 18,2 0,0 0,0
1996 1,7 12,0 0,0 0,0
1997 0,5 17,8 0,0 0,0
1998 2,6 9,2 0,0 0,3
1999 3,7 29,3 1,8 0,0
2000 0,9 244 38,3 0,6
2001 12,6 39,0 0,1 0,0
2002 9,5 69,2 2,9 0,1
2003 5,0 25,9 0,2 0,0
2004 0,7 6,6 0,3 1,1
2005 1,4 8,4 0,6 0,0
2006 13,1 56,4 6,7 0,1
2007~ 14,5 257,5 44,3 0,1
Total 67,7 573,9 95,2 2.2

* Dados periodo Janeiro a Junho 2007

As caracteristicas climaticas do Estado também contribuem com o padréao
epidemioldgico observado. Duas classificagdes climaticas podem ser delimitadas de
acordo com o sistema de classificagdo de Koppen, baseado na vegetagéo,
temperatura e pluviosidade: o Cfa, que € um clima subtropical, com verdes quentes,

temperatura média no més mais quente acima dos 22°C, geadas pouco frequientes e
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tendéncia de concentragao das chuvas nos meses de verao e o Cfb, que € um clima
temperado, com temperatura média no més mais quente abaixo dos 22°C, com
verdes mais frescos (IAPAR 2002) (Figura 6b).

A primeira grande area (clima subtropical) seria mais propicia ao
desenvolvimento do mosquito, e uma comparagdo das Figuras 6a e 6b revelam
relacdo entre as areas ocupadas pelo mosquito e o clima, como caracterizado na
Figura 6c. Assim é explicado o porqué da dispersao no periodo 1995 até 2005,
restrita nessa grande area (Figura 7 a 10). Na analise de disperséo, observa-se uma
particularidade nas ondas epidémicas, como exemplos: na Figura 7, periodo 1995-
1997, apds um surto epidémico, a distribuicdo dos casos dispersam-se amplamente
e logo se retrai significativamente. Logo, inicia o mesmo padrao de alta distribuicao
nao necessariamente acompanhada de um numero alto de casos (Figura 8), até
atingir uma significante distribuicdo de municipios e numero de casos (Figura 9),
seguidas de uma reducéo (Figura 10). Isto pode ser explicado apenas com hipétese
de duas formas, um recesso pela intensificagao das atividades de controle no surto
epidémico e a imunizagdo da populagcdo alcangcada em altas densidades nos

hospedeiros (humanos) pelo menos ao sorotipo circulante no surto.
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Figura 6. a) Municipios infestados pelo Aedes aegypti por cinco anos ou mais (em
escuro), no periodo de 1995 a 2005 (SESA/PR); b) Classificagao climatica do Estado
do Parand, segundo Kdéppen, onde Cfa- clima subtropical, com verdes quentes e
com chuvas abundantes; e Cfb - clima temperado, com verdes mais frescos
(Adaptado de IAPAR 2000); c) Distribuicdo dos casos autoctones e importados por
area.
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Figura 7. Dispersédo dos casos autoctones da dengue no Estado do Parana, Brasil,
periodo de 1995 — 1997 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do

Parana (SESA/PR)).
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Figura 8. Dispersédo dos casos autoctones da dengue no Estado do Parana, Brasil,
periodo de 1999- 2000 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do

Parana (SESA/PR)).
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Figura 9. Dispersédo dos casos autoctones da dengue no Estado do Parana, Brasil,
periodo de 2001- 2003 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do

Parana (SESA/PR)).
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Figura 10. Dispersao dos casos autoctones da dengue no Estado do Parana, Brasil,
periodo de 2004-2005 (Adaptado dos dados da Secretaria de Saude do Estado do

Parana (SESA/PR)).



59

2.6. DISCUSSAO

A anadlise histérica da dengue no Estado do Parana mostra grande
variabilidade na ocorréncia dos casos, tanto temporal quanto espacialmente. A
ocorréncia da dengue em ondas epidémicas (oscilagbes dos casos da dengue) é
fato bem conhecido em diversas outras regides afetadas pela virose e pode
caracterizar a endemizacdo da mesma (Mondini et al. 2005), com eventuais
explosdes epidémicas localizadas nas areas de distribuicao do vetor.

A distribuicdo geografica da dengue no Estado permite inferir existéncia de
pontos de concentragao dos casos que merecem atengao diferenciada por parte dos
orgaos de vigilancia. Principalmente, nos municipios com populagdo pequena que
circundam estes nucleos, onde a incidéncia € alta. As cidades de Londrina, Maringa
e Foz do Iguagu, sédo localidades que ja apresentaram epidemias no periodo
considerado e que tém grande relevancia em suas caracteristicas de micro e
mesorregides, podendo atuar como polos para disseminagéo do virus da doenca.
Estas localidades possuem em comum o fato de serem centros urbanos com
grandes densidades populacionais, Londrina € a segunda maior cidade do Parana,
com 450000 habitantes, 97% vivendo na zona urbana; Maringa € o terceiro maior
municipio do Estado, com cerca de 290 000 habitantes, mais de 98% na zona
urbana; e Foz do Iguagu é a quinta maior cidade do Parana, com cerca de 260 000
habitantes, mais de 99% ocupando a zona urbana (IBGE 2006). No entanto, pode-se
afirmar que em Curitiba ndo houve relacdo entre alta densidade urbana e casos da
dengue mesmo sendo o municipio mais populoso do Estado, apenas apresentando
253 casos da dengue, no intervalo de tempo estudado e apenas dois casos

autoctones em 2002 (SESA/PR).
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Existem, portanto, outros fatores, além do tamanho da populagdo, que
determinam a distribuicdo da dengue no Parana. Neste caso, pode-se afirmar que a
caracteristica sazonal desta area Sul do Estado tém funcionado, até agora, como
uma barreira climatica. Sendo que a intensidade do inverno nao permite a presenca
continua e uniforme do vetor como nas outras regides do norte do estado (Capitulo
I, flutuagéo da oviposigao).

Na regido Norte, onde estdo inseridas as mesorregides Oeste, Centro-oeste,
Noroeste, Norte-central e Norte pioneiro, a situacao é outra. Nesta area é improvavel
que novas epidemias sejam evitadas nos proximos anos devido as condi¢cdes
climaticas menos rigorosas, viabilizando a atividade do vetor mesmo na estagéo de
inverno; desta forma, atividades de vigilancia entomoldgica nesta area devem ser
intensivas em relagéo as outras do estado.

O municipio de Foz do Iguagu merece vigilancia especial, por se localizar na
triplice fronteira, entre o Brasil, o Paraguai e a Argentina. Um programa de controle
da dengue na regiao somente tem significado se acompanhado de cooperagao entre
os trés paises, com o objetivo de detectar a circulagéo do virus, disperséao do vetor e
o surgimento de resisténcia quimica aos métodos de controle do mosquito.

A outra regido de importancia epidemioldégica é aquela formada pelas
mesorregides Oeste, Noroeste, Centro Ocidental, Norte Central e Norte Pioneiro,
onde diversas cidades além das ja citadas apresentaram casos autoctones, e que
estdo na sua maioria infestadas pelo Aedes aegypti. As evidéncias observadas
indicam que os surtos podem ter inicio em outros lugares diferentes aos de maior
importancia econdmica e turistica, como em 2007 para Ubirata.

Uma regido de menor relevancia epidemioldgica estaria formada pelas

mesorregides Sudoeste, Centro-Sul, Sudeste, Centro Oriental e Metropolitana de
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Curitiba, que apresentaram, até aqui, um pequeno numero de casos autéctones e
que possuem distribuicdo restrita do Aedes aegypti. A Vvigilancia nessas
mesorregides deve buscar principalmente o rapido diagnéstico e deteccdo por meio
de seguimento epidemioldgico dos casos importados, somado a continua vigilancia
entomoldgica, para que se possa diminuir significativamente as populagdes do
mosquito.

A distribuicdo desigual da dengue nas duas areas é naturalmente explicada
pela distribuicdo do mosquito A. aegypti no Parana. Caracteristicas climaticas, como
temperatura, pluviosidade e umidade podem explicar a presenca restrita do
mosquito, ja que diversos estudos tém demonstrado que a presencga do A. aegypti é
favorecida por temperaturas com média de 20°C e por precipitagdes pluviométricas
abundantes (Kettle et al. 1995).

A malha viaria pode ser um meio de disseminagao do vetor da dengue,
através do transporte acidental tanto do ovo como de adultos do mosquito. Assim, a
determinagao das principais vias terrestres dentro do Estado do Parana compde um
dado importante para a epidemiologia da dengue. As rotas tidas como
potencialmente mais vulneraveis para circulagdo do arbovirus e o vetor devem
receber atengao prioritaria, na tentativa de restringir a area de distribuigdo de ambos,
prevenindo o aumento da area de ocorréncia, tanto do A. aegypti como da dengue.

A analise da correlagdo entre os casos de dengue nas areas de fronteira do
Estado do Parana indica que, possivelmente, a circulacdo do arbovirus no Parana
seja influenciada pelas areas de fronteira nacional, com o Estado de Mato Grosso, e
internacional com o Paraguai. A fronteira com S&o Paulo deve ter se como area de
vigilancia ativa, esta pode ser uma porta de entrada da doenga, embora menor que

as anteriores.
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A utilizacdo de ferramentas adequadas para o gerenciamento de informagoes
e o correto e continuo monitoramento das popula¢des de adultos e imaturos do vetor
junto com registro de casos da doenga, associados ao sistema de informagao
geografica (Morrison et al. 1998, Rosa-Freitas et al. 2003) pode fornecer elementos
para direcionar os esfor¢cos de vigilancia e o controle do Aedes aegypti, desde que
haja intenso intercambio de informacgdes entre as areas afetadas.

E importante salientar que muitas infeccdes pelo virus da dengue sdo
assintomaticas e muitos casos nao sdo notificados aos 6rgédos de saude, o que
pode subestimar os dados, ainda que dificiimente mude os padrdes observados.
Outros fatores socio-ambientais podem ter importancia na avaliagdo da incidéncia da
dengue em uma determinada regido, como o nivel de conhecimento e
conscientizacdo ambiental da populacdo. E fundamental que novos estudos
busquem caracterizar as particularidades socio-econdmicas que podem atuar em
cada area, e influenciando o quadro observado (Chen et al. 1996; Gubler 1998;
Texeira et al. 2002).

Nao existe vacina contra o virus da dengue, e o combate a essa doenga
baseia-se unicamente no controle de A. aegypti, o que requer esforgcos de vigilancia
entomoldgica e educagao ambiental junto a populagao, para que a mesma colabore
na diminuicdo de criadouros do mosquito (Tauil 2002). Esses esforgos devem cobrir
principalmente a regido norte do Estado, incluindo os municipios que circundam as
cidades com maior numero de casos da doenca, que, como observado,
apresentaram-se como os de maior incidéncia. O impacto da dengue sobre as
comunidades menores podem apresentar-se como um risco potencial maior para
disseminacéo a outras areas. Municipios menores normalmente ndo sao dotados de

toda a infra-instrutora necessaria para oferecer resposta aos problemas de Saude
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Publica a comunidade, principalmente no diagnostico precoce do contagio do virus e
pessoal suficiente para cobrir em grande escala a vigilancia entomoldgica.

Esse estudo permitiu observar que o padrdo de ocorréncia da dengue no
Estado do Parand, esta na regidao Norte, Centro ocidental e Oeste e reconhece a

possivel endemizagao da virose no Estado.

2.7 Conclusoes

Existe um padrao de dispersao dos casos da dengue no estado fortemente
relacionado com Mato Grosso do Sul, Paraguai, seguido de Sao Paulo e sem
relagdo com Argentina.

As cidades de maior incidéncia nao sdo as de maior numero de casos.

O numero de casos e a incidéncia da dengue apresentam taxas de
incremento, que indicam uma tendéncia crescente.

Nao foi evidenciada relagdo entre a resisténcia ao temefés e os casos da

dengue.
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3.1. ABSTRACT

Evaluation of the resistance of populations of Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762
(Diptera: Culicidae) to the organophosphate insecticide temephos and dynamics of
oviposition of Aedes spp. in the different seasons of the year, in the state of Parana, Brazil.
The levels of susceptibility to the insecticide temephos were evaluated in Aedes aegypti
specimens collected in egg traps set up in different municipalities of Parana State. Two
diagnostic concentrations (DC) of temephos were used, one determined through previous
bioassays (DC1=0.0060 mg/L calibrated using Rockefeller (CDC reference strain)) and the
other (DC2 = 0.0120 mg/L) recommended by the World Health Organization. DC1 pointed A.
aegypti populations of Foz do Iguagu, Paranavai, Maringa, Ibipora, Jacarezinho and Cambé
with incipient alteration in susceptibility. DC2 indicated that only Cambé populations could be
considered susceptible and the remaining as moderately resistant. A series of traps was also
set in order to verify the annual oviposition activity, being significantly low in the two selected
municipalities (Jacarezinho and Maringa) during winter (F = 4.48, P = 0.014). It is concluded
that all vector populations analyzed should be strictly considered as resistant, even at low
levels, and the dynamics of oviposition of Aedes spp is present throughout the year with a

reduction of oviposition rates in winter.

