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RESUMO

No presente estudo foram feitas avaliagbes da susceptibilidade de Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus a inseticidas organofosforados, carbamato e piretroides por meio de bioensaios. Isto
permitiu monitorar a resisténcia em populacdes destas espécies em Campinas,SP, Campo
Grande,MS e Cuiaba,MT. Adicionalmente, foi realizada uma avaliagéo citologica dos cromossomos
politénicos dos tabulos de Malpighi em larvas, pupas e adultos de A. aegypti para as populacdes de
Campinas,SP (Aea-Campus, Aea-Lab, Aea-Unicamp) e Campo Grande,MS (Aea-UFMS, Aea-
cemiterio)- Brasil, para as populagbes Aea-INS-Bogota e Aea-Palmira,VA-Colémbia, e para a
linhagem padréo Rockefeller. Da mesma forma foram avaliados os cromossomos politénicos de C.
quinquefasciatus em populagdes de Campinas,SP (UNI-R1, UNI-R2), Campo Grande,MS (UFMS-R)
e Cuiaba,MT (Cuiaba-R)- Brasil, nas populagbes Cxg-Paimira,VA e Cxg-INS-Bogota- Coldmbia, e na
linhagem padréo 1AL.

A partir de larvas criadas em baixas temperaturas (18-24°C), bem alimentadas e com pouco
estresse por alta densidade populacional foram feitos estudos citolégicos usando a #écnica
convencional de colorag@o com orceina. Os melhores resultados na obtencdo e reproducibilidade dos
cromossomos politénicos de A. aegypti e C. quinquefasciatus foram alcancados com tibulos de
Malpighi de pupas fémeas grandes recém formadas (0-4h/18-24°C). Laminas adequadas também
foram obtidas com imagos fémeas e larvas de 4° estadio avancado. Pode-se considerar que as
dificuldades registradas na literatura para estas espécies foram contornadas em 80% para as
linhagens avaliadas neste trabalho.

Mapas dos cromossomos politénicos para A. aegypti e C. quinquefasciatus foram elaborados.
Isto permitiu identificar marcadores cromossdmicos para uso na diferenciagdo dos cromossomos e
caracterizagado citologica das espécies. Em C. quinquefasciatus as regifes centroméricas e a regido
organizadora do nucleclo sdo os principais marcadores para identificar 0os cromossomos, outros
grupos de bandas e puffs s8o caracteristicos nesta espécie como assinalado. O grau de politenia
variou entre as finhagens de C. quinquefasciatus, sendo menor na linhagem padrdo. Embora o
padrao de bandas em C. quinquefasciatus apresente maior resolugdo que aquele de A. aegypti, nas
duas espécies foi possivel identificar marcadores cromossémicos caracteristicos e especificos.

Nos mapas das linhagens resistentes de C. quinquefasciatus, foi observado na secdo 31 do
cromossomo 2L, marcador cromossdmico do gene amplificado para esterases ja associado com a
resisténcia aos organofosforados. Discute-se que o monitoramento de populagbes de mosquitos de
importancia medica pode ser viavel por meio de bioensaios bem como citologicamente, evidenciando
mudangas na susceptibilidade aos inseticidas e levantando a necessidade de vigilancia da resisténcia
nas populagbes avaliadas. Sugere-se que desta forma, estudos populacionais e mapeamento fisico
de genes poderao ser realizados com cromossomos politénicos de espécies de Culicinae.



ABSTRACT

In the present study, evaluations of the susceptibility to organophosphorus, carbamate and
pirethroid insecticides of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus were made by means of
bioassays. This allowed monitoring the resistance in populations of these species in Campinas, SP,
Campo Grande, MS and Cuiab4, MT. Moreover, a cytological evaluation of the polytene
chromosomes from Malpighi tubules was undertaken in larvae, pupae and adults from A. aegypti
populations: Campinas, SP (Aea-campus, Aea-Lab, Aea-Unicamp) and Campo Grande, MS (Aea-
UFMS, Aea-cemetery) - Brazil, for the popuiations Aea-INS-Bogota and Aea-Palmira, VA - Colombia,
and for the Rockefeller susceptible standard strain. In the same way the polytene chromosomes from
C. quinquefasciatus populations were appraised: Campinas, SP (UNI-R1, UNI-R2), Campo Grande,
MS (UFMS-R) and Cuiaba, MT (Cuiaba-R) - Brazil, Cxg-Palmira, VA and Cxq-INS-Bogota - Colombia,
and in the |AL susceptible standard strain.

Starting with larvae reared in low temperatures (18-24°C), well fed and with little stress due to
overcrowding, cytological studies were made using the conventional technique of orcein staining. The
best results for obtaining and reproducing the polytene chromosomes of A. aegypti and C.
quinquefasciatus were reached with Malpighi tubules of recently emerged big female pupae (0to 4 h/
18-24°C). Adequate slides were also obtained with female adults and 4th advanced instar larvae. It
can be considered that the difficulties registered in the literature for these species were avoided in
80% for the strains evaluated in this work.

Polytene chromosome maps from A. aegypti and C. quinguefasciatus were also elaborated.
This allowed identifying chromosomal landmarks for use in the differentiation of the chromosomes and
cytological characterization of species. In C. quinquefasciafus the centromere regions and the
nucleolar organizing region (NOR) are the main landmarks to identify the chromosomes. In this
species, other groups of bands and puffs are also characteristic landmarks. The degree of
politenization varied among the strains of C. quinquefasciatus, being smaller in the standard lineage.
Although the pattern of bands in C. guinquefasciatus provides greater resolution than that of A.
aegypti, in the two species identification of characteristic and specific chromosome landmarks was
possible.

In the maps of the resistant strains of C. gquinquefasciatus, chromosomal marker of the
amplified gene for esterase was associated with resistance to the organophosphorus insecticides and
observed in section 31 of chromosome arm 2L. The monitoring of medically important mosquito
populations appears o be viable by means of bioassay as well as cytological evaluations, showing
changes in the susceptibility to the insecticides and demonstrating the need of surveillance of
resistance in the appraised populations. it is suggested that in this way, population studies and

physical mapping of genes in species of Culicinae, can be undertaken based on polytene
chromosomes.



1. INTRODUCAO

1. As Espécies

Nos insetos da ordem Diptera sio conhecidas mais de 150.000 especies agrupadas em cerca
de 130 familias, sendo os mais importantes do ponto de vista médico, as moscas e mosquitos
vetores de doengas. Para os mosquitos da familia Culicidae, séo registradas cerca de 3.800 espécies
em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. As subfamilias hematéfagas
Anophelinae e Culicinae contém espécies vetores de arboviroses, filarioses e malaria, destacando-se
na subfamilia Culicinae as espécies sinantrépicas Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Culex
guinquefasciatus Say, 1823. Estas espécies de mosquitos com distribuiggo mundial, estdo também
implicadas na transmiss&o dos agentes causadores de doencas nas Américas (Estrada-Franco &
Craig, 1995), virus de dengue e febre amarela no caso do A. aegypti, virus de encefalites e
nematodeos da filariose brancoftiana no caso do C. quinquefasciatus principalmente.

Nas Américas, s0 o Canada e Bermudas n3o registravam a presenca do A. aegypti até janeiro
de 2002. A rapida expans&o deste mosquito e as recentes epidemias principais de dengue ocorridas
nas Américas nas ultimas decadas -Jamaica, 1977; Cuba, 1977, 1981, 1997; Brasil, 1981 a 2002
(Boa Vista, 1981/82; Rio de Janeiro, 1986, 1990, 1998, 2002; Alagoas e Ceara, 1986; Salvador, 1991,
2002; Ribeirdo Preto, 1990/1991, 1995/1999; Santos, 1999/2002, Campinas, 1998/2002); Argentina,
1998/1999; Bolivia, 1987; 1999/2000; Coldmbia, 1992, 1997; 2001/2002; Equador, 1988, 1998;
Paraguai, 1988, 1998; Peru, 1990, 1998; México, 1995, 1998; Venezuela, 1989, 1990/1991,
1997/1998; (CDC, 1989, 1991; Alvarez et al,, 1993; Luna & Ledn, 1993; OPS, 1995; Ibafiez ef al.,
1997; Duarte, 1998; Sucen, 2001; Funasa, 2002)- junto com os altos indices populacionais do
mosquito vetor, e a prevaléncia e aumento dos casos de dengue hemorragica nas Américas, sem
precedentes em 1998 e 2001/2002 (WHO, 2002a), sdo enorme motivo de preocupacgdo e devem
estimular pesquisas que abordem o problema. A Organizagio Mundial de Satide (OMS) estima que
2,5-3 bilhdes de pessoas habitando as areas tropicais estejam em risco potencial de contrair a

dengue (Chastel, 1997, WHO, 2002a) e destas, uma quinta parte (500 milhes) encontra-se na
América fropical e subtropical.

Na Ameérica tropical, a filariose bancroftiana é endémica do Brasil, Costa Rica, Guiana, Haiti e
Suriname (WHO, 2002b). Outros paises como Coldmbia, Guatemala, Guiana Francesa, México e
algumas ilhas do Caribe tém distribuicdo da Wuchereria bancrofti (Cobbold, 1877), o agente causador
da parasitose. Os vetores principais desta filariose séo o C. quinquefasciatus e o Anopheles darlingi
Root, 1926 (CIDEIM, 1994; Lozovei, 2001).

A capacidade vetorial de uma espécie é definida quantitativamente por componentes
ambientais, comportamentais, celulares, bioquimicos e genéticos (competéncia do vetor). Interagbes
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destes fatores, a densidade populacional e a longevidade do vetor influenciam a associagéo entre o
patdgeno, o vetor e o hospedeiro vertebrado (Beerntsen ef al, 2000). Entre os componentes
ambientais, fatores de estresse tipo inseticidas podem exercer mudangas na tolerancia aos parasitas
e a temperatura. Em Sri Lanka, linhagens de C. quinquefasciatus resistentes a inseticidas
organofosforados mostraram menor capacidade de transmitir filarias do que linhagens susceptiveis. ©
aumento da atividade de esterases nos mosquitos resistentes pode afetar o desenvolvimento de
larvas L1 de Wuchereria bancrofti (McCarroll et al., 2000), mas isto ndo é conclusivo por causa de
resultados contrastantes na Tanzénia. Segundo o pesquisador Chris Curtis, s6 algumas esterases
tém esta propriedade (Andy Coghlan, Resistance is useful, 25-10-2000
latestnews@newscientist.com). Ja a pré-exposicao de larvas de A. aegypti a concentragdes subletais
de Propoxur (um inseticida carbamato) conferiu tolerancia cruzada a temperaturas altas. Neste caso,
a resposta adaptativa as condi¢bes de estresse teve envolvimento das proteinas de chogue, o que
implica que verGes severos e/ou gue o uso de inseticidas possam aumentar a capacidade vetorial por
causa de maior probabilidade na sobrevivéncia diaria em condigbes adversas (Patil et al., 1996).

Dentro dos componentes intrinsecos da espécie para veicular um parasita ou um patogeno
(capacidade do vetor), varios dos componentes genéticos devem estar associados a determinantes
proprios de um grupe de individuos (populagdo efou subespécie). A. aegypli apresenta atuaimente
trés subespécies em fungdo de critérios morfologicos e eco-etoldgicos: A. aegypti formosus,
selvagem (a forma primitiva de coloragéo escura), A. aegypti queenslandensis (de coloragdo mais
palida) e A. aegypti aegypti (de coloragéo intermediaria). Por causa do transporte humano, esta Gltima
¢ a forma que existe no mundo tropical e temperado, e é o vetor principal de arbovirus
particularmente o virus da dengue (Failloux et al., 1999).

No complexo de mosquitos Culex pipiens as subespécies mais nomeadas, Culex pipiens
Linnaeus, 1758 (s.str.), C. p. quinquefasciatus Say, 1823 e C. p. molestus Forskal, 1775 se
diferenciam uma das outras primariamente na sua fisiologia, comportamento e distribuicao (Olejnicek
& Gelbic, 2000). Citologicamente o padréo de bandas dos cromossomos politénicos tem sido atil, e
pode diferir entre as subespécies deste complexo (Kanda, 1970). Estes cromossomos sdo excelente
material no mapeamento fisico de genes de interesse médico e de biologia aplicada, entre outros.

2. Citologia

Desde a década de 30 a citologia e a citogenética de mosquitos tém sido ferramentas
importantes na analise de varias espécies, tendo seu maior desenvolvimento nas décadas de 60 e
70. Estas analises visavam o melhor conhecimento das espécies vetores, interesse taxondmico e
estudos evolutivos. Das 3.600 espécies conhecidas na familia Culicidae, s6 para cerca de 200 é
conhecido seu carittipo (White, 1980; Kumar & Rai, 1993; Bello et af., 1906), incluindo as espécies
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mais importantes na area médica e veterinaria. Desta forma, muita atencdo tem sido dada as
especies dos géneros Aedes, Anopheles e Culex, com diferentes tipos de abordagem citologica. Com

o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas, as abordagens moleculares em cromossomos tém
contornado parte das dificuldades apresentadas no passado.

Os mosquitos Culicidae apresentam um caridtipe com 2n=6 cromossomos, em um arranjo
usual de dois pares de cromossomos maiores, metacéntricos ou submetacéntricos € um par menor
de cromossomos metacéntricos e determinantes do sexo. A (nica excecdio até o momento é o
anofelino Chagasia bathana (Dyar), 2n=8 (Kitzmiller, 1978; Kreutzer, 1978; Knudson et af., 1996). Em
geral, utilizava-se a numeragéo 1 para o par menor e 3 para o par maior de cromossomos.
Atuaimente alguns autores mantém esta classificagio para Culex (Achary, 1994; Zambetaki et af.,
1998) enquanto outros (Dev & Rai, 1984; Kumar & Rai, 1990a; Malcolm ef al., 1998) adotam a
nomenclatura proposta para A. aegypti por McDonald & Rai (1970) na qual o cromossomo menor é
designado como 1, 0 maior como 2 e o mediano como 3, reconhecida por convengdo para os
Culicinae (Clements, 1992). Segundo Rai & Hartberg (1975), para A. aegypti os pares menor € maior
sdo metacéntricos enquanto o par mediano é submetacéntrico. A caraterizagdo citolégica das
espécies A. aegypti € C. quinquefasciatus ja foi feita amplamente por diferentes autores (Trager,
1937, Sutton, 1942; Kitzmiller & Ciark, 1952; Gillham, 1957; McDonald & Rai, 1970; Motara & Rai,
1977, Rai, 1980; Marchi & Rai, 1986; Lima-Catelani & Bicudo, 1994; Sousa, 1998; entre outros).
Apesar da deteccdo de inversOes e translocacbes entre subgéneros de Aedes, nenhuma foi
registrada em trés especies relacionadas do subgénero Stegomyia —A. aegypti, A. albopictus (Skuse,
1895) e A. scutellaris Walker- (Mattews & Munstermann, 1994).

Uma caracteristica comum de algumas espécies de mosquitos é apresentar alteracSes
cromossOmicas muitas vezes associadas a mudangas ambientais e ao uso de inseticidas como foi
registrado para A. aegypli e Ochlerotatus fluviatilis (Lutz, 1904) (Lima-Catelani & Bicudo, 1994, 1995:
Puttaraju, 1984). No Brasil, pouco € conhecido da citogenética e do desenvolvimento de resisténcia
aos inseticidas em A. aegypti e C. quinquefasciatus. Embora algum monitoramento de resisténcia
seja feito para os transmissores de maldria (Anopheles) este n&o é rotineiro, e para os Culicineos
(Culex e Aedes), quando prévio as aplicagbes de inseticidas, este é escasso. Em populacdes de A.
aegypti j& foram observadas variagbes no padrdo de bandamento heterocromatico indicando
possiveis interagbes ambientais com inseticidas (Sousa & Bicudo, 1998). O conhecimento da
variagdo intra-especifica em vetores é importante para se esclarecer a transmisséo, a epidemiologia
da doenga e o seu controle (Tabachnick & BlacK IV, 1995; Failloux et al., 1999).
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Os estudos citogeneticos de Diptera tém-se desenvolvida mais ainda por causa da presenca
de cromossomos politénicos (Swanson ef al,, 1981; Sorsa, 1988; Zhimulev, 1996, 1997, 1999), os
quais tém providenciado excelente material para os estudos estruturais e funcionais dos
cromossomos, para caraterizar atividades temporarias dos genes, para avaliar rearranjos
cromossdmicos, para estabelecer a organizagdo gendmica, realizar estudos citotaxondmicos, e mais
recentemente para mapeamento direto de seqliéncias de nucleotideos por hibridagéo in situ (Kumar
& Collins, 1994; Heyse ef al., 1996; Tomita et al., 1996). A dificuldade de se trabalhar com estes
cromossomos em mosquitos tem sido refletida na escassez de pesquisas citolégicas de culicineos
comparada com aquelas de anofelinos. Cromossomos politénicos ja foram descritos com facilidade
para vérias espécies em Anopheles, com dificuldade para algumas espécies de Culex, e com maiores
problemas ainda para poucas de Aedes (Tewfik ef al., 1974; Kitzmiller, 1976; Sharma et al., 1978;
Severson, 1994; Zhimulev, 1996, Knudson ef al., 1996; Severson et af., 2001).

Poucos sao 0s estudos que apresentam mapas dos cromossomos politénicos das glandulas
salivares larvais de A. aegypti (Sharma et al., 1978) e C. quinquefasciatus (Kanda, 1970; Verma et al.,
1987). Recentemente, novas tentativas com os t(bulos de Malpighi em adultos de C. pipiens e C.
quinquefasciatus contornaram algumas das dificuldades encontradas com as glandulas salivares
(Achary, 1994; Zambetaki, 1988). Isto pode permitir maior aplicacdo de técnicas de citogenética
molecular aocs cromossomos politénicos no complexo C. pipiens e outras espécies de culicineos.
Alguns estudos moleculares registraram o uso de hibridacdo in situ em cromossomos de glandulas
salivares para este complexo (Heyse et al., 1996; Tomita et a/., 1996).

A citogenética molecular em mosquitos tem focalizado o uso de genes ribossomais como
marcadores, por meio de hibridag8o in situ em cromossomos metafasicos (Kumar & Rai, 1990a;
Marchi & Pili, 1994). Mais recentemente, a aplicagéo da técnica de hibridacéo in sifu fluorescente
(FISH) nestes cromossomos foi usada na construgdo de um mapa fisico de A. aegypti (Brown et al.,
1995; Ferguson et al., 1996, Brown & Knuson, 1997) e na integragdo deste com o mapa de ligamento
genético (Brown et al, 2001). O uso de marcadores moleculares € uma ferramenta na andlise da
competéncia vetorial (Severson, 1994). Desta forma, estudos vém sendo realizados com os
polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP) no mapeamento cromossdmico da
susceptibilidade a parasitas (Severson et al, 1994), na avaliacdo da variabilidade genética da
refratariedade a parasitas (Yan ef al, 1997) e no mapeamento molecular dos genes de resisténcia
aos inseticidas (Severson et al., 1997; Yan et al., 1998), entre outros.

A estrutura genética de espécies e populagbes de mosquitos influencia a transmissdo de
patbgenos e parasitas aos humanos. Avangos técnicos na biologia molecular estido permitindo
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abordar melhor a biologia, ecologia e evolugdo de vetores. Embora para culicineos, resuftados
importantes estejam embasados na aplicagdo de técnicas com uso de cromossomos metafasicos, os
cromossomos politénicos podem ser usados no mapeamento fisico de genes. Os ¢romossomos
politénicos, a principio, apresentam grandes limitagbes, devido & dificuldade de obtencdo de bons
preparados, ocasionada pelo pouco espalhamento deles. Aparentemente, isto é causado por
pareamento ectopico resultante de regides de DNA altamente repetitivo (Severson et af., 2001).

O fato dos cromossomos politénicos serem resistentes as influéncias quimicas e/ou fisicas
das preparagbes em especies de interesse médico e veterinario, limita seu uso em aproximacées de
biologia molecular, especificamente no mapeamento fisico de genes e na comparagéo com mapas de
ligamento genetico.