Key words. Chemical control, dengue, chemical resistance, susceptibility, vector.
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3.2. RESUMO

Avaliagdo da resisténcia das populagbes de Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762
(Diptera: Culicidae) ao inseticida organofosforado temefés e dindmica de oviposicdo de
Aedes spp. nas diferentes estagdes do ano, no estado do Parana, Brasil. Os niveis de
susceptibilidade ao inseticida temefés foram avaliados em individuos de Aedes aegypti
coletados em armadilhas de oviposicao instaladas em diferentes municipios do Estado do
Parana. Utilizaram-se duas concentra¢des-diagnostico (CD) de temefds, uma determinada
através de bioensaios prévios (CD1=0.0060 mg/L calibrada utilizando colénia Rockefeller
(CDC cepa de referéncia)) e outra (CD2 = 0.0120 mg/L) sugerida pela Organizagao Mundial
da Saude. A CD1 acusou como resistentes as populagbes de A. aegypti de Foz do Iguagu,
Paranavai, Maringda, Ibipora, Jacarezinho e Cambé com alteragdo incipiente da
susceptibilidade. A CD2 indicou que apenas a de Cambé poderia considerar-se como
susceptivel e as demais com alteragbes incipientes da susceptibilidade. Uma bateria de
armadilhas também foi instalada para verificar a atividade anual de oviposigédo, observando-
se nos dois municipios selecionados (Jacarezinho e Maringa) que foi significativamente
reduzida no inverno (F = 4.48, P = 0.014). Conclui-se que todas as populagdes do vetor
analisadas devem-se considerar estritamente como resistentes, embora a niveis baixos, e a
dinamica de oviposicado de Aedes spp. esta presente em todo o ano e na estagao de inverno

teve reducao dos indices de oviposigao.

Palavras-chave. Controle quimico, dengue, resisténcia quimica, susceptibilidade, vetor.
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3.3. INTRODUGAO

A Organizagdo Mundial da Saude estima que mais de 80 milhdes de pessoas
sdo infectadas anualmente no mundo com o virus da dengue; destes
aproximadamente 550 mil sdo hospitalizados e cerca de 20 mil morrem como
consequéncia da doenga (Funasa 2002). Dentro desta problematica, o Brasil
responde por uma parcela grande dos casos desta doenga, como consequéncia das
dimensdes continentais, a diversidade de climas e condigdes sdcio-ambientais que
dificultam a execugdo de agdes realmente efetivas no controle do vetor Aedes
(Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 (Diptera: Culicidae).

No Brasil, as principais cidades atingidas com a dengue est&o localizadas na
regido Nordeste, compreendida pelos estados de Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia com 48,3% do
total dos casos. Regido Sudeste, com Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e
Sao Paulo com 37,2%. Centro-Oeste com Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul
e Distrito Federal com 7,6%. Regidao Norte com Acre, Amazonas, Roraima,
Rondénia, Para, Amapa e Tocantins com 5,7% e a Regidao Sul com Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul com 1,2 % dos casos. A maioria das notificagcoes
concentram-se nos meses mais quentes do ano, distribuindo-se principalmente em
dois periodos do primeiro semestre, assim: Regido Sudeste, Centro-Oeste e Sul no
primeiro trimestre do ano e na Nordeste no segundo trimestre, o que manifesta uma
sazonalidade marcada (Camara et al. 2007).

No pais, varias estratégias destinam-se ao controle do aumento da incidéncia
da dengue, que véo desde programas de manejo ambiental integrado e educacional
da comunidade, até o controle focal do vetor com a utilizagdo de produtos quimicos

e biolégicos. No entanto, o principal método aplicado para controle populacional dos
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estagios larvais de Aedes aegypti € a base do organofosforado temefés, com um
histérico de aplicagdes desde 1967 (Ministério da Saude 1968).

O “status” de susceptibilidade aos inseticidas é avaliado periodicamente em
populagdes larvais de A. aegypti como indicado pelo Programa Nacional de Controle
da Dengue (PNCD) e o a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A.
aegypti a inseticidas (MoReNAa) (WHO 1992, Funasa 1999, Braga & Valle 2007).
Como resultado do monitoramento a este produto, diferentes trabalhos
determinaram a susceptibilidade e em alguns casos, alertando para o aparecimento
de individuos resistentes, como reportado para os seguintes Estados do Brasil
(Macoris et al. 1999; Campos & Andrade 2001; Macoris et al. 2003; Lima et al. 2003;
Braga et al. 2004; Carvalho et al. 2004; Duque et al. 2004; Lima et al. 2006; Beserra
et al. 2007).

Como preconizado no MoReNAa, os testes para detectar perda de
susceptibilidade ao temefés devem ser efetuados priorizando pontos estratégicos,
principalmente em municipios sentinela onde existe persisténcia historica desta
doencga. Na regiao Sul, o Parana € o unico estado com casos autéctones notificados,
no qual trés municipios apresentam histérico continuo de ocorréncia de casos: Foz
do Iguagu, Maringa e Londrina desde 1995 (Ver dados Capitulo I). No entanto, nao
existem registros historicos publicados dos niveis de susceptibilidade.

Como consequéncia do aumento progressivo da incidéncia da dengue em
novas areas, € a onda epidémica enfrentada no biénio 2002, 2003 e 2007 no
Parand, pode ser levantada a possibilidade que este aumento este ligado a perda da
susceptibilidade das populagdes deste vetor ao temefés nas localidades onde o

vetor esta presente.
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Em decorréncia de nao existir uma fonte histérica da susceptibilidade ao
temefds, como também um desconhecimento dos elementos bioldgicos, genéticos e
operacionais que contribuem na evolugéo da resisténcia nesta regido (Georghiou &
Taylor 1986, Bisset 2002), sdo necessarios estudos que estabelegam uma linha
base do “status” de resisténcia atual no Estado, para futuros estudos mais
aprofundados das inter-relagbes bioldgicas da dindmica de resisténcia. Para isto, &
necessario ampliar a amostragem a mais pontos estratégicos como localidades
proximas as fronteira nacional e internacional, assim como o proprio numero de
municipios. Dentro destes, incluidos polos geradores de alto fluxo comercial e
turistico que conectam o Parana com Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Paraguai e
Argentina. Desta forma, detectar-se-ia o desenvolvimento da resisténcia de forma
precoce, em areas com diferentes riscos de ocorréncia da dengue, permitindo a
tomada de decisdes de forma efetiva e econdmica nas agdes de controle.

O objetivo da investigacdo foi avaliar a susceptibilidade ao temefds, em
populagdes de Aedes aegypti no Estado do Parana e o fluxo de oviposicao em

diferentes periodos estacionais.

3.4. MATERIAL E METODOS

Coleta do material. Em convénio com a Secretaria Estadual de Saude do
Parand, foram instaladas armadilhas para oviposi¢gdo (ovitrampas) com volume de
500 mL de solucdo de feno a 10% (Funasa 2002). Em cada uma foi incluida uma
paleta de eucatex para oviposi¢cdo das fémeas de A. aegypti em duas baterias: a
primeira instalada num periodo reconhecido de alta densidade de ovos (verdao 2004-
2005) para realizar os testes de suscetibilidade e a segunda em 12 meses para os

municipios de Maringa e Jacarezinho, considerados locais de alta e baixa infestacao
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pelo Aedes aegypti, respectivamente, sendo estes dois municipios selecionados
apenas para observar a flutuagdo de oviposicdo em localidades com diferente
histérico de casos de dengue (Tabela 1). As ovitrampas foram colocadas
aleatoriamente nos peridomicilios da area urbana dos seguintes municipios do
Parana: Curitiba, Paranagua, Foz do Iguagu, Cascavel, Paranavai, Maringa, Ibipora,
Cambé, Santa Mariana, Jacarezinho e Guaira num periodo de 5 dias (Figura 1, 2).
No geral foram distribuidas 25 ovitrampas por local, com excegédo de Paranavai com
50 e Guaird com 30 armadilhas (SESA 2006). E importante esclarecer que na
instalagdo destas armadilhas nao foi seguido estritamente o critério de numero de
casas (vivendas) por armadilha como indica o PNCD e nao se diferenciou os ovos
em quanto a espécie da segunda bateria de armadilhas instaladas, apenas se avalio

a atividade de oviposigao para as duas espécies.
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Tabela |. Localidades e periodos de instalagdo das armadilhas de oviposicédo para
Aedes aegypti.

Municipio Periodo de instalacéo Populacao N° de
Coordenadas geogréficas. aproximada de armadilhas
habitantes* instaladas
Paranagua 24/1/2005 - 29/1/2005 147.934 25
256°31'12" S - 48° 30" 32"
0]
Curitiba 24/1/2005 - 29/1/2005 1.797.408 25
256°25'47" S 49° 16" 19"
O
Cascavel 31/1/2005 - 04/11/2005 294.385 25
24° 57'21" S 63° 27" 18"
O
Santa Mariana 24/1/2005 - 29/1/2005 12.553 25
23°09'03" S 50° 31' 08"
O
Foz do Iguagu 18/11/2005 - 23/11/2005 309.113 25
25°32'52" S 54° 35" 16"
O
Paranavai 02/V/2005 - 06/V/2005 79.222 50
23°04'22" S 52° 27' 54"
O
Maringa ** 21/11/2005 - 26/11/2005 329.800 25
23°25'30" S 51° 56' 20"
O
Guaira 18/VII/2005 - 22/V1l/2005 27.668 30
24°04'48" S 54° 15" 21"
O
Cambe 07/X11/2005 - 11/X11/2005 98.788 25
23°16'33" S 51° 16'40"
O
Cambe 15/X11/2006 - 19/X11/2006 25
Ibipora 15/X11/2006 - 19/X11/2006 47.316 25
23°16'08" S 51° 02' 52"
O
Ibipora 15/X11/2006 - 19/X1l/2006 25
Jacarezinho** 18/1V/2006 - 22/1V/2006 38.714 25
23°09'39" S 49° 58' 08"
O

* IBGE 2006, ** Municipios onde foram instaladas armadilhas num periodo de um ano (periodo
abril 2005- margo 2006).
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Figura 1. a) Equipe da Secretaria do Estado da Saude do Parana, b) Preparagéo das
armadilhas de oviposigdo e c¢) Armadilha instalada. Foto tirada em 24///2005 na
Rodoferroviaria, Curitiba PR.
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Figura 2. Mapa do Estado do Parana, destacando os municipios onde foram
instaladas as armadilhas de oviposi¢ao para coleta de ovos de Aedes aegypiti.
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As paletas das ovitrampas detectadas como positivas foram analisadas no
Laboratério de Entomologia Médica e Veterinaria da Universidade Federal do
Parana (Departamento de Zoologia). Posteriormente os ovos foram quantificados
sob microscépio esteroscdopico, colocando as palhetas individualmente, em copos
com capacidade de 770 mL de agua com ragao para gatos Purina® Cat Chow®
triturada aproximadamente 0.36 g/ copo para induzir a eclosdo. As paletas foram
retiradas 24 horas apd0s a imersdo, devido ao decréscimo da qualidade da agua
quando estas sdo mantidas nos copos por longos periodos. As larvas foram
mantidas nestes copos adicionando uma quantidade aproximada de um 1g de ragéo
diaria até o estagio de pupa e nesta fase foram colocadas em gaiolas para
separagao dos adultos, identificados quanto ao sexo e espécie, para implantagédo de
colénias para obtengao das geragdes F1 ou F2 de Aedes aegypti. Os individuos de
Aedes (Stegomyia) albopictus Skuse, 1894 que resultaram da eclosédo das paletas
positivas, nao foram utilizados para analise de susceptibilidade a inseticidas.