3. Os Inseticidas

Os inseticidas tém significado ferramenta muito importante no controle de insetos vetores de
doengas. Assim, embora importantes avangos continuem a serem feitos no desenvolvimento de
medidas alternativas de controle (Beaty & Marquardt, 1996) os inseticidas ainda se mantém como
parte vital dos programas de controle integrado (Ferrari, 1996). Devido aos casos de resisténcia aos
inseticidas registrados no mundo todo para as espécies A. aegypti e C. quinquefasciatus (Brown,
1986; Georghiou et al., 1987; Mazzarri & Georghiou, 1995; Rawlins & Wan, 1995; Sames et af., 1996,
Suarez et al., 1996, DeSilva ef al., 1997; Fernandez et al., 1997; Brogdon & McAllister, 1998; Morales
& Suérez, 1998; Kasai et al., 1998), é importante fazer um adequado monitoramento nas populagbes
visando otimizar as campanhas de saide. No Brasil também ja existem registros de resisténcia a
inseticidas em populagles de A. aegypli (Andrade & Modoio, 1991; Dinardo-Miranda, 1994; Macoris
et al., 1995, Macoris et al, 1999; Galardo et al, 2000; Campos & Andrade, 2001) e em C.

quinquefasciatus (Yébakima et al., 1995; Bracco et al,, 1997,1999; Gonzalez et al., 1999, Campos &
Andrade, subrnetido).

Informagéo local a respeito da resisténcia é essencial para se fazer um controle efetivo dos
mosquitos, especialmente no verdo e/ou durante as epidemias. Esta informagio e o conhecimento
dos mecanismos de resisténcia sdo Uteis na formulagéo das estratégias de controle. Assim, no caso
do A. aegypti a borrificdo de DDT pode ter reduzido a eficacia potencial dos piretréides em algumas
populagdes, mesmo antes deles serem introduzidos (Severson ef al., 1997). Da mesma forma, niveis
altos de resisténcia como conseqiiéncia do uso residencial de piretroides, j& foi observado na
auséncia de campanhas de controle com piretréides contra C. quinquefasciatus e sem correlacédo
nenhuma com o uso agricola (Chandre et al., 1998).
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No Brasil e na area de salde publica, o uso intensivo de inseticidas tem pelo menos seis
décadas. Monitoramento da eficiéncia dos inseticidas quase nunca foi feito antes de uma aplicacdo
maciga, mesmo que na verdade, precisasse ser feito como rotina dentro dos planos de controle de
vetores. Recentemente foi reconhecida a resisténcia a inseticidas quimicos em Aedes aegypti nos
Estados do Rio de Janeiro (Galardo et al., 2000) e Espirito Santo, além da j& registrada em Goiés e
S&o Paulo (Macoris et al., 1895; Macoris ef al., 1999; Campos & Andrade, 2001). A situacdo em
outros Estados na@oc e conhecida publicamente. Inclusive resisténcia ao Bacifius sphaericus ja foi
desenvolvida por Culex quinquefasciatus em Recife (Silva-Filha et al., 1995) onde esta espécie
transmite a Wuchereria bancrofti, agente causante da elefantiase. Desta forma, produtos em uso e

outros que podem vir a ser usados como alternativos nos programas de controle devem obviamente
ser avaliados.

4. Resisténcia

A resisténcia aos inseticidas € um problema na salde plblica que vém sendo registrado
desde a década de cinglienta (Andrade, 1989). Genética da resisténcia ao DDT, ao Dieldrin, aos
organofosforados e aos carbamatos para as espécies de nosso interesse ja foi abordada em amplas
revisdes (Georghiou, 1969; Brown, 1986). Molecularmente, os genes de resisténcia aos inseticidas se
espalham entre e dentro das populag¢des por processos de mutagdo, que introduzem novos alelos
bem adaptados aos inseticidas, de migragdio, que permitem aos genes nos mosquitos se deslocarem
geograficamente e de selegao, que é o fator que escolhe enire os diferentes alelos aqueles melhor
adaptados dentro do contexto ecolégico e geografico (Berge et al., 1996). Nos insetos s3o descritos
dois mecanismos principais de resisténcia aos inseticidas: modificacéo no sitio alvo e alteracéo na
taxa de detoxificagdo (Hemingway & Karunaratne, 1998). Os principais alvos moleculares dos
inseticidas s&o: acetilcolinesterases para organofosforados e carbamatos, canais de Na* voltagem-
dependentes para piretrdides e DDT, e, ainda receptores do acido gama butirico (GABA) para
ciclodienos. J& as principais enzimas de metabolizacdo dos inseticidas em invertebrados sio:
esterases, monooxidases (MFQ) do citocromo P450 e giutation S-transferases (GST) (Berge et al,,
1996).

Na década de 90 com ajuda da bioquimica e da biologia molecular, genes de resisténcia aos
inseticidas foram localizados nos cromossomos de mosquitos. Para o complexo C. pipiens: o gene de
amplificagdo da esterase ndo especifica B, conferindo resisténcia metabdlica aos organofosforados
foi localizado no cromossomo "2" (Heyse ef al, 1996; Tomita et al, 1996). O gene alvo de
acetilcolinesterase insensitiva aos organofosforados e carbamatos (Malcolm et al., 1998) localizado
no grupo de ligagdo 3 (cromossomo mediano 2 segundo Heyse et al.,, 1996 apud Malcolm ef al.,
1998) do cromossomo mediano 3 (Kumar & Rai, 1990a). Algumas esterases (EstB1) foram

associadas também com resisténcia a piretroides em C. quinquefasciatus (Rodriguez et al., 1997).
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Para A. aegypti foram registrados: o gene “para”, conferindo resisténcia ao DDT e aos
piretréides, o gene DId ou Rdl, conferindo resisténcia aos ciclodienos, os genes de esterases
especificas e n&@o especificas, de oxidases de fun¢do mista (MFOs) e de acetilcolinesterase
conferindo resisténcia aos carbamatos e organofosforados (Mazzarri & Georghiou, 1995; Ferguson et
al., 1996; Vaughan ef al,, 1997). Resisténcia metabdlica ac DDT foi localizada no cromossomo 2 (o
maior) como um Unico loco principal que regula a expressdo da glutation S-transferase (Grant &
Hammock, 1889; Grant & Hammock, 1992; Severson et al., 1997). Resisténcia alvo ao DDT e
piretréides tem sido localizada no cromossomo 3 (gene para), a ciclodienos no cromossomo 2 {(gene

Rdl) (Thompson et al., 1993; Severson et al., 1997) e a organofosforados e carbamatos indiretamente
no cromossomo 1 (gene Ace) (Vaughan et al., 1997).

Resisténcia a inseticidas € um problema em todos os grupos de insetos gue servem como
vetores de doengas emergentes, e embora os mecanismos envolvidos sejam similares nos taxons,
cada problema de resisténcia ¢ potencialmente Unico e pode envolver um padréio complexe de focos
de resisténcia (Brogdon & McAllister, 1898; Pasteur et al., 2001; Campos & Andrade, 2002). Assim,
ha evidéncias de que os elementos transponiveis (TE) responsaveis em parte pela variabilidade e
biodiversidade das populagGes de insetos (Salvado et al., 1994) possam estar implicados como
iniciadores da resisténcia a inseticidas (Wilson, 1993). Desta forma foi sugerido seu papel na
evolugdo do genoma hospedeiro, e como fonte de diversidade genética permitindo resposta a
mudangas ambientais (Kidwell & Lisch, 2000). Assim, é necessario o monitoramento das populagdes
por meio de bioensaios, estudos citoldgicos, bioquimicos e moleculares.

5. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo a andlise citologica inter e intrapopulacional de
algumas populagbes de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, visando ampliar os estudos
geograficos destas especies e avaliar a associacio dos inseticidas com a presenca de marcadores
cromossomicos. O esforgo do presente trabalho objetiva contornar as limitagdes até agora existentes
na obtengéo de [aminas adequadas de cromossomos politénicos em A. aegypti e C. quinquefasciatus.

O trabalho objetiva especificamente:

1.- Avaliagao de amostras populacionais de A. aegypti e C. quinquefasciatus por meio de bioensaios
de susceptibilidade a inseticidas organofosforados e piretréides.

2.- Elaborag&o de mapas dos cromossomos politénicos de A. aegypti e C. quinquefasciatus.

3.- ldentificagdo de marcadores cromossdmicos relacionados com a resisténcia, e

4.- Adicionaimente, elaboracdo de um protocolo sobre a avaliagio da susceptibilidade a inseticidas
por meio de Bicensaios.
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il. MATERIAIS E METODOS
1. Material Biolégico

Larvas de 3° e 4° estadio, pupas e adultos das espécies Aedes aegypti e Culex
quinquefasciatus foram analisadas. A identificacgo das espécies foi feita segundo as chaves e as
descrigbes de Forattini (1964), Sirivanakarn & White (1978) e Consoli & Lourenco de Oliveira (1994).
Colbnias de campo e coldonias padréo foram mantidas em sala de criacdo: Aea-Unicamp/97 e
Rockefeller/S7 para A. aegypti, UNI-R1/99, UNI-R2/2001 e IAL-S (Instituto Adolfo Lutz, Iguape, SP-
83) para C. quinquefasciatus. A criagéo de A. aegypti no Departamento de Zoolegia foi iniciada com
individuos coletados no Campus Universitario entre setembro e novembro de 1997, com o objetivo de
monitorar esta espécie que até 1996 n&o estava presente no Campus (relatérios internos do grupo da
Vigitancia Entomoldgica do Dengue-VED, Departamento de Zoologia, Unicamp) e que ndo era

transmissora da dengue na regido de Campinas. As condigbes da criagdo foram: temperatura de
29+1°C e umidade relativa de 70+10 %.

2. Coletas

As coletas de A. aegypli (Aea) e C. quinquefasciatus (Cxq) foram feitas em Campinas, SP em
areas onde ainda n&o foi feito controle quimico (Aea-Campus, Aea-Lab), e onde se tem utilizado
freqlientemente o controle com inseticidas quimicos, como nas cidades de Campo Grande, MS (4ea-
UFMS, Aea-cemitério, UFMS-R) e Cuiaba, MT (Aea-Cuiaba, Cuiaba-R) no Brasil, e em Palmira, Valle
del Cauca na Coldmbia (Aea-Palmira; Cxg-Palmira). Também foram utilizadas amostras das coldnias
de laboratério do Instituto Nacional de Salud (INS), Santafé de Bogota - Coldmbia (Aea-INS; Cxqg-
INS). Quando possivel, as larvas e pupas foram trazidas vivas ao laboratério efou fixadas em Carnoy
modificado (Etanol: Acido Acético, 3:1) ou etanol 70% e mantidas em “freezer” (-15 a -20°C) para
analise citoldgica. Os adultos trazidos vivos, foram fixados em &lcool 70% e conservados em “freezer”
quando necessario até o processamento das amostras.

3. Provas de Susceptibilidade aos Inseticidas

Bioensaios com larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus foram realizados em Campinas, SP
(linhagens Aea-Unicamp, Aea-FEF, UNI-R1 e UNI-R2), Campo Grande, MS (linhagens Aea-UFMS e
UFMS-R) e Cuiaba, MT (linhagens Aea-Cuiaba e Cuiaba-R) para se determinar o nivel de
susceptibilidade das populagbes aos produtos usados no seu controle (Brown, 1986). Em cada
bioensaio utilizou-se no minimo 300 larvas para cada produto (pelo menos quatro concentragdes com
trés repeticbes de no minimo 20 larvas por concentraggo). Duas linhagens padrdo susceptiveis —
Rockefeller de A. aegypti e IAL de C. quinquefasciatus - foram usadas como controles (Cf. protocolo
Anexo 5). Os bioensaios foram feitos com os organofosforados: Temephos (500E, Larvin 1G e Fersol
1G) e Fenitrothion 40WP, com o carbamato Propoxur 20CE, e com os piretréides: Cipermetrina
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25CE, Ciflutrina 5CE e B-Ciflutrina 1,258C. A partir de uma dissolucéo dos produtos cornerciais para
uma solugdo mée 50 ou 100 partes por milhdo de ingrediente ativo (ppm) foram elaboradas as
concentracbes a serem avaliadas (Campos & Andrade, 2001 — Anexc 1; Campos & Andrade,
submetido — Anexo 2). A mortalidade final foi corrigida quando necessario (acima do 5% no controle)
pela formula de Abbott (1925). Os valores das respostas &s concentracdes foram submetidas a
analise probit usando-se o programa POLO-PC (Russell et al., 1977; LeOra Software, 1987), de
forma a calcular as concentracbes letais (CL). As razdes de resisténcia (RR) foram estimadas com

base nas respostas das linhagens padrdo (Campos & Andrade, 2001; Campos & Andrade,
submetido).

4. Técnicas Citologicas

Para as duas espécies, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, as |aminas foram preparadas
baseando-se em varios protocolos (French et al., 1962; Jost, 1971; Motara & Rai, 1977; Marchi & Rai,
1986, Rao & Rai, 1987a; Imai et al., 1988; Brown et al., 1995; Heyse et al., 1996) para se padronizar
as técnicas. Utilizando-se larvas, pupas e adultos (Tabela 1 a 5) foram feitas 1aminas para obtencgo
dos cromossomos de génglios cerebrais, glandulas salivares, ovarios, testiculos e/ou tGbulos de
Malpighi, pela técnica convencional de coloragdo com Orceina Lacto-Acética (OLA) (French et al.,
1962; Jost, 1971) sem pré tratamento com coichicina e com algumas modificagdes das técnicas de
Achary (1994), Heyse et al. (1996), della Torre (1997) e Zambetaki et a/l. (1998).

Os melhores resultados foram obtidos com tdbulos de Malpighi de pupas fémeas grandes com
idade de 2+2 h / 20+2°C de A. aegypti e C. quinquefasciatus, a partir de larvas criadas em baixas
temperaturas (18-24°C), bem alimentadas com levedo de cerveja, ¢ com pouco estresse por alta
densidade populacional (~2 ml de agua e 0,3 cm® de superficie por larva). Laminas adequadas
também foram obtidas com imagos fémeas e larvas de 4° estadio avangado. A disseccéo do tecido foi
feita em solugéo salina 0,85-0,9% ou solugdo Ringer fria (2-4°C), isolamento dos tibulos em banho
adicional desta solug&o, hipotdnica ou ndo de 2-10 min em agua destilada ou de torneira fria (2-4°C),
fixagdo rapida (1-3 min) em Carnoy fresco frio 3:1 (etanol absoluto: acido acético glacial), banho
adicional ou n&o de acido acetico frio 60-100% 2-40 min, coloracdo com OLA 1-2% 2-3 min, adicdo
de acido acético giacial - acido lactico puro frio (0,45:0,55) por 20 h no minimo (até 10 dias) a 0-4°C,
adigé@o de ac. acetico frio 60-100% com dissecgdo cuidadosa do tecido até isolamento dos nlicleos
retirando a maior parte dos componentes citoplasmaticos antes do esmagamento suave e delicado e

varios banhos de ac. acético 60% na lamina permitiram espalhamento dos cromossomos com anélise
completa do padréo de bandas.
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4.1. Material Bioldgico Trabalhado

Utilizando-se um total de 2084 individuos, trabalhou-se com as fases de larva, pupa e imago
de Aedes aegypti (1383 para tGbulos de Malpighi) e Culex quinquefasciatus (588 para tUbulos de

Malpighi), Tabelas 1, 2, 3,4 e 5.

Tabela 1. Relagdo do Material Bioldgico trabalhado no primeiro semestre de 1998.

Coletas Espécie Nidmero de Fase
Local (Coleta#) / data Espécimes (laminas)
Aea-Unicamp C1/ 30-04-98 A. aegypti 62 Larvas
Aea-Unicamp Cla/ 1-07-98 A. aegypti 4 (8) Pupas
Aea-Unicamp C1b / 15-07-98 A. aegypti 10 (20) Pupas
Aea-UFMS C2/ 18-05-98 A. aegypti 2(4) Imagos
UFMS-R C3/ 18-05-98 44 Larvas

C. gquinquefasciatus

Unicamp, Depto. Zoologia Campinas,SP. UFMS, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo

Grande,MS.

Tabela 2. Relacdo do Material Bioldgico utilizado, 11-1998 / 1-1999.

Coletas Espécie Nimero de Fase
Local (C#) [ data Espécimes (laminas)
Aea-Unicamp C1a / 30-04-98 A. aegypti 4 (8) Larvas
Aea-Unicamp C1c/ 13-08-98 A. aegypti 29 (57) Pupas
Aea-Unicamp C1d / 30-08-98 A. aegypti 4 (6) Pupas
A. aegypti 1{2) Larva
Aea-Unicamp C1e / 31-03-89 A. aegypti 2(2) Imagos
Aea-Unicamp C1f/ 22-04-99 A. aegypfti 4 (6) Larvas
A. aegypti 7(7) Pupas
A. aegypti 2(3) Imago
Aea-Unicamp C1g/ 2-06-99 A. aegypti 1(2) Larva
A. aegypti 27 (25} Pupas
A. aegypfi 16 (16) Imagos
Aea-Unicamp C1h / 2-08-99 A. aegypti 5(1) Pupas
A. aegypti 1(1) Imago
UNI-R1 C10/9-06-29 C. quinquefasciatus 5 (5) imagos
UNI-R1 C11/7-07-99 C. quinquefasciatus 57 (36) Pupas
C. quinquefasciatus 3(3) Imagos
UFMS-R C3/18-05-88 C. quinquefasciatus 2 (4) Imagos
C3,2/ 25-05- 88 C. quinquefasciatus 1(1) Pupa
Aea-UFMS C8 / 12-03-99 A. aegypti 4 (12) Larvas
Aea-UFMS C8/12-03-89 A. aegypti 7 (7 Imagos
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Aea-UFMS C8/ 12-03-99 A. aegypti 1(2) Pupa
Aea-cemitério C9 /14-03-99 A. aegypti 4 (7 Imagos
C9 /14-03-99 A. aegypti 4{12) Larvas
Cxqg-Palmira C5/ 16-01-89 C. guinquefasciatus 927 Larvas
C5/16-01-99 A. aegypti 1(3) Larva
Aea-INS-Bogota C6 / 22-01-99 A. aegypti 22 (22) Pupas

Cemitério, Campo Grande,MS. INS, Instituto Nacional de Satde, Coldmbia; Palmira, Valle-Colémbia,

Tabela 3. Relac&o do Material Biolégico utilizado, 11-1999 / 1-2000.

Coletas Espécie Numero de Fase
Local (C#) / data Espécimes {laminas)
Aea-Unicamp C1i/ 22-30, 11-1998  A. aegypti 21 (21 Pupas
1(1) Imago
Aea-Unicamp C1i/ 13-22, 12-1999 A, aegypti 7 (11) Larvas
14 (14) Pupas
Aea-Unicamp C1j/ 14-18, 01-2000 A. aegypti 13 {(13) Pupas
2(2) Imagos
UNI-R1 C12a/ 14-22, 01-2000 C. quinquefasciatus 22 (22) Pupas
UNI-R1 C12b / 22-26, 03-2000 C. quinquefasciatus 5(5) Pupas
1(1) Imago
UNI-R1 C12¢/ 9-31, 05-2000 C. quinquefasciatus 9(9) Imagos
34 (34) Pupas
UNI-R1 C12c/ 1-2, 06-2000 C. quinquefasciatus 10 (10) Pupas
UNI-R1 C12d / 10-27, 06-2000 C. quinguefasciatus 9(9) Pupas
9(9) Imagos
UNI-R1 C12d,e 06 a 07-2000 C. quinquefasciatus 54 (54) Pupas
C. quinquefasciatus 1 Imago
UFMS-R (3,2 / 25-05-88 (Jan- C. quinquefasciatus 13 (13) Pupas

2000, laminas)

Tabela 4. Relacio do Material Biologico utilizado no pericdo: setembro 2000 / agosto 2001.