Bioensaios. O inseticida usado foi o temefds grau técnico 90%” lote 002/2005
fabricado por laboratérios “Fersol Mairinque”, Sdo Paulo. A calibragdo do produto
quimico foi realizada com a linhagem susceptivel A. aegypti Rockefeller. Os
bioensaios seguiram o modelo recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude
(1981) e o programa para monitoramento no Brasil (MoReNAa e PNCD). Foram
utiizadas duas concentragées diagnosticas (CD) para detectar qualitativamente
presenca de individuos resistentes em relacdo a colbnia susceptivel; a primeira
estabelecida nas condi¢des do laboratério que foi 0.0060 mg/L, correspondendo a
duas vezes a Clgg (0.0030 mg/L) da colénia Rockefeller, € a 0.0120 mg/L

recomendada pela OMS (WHO 1981, 1992; Lima et al. 2003). Esta ultima foi
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utilizada como um parametro a mais de comparagédo para determinar se esta CD
pode ser aplicada para o Parana.

Para analisar quantitativamente as populagdes do mosquito ao inseticida
foram utilizadas oito concentragdes do inseticida, incluindo a diagnostico (Anexo 1).
Depois de estabelecidas se utilizaram por concentracido 100 larvas de terceiro e
quarto estagio, divididas em quatro réplicas, além do controle, com alcool (99%). Os
experimentos foram repetidos quatro vezes em dias diferentes e o desenho
experimental seguiu as indicagdes de Robertson & Preisler (1992). Todos os testes
foram realizados em paralelo com a colénia Rockefeller e tiveram condi¢cbes
controladas de temperatura (25° £ 1), umidade (70% + 10) e fotoperiodo (12:12)

(Figuras 3-4).



79

Indug@o a eclosdo Estabelecimento das coldnias
Produgdo de ovos para os testes Larvas sincronizadas de terceiro e quarto instar

Separacdo das larvas para os testes Adigdo do alcool e temefos Condigdes controladas

Figura 3. Etapas da preparagdo dos testes de susceptibilidade em laboratério de
populagdes de Aedes aegypti de dos municipios amostrados do Estado do Parana.
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Total 200 ml dqua + larvas

Z0ml+20 + temefds Concentraglies estabelecidas
+— 20 larvas x larvas LDCalidadED;“ Rockefeller
copo i i i i 0.0070 0.00135
*+— 180 mL de 4qua
M= EmEE - -
E E H i " -
32 copos com 20
e e l EEEE - -
Q Q Q E 32 copos com 180mL de E E H i 0.0120 00030
dgua
IERE GEEs -
i 9 9 4 — Replicas

Figura 4. Modelo para elaboragdo dos testes de susceptibilidade ao inseticida
temefds (modelo sugerido para preparar as diluigdes do inseticida, anexo 1).
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Critérios e avaliagao estatistica dos bioensaios

Foram seguidos varios critérios para detectar alteragcdes da susceptibilidade
das populagbes analisadas; resposta de mortalidade a concentracdo diagndstico
superiores a 98% se considerou como susceptivel, entre 98-80% sugerem insipiente
alteracdo do status de resisténcia e menores de 80% indicam populacdes em que a
resisténcia esta presente (Davidson & Zahar 1973); a razdo de resisténcia (RR)
como indicador quantitativo, foi calculada comparando as concentragdes letais (RRso
e RRgs5) 50 e 95 % de mortalidade (CLsp, CLgs) das localidades com as da colénia
Rockefeller. As CLsgp € CLgs foram da siguiente forma: CLsy da localidade/ CLsg
Rockefeller. Os niveis de resisténcia definem-se como menor de 5 vezes
considerando status baixo, entre 5 e 10 considera-se médio e acima de 10, alto
(Mazzari & Georghiou 1995). O programa Probit GW-Basic (Finney 1971) foi
utilizado para determinagédo das concentragdes letais CLs, o5, teste X2, inclinagéo e

intervalos de confianca.

Critérios e avaliagao estatistica das armadilhas instaladas no percurso de um
ano

Para detectar diferengcas estatisticas na oviposicdo € no numero de
armadilhas positivas instaladas entre os municipios de Maringa e Jacarezinho no
periodo de um ano, utilizou-se analise de variancia (ANOVA). Quando detectadas
diferengas significativas foi aplicado o teste de Tukey HSD (Honestly significant

difference).
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3.5. RESULTADOS
Armadilhas de oviposic¢ao instaladas para os testes de susceptibilidade

Das 355 armadilhas de oviposi¢édo instaladas no estado do Parana , 160
foram positivas para imaturos, com um total de 6298 ovos. O municipio com maior
indice de positividade da ovitrampa foi Santa Mariana e o menor, Guaira. Na inducao
dos ovos a eclosdao das larvas em condicoes de laboratério, as espécies

encontradas foram Aedes aegypti e Aedes albopictus (Tabela ).

Atividade de oviposi¢ao no periodo de um ano em Maringa e Jacarezinho
Maringa apresentou maior numero de palhetas positivas e numero de ovos
(N° paletas = 119, N° ovos = 7831) que Jacarezinho (N° paletas = 113, N° ovos =
4528), sem diferengas estatisticas significativas para ovos e armadilhas positivas,
respectivamente F = 1.104, P = 0.304 e F = 0.03, P = 0.857. No entanto, analisando
estas mesmas variaveis em relagao as estagdes do ano (primavera, verao, outono e
inverno) detectaram-se diferencas significativas F = 4.48, P = 0.014 (Tabela Ill). O
teste de “Tukey HSD” confirma que nos dois municipios a atividade de oviposi¢ao no
inverno (junho, julho e agosto) foi reduzida, no entanto, foi registrada a presencga de

Aedes spp. ao longo de todo periodo de observagéao (Figura 5).
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Figura 5. Numero de paletas positivas para Aedes spp. e total de ovos nas
armadilhas de oviposicdo de Maringa (a) e Jacarezinho (b) no periodo de abril de
2005 a marco 2006. Em Jacarezinho nao foram instaladas armadilhas em novembro
por problemas operacionais.
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Tabela Il. Numero de ovitrampas, indice de positividade da ovitrampa (I.P.O) e
espécies nos municipios do Estado do Parana.

Localidade N
paletas/localidade  palhetas Ovos (N) Media [|.P.O Espécie
+
Paranagua 10 517 £ 14.7 51.7 40 Ae. albopictus
Curitiba 0 - - - -
Cascavel 12 536 +19.3 47.7 48 Sem ecloséo
Santa Mariana 23 946 +29.8 41.1 92 Sem eclosao
Foz do Iguagu 14 777 +28.8 555 56 Ae. aegypti
Paranavai ** 14 399+247 285 28 Ae. aegypti e Ae.
albopictus
Maringa 18 476 £+ 156 26.4 72 Ae. aegypti e Ae.
albopictus
Guaira* 4 100 £ 19 25 16 Sem ecloséo
Cambe 14 775 +49 55.3 56 Ae. aegypti e Ae.
albopictus
Cambe 14 277 +£13.8 19.7 56 Ae. aegypti e Ae.
albopictus
Ibipora 15 792+50.6 52.8 60 Sem ecloséo
Ibipora 13 349+256  26.8 52 Ae. aegypti
Jacarezinho 9 354 +26.7 39.3 36 Ae. aegypti e Ae.

albopictus

* =30, **= 50 Paletas instaladas +: Desvio médio, I.P.O: nimero de palhetas positivas x nimero total de palhetas /100.
Onde nao ouve ecloséo foi a causa que algumas das armadilhas era adicionado temefés, as outras foi avisado para

nao colocar.
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Bioensaios avaliando as concentragdoes diagndsticas e as razées de
resisténcia

A analise das populacdes de Aedes aegypti dos municipios avaliados revelou
que todos os municipios do Estado do Parana avaliados com a concentragao
diagnéstica CD1 (0.0060 mg/L) acusaram que a agéo da resisténcia esta presente e
em desenvolvimento. Porém com a dose CD2 (0.0120 mg/L) recomendada pela
OMS apenas Cambé foi considerado como susceptivel, sendo que para os outros
municipios, os dados apontaram modificagdes incipientes da susceptibilidade.

Em relacdo as concentracbes diagnosticas utilizadas na avaliagdo da
susceptibilidade, a CD1 e CD2 acusaram menor porcentagem de mortalidade em
Maringa, e maior com as CD1 e CD2 em Cambé (Tabela IV). As razbes de
resisténcia de todos os municipios analisados RRsy € RRgs confirmam que as
populagdes de Paranavai, Maringa e Ibipora apresentam resisténcia média e as
demais, baixa resisténcia. Também, observo-se que o coeficiente angular de todas
as localidades analisadas apresenta-se menor que quando comparado com a
colénia susceptivel (Rockefeller) o que confirma uma diferengca na resposta ao

inseticida. (Tabela V).
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Tabela Ill. Atividade de oviposicdo de Aedes spp. nos municipios de Maringa e
Jacarezinho no periodo de abril de 2005 a marg¢o 2006.

Estacéo
Localidade Verao® Outono?® Inverno® Primavera® | Total
Dez-Jan-Fev Mar-Abr-Mai | Jun-Jul-Ago | Sep-Out-Nov
. Ovos 4183 2259 165 1224 7831
Maringa
Palhetas 51 34 15 27 119
+
. Ovos 2817 439 356 926 4528
Jacarezinho
Palhetas 46 16 21 30 113

+

+ Armadilhas positivas coletadas;

E3

entre as estagdes, b estacdo com diferengas significativas detectadas.

sim diferengas significativas entre municipios; ¥ hdo detectadas diferengas significativas

Tabela IV. Avaliacdo da mortalidade com as concentragcbes diagnosticas 0.0060
mg/L (calibrada com a cepa Rockefeller ) e 0.0120 mg/L (recomenda da OMS) nas
populagcdes de Aedes aegypti em sete municipios do Estado do Parana em
comparagao com a linhagem susceptivel Rockefeller.

Municipio %
Mortalidade

0.0060 mg/L 0.0120 mg/L
Rockefeller 100 100
MC
Foz do Iguagu 67.5+7.7 93.412.5
Paranavai 58.1+14 97.5+2.4
Maringa 57.8+£5.2 81.5+4.7
Ibipora 68.75+ 3.9 85.6+10
Cambé 81,56+ 10 100
Jacarezinho 73.3+x7.5 97+3.1

* : Desvio Médio.
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Tabela V. Geragao utilizada nos testes (F), concentracdes letais (mg/L), coeficiente

angular
Parana.

e razado de resisténcia de Aedes aegypti em municipios do Estado de

Municipio F CLso ClLos CA X* RR50 RR95
Rockefeller M.C 0,00173 0,00297
0,0016 — 0,0017 0,0027- 0,0032 7,00+£0,3 1,209 1 1
Foz do Iguagu F2/F3 0,00456 0,01187
0,0043 - 0,0047 0,01121-0,1267 396+0,1 6,028 2,6 39
Paranavai F2 0,00560 0,01018
0,00544- 0,00576 0,0097-0,0106 6,33+0,2 4,6 3,2 3,4
Maringa F2 0,00564 0,02050
0,0052 - 0,0059 0,0183-0,0235 2,93 +0,1 6,7 3,2 6,9
Ibipora 0,00540 0,01972
F2 0,00514-0,00583 0,0179- 0,0220 2,96 + 0,1 5,6 3,1 6,6
Cambe F2 0,00400 0,00782
0,00385-0,00415 0,0074- 0,0083 56+0,2 2,2 23 26
Jacarezinho F2 0,00277 0,00912
0,0021 - 0,0032 0,0077-0,0120 3,18+0,4 0477 1,6 3
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3.6. DISCUSSAO

Para analise das populagdes coletadas no Estado do Parana, foram
comparadas duas concentracbes diagnosticas, a recomendada pela OMS e outra
calibrada como indicado pela rede de laboratérios MoReNAa, para determinacao da
susceptibilidade de populagcdes de Aedes aegypti no Brasil. A concentragao
diagnéstica (CD1) estabelecida a partir de bioensaios no laboratério com A. aegypti
Rockefeller evidenciou que todas as localidades que foram comparadas com esta
coldnia se apresentaram menos susceptiveis, indicando a existéncia do processo de
estabelecimento da resisténcia. No entanto, foram detectadas variagbes da
intensidade de susceptibilidade da seguinte maneira; Foz do Iguagu, Paranavai,
Maringa, Ibipora e Jacarezinho como as mais resistentes e Cambé com modificagao
insipiente da susceptibilidade, segundo o critério de Davidson & Zahar (1973). O que
implica que as populagbes de A. aegypti dos municipios amostrados estdo sob
pressao diferenciada de seleg¢ao, resultando em variados graus de suscetibilidade
quando se comparam com uma linhagem totalmente susceptivel (WHO 1992).