Coletas Espécie

Locail (C#) / data

Ndamero de
Espécimes {laminas) Fase

Palmira C5 7 16-01-1999 A. aegypti

C. quinquefasciatus

Palmira C14 / 16-11-2000 A. aegypti

A. aegypti

10 (13)
5 (7)
22 (24)
19 (19)

Larvas
Larvas
Larvas

Pupas
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Cxg-INS-Bogota C6 / 22-01-99

Cuiaba-R C13 /4 08-2000

UFMS-R C3,2/ 25-05-98

UNI-R2 "C15"/ 03 a 08-2001

Raockefeller / 06 a 08-2001

> > O O 0O O O O O O O O O

. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. guinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. quinquefasciatus
. aegypti

. aegypti

11 (21) Larvas
5 (5) Pupas
10 (20) Larvas
10 (10) Imagos
22 (27) Larvas
14 (14) Pupas
20 (40) Larvas
6 (6) Pupas
9 (15) Larvas
94 (94) Pupas
80 (86) Imagos
98 (99) Pupas
5 (5) Imagos

Tabela 5. Relaggo do Material Biologico utilizado no periodo: outubro 2001 / julho 2002,

Coletas Espécie Namero de
Local (C#) / data Espécimes (laminas) Fase
Rockefeller / 10 a 12-2001 A. aegypti 263 (193) Pupas
A. aegypti 8(9) Larvas
A. aegypti 43 (15) Imagos
IAL-S / 12-2001 C. quinquefasciatus 24 (17) Pupas
C. quinquefasciatus 1(1) Imagos
Rockefelter / 01 a 05-2002 A. aegypti 504 (249) Pupas
A. aegypti 3(3) Larvas
Aea-Unicamp / 01 a 04-2002 A. aegypti 92 (47) Pupas
Asg-Lab C16/01 a 03-2002 A. aegypti 75 (46) Pupas
Aea-Campus C18/ 04 a 05-2002 A, aegypti 28 (12) Pupas
IAL-S /01 a 05-2002 C. quinguefasciatus 32 (18) Pupas
Cxg-Palmira C17 / 24-03-2002 C. quinquefasciatus 2(2) Larvas
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5. Técnicas Moleculares

5.1. Hibridagao in situ para localizago do DNAr foi feita com a sonda pDm 238, recombinante
contendo um inserto de uma unidade completa de DNA, de Drosophila melanogaster Meigen. Para

esta técnica foram seguidos os protocolos de Viegas-Péquignot (1992) e Boehringer Mannheim
(1292).

6. Documentagao

As melhores i&minas foram fotografadas em fotomicroscopio marca Olympus de contraste de
fase e fluorescéncia, com capacidade para captura de imagem digital (camara de video CCD),
utilizando-se filme Kodak HQ ASA 25 e ektachrome ASA 100. As copias feitas em papel plastificado
Kodak-F3 e os diapositivos foram escaneados e armazenados em arquivos digitais.

fl. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Avaliagdes da Susceptibilidade aocs Inseticidas (Tabela 6)

Nas provas de avaliagdo da susceptibilidade aos organofosforados, carbamato e piretroides a
linhagem Aea-Unicamp de A. aegypti apresentou 100% de mortalidade 3 concentracéo diagndstico
C.D.=0,08 ppm de Fenitrothion, e C.D.=0,01 ppm de Cipermetrina {Campos & Andrade, 2001 — Anexo
1). Para o organofosforado Temephos foi registrada inicialmente resisténcia nesta linhagem a
C.D.=0,04 ppm (97,3% de mortalidade) e & concentracio de 0,0125 ppm (75,5% de mortalidade)
(Campos et al., 1998; Campos & Andrade, 2001 - Anexo 1; Tabela 6). O que pbde ser ratificado
quando comparados estes resultados com a C.D.=0,012 ppm (WHO, 1992), com a concentracio 95%
letal CL¢s=0,011 ppm de uma populagao susceptivel (Mazzarri & Georghiou, 1995) e com os testes de
monitoramento para resisténcia feitos pela Superintendéncia de Controle de Endemias - SUCEN com
uma populagéo de Campinas, 96,5% de mortalidade para uma C.0.=0,012 ppm (Takaku ef al., 1998).

Ja em 1987 em Campinas, avaliando o tempo letal mediano (LTs0) em larvas de coletas
realizadas na cidade (Andrade & Modolo, 1981) encontraram mortalidade inferior a2 16% para um
periodo de exposi¢do de duas horas com concentragdes de 0,025 e de 0,05 ppm de Temephos. No
presente trabalho em 1998, pelo teste de concentragdo mdltipla verificou-se uma mortalidade de
75,5% a uma concentragdo de 0,0125 ppm e 96,4% para 0,0625 ppm no mesmo periodo de
exposi¢ao, mortalidade maior com concentragdes menores ou pouco maiores (dados ndo
apresentados). Isto mostra mudangas nas respostas no tempo e no espago para cada populagio.
Macoris et al. (1995) também registraram mudancas na susceptibilidade ao Temephos, encontrando
mortalidade de 100, 98,5 e 81,45% para a concentraggo diagnéstico de 0,02 ppm em populagtes de
Bauru, Marilia (SP) e Goiénia, (GO) e mortalidade de 96,3, 97,9 e 57,1% para a C.D.=0.01 ppm
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respectivamente. Em avaliagbes recentes foi verificada susceptibilidade para a linhagem de
laboratério Aea-Unicamp e na linhagem de campo Aea-FEF (Campos & Andrade, submelido).

Para as populagbes de A. aegypti de Campo Grande (Aea-UFMS, 1998 e 1999) foi registrada
susceptibilidade a Cipermetrina (C.D.=0,01 ppm) e ao Temephos (C.D.=0,04 ppm). Em Cuiaba a
linhagem Aea-Cuiaba foi susceptivel ao Temephos (C.D.=0,012 e 0,024 ppm). Ja para C.
quinquefasciatus das mesmas localidades no testes diagnésticos de Temephos (C.D.=0,04 e 0,012
ppm) foi registrada resisténcia (Campos & Andrade, submetido — Anexo 2). A dose diagndstico usada
em Campo Grande foi 20 vezes aquela recomendada pela OMS (WHO, 1992). Quando comparados
os resultados de Cuiaba com os obtidos para a linhagem padrio de C. quinquefasciatus (IAL-S) em
Campinas, a priori encontramos uma RRgs=4. Para larvas de coldnia desta espécie em Campinas
(inhagem UNI-R2) foi estabelecida uma CLg=0,0076 ppm i.a. e uma CLes=0,0144 ppm i.a. de
Temephos. Com base nos resultados da linhagem-padrdo IAL, as razbes de resisténcia foram
RRs;=6,36 e RRgs=4,94 (Campos & Andrade, submetido — Anexo 2).

As avaliagbes da susceptibilidade para trés piretroides (Cipermetrina, Ciflutrina e B-Ciflutrina)
em larvas da linhagem Aea-Unicamp mostraram razdes de resisténcia menores de 3 pela Cls, (RRso)
e para dois dos piretroides (Cipermetrina e B-Ciflutrina) a resisténcia (RRgs) foi menor de 4 quando
comparadas com a linhagem padréo Rockefeller (Campos & Andrade, 2001 — Anexo 1). Fernandez et
al. (1999) registraram raza@o de resisténcia de 4 (RRs;) em larvas de A. aegypti para a Ciflutrina na
Venezuela quando comparadas as respostas com aquelas da linhagem padrdo Rockefeller, e
indicaram aumento das esterases como mecanisme envolvido na resisténcia aos piretroides na
linhagem avaliada. Embora estes inseticidas quimicos possam ser usados no controle dos mosquitos
seu uso deve ser monitorado. Segundo Macoris (com. pessoal) quando a SUCEN comecou,
recentemente, a fazer testes de susceptibilidade ao Temephos em A. aegypti, notou que material
vindo dos chamados "pontos estratégicos” (borracharias e ferro velho) como os indicados em
Andrade & Modolo, 1991, mostrara de fato, diferentes niveis de resisténcia. Estes niveis, tipicos de
uma populagdo localmente adaptada e que na verdade, ndo se observava quando os testes eram
feitos para um "pool” de mosquitos (larvas) vindos de véarios pontos da cidade, ndo freqiientemente
expostos ao inseticida. A resisténcia aos piretréides pode ser conseqliéncia de prévia exposicdo
destes mosquitos a inseticidas clorados e piretrdides de uso agricola e/ou domiciliar. E importante
notar que a coldnia foi mantida sem presséo de seleg3o por dois anos e meio (na data dos testes).

Com larvas de C. quinquefasciatus provenientes de coletas realizadas na Unicamp (linhagem

UNI-R1) foi feito um teste com Cipermetrina (C.D.=0,0096 ppm) apresentando mortalidade de 11%, o

que pode estar representando resisténcia desta populagdo ao produto se comparada com dados de
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populagdes susceptiveis (DLsy=0,0016 ppm, Bisset et al,, 1998; DLs;=0,0008 ppm, Gonzalez et al.,
1999) mesmo com uma perda de 30% da poténcia do produto como foi verificado com a linhagem
Aae-Unicamp. Um problema que pode acontecer no decorrer dos experimentos com concentractes
baixas & a perda do inseticida quimico, que tem ocorrido com concentragdes menores de 0,001 mg/|

de Cipermetrina com perdas de até 30% em um periodo de exposi¢do de 24 horas (Muirhead-
Thomson, 1987) mas isto n&o se aplica no presente trabalho.

Avaliagbes preliminares com Ciflutrina em C. gquinquefasciatus (linhagem UNI-R2) indicaram
resisténcia ao produto (47% de mortalidade & C.D.=0,03 ppm) quando comparado com uma linhagem
padrdo Rockefeller (Tabela 6), uma vez que em geral a sensibilidade aos inseticidas em linhagens
padrao é maior para C. quinquefasciatus do que para A. aegypti (Cutkomp & Subramanyam, 1986;
WHO, 1992). As Clg da Ciflutrina e da Cipermetrina em A. aegypti (Campos & Andrade, 2001 —
Anexo 1) e de Cipermetrina e outros piretrbides em linhagens parentais e coidnias resistentes de C.
quinquefasciatus (Bisset et al., 1998; Gonzélez et al., 1999) s&o menores que as concentragdes
avaliadas contra as linhagens UNI-R1 e UNI-R2. Reyes-Lugo & Neus (2000) fizeram provas de

susceptibilidade para este inseticida em C. quinguefasciatus da Venezuela, sem registro de
resisténcia.

Embora a resisténcia a concentragdes de produtos organofosforados como Malathion,
Fenthion, Fenitrothion (sumithion), Chlorpyrifos e Temephos ou piretroides como Permetrina tenha
sido registrada em espécies como A. aegypti e C. quinquefasciatus no Caribe e nas Américas em
geral (Brown, 1986; Rawlins & Wan, 1995; Mazzarri & Georghiou, 1995; Georghiou ef al., 1997) estas
concentragdes (ppm de ingrediente ativo i.a.) podem mudar em fungdo da espécie, da populagdo e da
formulagéo do produto usado mesmo em condigbes padrio de temperatura, alimentagdo e estadio
avaliados (Brown, 1986; Helson & Surgeoner, 1986; Rawlins & Wan, 1995; Mazzarri & Georghiou,
1995). Desta forma quando populagbes de campo sdo avaliadas e comparadas com populagées
padréo, as mudangas na resposta aos inseticidas (Clsy e Clss) da ordem de até trés vezes nas
razBes de resisténcia (RR) podem ser consideradas como tolerdncia; de 3 a 5 vezes, resisténcia
haixa: de 5 a 10, moderada; de 10 a 20, média e acima de 20, uma resisténcia alta.
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Tabela 6. Relagdo de locais de coleta, época, espécies e resultados das avaliacbes da
susceptibilidade a inseticidas empregados no controle de mosquitos.

Local Espécie e Tipo de Inseticida® Concentragao % Mortalidade
{ Data estadio larval ensaio* ppmia.(mg/l) final média (DP)
Unicamp A. aegypli C.D. Temephos 0,04 97,14
/ abril-98 e d° 500 E (2,86)

3°e 4° C.M Temephos  0,0125 a 1,5625 75,46 (20,21) -

500 E 100

UFMS A. aegypti C.D. Temephos 0,04 100
/maio-98 e 4° 500 E
UFMS-R C.quinquefascia C.D. Temephos 0,04 e 0,45 88,09(14,87) e
/maio-88 fus 3% e 4° 2X 500 E 93,71(5,55)
Unicamp A. aegypti C.D. Fenitrothion 0,08 100
/agosto-98 ed 40 WP

3 e 4 C.M. Cipermetrin 0,002 a 0,01 14,71 (16,15) -

a25CE 100

UFMS A. aegypti C.D. Cipermetrin 0,01 100
/mar¢o-99 e 4 a25CE
Unicamp C.quinquefascia Teste*  Cipermetrin 0,008 11,17 (6,26)
fjulho-99 tus 4° a25CE
Unicamp A. aegypti Teste*  Cipermetrin 0,002 e 0,01 20 (12) - 67 (16)
lagosto-99 4° a25CE
Unicamp A. aegypti C.M. Cipermetrin 0,002 a 0,008 8,92 (2,6) — 81,79
/dezem-99 4° a25CE (8,95)
Unicamp A. aegypti C.M. Cipermetrin 0,001 e 0,018 0,38 (0,54) —-98,96
fjaneiro-00 3ed’ a25CE (1,03)
Unicamp A. aegypti C.M. Cipermetrin 0,001 a 0,01 16,23 (3,85) -
/margo-00 3e 4’ a25CE 99,12 (1,22)
Rockefeller A. aegypti C.M. Cipermetrin  0,00025 2 0,004 10,43 (5,69) — 100
/margo-00 Feds a25CE
Unicamp A. aegypti C.M. Propoxur 20 00,4975 a 13,79 2,76 (3,28)-100
/margo-00 3° CE
Rockefelier A. aegypti C.M. Propoxur 20 0,4975 a 3,846 11,11 (4,13) -
/margo-00 e s CE 99,17 (1,86)
Unicamp A. aegypti C.M. Ciflutrina 5 0,001 a 0,008 8,1 (5,78) — 99,41
/6-abril-00 4° CE (1,31)
Rockefeller A. aegypti C.M. Ciflutina 5 0,0005a 0,004 0,53 (1,18) - 100
/6-abril-00 3eq CE
Unicamp A. aegypti C.M.  pCiflutrina  0,0005a0,016 0,57 (1,28) — 91,50
24-abril-00 4° 1,25 8C (4,25)



Rockefeller A. aegypti C.M. B-Ciflutrina 0,0005a 0,008 4,36 (1,62)-96,96

24-abril-00 3P e4g° 1,25 SC (2,76)

' C.D.= Concentragdo Diagnostico, C.M.= Concentragdes Mltiplas. (DP ) desvio padrio. * Teste de poténcia.

Tabela 6 (cont). Relac@o de locais de coleta, época, espécies e resultados das avaliagbes da
susceptibilidade a inseticidas empregados no controle de mosquitos.

Amostra Espécie e Tipo de Inseticida Concentragio % Mortalidade
{ Data Estagio larval ensaio ppm i.a. (mg/l) final média (DP}
Cuiaba C. C.D. Temephos 0,012,0,024 e 95a 100
f4-5et-2000 quinquefasciatu 1G 0,06

s

A. aegypti C.D. Temephos 0,012e 0,024 100

3° 1G
Rockefeller A. aegypti C.D. Temephos 0,012e 0,024 100
14-set-2000 3° 1G
Unicamp C.quinquefascia C.M. Ciflutrina 5 0,002 a 0,018 0,42{0,8)a 27,4
117-mar-01 tus 4° CE {(12,3)
Rockefeller A. aegypli C.M. Ciflutrina5  0,0005 a 0,004 4,3 (0,9)a 96,1
/17-mar-01 Feq CE (3,9)
Unicamp C.quinquefascia C.M. Cifiutrina 5 0,0122 0,03 12,3(5,9)a47,5
[24-mar-01 tus CE (9,6)

40
Rockefelter A. aegypli C.M. Ciflutrina &  0,00075 a 0,006 12,8 (7,9) a 100
24-mar-01 3Fed CE
UNI-R2 C.quinguefascia C.M. Temephos 0,004 a 0,016 5(.,8)a100
/6-jun-02 tus 3°e 4° 1G
IAL-S C.quinquefascia C.M. Temephos 0,00056 a 0,004 1,25 (2,5)a 95 (10)
6-jun-02 tus 3°e 4° 1G
Aea-Unicamp A. aegypli C.M. Temephos 0,005 a 0,04 10 (5) a 100
115-jun-02 3°eq° 1G
Aea-FEF A. aegypti C.M. Temephos 0,005 a 0,042 5(8,7)a 100
/15-jun-02 3Fed’ 1G
Rockefeller A. aegypti C.M. Temephos  0,00125a 0,02 1,7(2,9)a 100
15-jun-02 3Fed 1G

'C.D.= Concentracdo Diagnéstico, C.M.= Concentragdes Maltiplas. (DP) desvio padrao.

2. Citologia

As espécies A. aegypti e C. quinquefasciatus como a maioria das espécies estudadas da
familia Culicidae, apresentam um complemento' cromossdmico 2n=6 (Sutton, 1942; Kitzmiller &
Keppler, 1961; Rai, 1967; Jost, 1971; Smith & Hartberg, 1974; Motara & Rai, 1977,1978; Rai, 1980;
Dev & Rai, 1984; Marchi & Rai, 1986; Rai, 1986; Rao & Rai, 1987a; Kumar & Rai, 1990a). No caso do
complemento mitético isto foi observado em cérebro de larva de 4° estadio e pupa de A. aegypti
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(Figura 1) e em cérebro de larvas de 4° estadio para C. quinquefasciatus. Nestes tecidos e estadios
fisiolégicos foram observadas as diferentes fases da mitose. Os trés pares de cromossomos
mostraram estreito pareamento somatico durante a profase como é caracteristico de outras espécies
de mosquitos (Rai, 1967). As fases da meiose foram observadas em ovario de pupa e testiculos de
pupas e imagos de A. aegypti, e em testiculo de imago de C. guinquefasciatus. Na profase | foram
observadas as fases de: leptSteno, zigoteno e dipléteno em pupas de A. aegypti e paquitenc e
zigoteno em imago de C. gquinquefasciatus. Desta forma foram registrados nlcleos em profase |,
espermatides, espermatozdides, representando o inicio e o fim da espermatogénese em pupas (12-
20 horas/25°C) e adulto recém emergido de A. aegypti Em geral as figuras cromossdmicas
observadas estdo em concordancia com aquelas apresentadas em outros trabathos para estas
espécies ou especies proximas (Jost, 1971; Smith & Hartberg, 1974; Lima-Catelani & Ricudo, 1994;
Sousa, 1998). Uma poliploidia em células somaticas de tecido do sistema reprodutor foi observada
em A. aegypli (Figura 2).

2.1. Cérebro e Intestino

O complemento cromossdmico apresentado na figura 1 mostra os trés pares de cromossomos
(1, 2 e 3) em metafase de ganglio cerebral de larva de 4° estadio de A. aegypti. Neste tecido e estadio
fisiologico, Rai (1967) registrou os comprimentos dos trés pares de cromossomos (I, Il e i) em
metafase, 5,4um, 6,9um e 7,6um respectivamente. O par Il atualmente é designado como o 2 {maior)
e o par Il como o 3 (intermediario). Comparativamente, o complemento da figura 1 mediu ao todo
aproximadamente 20,2um: 5,9um o par 1, 7,5um o par 2 e 6,8im o par 3. A diferenca consideravel do
par 1 deste trabatho com aquele de Rai (1967) deve ser por causa de um estiramento maior neste par
(Figura 1). Adicionaimente, foi observada poliploidia em intestino de uma das populacdes de
laboratério estudadas, linhagem susceptivel Rockefeller, evento corriqueiro neste tipo de tecido para
insetos. No par 1 (Figura 1), observa-se uma constricdo em um dos bragos, correspondendo a regido
organizadora nucleolar (NOR). A figura 3 apresenta marcagio desta regido com sonda pDm238 de
DNAr através da técnica de hibridag&o in sifu fluorescente (FISH) em prometafases e em nicleos de
cérebro de pupa de A. aegypti. Marchi & Pili (1994) e Ferguson ef al. (1996) entre outros tem usado
esta técnica para a localizagéo de genes do RNAr em mosquitos.

A hibridagao in situ fluorescente (FISH) com a mesma sonda, também marcou a regiao
organizadora nucleolar (NOR) em nicleos de cérebro de larva de A. aegypti (Figuras 4 e 5). Nestas
figuras pode ser observado uma ou duas marcagdes (cor amarelo intenso) por nicleo, os quais
aparecem contrastados com iodeto de propideo (cor vermelha). O DNA ribossomal compreende
aproximadamente 0,6% do total do genoma haploide (Gale & Crampton, 1989). A. aegypti tem uma
$6 NOR localizada na metade do brago g do cromossomo 1, 70,6% FLpter (comprimento fracional da
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ponta-p) (Brown & Knudson, 1997), ja em C. quinquefasciatus apresenta-se no braco curto proximo
do centrdbmero no cromossomo 1 (Marchi & Pili, 1994; Kumar & Rai, 1990a). Na figura 5 pode ser
visualizado ¢ material corado com iodeto (acima a esquerda), a marcagio da sonda com fluorocromo
{acima a direita) e os dois juntos com e sem contaminagio (em baixo). Note como os peguenos
pontos de marcag@0o com sonda (Figuras 3, 4 e 5¢,d) aparecem em éreas com intensidade maior para
o iodeto de propideo, em vermelho e laranja (Figuras 3, 4 e 5a). Muito embora o iodeto ndo seja um
corante especifico, estas areas s&o interpretadas como sendo heterocromaticas, o qual estad em
concordancia com o registro da NOR em areas heterocromaticas (Brown ef al., 2001).

2.2. Tecido do Sistema Reprodutor

Pupas e imagos de mosquitos apresentaram excelente material para analise de meiose. O
tempo de diferenciacao na espermatogénese serve para estabelecer o momento mais adequado das
preparacdes visando © estabelecimento de anomalias cromossdmicas. Assim, pupas de menos de 24
horas e imagos recém emergidos apresentaram todas as fases da meiose. Lima-Catelani & Bicudo
(1994) registraram anomalias cromossodmicas na profase | desta espécie atribuidas a aplicagéo de
inseticidas para seu controle. Em um estudo posterior na mesma populacéo, o namero e a freqiiéncia
das anomalias foi menor provaveimente devido & diminuigdo das aplicagbes de inseticidas (Sousa,
1998). No presente trabalho ndo foram observadas anomalias como quebras, fendas (gaps), pontes
na profase | ou figuras de cromossomos “atrasados” na anafase das populagdes de laboratério (sete
meses) Aea-Unicamp, padréo Aea-INS e de campo susceptivel Aea-UFMS. Mas no caso da
presenga de poliploidias em tecido reprodutor, foi observada uma metafase octopldide (8n) em ovario
de pupa (Figura 2), col0nia Aea-Unicamp estabelecida na época (julho/98) ha aproximadamente sete
meses. Dita poliploidia, seguramente esta associada a estresse ambiental causado por aplicacio de
inseticidas como registrado por outros autores (Lima-Catelani & Bicudo, 1994; Sousa, 1998).

2.3. Cromossomos Politénicos

Os cromossomos politénicos, bastante evidentes em alguns Diptera como Chironomidae,
Drosophilidae, Sciaridae e Simuliidae, tém sido mais refratarios para analise em Culicinae. Mesmo
assim, ndcleos com cromossomos politénicos ja foram detectados em diferentes tecidos como
branquias anais, glandulas salivares, intestino, misculo, oendbcitos, papilas anais, traquéia e tibulos
de Malpighi em larvas de A. aegypli (Trager, 1937; Sutton, 1942; Gilham, 1957), ttibulos de Malpighi
em pupas de A. aegypti e C. pipiens (Sutton, 1942) e tibulos de Malpighi em adultos de A. aegypti e
C. pipiens (Sutton, 1942; Githam, 1957). Embora a literatura normalmente desencoraje a trabalhar
este material para mapeamento fisico em A. aegypti (Brown ef al., 1995; Brown et al., 2001) temos
observado claramente segmentos bandados e expressio diferencial das bandas nos cromossomos
politénicos dos tabules de Malpighi de pupas de A. aegypti (Figuras 6 e 7).
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Varios problemas ja foram sugeridos como causa para a baixa qualidade nas preparacoes dos
cromossomos politénicos em Culex e Aedes para serem passiveis de analise: 1. Sutton (1942)
sugeriu a presenga de pontos fracos, os quais podem ser assumidos agora como sendo areas
heterocromaticas (Redi ef al, 2001) onde os cromossomos quebram facilmente (Semeshin et al.,
2001). 2. Maior comprimento (Aldighieri, 1961; Kitzmiller, 1963) o que de fato é diferente entre
espécies de Culicinae e Anophelinae (Severson et al, 2001) e deve influenciar as interactes
cromaticas. 3. Ligagdes intra- e inter- cromossdmais, ou pareamentos ectopicos (French, 1862;
Verma et al., 1987) resultantes de DNA repetitivo (Rai & Black IV, 1999, Severson ef al., 2001). 4.
Adesdes de superficie (Rai, 1967 agpud Sharma et al, 1978), o que tem sido observado em
Anopheles funestus Giles, sendo dependente de p-heterocromatina (Sharakhov, 2001 ).

Criaggo de larvas em baixa temperatura, 18-20°C (Sharma et al., 1978) e as condigbes
fisiologicas das larvas (Verma et al., 1987) podem melhorar o espalhamento e a qualidade das
preparagbes de cromossomos das glandulas salivares, o que foi verificado aqui com A. aegypti em
tubulos de Malpighi. Observagdes adicionais em preparagdes de tibulos de Malpighi em Aedes
albopictus e Ochlerotatus fluviatilis permitiram verificar que o tamanho do genoma e o grau de
politenia podem estar influenciando na qualidade das preparacdes. Para pupas de A. albopictus, as
preparagbes foram de baixa qualidade, muito inferior aquelas de A. aegypti enquanto para larva de O.
fluviatilis a preparagao apresentou politenia elevada com boa resolucéo de bandas e espalhamento
dos cromossomos, superior as encontradas em A. aegypti. E conhecido que populacdes brasileiras
de A. albopictus apresentam genomas maiores (Kumar & Rai, 1990b) que aqueles de populagdes de
A. aegypti e de outras espécies de Aedes (Rao & Rai, 1987b; Knudson et al., 1996). Seguramente
isto e a pouca politenia observada tenham determinado a baixa qualidade das preparagbes em A.
albopictus, em nucleos politénicos dos tlbulos de Malpighi menores & sem espalhamento dos
cromossomos. Ja em O. fluviatilis o grau de politenia observado foi maior ao registrado neste trabatho

para A. aegypti. O. fluviatilis, espécie que pode veicular a febre amarela silvestre (Funasa, 1999)
talvez possua um genoma menor que aquele de A. aegypti.

Tem sido sugerido que a quantidade de heterocromatina e a sua distribuicdo nos
cromossomos seja a causa da falta de resolucdo de bandas nas preparacdes de cromossomos
politénicos e restrinja o espalhamento deles (Knudson et al., 1996; Rai & Black IV, 1999). Mas os
resultados aqui apresentados ndo estdo em concordancia com esta idéia, e pode ser assumido que,
mais do que um envolvimento direto da heterocromatina, o que determina boas preparacbes de
cromossomos politénicos em Culicineos tem a ver mais com o grau de politenia, o estado fisiolégico e
a preparacéo. O primeiro pode ser préprio da finhagem, portanto determinado geneticamente, como

foi observado na linhagem IAL-S de C. quinquefasciatus, que apresentou muito menos politenia que
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nas linhagens UNI-R1 e UNI-R2. A influéncia do estado fisiolégico no espalhamento ndo sé esta
relacionada com © grau de politenia mas também com o desenvolvimento em condicdes ambientais
favoréaveis (baixa densidade larval por volume e superficie do meio, alimentagdo e temperatura), que
pode determinar que RNA e proteinas nucleares especificas tenham expressaoc diferencial facilitando
o espalhamento. Quando sdo feitas extragbes de DNA sem desproteinizacdo suficiente ha
envolvimento de residuos de RNA e proteinas na movimentac&o do DNA na eletroforese, podendo
reté-lo no pogo do gel. Essa interagdo de acidos nucléicos e proteinas que também influéncia o
espalhamento dos cromossomos pdde ser reduzida na técnica de preparo das laminas com um
tratamento mais forte a partir da hipotonia do material e sucessivos banhos com acido acético.
Tratamento acido ajuda no espalhamento dos cromossomos de C. quinquefasciatus (Achary, 1994) e
isto pode estar associado com proteinas acidas que sao facilmente extraidas com o tratamento. Ja no

caso da falta de espalhamento em A. aegypti pode ter a ver adicionalmente com proteinas n&o acidas
(n&o histonas).

Do ponto de vista molecular e embasado nos resultados, pode ser afirmado que, mais do que
a quantidade de heterocromatina, o tamanho do genoma, o padrdo de interespagamento (DNA
repetitivo / DNA Unico) e a composi¢do protéica sZo os principais fatores que influenciam o
espalhamento. C. quinquefasciatus apresenta um genoma de tamanho intermediario e um padrao de
interespagamento também intermediério, enquanto A. aegypti possui um genoma maior com um
padrac de interespacamento curto (Severson et al., 2001). A porcentagem de DNA repetitivo em C.
quinquefasciatus & maior que em A. aegypti, 80% contra cerca de 60% (Warren & Crampton, 1991;
Knudson et al.,, 1996; Brown et al.,, 2001). Assim, a afirmagdo de Severson et al. (2001) de que o
problema da falta de espalhamento nos cromossomos politénicos seja causada por pareamentos
ectopicos resultantes de regides de DNA altamente repetitivo, é pelo menos em parte insustentavel
por causa das colocagOes e a observagio de melhor espalhamento em C. quinquefasciatus do que
em A. aegypti.

No presente estudo foram obtidos cromossomos politénicos de diferentes tecidos como
glandulas salivares, cecos gastricos e tibulos de Malpighi em larvas, tGbulos de Malpighi em pupas e
tubulos de Malpighi e celulas de nutrigio (trofocitos) do ovario em adultos. Figuras cromossémicas
foram observadas para estes tecidos em diferentes estadios fisioldgicos (tempo de desenvolvimento)
das espécies estudadas. Inicialmente a maioria dos resultados foi pouco consistente e a qualidade
das preparagbes né@o permitiram analises comparativas com outros mapas, somente um registro do
grau de politenia dos diferentes tecidos nos estadios fisioldgicos. O didmetro dos nucleos de tlbulos
de Malpighi foi 21,2um em adulto macho, 44,7um em pupa macho de A. aegypti, e 32,8um em pupa
macho de C. quinquefasciatus (ndo apresentado). Trager (1937) registrou um diametro de
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22,7+2,6um em nlcleos de tbulos para larvas de 4° estadio tardio em A. aegypti. Com relagéo ao
diametro dos cromossomos foi registrado um tamanho de cerca de 2 a 3 um para os cromossomos
de células de tlbulos de Malpighi de pupas machos e fémeas respectivamente em A. aegypti (Figura
8). Para C. quinquefasciatus foi registrado um diametro de 1um para os cromossomos das gléndulas
salivares de larva de 4° estadio & de 3 a 4um nos cromossomos dos tubulos de Malpighi em pupas
(Figura 9). Kitzmiller & Clark (1952) registraram um diédmetro de 3um nos cromossomos das glandulas
salivares de larvas para C. pipiens e C. quinquefasciatus. Mas isto pode mudar com a linhagem,
sendo de menos de 2um como observade nos tabulos de Malpighi em pupas da linhagem JAL-S
desta espécie (Figura 10).

Os cromossomos de A. aegypti foram frageis, apresentaram menor grau de politenia e alguns
pareamentos ectopicos evidentes. Zhimulev (1997) registra as dificuldades de outros autores para
obter preparagbes que permitam visualizar a ocorréncia e caraterizar os pareamentos ectépicos,
como ¢ feito para outras espécies de Diptera. Os pareamentos ectdpicos podem estar relacionados
com a organizagéo dindmica da estrutura da B-heterocromatina e esta com o grau de replicagio do
DNA em algumas regides dos cromossomos politénicos (Koryakov et al., 1999). De outra parte, nesta
espécie, foi observado nucléolo em nucleo politénico de uma pupa macho. Sutton (1942) registrou o
nucléolo em larva e a ndo visualizagéo desta estrutura em fases posteriores. Embora as preparacdes
tenham permitido uma analise preliminar, poucas apresentaram a qualidade suficiente para estimar
varios registros do comprimento dos cromossomos. De forma preliminar registramos para os
cromossomos politénicos dos tubulos de Malpighi em A aegypti um comprimento total de
aproximadamente 1.380um: 330um para o cromossomo 1, 562um para o 2 e 488um para o 3 (Figura
8). Algumas estimativas do comprimento entretanto j& foram feitas por alguns autores para estas
especies nos cromossomos das glandulas salivares, registrando-se um comprimento no
complemento todo de 1.180 um em A. aegypti (Sharma et al., 1978 apud Zhimulev, 1996)e de 789 e
1.200um para C. quinquefasciatus (Sharma et al., 1969; Kanda, 1970). As diferencas no comprimento
dos cromossomos podem ser proprias das linhagens e de espalhamento diferente nas preparagtes.

De forma descritiva Kitzmiller & Keppler (1961) registraram o comprimento dos cromossomos
politénicos de glandulas salivares (335, 455 e 415um) e dos cromossomos metafasicos meidticos
(6,2, 8,5 & 7,7um) de larva em C. pipiens, sem muita diferenga na porcentagem dos trés pares 1,2 e
3. Comparativamente as medi¢es feitas neste trabalho dos cromossomos na metafase mitética de
cérebro de larva (Figura 1) e dos cromossomos politénicos dos tibulos de Malpighi de pupa em A.
aegypti (Figura 8) registraram 29,2, 37,1 e 33,7 % e 23,9, 40,7 e 35,4 % respectivamente para os
cromossomos 1, 2 e 3. Para metafase em cérebro, Rai (1967) registrou 27,1, 38,2 e 34,7 % enquanto
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nas medigbes realizadas nos mapas dos cromossomos politénicos de Sharma ef al. (1978) foi
registrado 22, 43,8 e 34,2 % no comprimento dos cromossomos 1, 2 e 3 respectivamente. Embora os
tecidos, estadios fisiologicos e as linhagens comparadas sejam diferentes, esperava-se pouca
diferenga nestas porcentagens como aconteceu com C. pipiens. Esta diferenga nas porcentagens
para cada par de Cromossomos e em especial para o cromossomo 1 poderia ser explicada em parte
por estiramento diferencial no espalhamento como foi indicado na secdo 2.1., por expressdo
assentuada das bandas configurando uma quantidade maior de puffs nos cromossomos 2 e 3 gue no
cromossomo 1 e/ou por inconsisténcia no assinalamento de alguns segmentos aos cromossomos
especificos devido as quebras registradas nos bragos (Figura 8).

Das laminas preparadas para 1.972 individuos & procura de cromossomos politénicos
adequados 3 anélise, foram obtidas cerca de 120 (6%) laminas passiveis de analise, com melhores
resultados para C. quinquefasciatus (relagéo de 1/10 em 589 individuos) do que para A. aegypti
(relag@o de 1/24 em 1383 individuos). C. quinquefasciatus apresentou cromossomos com bandas
mais conspicuas, presenca clara de nucléolo e poucos pareamentos ectdpicos. A presenca do
nucléolo nas células dos tlbulos de Malpighi é indicativa da atividade de sintese de RNAr neste
tecido. Esta estrutura € um excelente marcador para o cromossomo 1 em C. quinquefasciatus,
enquanto as regides centroméricas ajudam na diferenciagdo dos trés cromossomos politénicos,
servindo como marcadores na sua identificagdo (Campos et al., 2000; Campos et al., submetido —
Anexo 4). Estadios fisiologicos sucessivos (larva/pupa) apresentaram aumento do grau de politenia,
os machos mostrando sempre menor grau de politenia que as fémeas. Embora em pupas de 12 a 42
horas (25-28°C) fosse observada boa politenia em C. quinquefasciatus, o espalhamento em geral foi
menos consistente que em pupas mais jovens, o que talvez seja causado por mudancas na
composicdo das proteinas nucleares (tipos e quantidades). Fémeas de C. quinquefasciatus
alimentadas com sangue e ovadas (24-36 horas ap6s a refeigdo sangiiinea) apresentaram também
cromossomos com boa politenia, mas nem sempre o espalhamento foi adequado a andlise.
Segmentos sofrendo assinapse foram mais evidentes em C. quinquefasciatus do que em A. aegypti.
Em véarias regides dos cromossomos ja foram registradas assinapses para C. pipiens e C.
quinquefasciatus (Achary, 1994, Zambetaki ef al,1998). No presente trabalho foram observadas
estruturas bastante notérias como bandas conspicuas, alguns “puffs” e seqUéncias de bandas e
interbandas (Figuras 8 e 9) que ajudaram na caracterizag@o destes cromossomos, na comparagao
inter-populacional e na comparagdo com os mapas destas espécies.

Mapas dos cromossomos politénicos das glandulas salivares foram publicados como
preliminares para A. aegypti (Sharma et al, 1978). Mapas mais consolidados para C.
quinquefasciatus também s&o conhecidos (Sharma et al., 1969; Kanda, 1970; Verma et al., 1987).

30



Sutton (1942) registrou resultados satisfatorios com cromossomos politénicos utilizando tibulos de
Malpighi de larva, pupa e adulto de A. aegypti e C. pipiens, mesmo assim, este tecido tem sido pouco
explorado. Algumas analises foram feitas nos cromossomos de tubulos de Malpighi em fémeas
ovadas (24 horas apOs a refeicdo sangiinea) de C. pipiens e C. quinquefasciatus (Achary, 1994;
Zambetaki, 1998). No presente trabalho, tUbulos de Malpighi de pupas fémeas nas duas espécies
deram resultados adequados a analise, de forma geral com boa politenia e diferenciacdo de bandas.
Estes resultados v&c permitir a analise citolégica e a marcagio molecular, contornando muitos dos
problemas apresentados no passado na obtencdo e analise deste tipo de cromossomos nessas

espécies. Parte destes problemas como assinalaram outros autores (Achary, 1994; Zambetaki et al,
1998) esta associada ao estado fisioldgico.

A linhagem padréo IAL-S de C. quinquefasciatus, permitiu a comparacio com os mapas ja
existentes como populagdo susceptivel controle. Desta forma foi identificada por meio de
diferenciagdo cromossdmica nos cromossomos politénicos das linhagens UFMS-R, UNI-R1, UNIR2
de C. gquinquefasciatus, a area de localizagdo dos genes responséveis pela alta produgio de
esterases que conferem resisténcia aos organofosforados, sendo determinada como uma area
amorfa na se¢do 31 do cromossomo mediano "2" enquanto na linhagem |AL-S aparece uma banda

(Figura 10), o que esta em concordéncia com outros estudos no complexo Culex pipiens (Heyse ef
al., 1996, Tomita et al., 1996; Zambetaki, 1988).

Relagdes evolutivas podem ser tragadas comparando mudancas na organizagdo do genoma
(Heckel, 1993; Knudson et af, 1996; Mustermann & Conn, 1997). Por causa dos cromossormos
manterem uma organizacéo linear da seqiiéncia de pares de bases de DNA que formam os genes
funcionais e "n&o funcionais”, as espécies com diferengas menores na seqiiéncia linear podem ser
consideradas mais estreitamente relacionadas. Assim para genes muito conservados, homologias
cromossdmicas podem ser tragadas em nivel taxondmico superior (Heckel, 1993), inclusive a
conservacgéo de bragos cromossomais entre taxa superiores de Diptera é relativamente comum
(Munstermann & Conn, 1997). Mapas de ligamento comparativos para os mosquitos C. pipiens e A.
aegypli indicaram gue o cromossomo 1 € altamente conservado entre as duas espécies e varios loci
homblogos existem entre 0s bragos dos cromossomos 2 e 3 (Mori ef al., 1999). A partir do presente
trabalho sera feita a comparagao entre os mapas cromossdmicos de A. aegypti e C. quinquefasciatus
estabelecendo analogias com aqueles dos mapas de ligaggo. Desta forma pode ser avaliada a

associacdo de bragos entre estas espécies por meio da existéncia de homologias de marcadores
cromossdmicos e grupos de bandas.