Em contraposicdo com a dose calibrada, a dose diagndstica sugerida pela
OMS foi menos rigida com os valores de mortalidade, acusando como com
modificagdo insipiente da susceptibilidade as localidades de Foz do Iguagu,
Paranavai, Maringd, Ibipord, Jacarezinho, e apenas Cambé como susceptivel. Isto
confirma que a concentragdo diagndstica calibrada, além de discriminar populagdes
resistentes, tem a vantagem de avaliar rigorosamente o decrécimo da
susceptibilidade (Macoris et al. 2005), especialmente em lugares onde ndo se
conhece o histérico das aplicacdes dos inseticidas.

Segundo a aplicagao do critério de Mazzari & Georghiou (1995), os valores

das RRsp € RRgs apresentaram-se em niveis baixos quando comparados com os
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valores detectados no Rio de Janeiro (Duque de Caxias, Sdo Gongalo e Sdo Joao
de Mereti) por Lima et al. (2003), também em Alagoas (Maceio6 e Arapiraca), Sergipe
(Aracaju, Barra dos Coqueiros e Itabaiana) e Rio de Janeiro (Campos dos
Goytacazes, Duque de Caxias, Niterdi, Nova Iguacu, Sdo Gongalo e Sado Joao de
Meriti) por Braga et al. (2004), em Ceara (Fortaleza, Juazeiro do Norte e Crato) por
Lima et al. (2006), na Paraiba (Boqueirdo, Brejo dos Santos, Campina Grande,
Itaporanga e Remigio) e sendo similares aos encontrados em alguns municipios de
Sé&o Paulo (Campinas) por Campos & Andrade (2001) e Aragatuba, Barretos, Bauru,
Campinas, Marilia, Presidente Prudente, Pirituba, Ribeirdo Preto, Sdo José do Rio
Preto e Santos (Macoris et al. 2003). A comparagao com os resultados obtidos nesta
analise indicam que a resisténcia € apenas incipiente para 0s municipios
paranaenses analisados.

Igualmente, confirmo-se que os valores de RR59 RRgs do trabalho de Duque et
al. (2004) em Curitiba, Parana, sao considerados baixos em relacdo aos
encontrados neste estudo. As analises apontam, para o Parana, a necessidade de
revisdo sistematica dos inseticidas empregados no controle das populagées de A.
aegypti. Embora o produto possa ser considerado como relativamente efetivo até o
momento, sua utilizagcido deve ser monitorada permanentemente e pode-se pensar
desde ja na possibilidade de um substituto, no sentido de alertar e evitar o
comprometimento das acdes de controle do vetor.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos na regido Sul (Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul), os numeros de casos da dengue notificados somam
apenas 1,2% do total do Brasil; isto € uma conseqliéncia direta das caracteristicas
sazonais que influenciam a dindmica do vetor, com redugao natural da populagao do

vetor devido a baixas temperaturas (Camara et al. 2007). Estas redugdes na
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abundéancia de mosquitos nos periodos de frio intenso levam a reducado das
atividades de controle quimico, com consequente diminui¢gdo na pressao de selecao,
oposto ao observado em localidades de temperatura mais elevadas, onde
normalmente sdo apresentados indices de resisténcia mais elevados.

Por outro lado, destacando as caracteristicas subtropicais da area norte do
Estado do Parana, e a capacidade adaptativa do vetor, pode-se inferir que, indices
de infestacdo similares aos de areas onde o vetor persiste, implicariam na
intensificacdo das aplicagdes de inseticida, pressionando, consequentemente os
niveis de resisténcia.

Nas armadilhas instaladas em Maringa e Jacarezinho no periodo de abril de
2005 até margco de 2006 a dindmica de oviposicdo ocorreu praticamente sem
interrup¢cdo, mesmo nos periodos de baixas temperaturas como as registradas
normalmente na estacao de inverno. Desta maneira individuos de Aedes aegypti ou
A. albopictus que sobrevivem nas estagbes mais frias podem dar continuidade aos
processos bioldgicos e genéticos que conferem a resisténcia, isto € algo que se
deve pesquisar, para comprovar realmente se a sazonalidade influencia os niveis de
resisténcia.

No futuro, o fator que pode contribuir na homogeneidade dos valores da
resisténcia no Parana em relagdo aos demais Estados do pais, é o fluxo génico
entre populagdes, fatores hereditarios ligados a dispersdo e cruzamento entre
populagdes como observado por Rawlins (1998). No caso do Parana, pode ser que
a similaridade de susceptibilidade com Sao Paulo seja explicada pela proximidade
geografica e pelos padrdes genéticos de A. aegypti como observado por Paduan et
al. (2006), embora nao relacionados a resisténcia.

As populacdes de A. aegypti analisadas apresentam-se resistentes, embora a
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niveis baixos, quando comparado com outros estados do Brasil. E necessario
efetuar estudos sistematicos que permitam entender se o padrdao de resisténcia
detectado é consequéncia de fatores internos operacionais ou fatores relacionados
com a dinamica e dispersdao do vetor, como também se a coexisténcia com A.
albopictus influencia nos padroes de susceptibilidade devido a provavel competicao
ou mesmo alteragdo no padrao de densidade destes vetores ao longo dos periodos

sazonais.

3.7. Conclusoes

Todas as localidades que foram comparadas com a colénia “Rockefeller’ se
apresentaram menos susceptiveis, indicando o estabelecimento da resisténcia.

A concentragdo diagnostica calibrada € mais rigorosa para detectar o
decréscimo da susceptibilidade.

A dindmica de oviposi¢gdo ocorreu praticamente sem interrupgdo mesmo nos

periodos de baixas temperaturas.
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4.1. ABSTRACT

Abundance and aggregation of eggs of Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus and Aedes
(Stegomyia) albopictus Skuse (Diptera: Culicidae) in municipalities in the north and
northwest of the state of Parana, Brazil. The abundance and aggregation of eggs of Aedes
aegypti L. and Aedes albopictus Skuse were evaluated in the municipalities of Cambé,
Ibipora, Jacarezinho, Maringa and Paranavai, in the State of Parana, Brazil by means of
ovitraps. Of the 225 traps assembled, 100 were registered as positive for eggs; 4140 eggs
were collected, thus demonstrating a highly aggregate distribution. Both species were
registered in Cambé, Jacarezinho, Maringa and Paranavai. A. albopictus was generally less
abundant and was not present in Ibipora. The proportion between sexes for A. aegypti was
approximately 1:1. In the comparison of the number of adults collected between the two
species, a negative correlation was obtained in the samples of Maringa and Cambé, which
was attributed to the seasonality of these populations. The coexistence of these species
indicates that both are constrained by the control programs, therefore specific evaluations

are necessary.

Key words. Ecology of vectors, ovitraps, Culicidae, aggregation.
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4.2. RESUMO

Abundancia e agregacao de ovos de Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus e Aedes
(Stegomyia) albopictus Skuse (Diptera: Culicidae) em municipios da regido norte e noroeste
do estado do Parana, Brasil. Avaliou-se a abundancia e agregagcao dos ovos de Aedes
aegypti L. e Aedes albopictus Skuse em Cambé, Ibipora, Jacarezinho, Maringa e Paranavai
(PR) utilizando-se armadilhas de oviposigdo. De 225 armadilhas instaladas, 100 registraram-
se positivas para ovos. Coletaram-se 4140 ovos, demonstrando distribuicdo altamente
agregada. Ambas as espécies foram encontradas em Cambé, Jacarezinho, Maringa e
Paranavai. A. albopictus nao foi detectado em Ibipora, porém onde esteve presente foi
menos abundante. A relacdo entre sexos aproximou-se de 1:1, para A. aegypti. Na
comparagdo dos numeros de adultos coletados entre as duas espécies, obteve-se
correlagdo negativa nas amostras de Maringa e Cambé, o que foi atribuido a sazonalidade
dessas populagdes. A coexisténcia dessas espécies indica que elas estdo sobre pressao

dos programas de controle, sendo, portanto necessarias avaliagdes especificas.

Palavras-chave. Ecologia de vetores, armadilhas de oviposigéo, culicidae, agregagéo.
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4.3. INTRODUGAO

Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus, 1762 e Aedes (Stegomyia) albopictus
Skuse, 1894 (Diptera: Culicidae) sdo espécies exoticas e simpatricas, a primeira com
longo histérico de ocorréncia no Brasil e a segunda com introdugao notificada em
1986 (Forattini 1986). A. aegypti é considerado o unico vetor do arbovirus da dengue
e da dengue hemorragica nas Américas. Ja A. albopictus nao possui papel relevante
como vetor de arbovirus para o Brasil, porém, experimentalmente, mostrou-se capaz
de infectar-se e transmitir o virus DEN-2 da dengue (Castro et al. 2004). Pode-se, no
entanto, indicar que ambas as espécies exercem a hematofagia no ambiente
antrépico, sendo a primeira encontrada mais frequentemente no ambiente

intradomiciliar e a segunda no ambiente extra-domiciliar (Gomes et al. 2005).

Estas duas espécies podem coexistir na mesma regiao e utilizam criadouros de
caracteristicas semelhantes. Colonizam rapidamente locais onde as condi¢cbes sao
favoraveis para sua proliferacdo e, embora as fémeas nao percorram grandes
distancias, sua dispersdo é rapida dependendo da disponibilidade de sitios para
oviposicao (Reiter et al. 1995, Marquetti et al. 2000, Forattini 2002, Braks et al. 2003,

Lounibos 2002).

No monitoramento das popula¢cdes de mosquitos sado utilizadas armadilhas para
ovos (ovitrampas). Estas permitem determinar a dispersdo geografica, densidade,
freqUéncia, ocupagao, dominancia e sazonalidade, porém, nao é possivel quantificar o
numero de fémeas que utilizardo essas armadilhas para oviposi¢ao, o que torna o
método pouco sensivel para o monitoramento de adultos (Glasser & Gomes 2000,

Passos et al. 2003, Juliano et al. 1998).
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Com relagao a Aedes aegypti e A. albopictus, existem registros que assumem
que a segunda espécie pode exercer melhor vantagem competitiva que em relagao
a primeira, com distribuicao dependente diretamente do tipo de habitat (Braks et al.

2003, 2004; Lima-Camara et al.2006).

No Brasil, ainda sdo poucas as evidéncias que indiguem um padrdo de
dominancia interespecifica. Porém, algumas observagdes apontam que o numero de
individuos pode variar de ano para ano, com tendéncia dominante da mesma
espécie, caso especifico de A. aegypti. Importante destacar que A. aegypti e A.
albopictus até agora ocupam de forma diferenciada os ambientes, urbano e rural

respectivamente (Braks et al. 2003, Passos et al. 2003, Lopes et al. 2004).

Varios elementos podem ser observados devido a coexisténcia e
deslocamento das populacdes do vetor, como o transporte de arbovirus da area rural
a urbana, populacdes selecionadas a inseticidas que nao sdo alvo de controle e a

exposicao de A. albopictus aos sorotipos do virus da dengue.

O objetivo deste trabalho foi determinar a abundancia e coexisténcia de A.
aegypti e A. albopictus baseada no numero e agrupagao de ovos destas espécies
em municipios com histérico de ocorréncia de casos autoctones e importados de

dengue no Estado do Parana.

4.4. MATERIAL E METODOS

Area de estudo. Foram analisados municipios do Estado do Parana
localizados na regido Norte: Jacarezinho, Ibipora, Cambé e Maringa, e Noroeste

Paranavai (Figura 1).
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Os municipios analisados possuem predominio de populagcédo na area urbana.
Em Jacarezinho 84% da populagéo é urbana e 16% populagdo rural; em Maringa
98% urbana e 2% rural, Paranavai, Cambé e Ibipora tém 93% da populagédo na area

urbana e 7% aproximadamente na area rural.

ArzRETINHO |
|
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Figura 1. Municipios paranaenses onde foram instaladas as armadilhas de
oviposicao.

Armadilhas. Foram instaladas, pela Coordenadoria de Pesquisa em
Entomologia Médica da Secretaria de Estado da Saude do Parana, armadilhas para
oviposicao nos seguintes municipios e datas: Jacarezinho 18-04-2005 a 22-04-2005
(J1), 16-01-2005 a 20-01-2005 (J2), Maringa 30-05-2005 a 03-06-2005 (M1) e 30-01-

2006 a 03-02-2006 (M2), Paranavai 02-05-2005 a 06-05-2005, Cambé 07-12-2005 a
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15-12-2005 (C1) e 15-12-2005 a 21-12-2005(C2) e Ibipora 15-12-2005 a 21-12-
2005. As armadilhas foram distribuidas estrategicamente em lugares com histérico
de infestacdo por mosquitos segundo SISFAD — SESA/PR 2006 (Tabela I). A
colocagao das armadilhas foi aleatéria nos peridomicilios das residéncias na area
urbana, periurbana e central.