Um dos principais desafios tem sido a reproducibilidade das técnicas para obtencdo de
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laminas adequadas a analise. Embora os mapas cromossémicos de C. quinquefasciatus tenham sido
elaborados e apresentados em comunicagdo cientifica (Campos et al., 2000), reproduzir tais
resultados tem sido dificil. Isto implicou em diversificagéo de diferentes passos na criacéo do material
bioldgico e na técnica citoidgica. Para A. aegypti, 1aminas com complementos cromossdmicos
passiveis de analise foram obtidas com tdbulos de Malpighi de pupas fémeas grandes recém
emergidas da linhagem Rockefelier, Aea-Unicamp e amostras de campo, dissecando o tecido
inclusive desde o momento da fixac&o até a separagéo dos niicleos da maior parte dos componentes
citoplasmaticos. Os resultados detalhados de padronizagdo da técnica para obtencdc dos
cromossomos politénicos de A. aegypli s@o apresentados na forma de comunicagao cientifica
(Campos et al., submetido — Anexo 3). Diferenga de express3o nos cromossomos homélogos foi
observada na forma de heterobanda (Hb) pelo menos em uma ocasigo (1/60 laminas) na finhagem

susceptivel Rockefeller (Figura 11). lgualmente foram observadas duas inversdes (2/60 laminas)
nesta linhagem (n&o apresentado).

Este método permitira a obtencéo de laminas de cromossomos politénicos para hibridagéo
com sondas de DNA e assim contornar as dificuldades que este tipo de material tem apresentado
para analise citolégica e molecular. Usando-se técnicas de hibridacao in situ flucrescente (FISH) com
estes cromossomos, a resolugéo das sondas pode melhorar as j& registradas para ¢cromossomos
metafasicos ou em nucleos interfasicos (Severson, 1994). O primeiro mapa integrado, fisico e de
igacdo genética usando amplificagdo de sinal com FISH em cromossomos metafasicos foi
recentemente publicado (Brown ef al., 2001). Com este procedimento foi possivel mapear sondas
pequenas (do tamanho de DNAc). Os autores afirmam que a ligagdio genética representa a regisio
eucromatica do genoma, e que grandes regides do mapa fisico provavelmente representam regides
heterocromaticas. Juntos os cromossomos politénicos e os procedimentos de amplificacéo de sinal,
poderdo melhorar ainda a resolugdo destes mapas e ajudar a esclarecer varios ponios da esfrutura
dos cromossomos e da fungdo de vérios genes responsaveis pela competéneia do vetor aos
parasitas e patdégenos.
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Figura 1. Metafase de ginglio cerebral de Adedes aegypti, larva de 4° estadio, Aea-Unicamp,
Campinas. Coloragdo: OLA.  As setas estdo indicando constrigdo secundaria (NOR) no brago q

do par L.

Figura 2. Poliploidia em tecido do sistema reprodutor de Aedes aegypti, metafase (8n) em ovario

de pupa fémea, ~24 horas 28°C / Aea-Unicamp. Coloragio OLA.  Barra= 4,3um.
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Figura 3. Hibridacfo in situ Fluorescente (FISH) em células de cérebro de Aedes aegypti, pupa
macho, ~24 horas 28°C / Aea-Unicamp. Imagem em microscopio de fluorescéncia. Nicleos
corados com iodeto de propidio, marcagdo fluorescente com sonda pDm 238 de DNAr com
biotina. A detec¢do da sonda biotinilada foi feita com antibiotina (Vector, SP 3000) e anti-goat
IgG-FITc (Vector, FI 5000). Barra= 11,2um.

Figura 4. Hibridagdo in situ Fluorescente (FISH) em cérebro de larva de Aedes aegypti/ Aea-
Unicamp. Imagem em microscopio de fluorescéncia. Nicleos corados com iodeto de propidio e
hibridagdo com sonda pDm 238 biotinilada e marcada com antibiotina (Vector, SP 3000) e anti-
goat IgG-FITc (Vector, FI 5000). Barra= 9,4um.
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Figura 5. Hibridagdo in situ Fluorescente (FISH) em cérebro de larva de Aedes aegypti, Aea-
Unicamp. Imagens em microscdpio confocal de fluorescéncia. a, Niicleos corados com iodeto de
propidio; b, nicleos com sonda pDm 238 biotinilada e marcada; ¢ e d, nicleos com iodeto de
propidio e sonda marcada. Barra= ~10um.
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Figura 6. Cromossomos politénicos de ttibulos de Malpighi de dedes aegypti, pupa f€mea ~16
horas 28°C / Aea-Unicamp. Coloragdo OLA.  As setas estdo sinalando a continuagdo do
cromossomo. Barra= 4,3um.
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Figura 7. Cromossomos politéni
politénicos de tubul iohi o
horas 20°C / Aea-Rockefeller. Coloragio OI?AO i d%;\frﬁglgglfe Aedes acgypti, pupa femea ~12
: = ~6,4um.
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Figura 8. Cromossomos politénicos de tubulos de Malpighi de Aedes aegypti, pupa fémea, ~

hora 18°C / Aea-Rockefeller. Coloragio OLA. Barra=~7,7um.
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Figura 9. Cromossomos politénicos de tibulos de Malpighi de Culex quinquefasciatus, pupa
fémea ~30 horas 29°C / UNI-R1. Coloragdo OLA. Barra= ~6um.
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Figura 10. Segmento cromossdmico do brago 2L, tabulos de Malpighi de Culex
quinquefasciatus. a.pupa fémea ~30 horas 29°C / UNI-R1 e b.pupa fémea ~10 min / IAL-S.
Coloracio OLA.  As setas indicam a regido amplificada (a) ou ndo (b) para os genes de
esterases. RC, Regido Centromérica. Barra= a, ~6um e b, = ~4um.

Figura 11. Heterobanda em cromossomo politénico de tubulos de Malpighi de Aedes aegypti,
pupa fémea, ~1 hora 18°C / Aea-Rockefeller. Coloragdo OLA. Barra=~4um.
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IV. CONCLUSOES

1. CONCLUSOES GERAIS

1. Foi encontrada alteragdo na resposta a inseticidas organofosforados e piretrides em populagbes
de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus de Campinas, SP, Campo Grande, MS e Cuiaba, MT.

2. A determinag@o das concentragbes letais 50 e 95% para 0 Temephos e varios piretréides nas
populacbes avaliadas, permitiu estimar o estado da resisténcia a inseticidas em Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus.

3. Os cromossomos politénicos de tibulos de Malpighi de Aedes e Culex sdo passiveis de andlise e
permitem o monitoramento de populagdes de mosquitos.

4. Existem diferengas na complexidade estrutural dos cromossomos politénicos de Aedes aegypti e
Culex quinquefasciatus.

2. CONCLUSOES ESPECIFICAS

1. A resisténcia ao Temephos determinada em Aedes aegypti para populacdo de laboratério (Aea-
Unicamp) em Campinas, SP em 1998, néo foi registrada em amostras dessa colbnia quatro anos
apos.

2. Avaliagcéo da resposta ao Temephos em uma populagdo de campo de Aedes aegypti (Aea-FEF)
n&o apresentou diferenga marcante quando comparada com a populagio padrao, e foi susceptivel.

3. As populagbes de Aedes aegypti de Campo Grande, MS avaliadas em 1998 e 1999 apresentaram-
se susceptiveis ao Temephos e a Cipermetrina.

4. A populagéo de Aedes aegypti avaliada em Cuiaba, MT em 2000 foi susceptivel ao Temephos.

5. As populagdes de Culex gquinquefasciatus de Campinas, SP apresentaram resistdéncia a
Cipermetrina em 1999 (parental}, a Ciflutrina em 2001 (F1 e F2 de campo) e ao Temephos em 2002

{colénia de 16 meses).

6. A populacdo de Culex quinquefasciatus de Campo Grande, MS em 1998 e de Cuiaba, MT em 2000
apresentaram resisténcia ao Temephos.

7. A técnica para a obtengdo de cromossomos politénicos em mosquitos foi melhorada. O sucesso da
técnica usada neste trabalho dependeu da espécie, do tamanho de genoma, do grau de politenia e do
estado fisiolégico (sexo, fase e tamanho), principalmente. A criacio de larvas em meio com
condigbes otimas (espago, comida e temperatura) facilitou as preparagdes.

8. Os cromossomos politénicos dos tabulos de Malpighi em larvas, pupas e imagos de Aedes aegypti
para as populagbes de Campinas, SP {Aea-Campus, Aea-Lab, Aea-Unicamp e Rockefeller) e Campo
Grande, MS (Aea-UFMS e Aea-cemitério) - Brasil e para as populagbes Aea-INS-Bogotd e Aea-
Palmira, VA - Coldmbia permitiram avaliacio citologica.
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9. Os mapas cromossSmicos de Aedes aegypli apresentaram politenia intermediaria configurando
uma defini¢do de bandas capaz de definir marcadores para os trés cromossomos.

10. Os mapas cromossOmicos de Culex gquinquefasciatus apresentaram politenia maior, o que
configurou melhor definigao de bandas, regies centroméricas caracteristicas, presenca de puffs e
grupos de bandas com resolugdo suficiente para identificar marcadores e fazer comparagdes inter
populacionais a partir do padréo de bandamento.

11. As linhagens avaliadas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus apresentaram variacdo no
grau de politenia e portanto na defini§éo de bandas entre os sexos, as fases e inter-
populacionalmente.

12. Marcador cromossdmico de genes ampiificados para esterases foi reconhecido na segio 31-2L
dos cromossomos politénicos em glandula salivar de larvas (UFMS-R) e tibulos de Malpighi de larva

{Cuiaba-R) e pupas (UNI-R1 e UNI-R2) de Culex quinquefasciatus de Campo Grande, Cuiabé e
Campinas, respectivamente.

V. RECOMENDAGOES

Os resultados aqui apresentados e as discussdes de outros trabalhos evidenciam a
necessidade de um monitoramento rotineiro dos produtos quimicos que forem ser usados no verdo
no controle de mosquitos como o A. aegypti e o C. quinquefasciatus. Ha necessidade também da
elaboracdo de testes de concentragdo multipla que permitam usar concentragdes diagndstico mais
reais para as populagBes brasileiras e determinagdo do coeficiente angular da linha de regressdo
(inclinagao) para acompanhar as mudangas de tolerancia e susceptibilidade aos produtos quimicos
(Andrade, 1989; Ferrari, 1996).

Andlise e monitoramento de populagdes de mosquitos de interesse médico pode ser feita
através do estudo da estrutura dos cromossomos politénicos, visando estabelecer marcadores
cromossdmicos de estresse fisiologico (alteragbes metabdlicas conferindo adaptagdo) como
diagnostico de mudangas ambientais. Tal estudo pode ser feito com fémeas das fases de larva (4
estadio), pupa e adulto a partir de amostras populacionais de campo ou criagdes de laboratério. O
planejamento experimental deve priorizar pontos estratégicos (4reas de conirole corriqueiro),
amostragem espacial e temporal (diferentes pontos e cidades durante varios verbes) e avaliagdo de
centos de individuos por amostragem ou criagdo em condigbes ideais (espaco, comida e
temperatura) até a geragdo F1 ou F2 para tal fim.
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Resumo

Objetive

A susceptibilidade dos insetos tem sido um dos mais importantes aspectos a ser
monitorados em programas de satide ptiblica que tratam do controle de vetores. Q
estudo objetiva avaliar a susceptibilidade de larvas de Aedes aegypri a inseticidas
¢uimicos em dreas sujeitas ou péo a controle.

Métodos

Bioensaios foram realizados com concentragio de diagndstico e concentragio miltipla,
segundo padrio da Organizagio Mundial de Satide para as coletas de larvas de dedes
aegypti, em uma drea ndo sujeita -~ Campinas, SP — e em uma outra 4rea sujeita -
Campo Grande, MS — a tratamentos quimicos de controle.

Resultados

Larvas de Aedes aegypti coletadas em Campinas indicaram resisténcia potencial &
concentragio-diagndstico (CD) de 0,04 ppm do organcfosforado temephos. O teste
de concentracio miltipla registrou sobrevivencia de 24,5% 4 concentragio de (,0125
pprm. A susceptibilidade dessa mesma linhagem foi avaliada para o organofosforado
fenitrothion (CD=0,08 ppm) ¢ 0 piretrdide cipermetrina (CD=0,01 pprm), resultando
em vilores normais para essas concentragdes. Larvas de 4e. aegypti coietadas em
Campo Grande mostraram susceptibitidade normal 20 temephos (CD=0,04 ppm) e
& cipermetrina (CD=0,01 ppm). Também foram estabelecidas as CL_ ¢ as CL,, de
cipermetrina 25 CE, cyfluthrin 5 CE, betacyfluthrin 1,25 $C e propoxur 20 CE para
Ae. aegypti. Com base nos dados da linhagem-padrio Rockefeiler, foram estimadas
as razbes de resisténcia de 2,9, 2,2, 2.4 e 1,3, respectivamente, pela CL,.ede35,
2,6,39e1,3pelaCL,.

Conclusio

Os resultados reforgam a necessidade de avaliagBes prévias e monitoramento da
efetividade dos inseticidas que devem ser usados em programas de controle de
TAOSGUitos.

Abstract
Objective

Insect susceptibility has been one of the most important aspects to be monitored in
public health programs for vector control. The purpose of the study is 1o assess the
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susceptibility to chemical insecticides of Aedes aegypti larvae in both areas under
vector control and no vecior control,

Methods

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

Resuits

Potential resistance fo a diagnostic concentration of temephos (DC=0.04 ppm) was
registered for an Ae. aegyptl larval population collected in Campinas. Multiple
concentrarion 1ests confirmed the larvae resistance, with 24.3% of them surviving at
the 0.0125 ppm concentration. Bioassays with the organophosphate fenitrothion
{DC=0.08 ppm) and pyrethroid cypermethrin (DC=0.01 ppm} in the same population
revealed their susceptibility to these agents. Bioassays carvied out in an Ae. aegypti
larval population collected in Campo Grande showed their susceptibilily to temephos
(DC=0.04 ppm} and cypermethrin (DC=0.01 ppm). LC, and LC,_for cypermethrin
(CEZ23), eyfluthrin (CE3), betacyfluthrin (SC1.25) and propoxur (CE20) were
determined for Ae. aegyptl. Using the Rockefeller standard strain values, ratios of
resistance were estimated: 2.9, 2.2, 2.4 and ].3 for LC, and 3.5, 2.6, 3.9 and 1.3 for

LC,, respectively.
Concluysion

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

INTRODUCAO

Poucas espécies sinantropicas de mosquitos dos

géneros dedes, Culex e Anopheles formam ainda hoje
os maiores desafios em satide piblica. Estio implicadas
na transmissfio, respectivamente, da dengue, da
filariose bancroftiana ¢ da maléria, de forma
particularmente grave, em varios Estados brasileiros.

Os 50 mithdes de casos anuais de dengue no mundo
e ¢ recrudescimento da filariose e da maléria permitem
questionar a competéncia dos responsaveis pelo
controle dos vetores no terceiro mundo em relago a
um fregiiente emprego de inseticidas quimicos. No
caso da dengue, o uso desses produtos tem sido feito
ndo s6 em areas criticas, como cemitérios e ferros-
velhos, mas também no ambiente domiciliar, devido a
dificuldade da populacio em eliminar criadouros de
mosquite vetor pela mudanga de hébitos.? Assim, a
eficiéncia dos inseticidas rotineiramente empregados
ou o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
vetores devem sempre ser avaliados como medida de
seguranca para a populacio envolvida e também como
uma economia para os cofres pablicos.

Embora avangos immporiantes tenham surgido no
desenvolvimento de medidas alternativas para o
controfe de mosquitos, os inseticidas quimicos ainda
se mantém como parte vital dos programas de controle
integrado. Dessa forma, diversos casos de resisténcia
tém sido registrados no mundo para espécies de
mosquitos vetores*®M1>1417 e mais particularmente,

para populagdes de Aedes aegypti no Brasil.**® Além
da detecgfio de resisténcia para a formulagio das
estratégias de controle, também ¢ fundamental o
conbecimento dos seus mecanismos. Devido ao uso
no passado, por exemplo, de DDT ou de inseticidas
agricolas clorados, a resisténcia cruzada pode reduzir
a eficacia de piretrdides, mesmo antes de sua
introduciio ne combate a um vetor.

A avaliacdo rapida da susceptibilidade de mosquitos
a inseticidas pode ser feita no laboratdrio por meio de
testes de dose ou concentragio-diagnostico (DD ou
CD). Dose, quando se trabalha com uma quantidade
conhecida em confato de wma vez com o inseto, ¢
concentragio, quando os insetos sdo expostos a um
meio contendo o agente letal por um determinado
pericdo. Trabalhando-se com uma coldnia de mosquitos
susceptivel putativa, a CD para larvas € determinada
para varios ensaios cormo sendo a menor concentragio
com capacidade de matar todos os individuos em 24
horas ou a que causa 99,9% de mortalidade (CL,, ;) em
testes de multipias concentractes.* Dessa forma, a
Organizagio Mundizal da Sadde (OMS) indica, por
exemplo, uma CD de 0,012 mg/litro (ppm) de temephos
para larvas de de, degyptil®

No Brasil, tem-se suspeitado ou registrado para 4e.
aegypti a ocotréncia de resisténcia a organofosforados
pelo menos em oito municipios do Estado de Sio
Paulo™'® e em Goids ¢ Devido ainda & deteccio de
resisténcia ao temephos em municipios do Rio de
Janeiro, o controle passou a ser feito com Bacillus
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thuringtensis var. israelensis ¢ methoprene a partir de
um Férum Estadual (setembro/2000). O presente
trabalho avalia a susceptibilidade de uma colénia de
laboratério de Ae. Aegypti estabelecida na Universidade
Estadual de Campinas {Unicamp) e de amostras desse
mosquito obtidas em Campo Grande, MS, municipio
com dengue na época e sob tratamento com inseticidas.

METODOS

As larvas de Ae. aegypti avaliadas no presente
estizdo sdo de duas origens: da colGnia Aae-Unicamp
(Departamento de Zoelogia) formada a partir das
primeiras larvas coletadas em armadilhas no Campus,
onde previamente ndo existia a espécie, e de coletas
feitas no Campus da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (4ae-UFMS), em Campo Grande, MS
{maio/98 e marco/99). A coldnia dae-Unicamp foi
iniciada ao final de 1997, assim que a espécie foi
detectada no programa de monitoramente de
maosquitos ne Campus.* Até essa época, ndo foram
feitas aplicaces de quaisquer produtos de controle
no campus, e ndo havia transmissfo de dengue no
mumicipio. Como padrio de referéncia, foi usada a
linhagem Rockefeller, cedida pela Sucen (Superinten-

déncia de Controle de Endemias), Marilia, SP, €~

proveniente do CDC (Center for Disease Control) em
Porto Rico,

Os inseticidas usados {concentra¢fo, nome
comercial) foram: o carbamato propoxur (20%, Baygon
20 CE), os organofosforados temephos (50%, Abate
300 E) e fenitrothion (40%, Sumithion PM) e os
piretrdides & base de cipermetrina (25%, Ciper 250 CE
& 25%, Cymperator 25 CE), a base de cyfluthrin (5%,
Solfac SCE) e de betacyfluthrin (1,25%, Responsar 1,25
SC). Esses produtos foram inicialmente diluidos para
uma solugio estoque 4 concentragio de 100 ppm i.a.
em dgua (ou acetona, para ¢ Solfac 5 CE). A seguir,
foram feitas dilui¢bes em agua destilada para se chegar
4s concentracdes de trabalho.

Para os organofosforados, foram realizados testes
de concentracio-diagnostico de resisténcia ao
temephos (CD=0,04 ppm) para as larvas de 4ae-
Unicamp e de Aae-UFMS. Para a coldnia da Unicamp,
foi ainda feito o teste de concentracdo multipla
(CM=0,0125 a 1,5625 ppm) a esse inseticida. A
susceptibilidade ao fenitrothion so foi avaliada para
larvas de Aae-Unicamp pela CD (=0,08 ppm).

A resisténeia aos piretrdides foi avaliada para a
cipermetrina nas larvas de Aage-Unicamp, em vérics
testes de concentragio multipla e concentragdes-
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diagnéstico tentativas, usando-se os produtos Ciper
250 CE e Cymperator 25 CE. Para Age-UFMS, foi reali-
zado um teste com uma concentragio de Ciper 250 CE
{001 ppmial).

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

Os bicensajos foram feitos seguindo os padrdes
previamente propostos.>'"'® Usaram-se grupos de 25
ou mais larvas de terceiro estadio tardio e/ou quarto
estadio inicial em copos descartaveis, com as solucfies
dos inseticidas para trés ou mais réplicas. As
testemunhas receberam agua destilada ou 4gus com
acetona (Solfac 5 CE).

Nos testes de concentrago miltipla, foram usa-
das quatro ou mais concentra¢des, produzindo mor-
talidade entre 0% e 100%. Durante tods a exposicio
20s produtos, observaram-se mortalidade ou para-
lisia das larvas. A mortaiidade final foi avaliada 24
horas ap6s o contato com os inseticidas. Os valo-
res médios dos dados foram submetidos & analise
probit,’ usando-se o programa POLO-PC.}

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

RESULTADOS

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

Para a populagio Aae-UFMS, foi observada 100%
de mortalidade ao temephos (CD=0,04 ppm) ¢ 2

*Relatdrip Interno - VED, Zoologia/Unicamp; dados inéditos,
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Tabela - Concentracdes letals 50% e 95%, coeficiente angular e razbes de resisténcia para larvas de Aedes aegypti da

colnia Aae-Unicamp comparado com o padrio susceptivel Rockefeller.

Inseticida LC,, (ppb ia) LC,, {pgb ia) Coef. ang. RR

tinhagem/coldnia ac* (c {b) LC,, LG,

Cipermetrina

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

Aae-Unicamp 1,842 5,834 3.3 2,9 3,5
{1,569-2,116) (4,824-7,562)

Cyfluthrin

Rockefeller 1,156 2,360 53 —— S
G,707-1,710y {(1,627-11,047)

Aae-Unicamp 2,577 6,054 4,4 2,2 2,6

{1,735-4,129 (3,879-30,027)"

Betacyfluthrin

Rockefeller 2,858 8,848 3,5 — e
(2,246-3,674) (6,473-16,289;

Aae-Unicamp 7,010 34,298 2,4 2,4 39

(4,332-14,221y (16,04-406,780)*

Propoxur

Rockefeller 1,123 3,168 36 —_ e
{881-1,393) {2,331-5,5391)

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

(2,786-9,030)

*iC = intervalo de confianca (p=0,05 e 0,10%).
b = coeficiente angular.
RR = razdes de resisténcia.

cipermetrina (CD=0,01 ppm).

Usando-se a colfnia 4ae-Unicamp, observou-se di-
minuic&o na poténcia do produto comercial Ciper 250
CE, guando foram comparadas as respostas para 0,01
ppm i.z. espagadas pelo periodo de um ano (de 100%
para 67%}). O produto estava ainda dentro de sua vali-
dade e foi adequadamente estocado no laboratério.

DISCUSSAO

A colénia Aae-Unicamp pode ser considerada muito
tolerante ao temephos ou mesmo resistente, quando
comparada com outros trabalhos.'"*" Embora
originada de ambiente nunca exposto s aplicacBes
de inseticidas, os mosquitos fundadores dessa colénia
podem ter chegado ao campus jd na condicfio de
resistentes. Esses mosquitos foram obtidos, ao final
de 1997, assim que detectados em armadilhas de larvas
¢ apos seis anos de monitoramento sem sua presenga.
Em meados dos anos 90, Macoris et al® trataram como
modificagio da susceptibilidade ao temephos a
resisténcia de de. aegypti e, mais recentemente,
relataram a resisténeia em populagSes de Campinas e
Santos, SP, com RRs (CL, ) de 2,7 ¢ 6,3 (Macoris et
al'%). Andrade & Modolo! (1991} j& haviam indicado
resisténcia para essa espécie em Campinas, devido
sobrevivéncia de larvas para concentragdes de 0,025
ppm i.a. e de 0,05 ppm i.a. de temephos, em coletas
feitas em 1987. Para o carbamato propoxur, as RRs
para Aae-Unicamp (¢f Tabela) sdo menores que as
encontradas em populagBes do Caribe.5V

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

tra as larvas de de. gegypti. Ainda assim, algumas
CL,, foram estabelecidas para esse piretréide, tais como
0,16 ppb (a 20°C) e 0,34 ppb (& 30°C) para larvas de
terceiro estadio de de. aegypti, usando-se grau técni-
co.” Shajahan,” por sua vez, estabeleceu uma LC,|
muito maior (78 ppbi.a.) usando larvas de quarto esta-
dio desse mosquito, mas estranhamente nio conside-
rou a coldnia resistente, talvez por ter usado o produ-
to comercial (Ripcord 10 CE) que, além de cipermetrina,
contém outros inseticidas na sua formulagdo. De fato,
as formulagBes podem: influenciar, e uma diminuigio
de 5X na toxicidade foi verificada em ensaios com
cipermetrina grav-técnico, quando comparados com
um concentrado emulsionavel 40 CE (LC, =0,043 ppb
L.2. e 0,233 ppb i.a., respectivamente).” No presente
trabalho, a toxicidade obtida para a cipermetrina 25 CE
(1,842 ppbi.a. [Tabela]} foi menor ainda do que essas
mencionadas, sugerindo resisténcia.

A perda de poténela de um produto comercial 4
base de cipermetrina, detectada usando-se larvas de
Ae. aegypti, deve-se ao fato dos piretrdides em geral
serem moléculas pouco estéveis. Mesmo quando
armazenadas em temperaturas inferiores a 30°C e pro-
tegidas da luz, como foi o case do produto usado,
podem perder poténeia.

Os tesultados obtidos para os mosquitos das éreas
sujeitas ou nfo a tratamentos com inseticidas, Campo
Grande e Campinas, e as conclusdes apontadas em
outros trabalhos asseguram a necessidade de
moenitoramentos rofineiros. A determinacio dos
coeficientes angulares e das razbes de resisténeia (RR)
permite acompanhar as mudancas temporais de sus-
ceptibilidade aos produtos quimicos e orienta o plane-
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jamento do manejo da resisténeia e das estratégias de
controle a ser aplicadas. Mudangas da CL nfo acom-
panhadas por mudangas na CL, podem ser manejadas
com a troca temporéria do produto. Ou caso seja eco-
némico, pela substituigio definitiva do produto por
outros que ndo apresentem risco de resisténcia cruza-
da. No caso especifico do temephos, a atual opgdo da
Fundago Nacional de Satdde pelo uso do Bti e inibido-
res de crescimento (methoprene, por exemplo) é indis-
pensdvel, mas poderia ter side feito um rodizio
menitorade desde o inicio dos programas oficiais de
combate 4 dengue, em meados da década de 80, no Rio
de Janeiro. No caso de Ae. gegypti, ac contrario do use
de inseticidas, ¢ que melhor permite baixas populagdes
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RESUMO

Objetivo

A avaliagéo da susceptibilidade a inseticidas quimicos de larvas de Culex quinquefasciatus
provenientes de areas sujeitas ou ndo a tratamentos de controle.

Métodos

Bioensaios com concentragdo diagndstico e mdltipla de organofosforado e piretrdides segundo
padrao da Organizagdo Mundial de Salde para larvas de mosquitos coletadas em uma area nao

sujeita - Campinas, SP - e em 4reas sujeitas - Campo Grande, MS e Cuiabéd, MT - a tratamentos
quimicos de controle.

Resultados

Em ensaios com larvas parentais de C. quinquefasciatus coletadas em Campinas, SP foi verificada
baixa mortalidade (11%) ao piretréide cipermetrina (C.D.=0,0096 ppm i.a.). Da mesma forma foi
encontrada resisténcia em larvas F2 pela concentraggo diagnéstico C.D.=0,03 ppm i.a. do piretréide
cifiutrina. Larvas de C. quinguefasciatus coletadas em Campo Grande apresentaram sobrevivéncia de
6,3 e 11,9% ao temephos (C.D.=0,04 ppm i.a.). Para larvas de coldnia desta espécie em Campinas
foi estabelecida uma Cls=0,0076 ppm i.a. e uma CLgs=0,0144 ppm i.a. de temephos. Com base nos
resultados da linhagem-padréo IAL, as razoes de resisténcia foram RRs=6,36 € RRys=4,94.
Adicionalmente, 0 monitoramento de Aedes aegypti mostrou susceptibilidade ao temephos em

populag&o de campo e em populagéo de faboratdrio que previamente tinha apresentado resisténcia.
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Conclusao

Os resultados indicam resisténcia a organofosforado e piretrdides em C. quinquefasciatus e
evidenciam a necessidade de avaliagbes e monitoramento da efetividade dos inseticidas a serem
usados nos programas de controle de mosquitos.

Descritores: Concentragbes diagnostico. Monitoramento de mosquitos. Inseticidas organofosforados.
inseticidas piretrbides. Resisténcia a inseticidas.

ABSTRACT

Objective

The purpose of the study is to evaluate the susceptibility to chemical insecticides of Culex
quinquefasciatus larvae from areas subjected or not to control treatments.

Method

World Health Organization standard bioassays for diagnostic concentration and multiple
concentrations were performed in mosquito larvae coliected in an area not subjected (Campinas, SP)

and for larvae collected in areas subjected (Campo Grande, MS e Cuiaba, MT) to chemical control
freatments.

Resuits

Low mortality (11%) to cypermethrin (D.C.=0.0096 ppm a.i.) was detected in assays with C.
quinquefasciatus larvae collected in Campinas, SP. Resistance to diagnostic concentration of
cyfluthrin (D.C.= 0.03 ppm a.i.) was reported for a F2 larval population of C. quinquefasciatus from
Campinas, SP. Biocassays with C. quinquefasciatus larvae collected in Campo Grande, MS indicated
resistance to temephos (D.C.=0.04 ppm a.i.), and 6.3 and 11.9% survival to D.C was recorded.
LCse=0.0076 ppm a.i. and a LCys=0.0144 ppm a.i. of temephos were determined for C.
quinquefasciatus from Campinas, SP. Using the |AL-standard strain values, ratios of resistance were
estimated: RRs=6,36 and RRg:s=4,94. Moreover, monitoring of temephos from field and iaboratory

Aedes aegypti populations showed susceptibility, this last population had presented previous
resistance.

Conclusion

The present findings indicate resistance to organophosphorus and pyrethroid insecticides in C.
quinquefasciatus and make evident the need for evaluation and monitoring of pesticide efficiency, as a
very important task in mosquito control programs.

KEYWORDS: Diagnostic concentration. Mosquito monitoring. Organophosphorus insecticide.
Pyrethroid insecticides. Insecticide resistance.
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INTRODUGAO

As espécies sinantropicas de mosquitos Aedes aegypti (Linn.) e Culex quinquefasciatus Say
s&o de grande importancia em Saudde Publica, por estarem implicadas na transmissao
respectivamente da dengue e da filariose bancroftiana nas Américas. As recentes epidemias de
dengue ocorridas no Brasil (1998, 2002) e a endemicidade da filariose s&o mais uma vez um desafio
administrativo e publico no controle de mosquitos. No Brasil ja se tem indicacéo de resisténcia em
populagdes de C. quinquefasciatus.*®'® Assim, no Estado do Ceara foi registrada resisténcia a
organcfosforados para C. quinquefasciatus em Fortaleza.'® Essa mesma espécie mostrou-se ainda
resistente no Rio de Janeiro® e em S&o Paulo.?® Segundo indicagéio da Organizacao Mundial da
Salide, a concentragao diagndstico (C.D.) de temephos para larvas de Culex quinquefasciatus é de
0,002 ppm.”" O presente trabalho avalia a susceptibilidade de populagdes de campo e laboratério de

Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus a um organofosforado e dois pireiréides usados no controle
de mosguitos.

MATERIAIS E METODOS

As larvas de A. aegypti avaliadas foram da colénia com quatro anos e meio, linhagem Aea-
Unicamp (Departamento de Zoologia} e a F1 de material proveniente do proprio Campus Universitario
em Campinas em maio de 2002, linhagem Aea-FEF. Para essa espécie em Cuiaba, MT, foram
avaliadas larvas parentais da linhagem Aea-Cuiaba provenientes de ovos coletados em armadilhas
pelo Centro de Controle de Zoonoses em 2000. Para as larvas de C. quinquefasciatus avaliadas, o
material foi de coletas realizadas no Campus da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul em
Campo Grande, MS em maio de 1998, linhagem UFMS-R e no Corrego Fundo em Cuiabg, MT em
setembro de 2000, linhagem Cuiaba-R. Para C. quinquefasciatus, os locais de coleta em Campo
Grande e Cuiaba apresentaram histdrico de controle com organofosforados. Para as avaliagGes de C.
quinquefasciatus em Campinas, SP utilizou-se material de coletas feitas no Campus Universitario em
julho de 1999, linhagem UNI-R1 e fevereiro de 2001, linhagem UNI-R2. Até essa época, ndo foram
feitas aplicagdes de quaisquer produtos de controle no Campus. Como padréo de referéncia, foram
usadas as linhagens Rockefeller de A. aegyptf e a linhagem IAL-S (Instituto Adolfo Lutz) de C.
quinquefasciatus originaria de Iguape,SP em 1983.°

Os inseticidas usados foram o organofosforado temephos (Abate 500E, Larvin 1G e Fersol
1G) bem como os piretrdides cipermetrina (Ciper 250CE) e ciflutrina (Solfac 5CE). A partir de uma
dissolugdo estoque a concentracéo de 100 ppm i.a. desses produtos em agua foram feitas diluigdes
adicionais em agua destilada para se chegar as concentragdes de trabalho. Para o organcfosforado
temephos foram realizados testes de concentragdo diagndstico (C.D.=0,012; 0,04 € 0,06 ppmi.a.) e
teste de concentracdo multipla (C.M.=0,00056 a 0,016 ppm i.a.). Para os piretrbides, foram realizados
testes de concentragéo diagnostico para a cipermetrina (C.D.=0,0096) e de concentra¢io muiltipla
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para a ciflutrina (C.M.=0,00075 a 0,03). (cf. Tabela). Para o temephos foram estabelecidas as
concentragdes letais mediana (Cl.so) e as Cles com larvas de A. aegypti (Aea-Uni e Aea-FEF) e C.
quinquefasciatus (UNI-R2).

Os bioensaios foram feitos com larvas de A. aegypti e C. quinquefasciatus seguindo-se
padrées previamente propostos.*®"! Usaram-se grupos de 20 tarvas ou mais de terceiro efou quarto
estadio em copos descartaveis, com as solugbes dos inseticidas para trés ou mais repeticdes. A
mortalidade final foi avaliada 24 horas apds o contatc com os inseticidas. Os valores selecionados
dos dados foram submetidos & analise probit, usando-se o programa POLO-PC. Quando pelo
programa, foi verificado o paralelismo nas respostas, as razées de resisténcia (RR) foram calculadas
para as Cls; e Clgs, cOMparado-se os valores das linhagens padrao.

RESULTADOS

A Tabela apresenta uma relac&o do material biolégico utilizado e os resultados dos testes de
susceptibilidade. Em ensaios com larvas parentais (linhagem UNI-R1) de C. quinquefasciatus
coletadas em Campinas, SP foi verificada baixa mortalidade (11%) a uma formulagao comercial de
cipermetrina (C.D. de 0,0096 ppm i.a.). Da mesma forma foi encontrada resisténcia em larvas F2
(inhagem UNI-R2) para a concentragio diagndstico (C.D.=0,03 ppm i.a.) do piretréide ciflutrina.
Larvas de C. quinquefasciatus apresentaram sobrevivéncia de 8,3 e 11,9% ao temephos (C.D.=0,04
ppm i.a.) na linhagem UFMS-R e de 5% (C.D.=0,012 ppm i.a.) na linhagem Cuiaba-R. Para larvas da
coldnia (UNI-R2) desta espécie em Campinas foi estabelecida uma CLs=0,0076 ppm i.a. e uma
Cles=0,0144 ppm i.a. de temephos. Com base nos resultados da linhagem-padrao IAL-S, as razoes
de resisténcia foram de RR5=6,36 ¢ RRgs=4,94.

Avaiiagbes para o temephos com a linhagem Aea-Cuiaba mostraram tolerancia. Os testes
realizados recentemente com larvas das linhagens Aea-Unicamp (coldnia de 4,5 anos) e Aea-FEF
(F1, de campo) de A. aegypti indicaram também tolerancia ao temephos. Quando comparadas estas
linhagens com a linhagem Rockefeller, as razoes de resisténcia foram RRs,=1,67 e RRys=1,85 para
Aea-Unicamp, RR5=1,92 e RRys=1,83 para Aea-FEF; os coeficientes angulares (s) das linhas
concentragio-resposta foram 4,8+0,6 para Aea-Unicamp, 5,9+0,7 para Aea-FEF e 5,5+0,6 para
Rockefeller (cf. Tabela).

DISCUSSAO

O resultado do teste com cipermetrina em C. quinquefasciatus (UNI-R1) levantou a suspeita
de resisténcia a inseticidas nesta linhagem, uma vez que os registros de letalidade com cipermetrina
para esta especie, s80 maiores em concentragbes menores: Cls=0,0016 ppm i.a. para larvas de

uma linhagem susceptivel @ CLs=0,004 ppm i.a. para uma linhagem parental com resisténcia, em
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populagdes Cubanas,” e registro de uma CLso=0,003 & uma Clg=0,01+0,006 ppm i.a. deste
piretroide para uma coldnia resistente de C. quinguefasciatus no Rio de Janeiro quando comparada
com a CLse=0,0008 da linhagem de referéncia.®

Para o piretroide ciflutrina poucos registros de testes s&o conhecidos com mosquitos. Uma RR
de 4 pela Cls; em larvas de A. aegypti da Venezuela foi registrada quando comparada com a
linhagem padréo Rockefeller,” indicando aumento das esterases como mecanismo envolvido na
resisténcia acs piretrOides na linhagem avaliada. Provas de susceptibilidade para este inseticida em
C. quinquefasciatus da Venezuela, ndo registraram resisténcia.’ Nossas provas preliminares em C.
quinguefaciatus (UNI-R2) indicaram resisténcia ao produto quando comparadas com a linhagem
Rockefeller de A. aegypti, uma vez que em geral a sensibilidade aos inseticidas em linhagens padréo
é maior para C. guinquefasciatus que para A. aegypti (Cutkomp & Subramanyam, 1986; WHO, 1992)
e se comparado com as Clg; da ciflutrina e da cipermetrina em A. aegypti (Campos & Andrade, 2001)
e de cipermetrina e outros piretrides em C. quinguefasciatus.'®

Da mesma forma os resultados das avaliagBes com a linhagem UNI-R2 de C.
guinquefasciatus indicaram resisténcia baixa (RRgs < 5) a0 temephos quando comparada com a
linhagem susceptivel 1AL-8 (CLgs=0,0029 ppm i.a.). A dose diagnéstico de temephos usada para C.
quinquefasciatus em Campo Grande foi 20 vezes superior aquela recomendada pela OMS,"" e 13,8
vezes a Clgsda IAL-S, portanto sobrevivéncia indica real resisténcia da populagdo ao inseticida. Ja
para as larvas de C. quinquefasciatus em Cuiaba foi encontrada resisténcia baixa a este inseticida.
Quando comparados os resultados de Cuiaba com os obtidos para a linhagem padréo de C.
quinquefasciatus (IAL) em Campinas, a priori teriamos uma RRgs=4.

Embora no presente trabalho ndo tenha sido identificado o mecanismo metabdlico envolvido
na resisténcia aos organofosforados, elevagio das esterases ja foi registrado em populagdes
brasileiras de C. quinquefascaitus,**° e temos observado marcadores cromossdmicos de amplificacio
dos genes de esterases associados com resisténcia aos organofosforados nas linhagens UNI-R1 e
UNI-R2 (Campos et al., no prelo). Desta forma, as estratégias de controle de C. quinquefasciatus com
organofosforados e piretréides em Campinas, Campo Grande e Cuiaba, devem monitorar
previamente sua eficiéncia. O desenvolvimento de resisténcia em estas populagbes pode estar
associado a uso indiscriminado de inseticidas no ambiente domiciliar e agricola, além dos
tratamentos especificos em Campo Grande e Cuiaba.

Os resuitados das avaliagbes com o temephos em larvas de Aedes aegypli de Cuiaba, MT,
ndo mostraram resisténcia (R) quando comparadas com a linhagem padréio Rockefeller. O
monitoramento das populagbes de laboratério (4 anos apds) e campo de A. aegypti em Campinas
n&o mostraram a resisténcia registrada em 1998 & C.D.=0,04 ppm i.a. (Campos & Andrade, 2001).