Em cada municipio foram instaladas 25 armadilhas,

com excecao de Paranavai com 50 (Tabela ).

Tabela |. Situagédo da infestagdo dos municipios de Jacarezinho, Maringa,
Paranavai, Cambé e Ibipora - 2005-2006 segundo Indice Predial (percentuais
anuais) obtido do SISFAD - SESA/PR.

Municipio indice Predial
2005 2006
A. aegypti A. albopictus| A. aegypti A. albopictus

Cambé* 2,75 0,33 2,31 0,51
Ibipora 0,91 0,32 1,10 0,30
Maringa** 12,33 1,61 33,83 4,61
Jacarezinho 1,12 0,32 5,68 2,04
Paranavai*** 28,90 7,26 - -

* Até agosto de 2005 e 2006 (sem informagdes dos dois ultimos ciclos), ** Até julho de 2006, *** Até agosto de 2005 (sem
informagdes dos dois ultimos ciclos e do ano de 2006). Indice predial = N° de edificios infestados / N° de edificios
inspecionados x 100

As armadilhas eram constituidas de recipientes plasticos de paredes escuras,
dentro das quais era fixada verticalmente uma palheta de madeira (“eucatex”)
utiizando um clipe, ficando parcialmente submersas em 500 mL de agua com
solugdo de feno a 10% permanecendo em campo por cinco dias. Apenas as
palhetas positivas foram registradas e enviadas para o Laboratério de Entomologia

Médica e Veterinaria da Universidade Federal do Parana.
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As palhetas foram armazenadas na sala de criacdo de insetos;
posteriormente tiveram seus ovos quantificados sob microscopio estereoscopico, no
mesmo dia da indugéo da eclosédo. O tempo de armazenamento do material desde a
coleta e chegada das cidades de origem ndo foi homogéneo, porem nao
ultrapassando trés meses.

As paletas foram submersas individualmente em copos com capacidade de
770 mL preenchido com agua de torneira submetida a passagem de ar sob pressao
para reduzir o teor de cloro. Adicionou-se ragao para gatos Purina® Cat Chow®
triturada (0.036 g/ copo) para induzir a eclosdo, a qual foi administrada diariamente
na mesma quantidade diluida em 1 ml de agua até a ultima larva entrar no estagio
de pupa.

As palhetas foram retiradas 24 horas apdés a imersdo, em fungdo do
decréscimo da qualidade da agua quando estas sdo mantidas nos copos por longos
periodos, devido a propriedades fisicas das palhetas. As larvas foram mantidas
nestes copos até o estagio de pupa e nesta fase foram retiradas e colocadas em
gaiolas rotuladas com o numero e localidade da palheta, para captura dos adultos
emergidos, registrando-se quanto ao sexo e espécie, e depois descartados (Figura
2). Todo o processo de criagdo e armazenamento do material foi em condi¢cbes

controladas de temperatura (25+1°C), umidade (80+10%) e fotoperiodo (12L:120).

Analise dos resultados
Para determinar a aleatoriedade e a agregagdo na postura dos ovos em
relacdo as armadilhas e a distribuicdo dos ovos nas palhetas, foi calculado a razao

variancia/média (coeficiente de dispersédo):
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onde S? = variancia e ;;z = média. Valores menores que 1 aponta disposicao
espacial regular ou uniforme, valores iguais a 1 indicam disposi¢cao espacial aleatéria
e valores significativamente maiores que 1 revela disposigdo agregada (Rabinovich
1980, Pereira et al. 2004). Os resultados foram analisados com o programa
“Statistica v 6”, onde cada coleta foi considerada separadamente, mesmo quando
eram realizadas em localidades ja amostradas. Apenas os dados com p < 0.05
foram considerados como significativos. Para verificar as diferengas estatisticas
foram aplicados os testes ndo-paramétricos Kruskall-Wallis (KW) e Mann-Whitney U

(MW). Para a analise de correlacéo foi empregado o teste de Spearman (rs).
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b)

Figura 2. a) Instalagdo das armadilhas de oviposi¢gdo, b) Armazenamento e c)
Indugcdo a eclosdao e separagao de individuos para determinar a abundancia e
coexisténcia de Aedes aegypti e Aedes albopictus em municipios do Parana.
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A positividade das palhetas (1.O) oscilou entre 36 e 72 % nos municipios

analisados. Houve predominio de Aedes aegypti sobre Aedes albopictus, em

ocorréncia nao simultdnea com os percentuais sendo, respectivamente, de 54,6% e

24% do total de armadilhas instaladas, enquanto a ocorréncia concomitante das

espécies atingiu 16,6% de positividade. Entre os municipios analisados, apenas em

Ibipora nao foi detectada a presenca de A. albopictus.

Tabela II. Positividade das palhetas e coexisténcia de Aedes aegypti e Aedes
albopictus nos municipios de Jacarezinho, Maringa, Paranavai, Cambé e Ibipora.

) _ Ambas as
N° A. aegypti | A .albopictus |espécies Total
Palheta Palheta Palheta
) s Palhetas N° Palhetas N° s N° s 1.O N°
Localidades Adulto Positiva Positiva Adulto
Positivas S Positivas Adultos S Adultos S % S
Jacarezinh » 25 4 22 3 33 2 26 9 36 55
o}
J2 25 14 97 13 139 10 171 17 68 236
M1 25 9 242 2 26 2 38 9 36 268
Maringa
M2 25 11 179 0 0 0 0 18 72 179
Paranavai 50 10 134 2 6 2 100 14 28 140
c1 25 7 44 2 2 2 15 14 56 46
Cambé
c2 25 2 2 4 4 0 0 14 56 6
Ibipora 25 2 30 0 0 0 0 13 52 30

(J1) primeira coleta de Jacarezinho, (J2) segunda coleta de Jacarezinho, (M1) primeira coleta de Maringa, (M1) segunda
coleta de Maringd, (C1) primeira coleta de Cambé (C2) segunda coleta de Cambé. Indice de oviposigéo (I.O): nimero de
palhetas positivas * 100/numero total de palhetas.
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Tabela lll. Atividade de oviposicdo, eclosdo e sexagem de Aedes aegypti e Aedes

albopictus nos municipios de Jacarezinho, Maringa, Paranavai, Cambé e Ibipora.

Localidade N° % N° A. aegypti A. albopictus
ovos eclosdo | adultos [Total @ & | Total @ &

Jacarezinho J1 354 2,1 55 22 12 10 33 24 9
J2 1024 23 236 97 39 58 139 51 88
Maringa M1 544 49,2 268 242 108 134 26 13 13
M2 428 41,8 179 179 96 83 0 0 O

Paranavai 389 36 140 134 60 74 6 1 5
C1 775 6 46 4 21 23 2 1 1

Cambé

Cc2 277 2 6 2 2 0 4 2 2

Ibipora 349 8,5 30 30 12 18 0 0 O

(J1) primeira coleta de Jacarezinho, (J2) segunda coleta de Jacarezinho, (M1) primeira coleta de
Maringd, (M1) segunda coleta de Maringa, (C1) primeira coleta de Cambé (C2) segunda coleta de

Cambé.

A porcentagem de adultos obtidos, a partir de ovos, independente da espécie

oscilou entre 2,1% e 49,2%, porém com acentuado predominio para obtencédo de

adultos de A. aegypti, a unica excegdo ocorreu em Jacarezinho onde, nos dois

periodos analisados, o numero de adultos de A. albopictus suplantou o de A.

aegypti. As menores razbes de obtencdo de adultos ocorreram para Cambé e

Ibipora, as maiores foram para Maringa e Paranavai, embora o numero de ovos

recolhidos das palhetas estivesse relativamente proximo das demais localidades

avaliadas (Tabela ).

A relagao variancia/média (1) aplicada para verificar a disposi¢édo dos ovos nas

armadilhas indicou disposicao agregada destes nas palhetas com 1=52.38 (J1),

33.07 (J2), 24.52 (M1), 17.97 (M2), 42.26 (Paranavai), 71.47 (C1), 32.17 (C2) e

36.57 (Ibipora).
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A oviposicdo de Aedes spp. por municipios apresentou diferencas
estatisticamente significativas (KW = 18.80470, p= 0.0088, X?= 26.72803, p=
0.0004), assim como o numero de adultos (KW= 51.37905, p= 0.00, X?= 41.50422,
p= 0.00). A comparagédo entre sexo e localidade para A. aegypti e A. albopictus
também revelou diferengas entre os municipios (fémeas de A. aegypti KW=
33.96775, p= 0.0001, X?= 30.02993, p= 0.0004; machos de A. aegypti KW=
44.47878, p= 0.0000, X2= 42.94308, p= 0.0000; fémeas de A. albopictus KW=
35.51414, p= 0.0002, X>= 31.81521, p= 0.0002 e machos de A. albopictus KW=
44.47878, p= 0.0000, X2= 42.94308, p= 0.0000). A. aegypti apresentou proporgao
sexual de fémeas por macho de 0,83:1 e 1,48:1 em Jacarezinho, 1,24:1 € 0.89:1 em
Maringa, 1,23:1 em Paranavai, 1,09:1 e 2:0 para Cambé, e 1,5:1 em |lbipora. Para A.
albopictus essa relagao foi de 0,38:1, 1,72:1 Jacarezinho, 1:1, 0:0 para Maringa, 5:1
Paranavai, 1:1 e 1:1 para Cambé e 0:0 para Ilbipora.

Foi constatada que ha correlagdo negativa entre abundancia de A. aegypti e
A. albopictus em Maringa (M1; rs = -0.38, p < 0.05) e Cambé (C2; rs = -0.26, p <
0.05), o que poderia indicar relagao inversamente proporcional das espécies nestes

municipios.

4.6. DISCUSSAO

Apesar das caracteristicas ambientais dos municipios estudados serem
semelhantes, foram detectadas diferencgas significativas no numero de ovos, adultos
emergidos e proporgdo no sexo dos adultos que eclodiram em laboratorio. A
diferenga na freqiéncia de ovos pode ser consequiéncia da variagao sazonal de

adultos, sendo mais acentuada para A. albopictus (Serpa et al. 2006). Isto também
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explicaria a correlagdo negativa entre as espécies detectada em Maringa (2005) e
Cambé (2).

Os indices de oviposi¢cao para monitoramento das populagbes de vetores
apenas determinam o numero de ovos sem diferenciar as espécies e a quantidade
de adultos que emergem das armadilhas. Todavia, alguns elementos podem ser
levantados para interpretar melhor a forma de colonizagdo destas espécies, como
uma possivel diminuicdo na emergéncia dos adultos, como resultado da competigao
interespecifica das larvas. Segundo Juliano et al. (2004), este evento pode contribuir
para o declinio de uma espécie em relagcéo a outra o que afetaria a produgao total de
adultos de um determinado criadouro. Ou também, que as diferengas no tempo de
armazenamento das palhetas podem ter contribuido com as baixas taxas de
ecloséo.

As diferengas nas proporgdes sexuais podem estar relacionadas a uma
eventual dispersao sexual interespecifica, sendo apenas vislumbrada pelas
alteragdes proporcionais entre machos e fémeas por localidade. Para A. aegypti a
proporgao sexual foi o esperado, ja para A. albopictus afastou-se do esperado. A
nossa percepgao dos resultados é baseada nos dados apresentados por Lima-
Camara et al. (2006), nos quais adultos coletados em trés ambientes (urbano-
suburbano-rural) de A. albopitus teriam tal discordancia em suas razdes sexuais, isto
é evidente quando se compara o numero de adultos machos e fémeas deste
trabalho. No entanto, € necessario avaliar esta relacdo de sexo com uma escala
maior de armadilhas, pode ser que para A. albopictus esta tinha sido inconsistente
pelo baixo numero de premissas ou devido ao lugar onde as armadilhas foram

instaladas.
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A espécie predominante nos municipios foi Aedes aegypti, como se observa
nos levantamentos de indices prediais (SISFAD — SESA/PR). Entretanto, A.
albopictus apresentou-se em maior quantidade em Jacarezinho, municipio com
maior porcentagem de populagao na area rural, o que pode ser indicativo de que a
infestacao pode estar ocorrendo a partir da zona rural como verificado para Londrina
(PR) por Lopes et al. (2004), onde a populagdo de A. aegypti diminui no limite da
area urbana para a rural ao mesmo tempo em que aumenta A. albopictus.