Por causa das pequenas diferencas nas respostas ao temephos entre as duas populagtes e a
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sobreposicdo dos intervalos de confianga, pode-se considerar que ndo ha diferenca enire as
concentragBes letais das linhagens. Assim, a susceptibilidade ao temephos 1G em A. aegypti néo
estaria comprometida, pelo menos para uso se necessario em pontos ndo estratégicos como os
avaliados em Campo Grande, Campinas e Cuiaba. Avaliagdes dos produtos comerciais séo viaveis e
devem ser uma pratica nc monitoramento como demostrado aqui.

Os resultados obtidos para as areas sujeitas (Campo Grande e Cuiaba) ou ndo (Campinas) a
tratamentos com inseticidas, evidenciaram resisténcia baixa a estes produtos em C. guinquefasciatus
e susceptibilidade em A. aegypti. Desta forma quando populagbes de campo s&o avaliadas e
comparadas com populagdes padrio, as mudancas na resposta aos inseticidas (CLs; e Clgs) da
ordem de até trés vezes nas razdes de resisténcia (RR) podem ser consideradas como tolerancia; de
3 a 5 vezes, resisténcia baixa; de 5 a 10, moderada; de 10 a 20, média e acima de 20, uma
resisténcia alta. Dito conhecimento pode ajudar no planejamento adequado do manejo da resisténcia

e as estratégias de controle a serem aplicadas caso a caso em cada ponto sem comprometer a
eficiéncia dos produtos.
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Tabela. Relaggo de locais de coleta, época, espécies e resultados das avaliacdes da susceptibilidade
a inseticidas empregados no controle de mosquitos.

Linhagem  Espéciee Tipo de inseticida® Concentragéo % Mortalidade
{ Data estadio larval ensaio’ ppm i.a. (mg/l) final (DP)
UFMS-R C.quinquefascia C.D. TEM 500E 0,04 88,09 (14,87) ¢
/maio-98 tus 3° e 4° 2X 93,71 (5,55)
UNI-R1 C.quinquefascia C.D. CiP 250CE 0,0096 11,17 (6,26)
fjulho-99 tus 4°
Cuisha-R C.quinquefascia C.D. TEM1G 0,012; 0024 e 95 a3 100
f4-set-00 tus 4° 0,06
Aea-Cuiaba A. aegypti C.D. TEM1G 0,012 e 0,024 100
4-set-00 3°
Rockefeller A, aegypli C.D. TEM 1 G 0.012e 0,024 100
/4-set-00 3°
UNI-R2 C.quinquefascia CM. CYF5CE 0,002 2 0,018 0,42(0,8)a 274
M7-mar-01  fus 4° (12,3)
Rockefeller A. aegyptf C.M. CYF5CE 0,0005 a 0,004 4,3(0,9) a 96,1
/17-mar-01  3°e 4° (3,9)
UNI-R2 C.quinquefascia C.M. CYF5CE 0,012 a 0,03 12,3(5,9)a 475
/24-mar-01  tus 4° § - (9,6)
Rockefeller A. aegypli C.M. CYF5CE 0,00075 a 0,006 12,8 (7,9) a 100
24-mar-01  3°e 4’
UNI-R2 C.quinquefascia C.M. TEM1G 0,004 2 0,018 CL5=7,6 {6,7-9)°
/6-jun-02 tus 3°e 4° Clgs=14,4(11,3-
, . 24.8)
[AL-S C.quinquefascia C.M. TEM1 G 0,00056 a 0,004 Clse=1,2 (0,9-1,5)
6-jun-02 tus 3°e 4° Clos=2,8(2,1-5,8)
Ae?‘ Aé aeggypti C.M. TEM1G 0,005a0,02 ClLg=9,8 (8,6-11)
Unicamp Fed Clgs=21,7(18,1-
/15-jun-02 28,8)
Aea-FEF A. aegypti C.M. TEM1G 0,005a0,02 Cls=11,3 (8,8~
/15-jun-02 3Fed° 14,9)
CL95=21 ,4(1 5,8-
- 48,3)
Roa_:kefeiler A. ae%ypff C.M. TEM1G 0,0025 a 0,01 ClLs=5,9 (4,9-6,9)
15-jun-02 3Fed Cles=11,7(9,3-18)

'C.D.= Concentragao Diagndstico, C.M.= Concentragoes Multiplas. 2 TEM= temephos, CIP= cipermetrina.

CYF= ciflutrina. {DP) desvio padrao. ® Partes por bithao (intervalo de Confianga 95%, ppb)
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Abstract

Polytene chromosome preparations were obtained from larval, pupal and adult female
Malpighian tubules of Aedes aegypti. The Malpighian tubules of the pupae (0-4 hours old) from larvae
reared at 20°C provided the best cytogenetic analysis. The interaction of nucleic acids and proteins
that influence the spreading of the chromosomes could be reduced with the preparation technique of
the sheets submitted to a stronger treatment starting with the hypotony of tissue and successive

bathings with acetic acid. A simple technique should facilitate molecular cytogenetics used in the
location of resistance and vector competence genes.

Introduction

Studies of the cytogenetic and molecular biology of Anophelinae species can be performed by
the analysis of polytene chromosome structure. Preparation of polytene chremosomes in Culicinae
species is very difficult and the available techniques are not always reproducible. Although such
analyses remained refractory for some species of mosquitoes (e.g. Aedes aegypti), Malpighian tubule
polytene chromosomes are an excellent material for detailed approaches in the cytogenetic analysis of
Culex quinquefasciatus (Campos et al., 2000). In the present study, polytene chromosome slides were
obtained from pupal Malipighian tubules of A. aegypti and compared with published data.

Materials and methods

Aedes aegypli mosquito eggs (Rockefeller strain) were collected from the laboratory in Marilia,
S&o Paulo State, during February 2000 and a colony was maintained at the State University of
Campinas, SP, Brazil. Polytene chromosome preparations were obtained using larval, pupal and adult
female Maipighian tubules. The individuals were reared under standard conditions (20+2°C, 70£10%
RU). For chromosome preparation, eggs were removed from a cage and put in distilled water at 20°C.
The larvae were fed ad libidum with yeast. Abdomens of larvae, pupae or adults were dissected in
Ringer’s solution and the Malpighian tubules transferred to a siliconized coverglass with distilled water
at 3°C for 1-2 min, then removed and placed in a drop of modified Carnoy's fixative (3:1 95% ethanol:
acetic acid) for 1 to 3 min and 60-100% acetic acid added for 2 to 4 min, subsequently stained with 1%
aceto-orcein for 4-5 min. The Malpighian tubule celis were dissected in added lactoacetic acid (85%
lactic acid-100% acetic acid, 0.55: 0.45) or lactic acid 80%; cell cytoplasmatic components were
removed and the chromosomes left for & minimum of 20 to 48 h at 3°C. Finally 80-100% acetic acid
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was also added. Squashing was effected by tapping gently and patientiy to spread the chromosomes.
Several bathings of 60% acetic acid in the slide allowed good spreading of the chromosomes with
complete analysis of the banding pattern. The squashed preparations were sealed with nail polish and

observed under a photomicroscope. The pupal chromosomes were compared with larval (salivary
glands) chromosomes (Sharma et al., 1978).

Results and Discussion

The Malpighian tubules of the pupae (0-4 hours old) from larvae reared at 20°C provided the
best cytogenetic analysis. White, gray or creme pupae with a transparent thorax (<30 min) are the
best material. Conspicuous chromosomal banding pattern, amorphous regions and puffs
characterized the pupal Malpighian tubule polytene chromosomes of Aedes aegypti. The pupal
chromosomes, when compared with larval chromosomes (Sharma et al., 1978), show certain technical
advantages: 1. Pupal Malpighian tubules are very easy to dissect in comparison with salivary glands
of larvae and 2. Higher band resolution in the pupal chromosomes is obtained. The figures show the
pupal chromosomes.

The polytene chromosomes obtained in the pupal Malpighian tubules showed fragile structures
(Figure 1), however the availability of suitable slides was 58 out of the approximately 1,383 slides.
Chromosome polytene physical maps aimed at correlating with genetic linkage maps could be
developed, relying on fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques. This is being done for A.
aegypti with the metaphase chromosomes (Brown & Knudson, 1997; Brown et al., 1995; Brown et al.,
2001). The Malpighian tubules are the developmental site for Dirofiltaria immitis. Despite the
importance Malpighian tubules as developmental sites, efforts to discover the gene(s) or the gene
product(s) responsible for susceptibility or refractoriness to filarial worm infection in this site have not
been extensive (Beerntsen et al., 2000). A. aegypti can easily be reared under laboratory conditions
and the procedures to obtain polytene chromosomes from its pupal stage have been well described. In
this way and based on the approaches already effected with insecticide resistance probes, research
on vector competence and the location of the any cytogenetic markers should be explored. Polytene
chromosomes provide a distinct advantage in generating and integrating genetic and physical maps
{Severson et al., 2001).

The technical difficulties in the preparation of polytene chromosomes of Aedes genus are
evident (Sharma et al., 1978, Sharma et al., 1986) and are reflected in the lack of papers dealing with
this material. Several problems have been already suggested as causal of the low quality of polytene
chromosome preparations which could be suitable for analysis in Aedes and Culex: 1. Sutton (1942)
suggested the presence of weak points, which can be assumed now as being heterochromatic areas
(Redi et al., 2001) where the chromosomes break easily (Semeshin et al, 2001). 2. The great length of
chromosome arms (Aldighieri, 1961; Kitzmiller, 1963) that is in fact different for species of Culicinae

66



and Anophelinae (Severson et al, 2001) and should influence chromatic interactions. 3. The inter- and
intra-/ chromosomal connections, or ectopic pairing {(French, 1962; Verma et al., 1987) resulting from
regions of highly repetitive DNA (Rai & Black 1V, 1999, Severson et al., 2001). 4. Surface adhesions
(Rai, 1967 apud Sharma et al., 1978) that have been observed in Anopheles funestus and is
dependent on B-heterochromatin (Sharakhov, 2001) and 5. Asynapsis observed in the polytene
complement (Zambetaki ef al., 1998).

The larvae reared in low temperature, 18-20°C (Kanda, 1970; Sharma et al., 1978) and the
larvae’s physiological characteristics (Verma et al,, 1987) can improve the chromosome spread and
the quality of the salivary gland chromosome preparations. This was verified here with Malpighi tubule
chromosomes of A. aegypti. Additional observations in preparations of Malpighi tubule chromosomes
of A. albopictus and Ochlerotatus fluviatilis allowed the verification that the genoma size and the
polyteny degree can influence the quality of the preparations. For pupae of A. albopictus, the
preparations were of low quality, very inferior to those of A. aegypti, while for larvae of O. fluviatilis the
preparations presented good polyteny with clear resolution of bands and well-spread chromosomes,
superior to those found for A. aegypti. It is known that Brazilian populations of A. albopictus present a
larger genome (Kumar & Rai, 1990) than that of A. aegypti and another species of Aedes (Rao & Rai,
1987b; Knudson et al., 1996). This and the low polyteny observed have surely determined the poorly
quality of the A. albopictus preparations that present a smaller polytene nucleus in Malpighi tubules,
without spread chromosomes. On the other hand in O. fluviatilis, the degree of polyteny observed was
larger than that registered in this work for A. aegypti. This species that can transmit the wild yellow
fever (Funasa, 1999) perhaps it possesses a smaller genome than that of A. aegypfi.

it has been suggested that the amount of heterochromatin and its distribution in the
chromosomes are the cause for lack of band resolution in the polytene chromosome preparations and
that it restricts their spreading (Knudson et al., 1996; Rai & Black IV, 1999). But the results presented
here are not in agreement with this idea. !t can be assumed that, rather than a direct involvement of
the heterochromatin, the determinating factor for good polytene chromosome preparations from
Culicinae has to do more with the polyteny degree, the physiologic state and the techniques used. The
first can be particular for the strain, therefore genetically determined, as it was observed for C.
quinquefasciatus strains (Campos et al.,, submeted). The influence of the physiologic state on the
spread is not only related to the polyteny degree but also to the development in favorabie
environmental conditions, low larval density for volume and surface of the medium, feeding and
temperature can determine that RNA and specific nuclear proteins have differential expression
facilitating the chromosome spread. The interaction of nucleic acids and proteins, that also influence
the chromosome spread, could be reduced in the technique preparation of the sheets by a stronger
treatment starting with the hypotony of tissue and successive bathings with acetic acid. Acid treatment
helps for well spread chromosomes of C. quinguefasciatus (Achary, 1994) and this can be associated
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with acid proteins that are easily extracted with the treatment. In the case of lack of spreading in A.
aegypti, this can have to do mostly with non acid proteins (non-histones).

From the molecular view point, based in the above results, it can be affirmed that more than
the amount of heterochromatin, the genome size, the interspersion pattern (repetitive DNA / single
DNA) and the protein composition are factors that influence the spreading of chromosomes. C.
quinguefasciatus, has an intermediate genome size and an intermediate to short- or fong-
interspersion pattern, while A. aegypti possesses a larger genome with a short interspersion pattern
(Severson et al., 2001). The percentage of repetitive DNA of C. quinquefasciatus is larger than in A.
aegypti, 80% against about 60% (Warren & Crampton, 1991, Knudson et al., 1996: Brown et al.,
2001). Thus, the statement of Severson et al. (2001) that the problem of lack of polytene chromosome
spreading is caused by highly ectopic pairing, resulting from areas of highly repetitive DNA, is at least,
partly unsustainable because of the observation of better spreading in C. quinquefasciatus than in A.
aegypli.

Evolutionary relationships can be traced by comparing changes in the genome organization
{Meckel, 1993; Knudson et al, 1996; Mustermann & Conn, 1997). Because the chromosomes
maintain a linear sequence of DNA base pairs, species with smaller differences in linear sequence can
be considered more closely related. Thus, for very conserved genes, chromosome homologies can be
traced at higher a taxonomic level (Heckel, 1993). Besides, the conservation of chromosome arms
among higher taxa is relatively common in Diptera (Munstermann & Conn, 1997). Comparative linkage
maps for the mosquitoes C. pipiens and A. aegypti, indicated that the chromosome 1 is highly
conserved between the two species and several homologous loci exist among the arms of the
chromosomes 2 and 3 (Mori et al., 1999). Starting with the present work, a comparison will be made
between the chromosome maps of A. aegypti and C. quinquefasciatus establishing analogies with
those of the linkage maps. In this way, the association of arms can be evaluated among these species
by means of the existence of homologies of chromosome landmarks and band groups.

Conclusion

The pupal Malpighian tubule polytene chromosomes showed conspicuous structural
characteristics suitable for their use in the location of resistance and vector competence genes. The

chromosome maps are fundamental tools to provide good cytogenetic analyses of this mosquito,
which is of medical and economic importance.
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Absiract

Dipteran polytene chromosomes are an excellent material for detailed approaches in species
complex determination as well as structural and functionai cyiogenetics. The species status in the
Cufex pipiens complex has been controversial and the use of polytene chromosomes for cytogenetic
analysis has been difficult for the Culicinae subfamily due to methodological probiems. The pupal
Malpighian tubule polytene chromosomes were obtained for C. quinquefasciatus collected and
maintained at the University of Campinas campus. The chromosome maps for this species were
constructed and compared with published data for C. pipiens pipiens and C. p. quinquefasciatus.
Although the banding patterns are conserved among subspecies, analysis of structural variations for
bands and interbands showed differences apparently related to their physiological stages and
ecogeographical strain. Configurations for the centromeric regions occurring among larval and pupal
chromosomes showed more similarities than those between pupal and adult chromosomes. The
Malpighian tubule polytene chromosomes of young (0 to12 hours, 20°C) and old (20 to 42 hours,

28°C) pupae provided the cylogenetic analysis. Their use for in sifu hybridization of vector
competence probes is discussed.

Key words: cytogenetic, Culex pipiens, insecticide resistance, mosquitoes.

Introduction

Studies on the cytogenetic and molecular biclogy of Culicidae can be performed by the
analysis of their polytene chromosome structure. The Culex pipiens is a species complex
(Sirivanakarn & White, 1978, Hemingway & Karunaratne, 1998) and the forms most often mentioned
in the Culex pipiens complex, including C. pipiens Linnaeus, 1758 (s.str.), C. p. quinquefasciatus Say,
1823 and C. p. molestus Forskal, 1775, which differ from each other primarily in the physiclogy,
behavior, and distribution (Olejnicek & Gelbic, 2000). The salivary gland polytene chromosomes have
been used for cylogenetic analyses of this complex (Sutton, 1942; Kitzmiller & Clark, 1952; Kitzmiller
& Keppler, 1961; Dennhéfer, 1968; Kanda, 1970; Tewfik & Barr, 1974; Verma ef al., 1987). Aithough
such analyses can be refractory for some species of mosquitoes (e.q. Aedes aegypti), Malpighian
tubule polytene chromosomes are an excellent material for detailed approaches in the cytogenetic
analysis of C. quinquefasciatus (Achary, 1994) e C. pipiens (Zambetaki ef al., 1998). Currently,
salivary gland chromosomes are being evaluated for gene location in relation to insecticide resistance
in Cufex molecular cytogenetic studies (Heyse et al.,, 1996; Tomita ef al.,, 1996). In the present study,
the pupal Malpighian tubule polytene chromosome maps were obtained for C. quinguefasciatus and
compared with published data for C. pipiens and for C. quinquefasciatus.
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Materials and methods

The mosquitoes were collected during July 1999 and February 2001, and the colonies
(Unicamp resistance strains - UNI-R1 and UNI-R2) were maintained at the State University of
Campinas, Sao Paulo, Brazil. Polytene chromosome preparations were obtained using larval, pupal
and adult female Malpighian tubules. The individuals were reared under standard conditions (28+1°C,
70+10% RU) or variations (20-25°C), dissected in Ringer's soiution and the Malpighian tubules
transferred to a siliconized coverglass with aceto-alcohol (1:3} for 80-70 sec and subsequently stained
with 2% lacto-aceto-orcein for 2-5 min. The cells were dissected in aceto-aicohol (1:3), lactoacetic acid
(85% lactic acid-100% acetic acid, 0.55: 0.45) added and finally 60% acetic acid was also added. This
process was completed in about 10:2 min. Squashing was carried out by tapping gently and patiently.
The construction of the pupal chromosome maps was based on published photographs and line
drawings of C. pipiens and C. quinquefasciatus polytene chromosomes. The pupal maps were
compared with larval (salivary glands) and aduilt (Malpighian tubules} maps or photographs of C.
pipiens (Dennhéfer, 1968,1974; Tewflk & Barr, 1974; Zambetaki et al., 1998; Heyse ef al., 1996) and
C. quinquefasciatus (Kanda, 1870; Verma et al., 1987; Achary, 1994, Heyse ef al., 1996). The IAL-

standard susceptible strain (Adolfo Lutz institute, |IAL-8) originated from Iguape,SP-1983 (Bracco et
af., 1999) was used as control.

Results

The Malpighian tubules of the pupae (2+2 hours, 20°C; 24+2 and 30+2 hours old, 28°C)
provided the best cytogenetic analysis. The photographic maps of the polytene chromosomes are
presented in Figs. 1 and 2. The chromosomes are numbered as 1 for the shortest, 2 for the
intermediate and 3 for the longest of the polytene chromosomes. The polytene chromosome
complement is divided into 70 sections according to the others polytene maps of C. pipiens complex
(Kanda, 1970; Tewfik & Barr, 1974; Verma et al., 1987; Zambetaki et al., 1998). The labeling of maps
in the present work is based on the studies of Dennhd&fer (1968,1974) with 16, 25 and 29 sections for
1, 2 and 3 chromosomes, respectively.

The Malpighian chromosome complement consists of the three pairs of synapsed, banded
chromosomes, but asynaptic regions have been observed (3,4-1R; 26-2R, 30-2L; 62/63-3L).
Conspicuous centromeric regions (Ces), amorphal regions and puffs, characterized the pupal
Malpighian tubule polytene chromosomes of C. quinquefasciatus. The nuclear organizer region (NOR)
is located in the 10C section. Other puffs are located in the 4C, 11A, 12D, 36A, 53C, 55D and 61D
sections.



Figures 1 and 2 show the pupal chromosome maps for the three polytene chromosomes.

Figure 3 shows a third adult Malpighian tubule polytene chromosome (21 day old female). The arrows
in figures 2 and 3 indicate the areas with differential expression.