Segundo Silva (2002), no municipio de Sertaneja, Norte do Estado do Parana,
0 A. albopictus ja tem registros de ocupacdo de areas urbanas e esta colonizando os
mesmos substratos de oviposicdo de A. aegypti. A eficiéncia na utilizagdo das
armadilhas pela primeira espécie evidencia seu ecletismo e sua penetracdo no
ambiente natural, onde potencialmente pode participar como vetor em ciclos de
transmissao silvestres (Forattini et al. 1998, Santos 2003). Isto de fato indica a
preferéncia de A. albopictus por areas com caracteristicas de transigdo entre urbana
e rural (Lopes et al. 2004, Gomes et al. 2005).

Estando comprovado que estas espécies tém a capacidade de colonizar os
mesmos criadouros, espera-se que a pressao de controle com inseticidas atinja
igualmente as populagdes deste taxon, caso sejam susceptiveis. E como resultado
desta pressdo espera-se que a resisténcia quimica apareca em um futuro préximo,
como ocorrido para A. aegypti reportada em varios estados do territorio brasileiro ao
temefés e cipermetrina (Macoris et al. 2003, Lima et al. 2003, Braga et al. 2004,
Carvalho et al. 2004, Duque et al. 2004, Lima et al. 2006).

A agregacédo dos ovos foi quantificada em conjunto, sem distingdo da espécie
no momento da contagem dos mesmos. Os valores indicaram que a distribui¢do no

ambiente foi altamente agregada, sugerindo que fémeas podem estar limitadas no
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sentido de demanda de criadouros pois a procura ativa de fémeas gravidas por
estes locais pode ser influenciada pelos estimulos quimicos “semioquimicos”,
originando tal fendémeno (Bentley & Day 1989, McCall & Cameron 1995, Kaur et al.
2003).

A utilizacdo dos indices entomoldgicos como fator exclusivo para Aedes
aegypti podem resultar em dados incompletos, por exemplo; no caso de instalagao
de ovitrampas em locais onde ndo ha histérico da presenga de individuos de A.
albopictus, na eventualidade de sua ocorréncia, esta nao seria detectada assim
como sua provavel dispersdo ou mesmo ocorréncia simultanea com A. aegypti. Isto
coloca em evidéncia a importancia de criar medidas operacionais praticas que
permitam fazer uma medigao precisa dos indices de oviposig¢ao levando em conta a
especificidade e a coexisténcia entre as espécies os padroes de distribuicao
espacial.

A coexisténcia destas espécies foi detectada com relativa frequéncia,
indicando a necessidade do conhecimento preciso dos aspectos comportamentais
que governam estes mosquitos. Diante do cenario avaliado, seria estratégico
determinar sistematicamente os niveis de infestacdo das populagbes de A.
albopictus e A. aegypti no Estado do Parana, tendo em conta a sazonalidade, e a
dispersao das areas periféricas as urbanas como também incluir o A. albopictus no

monitoramento da resisténcia aos principais inseticidas utilizados para A. aegypti.

4.7. Conclusoes

Nas armadilhas de oviposicdo encontram-se além do A. aegypti o A.
albopictus, as vezes coexistindo.

Foi determinado que ovos de Ae. aegypti foram mais abundantes e frequentes

nas armadilhas.
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A eclosao e numero de adultos foram diferentes em todos os municipios. No

entanto, a oviposigao foi agregada em todos os municipios
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5. CAPITULO IV

Modelo de transmissao da dengue: tratamento integrado do vetor Aedes

aegypti considerando resisténcia quimica a inseticidas

Capitulo IV. Para ser submetido na revista Emerging Infectious Diseases.
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5.1. ABSTRACT

Model of dengue transmission: integrated treatment of the vector Aedes aegypti considering
chemical resistance to insecticides. A mathematical model type SDIR (susceptible,
displayed, infectious and removed) was simulated including the population of human hosts,
dengue vectors and strategies for the control of Aedes aegypti. The simulations results
confirmed that applications of insecticides must be done including both larval and adult
stages of the vector in order to quickly reduce the epidemic. Also, in order to avoid loss of
efficacy in the mosquito control, it is necessary to use highly efficient insecticides and
guarantee that they have high coverage to achieve a permanent removal of vector breeding
sites. Based on the simulations, it is concluded that the densities of the vector must be kept

close to zero throughout the year to avoid the coexistence of host and vector.

Key words. Epidemiology, dengue, chemical resistance, Aedes aegypti.
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5.2. RESUMO

Modelo de transmissdo da dengue: tratamento integrado do vetor Aedes aegypti
considerando resisténcia quimica a inseticidas. Foi simulado um modelo matematico tipo
SEIR (susceptivel, exposto, infeccioso e removido) incluindo populagdo dos hospedeiros
humanos, vetores da dengue e estratégias de controle do vetor Aedes aegypti. Os
resultados das simulagbes confirmaram que aplicacbes de inseticidas devem ser
combinadas nos estados larvarios e adultos do vetor para diminuir rapidamente a epidemia.
Também, se observou que para ndo comprometer o controle do mosquito, € necessario que
os inseticidas sejam altamente efetivos e que as aplicagdes tenham alta cobertura de
efetividade, e que estejam sempre acompanhados de permanente remogao de criadouros.
Pode-se concluir com as simulagdes do modelo que as densidades do vetor devem ser
mantidas proximas de zero em todos os periodos do ano para evitar totalmente a

coexisténcia hospedeiro - vetor.

Palavras-chave. Epidemiologia, dengue, resisténcia quimica, Aedes aegypti.
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5.3. INTRODUGAO

O problema epidemiolégico da dengue e dengue hemorragica, com aumento
exponencial nas ultimas décadas, é conseqliéncia de fatores como a urbanizacao
nao planejada, mudangas demograficas e migragdo em grande escala (Kroeger &
Nathan 2007) influenciada pelas facilidades de transporte aéreo e terrestre. Embora
conhecimento suficiente relacionado a dengue tenha-se acumulado desde ha dois
séculos, (Periago & Guzman 2007), esta arbovirose continua sendo um dos
principais enigmas epidemioldgicos que necessita ser resolvido no século XXI.

Dentro das possibilidades reais de controle desta doenca, esta a reducido da
densidade do vetor através da utilizagdo de produtos quimicos e eliminagao fisica
dos criadouros potenciais das formas imaturas. O sucesso desta tarefa esta
diretamente ligado a conscientizagdo e comprometimento da sociedade por meio de
acdes individuais e coletivas de eliminagdo de criadouros do vetor. No entanto, o
aumento observado dos casos da dengue nos ultimos anos, indica que estas acdes
nao estdo sendo suficientes. Uma das possiveis solugdes seria criar uma vacina que
confira imunidade a toda populagéo contra todos os sorotipos da dengue DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Gubler 1998); infelizmente esta possibilidade ainda esta
longe de se alcancgar.

Para entender o porqué do problema de ocorréncia das epidemias, apesar
das atividades de controle do vetor, € necessario recapitular algumas questbes. So
existe a dengue por que existe o contato entre o vetor e a pessoa infectada
(portadora do virus na fase transmissivel); outra possibilidade é a transmissao
vertical nas populagdes de vetores, embora em taxas reduzidas, como demonstrada

em Aedes aegypti (Joshi et al. 2002); no entanto seu significado para a manutengéo
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das endemias é desconhecido. De qualquer forma os argumentos anteriores indicam
que é necessario evitar a coexisténcia de vetores e pessoas infectadas ou entender
até que ponto esta pode ocorrer.

A dengue se transmite da seguinte forma: pessoas susceptiveis a todos os
sorotipos do virus da dengue que se dispersam eventualmente a areas endémicas
onde circula ao menos uma destas formas virais, e sao expostas através do contacto
com o vetor infectado, desenvolvem a doenca. Ao regresso ao seu lugar de origem,
com a doenca no periodo infeccioso, entram em contacto novamente com o vetor
susceptivel e certamente gerara o ciclo da doenga nesse lugar, infectando pessoas
susceptiveis. E no caso de existir pessoas ja expostas aos outros sorotipos
diferentes do virus, existe a possibilidade de evolugdo para dengue hemorragica
(Gubler 1998, Jelinek 2000).

Pode-se afirmar que as entidades de Saude de todos os paises, onde a
dengue esta presente, fazem esforgos significativos na tentativa de controlar o vetor;
infelizmente, com repercussao apenas temporal na diminuicao dos casos. Depois de
um periodo de baixa incidéncia, enfrentam-se novamente epidemias com elevagao
substancial do numero de casos. Um desenho experimental que explique este
fenbmeno em grande escala é praticamente impossivel, devido a falta de controle
das muitas varidveis ligadas epidemiologicamente a esta doenga, como a
quantidade de vetores e de pessoas infectadas necessarias para iniciar uma
epidemia, o papel da imunidade a um sorotipo especifico do arbovirus; a imunidade
coletiva relacionada com os surtos da doenga; impacto das estratégias de controle
baseadas em inseticidas quimicos; e remocado dos criadouros potenciais do vetor.

Uma forma mais aproximada para entender todas estas variaveis, em conjunto, em
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escala global, é viabilizada através da utilizagdo de modelos matematicos (Hasting
1997).

Varios trabalhos com diferentes enfoques epidemiolégicos e abordagens
matematicas tém explicado este problema, no sentido de tomar decisdes desde um
ponto de vista holistico que auxiliem na elaboragdo de programas de controle da
doenca e do vetor. Entre os principais modelos destacam-se o de Newton & Reiter
(1992), que levantaram a questao sobre o tratamento do vetor no estado adulto com
aplicagdes de inseticidas (ultra—baixo—volume), indicando que o impacto na
incidéncia da doencga poderia ser minimo, ou apenas retardaria o aparecimento da
epidemia. Esteva & Vargas (2000) indicaram que a transmissao vertical poderia
favorecer a presenga permanente do virus da dengue em areas rurais florestais com
baixa densidade humana. Derouich et al. (2003) e Derouich & Boutayeb (2006)
avaliaram uma vacina hipotética com programas de diminuigcdo do vetor, indicando
esta como a unica possibilidade de erradicagdo da doenca, uma vez que 0s
tratamentos focalizados apenas na redugdo do vetor somente retardam o
aparecimento da epidemia. Entretanto Burattini et al. (2007) analisaram a influéncia
da sazonalidade na relagao vetor — dengue, incluindo diferentes estratégias de
controle do vetor nos estados larvais e adultos e concluiram que é possivel cortar
rapidamente a prevaléncia da dengue aplicando ataques multiplos de tratamentos ao
vetor.

Embora seja 6bvio que para ndo haver incidéncia da dengue € necessario
controlar as populagdes do vetor, como demonstrado pelos modelos matematicos,
observa-se na que algo nesta afirmacg&o nao esta corretamente correlacionado com
a realidade. No caso do Brasil, o problema da dengue é gigantesco quando se

compara com outros paises com a mesma situagdo. Nossa hipétese € que, num
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contexto meramente entomoldgico, o controle de vetores esta focalizado para a
diminuicdo parcial do vetor, priorizando intensamente os poélos estratégicos,
descuidando de outros lugares com maior incidéncia, porém com menos interesse
turistico e comercial (Capitulo 1). Varios fatores tém pesos diferenciados, afetando
negativamente o controle da dengue, como a resisténcia a inseticidas registrada em
varios estados brasileiros: Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Sergipe, Alagoas, Brasilia,
Paranda, Ceara e Paraiba (Macoris et al. 1999; Campos & Andrade 2001; Macoris et
al. 2003; Lima et al. 2003; Braga et al. 2004; Carvalho et al. 2004; Duque et al. 2004;
Lima et al. 2006; Beserra et al. 2007). A baixa cobertura das aplicacbes dos
inseticidas, que nao se atingem totalmente a populagdo dos vetores adultos, porque
as fémeas gravidas se refugiam em lugares onde a distancia das aspersdes nao as
atingem (Perich et al. 2000; Castro et al. 2007), e as atividades culturais de remogéao
de criadouros do vetor realizadas pela comunidade.

Diante deste cenario, tem-se como objetivo simular um surto da dengue
incluindo varias estratégias de controle, ligadas a possiveis problemas que
comprometem o controle de vetores, como resisténcia a inseticidas quimicos, baixa

cobertura das aplicacdes dos inseticidas e atividades de controle cultural do vetor.

5.4. MATERIAL E METODOS

O modelo de transmissdo da dengue utilizado neste trabalho é uma
modificagdo do trabalho de Newton & Reiter (1992), selecionado, principalmente, por
ser um trabalho amplamente discutido e por incluir a possibilidade de simular
controle do vetor no estado adulto com inseticidas. Foram realizadas alteracées nas

equacgdes originais para observar o comportamento das variaveis em uma area com
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diferentes opg¢des de tratamento do vetor, destacando cenarios com perda de
poténcia dos produtos quimicos (resisténcia quimica), efetividade das aplicagées do
inseticida relacionada a cobertura de criadouros atingidos e controle cultural da
populacado, como mutirdes de limpeza para eliminagao dos criadouros potenciais.

No geral, o modelo segue os principios dos modelos tipo SEIR (susceptiveis,
expostos, infectados e removidos). Dentro desta logica, se consideram duas
populagdes, os hospedeiros humanos (susceptiveis, expostos, infectados e
removidos) e os vetores (susceptiveis, expostos e infectados). As variaveis do
modelo sao descritas por equagdes diferenciais da forma dX4t = FR x X, onde X é a
variavel de estado, t é o tempo e FR é uma taxa de incremento. A taxa de
incremento pode ser constante ou depender de outras variaveis do sistema de

equacoes.
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O seguinte sistema de equacbes e fluxograma (Figura 1) descreve a dinamica

vital dos hospedeiros humanos e vetores (Tabela |, II).

dsh_ H _gf b 1

dt  Tlh H Tih
@:Shlvc_‘)h_E}l L_FL
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Figura 1. Equagdes e fluxograma do modelo de transmiss&o da dengue.



Tabela |. Variaveis do modelo de transmissao da dengue.
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Variavel Simbolo Valor inicial
Hospedeiro susceptivel Sh 10 000
Hospedeiro exposto Eh 0
Hospedeiro infeccioso Ih 1
Vetor susceptivel Sv 20 000
Vetor exposto Ev 0
Vetor infeccioso Iv 0
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Tabela Il. Parametros do modelo de transmissao da dengue.

Parametro Simbolo Valor
Tempo de vida médio do Tih 25 000 dias (68.5 anos)
hospedeiro

0,75

Taxa de contato efetivo vetor a Cvh
hospedeiro
Tempo intrinseco de incubagdo do Tiit 5 dias
virus
Tempo extrinseco de incubagao do Teit 6
virus
Duragéao da infecgcédo no hospedeiro Tid 3 dias
Total de individuos imaturos que M 20000*
incrementam (larvas) os adultos Sv.
Taxa de incremento de M X 0,53"
Tempo de vida medio do vetor Tiv 12"
Taxa de controle integrado 1 = w Ver figuras (6, 7, 8 € 9)

efetividade do inseticida, cobertura
do inseticida e controle cultural.

Taxa de contato efetivo hospedeiro Chv 0,375

a vetor.

Taxa de controle no estado adulto Y 30, 60, 90, 100 %
(adulticida).

Numero total de humanos H 10 000

* Valor hipotético.*™ dado sugerido a partir do capitulo lll.

E incluida a dinamica vital dos hospedeiros humanos e vetores, por exemplo,
incremento e mortalidade dos hospedeiros e vetores, da seguinte forma: HTIh e
Mx/Tiv, respectivamente para hospedeiros, consideram o numero total de individuos
de todas as idades e sexo que podem se contagiar apenas com uma unica cepa do

virus e o tempo médio de vida de um hospedeiro normal, aproximadamente 68,5
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anos (Newton & Reiter 1992). Para o vetor, se considera como uma quantidade de
mosquitos total (M = Sv + Ev + lv), que se incrementa numa taxa (x) estimada de
dados através de armadilhas de oviposi¢cdo, onde € seguido todo o processo de
desenvolvimento desde ovo até adulto do vetor (Capitulo Ill). E o tempo de vida
médio do vetor (12 dias) foi estimado com base em nossa experiéncia com dados de
criacdo por geragao de Aedes aegypti em laboratério (dados ndo publicados), a
maioria dos parametros do modelo sdo os mesmos utilizados por Newton & Reiter
(1992).

As taxas de contagio do hospedeiro e vetor sdo as mesmas do trabalho de
Newton & Reiter (1992), representadas pelo contato dos hospedeiros susceptiveis
(Sh), com o vetor infectado (/v), relacionado com a taxa efetiva de contacto do vetor
hospedeiro Cvh/H, que é determinada pela probabilidade de transmissdo de um
sorotipo da dengue, hospedeiro vetor (an,) e a taxa de picadas do (Sv) por dia (bs),
assim Cvh = ap, bs. O contagio do vetor susceptivel (Sv), representado por Chv/H,
que é determinado pela probabilidade de transmissdo de um sorotipo da dengue do
vetor ao hospedeiro (a,n) e a taxa de picada dos (/v) por dia (bi), Chv = a, bi.

Os parametros que indicam controle integrado do vetor (w) inseticidas
larvarios, temefds e (Y) inseticidas para controle do vetor no estagio adulto, sdo uma
somatodria das agdes de controle que é incorporada ao modelo original. Sendo da
seguinte forma; perda de poténcia ou ineficiéncia do inseticida como consequéncia
da resisténcia quimica a inseticidas, possibilidade de que agbes de controle nao
atinjam o total dos criadouros, no caso especifico os estados larvarios e o total dos
estados adultos do vetor, este parametro é considerado como porcentagem de
cobertura. E as agbes de tipo cultural de controle do vetor, especificamente,

remogao permanente dos criadouros potenciais do vetor efetuado pela populagéo de
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forma espontanea, diferente do trabalho efetuado pelos agentes de saude
contratados para esta fungao. Foi considerada a somatoria destes parametros como
de 100% de efetividade para demonstrar a importancia de entender o controle do
vetor como uma ag¢ao multipla de componentes que devem ser cuidadosamente
planejados para nao comprometer o controle do mosquito. O programa

computacional para simular o modelo foi o Populus 5.4 (Alstad 2005).

5.5. RESULTADOS

Num surto da dengue a necessidade de controle do vetor é iminente, no
entanto, é primordial entender os alcances e o impacto das estratégias destinadas a
diminuir o evento epidémico. Para isto, foram simulados os seguintes cenarios de
transmissdo: a transmissdo da dengue, sem presenga de infectados (vetor ou
hospedeiro) é caracterizada pela coexisténcia do vetor com o hospedeiro em
auséncia da doenga (Figura 2). Considerando a entrada de pelos menos um
infectado (vetor ou hospedeiro) num ambiente onde coexistem homem e mosquitos
em grandes densidades distribuidas espacialmente em varios locais, inevitavelmente
acontece um surto epidémico. Desta forma o incremento dos hospedeiros
infecciosos (/h) é diretamente influenciado pelo contacto com vetores infecciosos
(Iv), e em condigdes livres de qualquer tipo de controle das populagbes do mosquito
(M= Sv + Ev + lv), se desencadeia a epidemia (Figura 3).

Apos o inicio da epidemia, as medidas de controle sdo acionadas
intensamente e pode se esperar com uma aplicacdo de inseticida hipoteticamente
efetiva (100% de controle) para tratar o estagio larvario e adulto. Resulta que o

nuamero de /v diminui visivelmente em quantidade, no entanto o periodo epidémico é
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apenas levemente reduzido, em relagdo a nao aplicagdo de nenhum tipo de controle
dos vetores (Figura 4).

Segundo o modelo, num surto epidémico, & necessario dimensionar a
efetividade das agdes de controle. As aplicacdes de inseticidas apresentam
melhores resultados na redugao do vetor quando dirigidas ao estagio adulto que as
larvas do vetor; sendo que o ideal é a combinacao de ataque multiplo sobre larvas e
adultos ao mesmo tempo, como na Figura 3. Se, for aplicado este controle apenas
em larvas, os adultos do mosquito permanecem vivos, alimentando-se e
ovipositando, consequentemente multiplicando sua populagcdo. E se apenas se
controlam os adultos, as larvas ndo tratadas restauram novamente sua populacdo
(Figuras 5 e 6).

As agdes de controle se complicam se for incluida a possibilidade de perda de
poténcia dos inseticidas por causa de resisténcia quimica que pode comprometer o
controle do vetor. Este evento podera ser mais drastico dependendo se a resisténcia
€ para os inseticidas que atacam larvas ou adultos, como apresentado
anteriormente. No caso de inseticidas larvarios como o temefds, uma perda de
poténcia de 30%, resulta em uma leve alteragdo no numero de /h e Iv. No entanto, é
considera uma combinacdo desta perda de 20% na agao do inseticida sobre
estagios larvarios e 50% de poténcia do inseticida para controle de vetores no
estagio adulto, o resultado é que a dinédmica da doenga permanece, aumentando o
numero dos casos da dengue. (Figuras 7, 8 € 9).

Em vista do anterior, é indiscutivel que é necessario evitar a epidemia,
estabelecendo condi¢cdes para manter o menor numero possivel de individuos
iniciais do vetor, proximos a zero. Assim, mesmo considerando o aparecimento da

resisténcia quimica a inseticidas, serao reduzidos mais rapidamente e na sequéncia
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também os hospedeiros infecciosos (Figuras 10 e 11). Considerando uma perda de
poténcia do inseticida de 10% ocorre diminuigéo significativa dos vetores infecciosos
e dos hospedeiros infecciosos. A necessidade de manter as populagées do vetor a
niveis baixos é apresentada nas Figuras 12, 13 e 14, mesmo considerando a
possibilidade de perda de poténcia do inseticida, somando acbdes de remocao de

criadouros.
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Figura 2. Cenario para transmissdo da dengue na auséncia da dengue, aplicacéo de

0% de controle nos estagios larval e adulto do vetor. Hospedeiros infecciosos /h e
Vetor infeccioso Iv.
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Figura 3. Cenario para transmissédo da dengue simulando aplicagdo de 0% de

controle nos estagios larval e adulto. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso
Iv.
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Figura 4. Cenario para transmissdo da dengue simulando aplicagcdo de 100% de
controle nos estagios larval e adulto. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso
Iv.
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Figura 5. Cenario para transmissédo da dengue simulando aplicacdo de 100% de

controle nos estagios adulto e larval 0%. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor
infeccioso /v.



134

28007
2400+
2000+ X

IEDD: 1

I

1200+
al0t

400¢

D“ — — — g . — — —t :
0 20 40 &l a0 1040 120 140 160
Days

Figura 6. Cenario para transmissdo da dengue simulando aplicagao de 0% de
controle nos estagios adulto e larval 100%. Hospedeiros infecciosos |h e Vetor
infeccioso /v.
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Figura 7. Cenario para transmissédo da dengue simulando aplicacdo de 100% de

controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do inseticida
larvario de 30%. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso Iv.
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Figura 8. Cenario para transmissdo da dengue simulando perda de efetividade de
20% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso /v.
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Figura 9. Cenario para transmissdo da dengue simulando perda de efetividade de
50% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso /Iv.
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Figura 10. Cenario para transmisséo da dengue simulando perda de efetividade de
20% de controle no estagio adultos e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Com uma populagao inicial de 5000 vetores. Hospedeiros
infecciosos /h e Vetor infeccioso Iv.
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Figura 11. Cenario para transmissdo da dengue simulando perda de efetividade de
20% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Com uma populagao inicial de 2000 vetores. Hospedeiros
infecciosos /h e Vetor infeccioso Iv.
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Figura 12. Cenario para transmisséo da dengue simulando perda de efetividade de
10% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 10%. Com uma populagao inicial de 2000 vetores. Hospedeiros
infecciosos Ih e Vetor infeccioso Iv.
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Figura 13. Cenario para transmissdo da dengue simulando perda de efetividade de
65% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Com uma populagao inicial de 1500 vetores. Hospedeiros
infecciosos /h e Vetor infeccioso Iv.
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Figura 14. Cenario para transmisséo da dengue simulando perda de efetividade de
65% de controle no estagio adulto e considerando uma perda de efetividade do
inseticida larvario de 30%. Com uma populagdo inicial de 15000 vetores.
Hospedeiros infecciosos /h e Vetor infeccioso /Iv.
5.6. DISCUSSAO

A inclusdo dos parametros (w) e (Y) no modelo de Newton & Reiter (1992)
abre a possibilidade de analisar e predizer circunstancias relacionadas com
aplicagao de tratamentos diferenciados a larvas e adultos do vetor Aedes aegypti e
seu efeito na epidemia da dengue. Assim, como a medi¢gao do impacto das possiveis
combinagdes destas variaveis na redugao do vetor e sua influéncia na redugéo dos
casos da dengue. Outros aspectos podem ser também analisados no modelo, como
as falhas no controle do vetor, causadas pela resisténcia quimica e baixa cobertura
das aplicacdes de inseticidas.

Outro aspecto a salientar, € que os parametros destinados ao controle de
larvas (w) e adultos (Y) sao considerados como a somatéria de varios eventos. Uma

vez que um controle efetivo do vetor depende da resisténcia quimica a inseticidas,

efetividade de cobertura das aplicagbes dos inseticidas no ambiente e as acgdes
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permanentes da comunidade no controle de criadouros do vetor. A falha de algum
destes parametros, indiscutivelmente, compromete as agbes realmente efetivas de
controle do vetor, como observado na simulacdo do modelo. Dentro desta I6gica,
ndo é adequado aplicar inseticida totalmente efetivo, seja direcionado ao estagio
adulto ou larvario, se seu emprego nao esta cobrindo a totalidade de criadouros ou
individuos, seria similar a aplicacdo de inseticida em individuos resistentes, nao
causando a mortalidade esperada.

Esta comprovada que nas aplicacbes de inseticidas Ultra baixo volume, a
porcentagem de mosquitos atingida & afetada por fatores como o refugio das fémeas
e migracao a outros lugares (Perich et al. 2000; Castro et al. 2007 ). Desta forma, o
controle integrado do vetor, para ser efetivo, deve apresentar combinagao ideal de
estratégias, como indicado no modelo em relagcdo a cobertura das ag¢des. No
entanto, pode ser que este seja um evento dificiimente controlavel nas aplicagbes de
adulticidas.

Assim como Burattini et al. (2007) afirmam, observamos, com a simulagao do
modelo, que uma redugao mais expressiva da doenga € alcangada rapidamente com
a redugcdo dos mosquitos no estagio adulto, quando comparada apenas com
tratamentos destinados ao controle dos estagios larvais do vetor. Isto alerta para
necessidade de evitar inseticidas com perda de poténcia ou resistentes para
utiizagdo no estagio adulto, como ja detectado para os piretréides como a
cipermetrina em Cuba (Rodriguez et al. 1999) e Brasil (Duque et al. 2004 e Cunha et
al. 2005) e deltametrina no Peru (Chavez et al. 2005) que comprometam o controle.

Como mostrado nas simulacdes do modelo, num evento epidémico, a
quantidade de individuos inicial é crucial na intensidade e redugdo rapida da

epidemia. Talvez isto seja o que acontece nas ondas epidémicas. Normalmente,
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numa epidemia as agdes de controle sdo aplicadas com veeméncia na tentativa de
frear o aparecimento de mais individuos infecciosos, até conseguir em teoria o
controle da doenca. Posteriormente, se observa um recesso epidémico e
posteriormente um surto igual ou muito maior que o anterior (Capitulo |,
correspondente a 2002-2003, 2004 a 2007). Isto é consequéncia do impacto sobre
as populagdes dos vetores, que estao sujeitas a periodos de menor intensidade de
controle, permitindo a dispersao e o aumento populacional.

Finalizando, segundo as simulagbes do modelo, a relacdo densidade vetor -
hospedeiro, é fundamental para o éxito dos programas de controle. Isto alerta para a
necessidade urgente de implantagdo de metodologias de vigilancia entomoldgica
que permitam detectar rapidamente a presenca do vetor, uma vez que a unica forma
de evitar a dengue € impedir a coexisténcia do hospedeiro e vetor. Dentro de estas
estratégias, consideramos que € urgente incluir nos programas de controle outros
meétodos complementares como armadilhas de oviposicdo que sdo mais sensiveis a

presenca da atividade do vetor, e armadilhas para captura das fémeas gravidas.

5.7. Conclusodes

A inclusao de (w) e (Y) no modelo de Newton & Reiter (1992), abrem a
possibilidade de analisar e predizer circunstancias relacionadas com aplicacdo de
tratamentos diferenciados a larvas e adultos do vetor A. aegypti e seu efeito na
epidemia da dengue.

A falha de algum destes parametros indiscutivelmente compromete as ag¢des
realmente efetivas de controle do vetor.

Evitar inseticidas resistentes para utilizagdo nos estagios adultos.
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6. CONCLUSAO GERAL DA TESE

As evidéncias mostram que a dengue no estado do Parana € um fenémeno
crescente e inevitavel, havendo a necessidade de revalidacdo das metodologias
atuais de controle. Pode-se esperar apenas, a diminuicdo dos casos desta doenca
por curtos periodos de tempo, que apds um recesso na intensidade das atividades
de controle do vetor, este se estabelece novamente determinando a ocorréncia de
ondas epidémicas reincidentes do ciclo epidémico. Diante deste cenario, a Unica
possibilidade atual para diminuigao da dengue esta no controle do vetor. E primordial
manter a vigilancia alerta aos seguintes pontos: 1) Monitoramento da dispersao e
aumento populacional do vetor mediante avaliagdo permanente dos indices que
indicam a presenca do vetor, que devem permanecer préximos a zero e 2)
intensificacdo da avaliagao da resisténcia, nao apenas para o temefds, mas também
de adulticidas. Embora, nos municipios onde ocorreu avaliagdo da susceptibilidade
ao temefds, acusassem a resisténcia de Aedes aegypti, esta foi baixa, ndao sendo
relacionada ao incremento dos casos. A falha de vigilancia entomolégica pode

resultar em epidemias com intensidade superior as experimentadas atualmente.



146

7. Anexo

(Protocolo de diluigao do inseticida sugerido)

Para preparar o inseticida em nosso laboratério seguimos um protocolo
ligeiramente modificado ao original da WHO. Encontrar uma forma detalhada deste
processo nos artigos € quase impossivel, devido a disponibilidade de materiais
necessarios para calibrar os inseticidas. Esclarecido isto, segue o protocolo utilizado

em nosso laboratorio:

1. Primeiramente, vocé deve conhecer a concentracdo do produto informada
pelo fabricante (preferivelmente em grau técnico). Exemplo: Temefés solugao
liquida de 90%.

2. Deve fazer a curva de calibracio do inseticida com a coldnia referéncia Aedes
aegypti Rockfeller (Rock), para estabelecer a concentragao diagndstico e
utilizar (CD) conforme mencionado no capitulo |.

3. Para isto, € necessario preparar uma bateria de concentragcbes que causem
mortalidade entre 1 e 99% na coldnia Rock.

a) Neste caso deve-se levar em conta que esta colénia &€ 100%
susceptivel e as concentragbes desta linhagem sao, geralmente,
menores que as de populacdes de campo. Nés utilizamos uma faixa de
concentragbes de 0.0048 a 0.0013 (ppm ou mg/L), que ja
estabelecemos previamente em laboratério e sempre incluimos 0.0125
(ppm ou mg/L), observe que a 0.0125 é uma CD recomendada pela
OMS. Como o inseticida que utilizamos é o temefds 90%, € necessario
fazer calculos para transformar em partes por milhdo (ppm ou mg/L). A

densidade deste produto segundo o fabricante é de 0,965 g/mL. Ou,
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seja tem que fazer um fator de conversao: Assim, 90 g (temefés)/100 g
(solugao-volume) * 0,965 g/mL = 0,8685 g/mL (densidade do teméfos a
90%).

b) Transformando de g/mL a ppm ou mg/Kg; temos que o temefds esta a
0,8685 g/mL * 1 000 mL/1L * 1 000 mg/1g = 868 500 mg/Kg ou ppm.

c) Desta forma sabemos que 868 500 mg/L é igual que ter 868500 ppm.

4. Como ja sabemos que o produto a ser avaliado esta a 868500 ppm ou mg/L,
pode-se planejar a bateria de concentragbes comentada no ponto (3).
Dependendo da colénia Rockefeller utilizada (CDC, Borabora ou outra), como
observados em diferentes artigos, obter-se a diferentes CLso. Este valor é
importante porque serve como referéncia para ter uma idéia das
concentracbes que devem ser estabelecidas. Na atualidade, em nossos
experimentos estamos utilizando as seguintes concentragdes 0.0125, 0,0048;
0,0030; 0,0027; 0,0024; 0,0016; 0,0015; 0,0013; 0,0018 ppm para a coldnia
Rockfeller (coldnia brasileira).

5. Para preparar as concentragdes anteriores, utilizamos o seguinte modelo, que
também pode ser empregado para preparar as concentragdes para outras
colénias diferentes (localidades x):

a) Como o temefés esta em grau técnico e muito concentrado, deve-se
diluir, a concentragdes faceis de manipulagdo (com micropipetas).
Inicialmente preparar uma solucdo estoque: volume recomendado 2
mL em um ependorff (inseticida + etanol) de solu¢gdo a 3000 ppm. Esta
solugéo deve ser preparada para ser utilizada no maximo por 30 dias, e

deve ser preservada a temperatura de 4°C. Utiliza-se a seguinte
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férmula V1C1=V2C2. Onde, V = volume, C = Concentracdo. Exemplo,
2000 L (inseticida + etanol) * 3000 ppm (contracdo desejada) = V2
(volume que deve ser usado do inseticida grau técnico a 90%)* 868
500 ppm (concentracédo do temefds). Isto € = 6,908 uL aproximando a
7 uL. Este volume é o que deve ser tomado do produto original temefds
90%, logo completar com etanol 1993 uL, totalizando 2000 pL em
ependorff (etanol + inseticida). Nosso preparado estara finalmente a
3000 ppm.

A solugdo de 3000 ppm sera utilizada para preparar as concentragdes
diarias (preparadas unicamente para cada experimento) mencionadas
em (4). Como exemplo; se prepara um volume de etanol + inseticida,
suficientes para as concentragdes e as repeticdes, numa concentragao
diluida de 6 ppm. Geralmente, preparamos 40 pL deste preparado a
um volume de 20 mL (ver (d)), que é suficiente para testar duas
populagdes “x” além da colonia Rockfeller. Isto varia dependendo do
numero de populagdes que serao avaliadas.

Para o passo seguinte, deve ter em conta o volume do pote (copo) que
sera utilizado como meio para fazer os experimentos, assim deve-se
preparar uma solugao estoque anterior, que seja suficiente para quatro
réplicas por concentracao.

Como precisamos ter suficiente preparado do inseticida, para testar a
colénia “x” avaliada paralelamente com a col6nia referéncia (Rock).
Utilizamos novamente a formula V1C1=V2C2; onde, 3000 ppm * C1 =
6 ppm* 20 000 pL (preparado necessario, para 8 concentragbes de

quatro réplicas para Rock e colénia “x”). O resultado é que temos que
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tomar 40 pL da solucdo estoque de 3000 ppm. Em um tubo de
centrifuga hermético, colocar 19960 uL de etanol + 40 pyL da solugao
de temefds a 3000 ppm, a solucéo final estara entdo a 6 ppm.

e) Agora que temos uma solugéo preparada de 20 mL = 20 000 yL a 6
ppm, com esta solucdo prepararemos as concentracdes a avaliar de
0.0125, 0,0048; 0,0030; 0,0027; 0,0024; 0,0016; 0,0015; 0,0013;
0,0018 ppm (estas concentragbes podem variar se utiliza uma colbnia
Rock como controle diferente).

f) Temos que diluir novamente para fazer o teste em potes plasticos (em
nossos experimentos utilizamos um volume de 200 mL). Entao,
V1C1=V2C2. Assim 200 000 pL (volume de agua utilizada no
experimento) * 0,0030 ppm = V2 * 6 ppm. Logo tomamos da solugao
diaria a 6 ppm, um volume de 100 pL. Que estara a 0.0030 ppm.
Desta forma, pode saber-se quanto utilizar da solugdo para ter a
concentragcdo desejada. Se necessario, pode aumentar as
concentragées com a mesma férmula.

g) Para cada concentragao desejada deve-se fazer o mesmo calculo.

h) Todo o processo de preparagdo das concentragcdes deve ter uma
agitacdo homogénea, recomendamos utilizar um Vortex por 30

segundos.

6. Finalmente, se vocé vai colocar um volume de 100 pL (0.0030 ppm) no pote
de experimento (com as larvas a testar) deve tirar o mesmo volume de agua

do pote, e s6 depois colocar os 100 uL de inseticida. Pode, também, fazer os
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calculos, para deixar um volume fixo de 500 uL (este, € recomendado, porém
pode variar dependendo das micropipetas), assim:

a) O volume de agua, que deve tirar dos potes, Volume da a mostra = 500
ML (etanol + temephos), assim 100 yL (Volume temephos) + 400 pL de
etanol.

b) Aplica a formula, V1C1=V2C2, 6 ppm* C1 = 0.0048 ppm (concentragao
maior) * 200 000 pL. Assim, teremos um valor 160 uyL que se
completara com 340 uL de etanol, somando 500 pL etanol + inseticida.

c) Para cada concentragao desejada deve-se fazer o mesmo calculo.

Ter em conta que para populagdes coletadas em campo diferentes de Rock, no caso
destas serem resistentes, naturalmente as concentragdes serdo maiores. Assim, que
deve ser realizada uma bateria de concentragcbes que permitam determinar a

mortalidade entre 1 e 99%.