Discussion

The banding pattern of polytene chromosomes obtained in the pupal chromosomic maps of C.
quinquefasciatus, showed close similarities to those of maps, photographs and/or drawings of C.
pipiens and C. quinquefasciatus obtained from larval and adult chromosomes. In the present
comparisons we are considering two subspecies, three stages (larval, pupal and adult) and two
organs (the salivary glands and the Malpighian tubules). The structural differences were apparently
due to characteristic physiological processes related to two organs and three stages rather than to real
differences among the forms (i.e. C. pipiens and C. quinquefasciatus).

Configurations for the banding pattern occurring among larval (salivary glands) and pupal
(Malpighian tubules) chromosomes, showed more similarities than those between pupal and aduit
chromosomes (Malpighian tubules). More similarities were seen in the centromeric regions 2 and 3 of
pupal and adult C. quinquefasciatus than between pupal C. quinquefasciatus and adult C. pipiens.
The similarity of the three centromeric regions for the larval and pupal chromosomes was greater than
that for pupal and aduit chromosomes independent of subspecies and strain.

Marked differences in the pupal band pattern were observed in relation to larval and adult
maps, especially in the 2L (sections 34 to 36), 3R (section 53) and 3L (section 55/56) arms. The band
pattern of sections 57-58 (3L arm) was different in the adult C. pipiens maps. Differences in the band
patterns also might be the result from ecogeographical isolation between strains. Section 31-2L shows
an amorphous area or one huge puff in the UNI-R1 and UNI-2 strains. In the IAL-S strain this area is
one single band (Fig. 4). In field strains (Cuiba, MT, Campo Grande, MS-Brazil and Palmira, VA-
Colombia) this amorphous area also was observed (not showed). This is the region where the
esterase genes associated with resistance are located in C. quinguefasciatus (Heyse et al., 1996) and
C. pipiens (Zambetaki et al., 1998). Tomita et al. (1996) used a TEM-R1 resistance strain probe of C.
guinquefasciatus in C. pipiens molestus to locate this region on the same 2L arm.

Chromosome polytene physical maps aimed at correlation with genetic linkage maps could be
developed, relying on fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques. This is being done for A.
aegypfi with the metaphase chromosome (Brown & Knudson, 1997; Brown et al., 1995; Brown et al.,
2001). The thoracic musculature is the development site for the filarial worms Brugia. malayi and B,
pahangi, and the Malpighian tubules are the development site for D. immitis. Despite the importance
of the thoracic musculature and Malpighian tubules as developmental sites, efforts to discovery the
gene(s) or the gene product(s) responsible for susceptibility or refractoriness to filarial worm infection
in these sites have not been extensive (Beerntsen ef al., 2000). C. quinquefasciatus can easily be
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reared under laboratory conditions and the procedures to obiain polytene chromosomes from its
larval, pupal and adult stages have been well described. In this way and based on the approaches

already effected with insecticide resistance probes, research on vector competence and the location of
the cytogenetic markers shouid be explored.

Conclusion

The larval, pupal and adult Malpighian tubule polytene chromosomes showed conspicuous
structural characteristics suitable for their use in the localization of resistance and vector competence
genes. The chromosome maps are fundamental tools to provide good cytogenetic analyses of this
mosquito, which is of medical and economic importance. The present study of the poiytene
chromosomes of C. quinquefasciaius provides cytogenetic support for future population studies.
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Figure 1. Pupal chromosome maps for the polytene chromosomes 1 and 2. L, left arm; R,
right arm; Ce, Centromere; NOR, Nucleolar Organizing Region. Arrow: section 31 showed an
amorphous area. This region is associated to resistance to organophosphorus insecticides
genes. Bar = 3,9 pm.

Figure 2. Pupal chromosome map for the thrid polytene chromosome. L, left arm; R, right
arm; Ce, Centromere. The arrows indicate areas with differential expression. Bar = 3,9 um.

Figure 3 Third adult Malpighian tubule polytene chromosome (21 day old female). L, left arm;

R, right arm; Ce, Centromere. The arrows indicate areas with differential expression. Bar =
3,9 um.

Figure 4. Pupal chromosome 31-2L section of UNI-R1 {a) and |IAL-S (b) strains. The arrows
indicate amorphous area and band respectively. Bar = ~6 um (a) and ~4 um (b).
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Introducgao

O controle de insetos pode ser feito com compostos naturais (extratos vegetais
principalmente), compostos quimicos inorganicos, toxinas biologicas ou compostos derivados de
petrdleo por sintese orgénica. Entre os compostos organicos hd grande gquantidade de produtos
classificados em diferentes grupos. Cada composto podendo apresentar isdmeros e varios tipos de
formulaggo atendendo &s necessidades de aplicacdo (local, perifocal, espacial). Desta forma
podemos ter pos, granulos, pds molhaveis, pds sollveis, iscas, concentrados emulsionaveis,
solugGes, suspensdes aquosas € aercssois enfre outras em concentragdes variadas de ingrediente
ativo, com adic@c ou ndo de adjuvantes, surfactantes e inclusive sinergistas na sua formulacao.

Os inseticidas quimicos tém sido usados intensiva e indiscriminadamente para o controle de
insetos nos ltimos 80 anos. A falta de monitoramento, a suspens&o prematura dos programas e as
falhas no planejamento entre outras causas h3o facilitado que muitas espécies de insetos, inclusive
insetos nao alvo do controle desenvolvam resisténcia a varios inseticidas. Pelo menos 504 espécies
de insetos e acaros tém apresentado resisténcia (WHO, 1992; Ferrari, 1996) mas ha falha nos
registros e podemos estimar que mais de 1000 espécies de insetos pragas agricolas e de
importancia médica e veterinaria ja desenvolveram resisténcia aos produtos quimicos usados no seu
controle, embora possam ser menos de 100 as espécies que apresentam altos niveis de resisténcia
(RRqgs acima de 20 vezes).

Fala-se em resisténcia ao controle quimico dos insetos pragas ou vetores de doencas,
quando se apresenta diminuigao progressiva do controle feito com as concentracdes recomendadas.
Quer dizer, o produto ndo tem a efetividade que esperar-se-ia. Diferentes avaliacdes tém permitido
verificar a resisténcia aos produtos organofosforados como malathion, fenthion, fenitrothion,
chlorpyrifos e temephos ou mesmo a piretréides como cipermetrina e permetrina em espécies como
Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus no Caribe e nas Américas em geral (Brown, 1986;
Georghiou et al., 1987; Rawlins & Wan, 1985; Mazzarri & Georghiou, 1995; Gonzalez et al., 1999;
Small et al., 1899 Wirth & Georghiou, 1999). O critério de resisténcia operacional é a sobrevivéncia
de 20% ou mais dos individuos testados em campo com as concentragbes diagnéstico dos
inseticidas de uso corriqueiro no controle de insetos. Uma dose diagnéstico & aquela concentragio
mais baixa que t&m mostrado capacidade de matar 100% das larvas de uma populagio susceptivel
testada em campo ou em laboratério. Para o temephos a concentragéo diagnéstico recomendada
pela Organizagao Mundial da Salde é de 0,012 mg de ingrediente ativo (i.a.) por litro (ou partes por
milhao, ppm) em larvas de A. aegypti e de 0,002 mg i.a./l em larvas de C. quinquefasciatus (Amin &
White, 1984; Brown, 1986; WHO, 1992). A sobrevivéncia de qualquer larva a estas concentracoes de
inseticida pode ser considerada como resisténcia, Tabela 1.

Tabela 1. Concentracbes Diagnéstico, mg i.a./l (ppm) para larvas de mosquitos de 3° ou 4° estadio.*

Inseticida Aedes aegypti Aedes albopictus | Culex quinguefasciatus
Bti 0,25

Methoprene (p/4°estadio) 0,11 0,02
Temephos 0,012 0,012 e 0,04 0,003
Permetrina 0,01

Deliametrina

A-Cyhalotrina 0,01

Cipermetrina 0,012

Ciflutrina 0,012

B-Ciflutrina 0,05

Propoxur 10

* Dados de Amin & White (1984), Wesson (1990), OMS (1992), Mazzarri & Georghiou (1995), Campos &
Andrade (2001), Campos & Andrade (no prelo) ou estimados sobre dados da Clg, ou Clgs de linhagens de
campo.
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A concentrag@o diagndstico também pode ser determinada usando 2 linha de regressao
(escala log-probit) da resposta (mortalidade em escala probit) a diferentes concentractes (em escala
logaritmica), aplicadas em amostras de uma populagao de campo ou coldnia de laboratério que ndo
tenha sido exposta ao inseticida usado nas campanhas de controle. Aguela concentrago produzindo
mortalidade acima do 99,9% é considerada a concentragéo diagndstico (Brown, 1986). As
concentragbes a serem testadas (recomenda-se no minimo quatro) devem permitir estimar a
mortalidade entre 0 e 100%. A linha de regressado determinada com estas concentragbes permite a
estimagao de concentragbes letais (e.g. 50% e 95%) as quais servem para comparar populagdes.
Para A. aegypti tem-se registrado uma concentracao letal 50% (CLso} de 0,0071 miligramas por litro
(mg. 'Y ou partes por milhdo (ppm} de ingrediente ativo (i.a.) de temephos e uma Clgs de 0,011 ppm
em populagbes do Caribe e da Venezuela (Mazzarri & Georghiou, 1995 Rawlins & Wan, 1995) mas
estas concentragdes podem mudar dependendo da populagdio e da espécie. A linha-base de um
produto inseticida € aquela concentracéo de ingrediente ativo de produto grau técnico {em geral) que
produz uma mortalidade determinada em populacdes reconhecidamente susceptiveis (ou nunca
expostas direta ou indiretamente ao produto). Esta linha base para a CLs, de temephos em A,
aegypti e C. quinquefasciatus, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) é de 0,00056 ppm e
0,00038 ppm respectivamente (Brown, 1986). A Tabela 2, apresenta uma relacao de concentragdes
letais em bioensaios de [aboratério, com linhagens padrao (susceptiveis) aos produtos mais
recomendados e seguros para uso em controle de mosquitos.

Tabela 2. Concentragbes Lefais Medianas (CLs) e Concentracdes Letais 95% {CLos) em ppm de i.a.
de produtos comerciais ou grau técnico para larvas de 3° ou 4° estadio de mosquitos.

Inseticida Aedes aegypti Aedes albopictus Culex quinquefasciatus
LCso LCos L.Cso 1Cqs LCs LCqs
Bti’ 0,06 0,37~ 0,0692 0,1174* 0,046 0,18
Methoprene®* 0,00017 0,002 0,0081* 0,0023 0,009*
0,00033 0,0013*
Pyriproxyfen® 0,00033 0,0026 e 0,00011 0,00038* 0,000018 0,00016
0,0005
Temephos 0,0071 0,011 0,0033 0,0050* 0,001196° 0,00292%
Permetrina 0,001 0,004
Deltametrina 0,0015 0,0047* 0,003
A~Cyhalotrina 0,0053 0,001 0,0027
Cipermetrina 0,000862 0,0017 0,0008
Ciflutrina 0,0012 0,0024
B-Ciflutrina 0,0028 0,0088
Propoxur 1.1 3,2

Obs.: As Clsp e a Cles 580 de registros na literatura para linhagens padrao (Henrick,1982; Amin & White,1984;
Brown,1986; Schaefer et al.,1988; Who,1992: Mazzarri & Georghiou,1995; Rawlins & Wan,1895; Gonzalez et
al., 1999; Wirth & Georghiou,1999; Small et al., 1999; Amalraj et al.,2000: Campos & Andrade, 2001; Gaven et al.,
2001; Who,2001; Campos & Andrade, no prefo), ndo s&o necessariamente da mesma linhagem ou experimento.

‘Vectobac 12AS, *Temephos 1G,"Cleo/IEs. “contra 4° estadio e verificado como a inibiggo de emergéncia (IE)
de adultos normais.

No estado de Sao Paulo tem-se suspeitado ou registrado a resisténcia a organofosforados
para A. aegypti pelo menos em Campinas (Andrade & Modolo, 1991; Macoris et al., 1999), Ribeirdo
Preto, Guariba e Barretos (Dinardo-Miranda, 1994) Bauru e Marilia (Macoris ef al., 1995) e para C.
quinquefasciatus em Sao Paulo (Bracco et al, 1997, 1999). No estado de Goias foi registrada
resisténcia para A. aegypti em Goiania (Macoris et al,, 1995; Silva et al., 1997). Adicionalmente, a
imprensa tem noticiado a resisténcia de A. aegypti nos estados de Rio de Janeiro, Espirito Santo e
Acre. No Rio de Janeiro, RJ foi registrada resisténcia a DDT, um carbamato, trés organofosforados, e
trés piretroides para C. quinquefasciatus (Gonzélez et al., 1999).
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A avaliagao da susceptibilidade aos produtos quimicos empregados rotineiramente pode ser
feita por meio de testes em larvas e adultos, de concentragdo Unica efou multipla das formulagdes
comerciais dos produtos a serem usados nas estratégias de controle, e seguindo-se o padrdo da
OMS (Brown, 1986). Recomenda-se que no possivel sejam verificadas as concentracdes destes
produtos comerciais com produtos grau técnico em curvas de calibragdo e avaliar adicionalmente
estes Ultimos comparativamente como testemunhas positivas. Cabe lembrar que os testes tem que
ser padronizados, isto quer dizer que & muito importante levar em conta varios fatores como
caracteristicas e historico das linhagens que estdo sendo usadas criando e executando os bioensaios
em condicdes homogéneas sem estresse ambiental. Caso ¢ material bioldgico for de campo é
aconselhavel fazer os testes com a geragéo F, ou F, para homogeneizar as respostas e garantir a
premissa que fatores ambientais n&o estio influenciando a resposta ou é insignificante. Desta forma
& aconselhavel também, estocar ovos (no minimo dois dias) para sincronizar o desenvolvimento das
larvas. As larvas n&oc podem ser manttdas em um volume de agua inferior a 1 mil por larva em
bandeja com pelo menos 0,4 cm?larva, devem ser suficientemente alimentadas com levedo de
cerveja, leite em po desnatado ou comida para peixes, pod de ragdo para cachorro ou gato (iriturada,
dissolvida e filtrada para evitar excesso de gordura e residuos) uma o duas vezes por dia inclusive
0,2 a 1 mg/larva/dia. E recomendado criar quantidades inferiores a 1000 larvas por recipiente para
evitar o canibalismo em ambientes com temperatura e umidade controlados. Comida insuficiente e
densidades larvais altas, retarda o crescimento, aumenta o ciclo larval e origina adultos pequenos os
quais ndo sdc uniformes em tamanho (Cf. Smith, 1966; Beaty & Marquardi, 1996). Usar larvas de
terceiro (3°) estadio tardio ou quarto (4°) estadio jovem alimentadas duas horas antes de comegar os
testes pode evitar pupagéo indesejada e mortalidade influenciada por falta de comida antes de 24
horas (em geral, tempo de leitura final do bioensaio). '

As diluicdes devem ser feitas a partir de uma solugio padrdo e para grandes volumes (1 litro
no minimo) usando no possivel micropipetas com ponteras descartaveis ou pipetas calibradas (com
estas € aconselhavel n&o manusear volumes inferiores a 0,1 ml). Diluicbes separadas para cada
repeticdo e concentracdo podem introduzir variagéo, por causa disto é aconselhavel fazer um volume
suficiente da concentragdo inicial desejada para todas as repeticbes de uma concentracdo
determinada e de forma a sobrar para se fazer a seguinte concentrag@o. Para ndo introduzir erros
nas concentracbes a serem testadas quando séo colocadas -as larvas é preferivel frabalhar com, no
minimo, 100 ml de solug&o por repeticdo e no possivel separar as larvas nos recipientes antes,
colocando a solugdo depois (uma diluicdo calculada para 100 ml pode ser feita s6 com 99 mi de
solucdo, o restante é colocado antes com as larvas, ~1 ml e/fou &€ completado depois). Deve ser
registrada a informag¢ao dos produtos quimicos, como concentragéo, formulagéo, lote de producdo,
validade, condigbes nas quais foram estocados, marca ou procedéncia (no caso de produtos grau
técnico). Como ja foi colocado, é recomendavel a andlise quimica do produto a ser avaliado para
verificar a pureza dele, lotes de produgdo costumam ter variagbes acima ou abaixo da concentragdo
deciarada no rétulo do produto, e/ou condigbes de fransporie e estoque podem prejudicar a validade
do mesmo. Variagdes nas respostas da mesmas linhagens podem ter a ver em parte com estes
fatores, outras variagbes nas respostas podem ser ocasionados pelo estadio fisiologico, alimentagao,
vigor das larvas, temperatura dos bioensaios e variagdo genética de tragos quantitativos nao
associados diretamente com 0s mecanismos de resposta conhecidos (metabdlicos e de sitio alvo).
Mesmo assim, € comum encontrar variagdo nas respostas dos mesmos produtos (inclusive do
mesmo lote de produg¢8o), nas mesmas concentragbes, com a mesma linhagem e nas mesmas
condi¢cbes padronizadas (inclusive feitas pelo mesmo pessoal). Organismos biolégicos ndo tem
respostas simplesmente mecanicas e sim mais fisioldgicas de interagdo gendtipo-ambiente. Além
disto as moléculas de inseticidas apresentam caracteristicas fisico-quimicas que podem variar por
fatores como formulagdo, estogue, temperatura, modo de agdo e organismo alvo. Conhecemos muito
delas mas n8o conhecemos tudo, por isso temos que monitora-las antes de uséa-las.

Testes em Larvas
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As larvas a serem testadas devem ser criadas de forma padrdo 3 temperatura e umidade do
ar constantes (as mesmas nos bioensaios), recomenda-se 1 a 5 m! aguaflarva, 0.4 a 1 cm*larva
(superficie do recipiente) e com alimentagdo de no menos que 0,2 mg de levedoflarva/dia para evitar

efeitos negativos da densidade e nutrigéo no desenvolvimento (Smith, 1966: Clements, 1992; Consoli
& Lourengo-de Oliveira, 1994).

1. Teste de Concentragao Gnica para diagnéstico rapido

As larvas coletadas em campo serdo devidamente identificadas e transportadas ao laboratério
para serem triadas e alimentadas antes da sua avaliaggo. Dependendo do estado fisiologico das
larvas, elas poder&o ser criadas até o 4° estadio e/ou guardadas em estufa ou geladeira (~16°C) para
avaliagéo posterior. Isto quando n&o for possivel ou procedente a criagdo em laboratoric das
linhagens de campo, com objetivo de se fazer as avaliagdes na geracdo F1 ou F2. As concentragoes
a serem usadas com produtos comerciais nos testes diagnésticos sdc baseadas em bioensaios

proprios e em referéncias bibliogréficas (Amin & White, 1984; Who, 1992; Mazzarri & Georghiou,
1995), ver Tabela 1.

1.1. Procedimento:

As avaliagOes poderdo ser feitas para cada populacic a ser monitorada, em cada municipio
ou no laboratério de referéncia para tal fim em cada estado.

1.1.1. Tratamento:

- Cada produto (comercial ou grau técnico) deve ser avaliado separadamente com repeticbes e
testemunhas. Para cada avaliag@o devem ser usados no minimo trés lotes (repeticdes) de 20 a 25
larvas (3° estadio tardio ou inicio de 4° estadio), & aconselhavel cinco repeticbes de 33 larvas. Desta
forma as larvas ser@o expostas & concentragéo Unica do inseticida por 24 horas, junto com as
testeunhas (controle, s6 agua para lotes de 20 a 25 larvas por repeticdo). Assim, o ndmero fotal de
larvas necessarias para avaliar uma concentracéo de produto € de 120 a 150 larvas. Quando for
testado mais de um produto os lotes testemunha podem ser os mesmos, quer dizer, ndo sdo
necessarias testemunhas diferentes para cada produto.

- Para se chegar a concentracéo teste, inicialmente sera feita uma concentragdo mae (100 ppmia.)
diluindo-se (Peso/Peso, P/Volume ou V/V) no minimo 0,1 mi (100ul) ou 0,1 g (100 mg) do produto
comercial ou grau técnico (xx% de ingrediente ativo) em xx ml de agua (destilada ou mineral} ou
solvente organico quando preciso (ex. Acetona). Desta concentracdo mae sera tomada uma
quantidade de "xx mI” e diluida em agua destilada ou mineral até completar o volume necessario de
solug&o (ex. 1 ou 2,3 litros), esta é a solugéo teste para cada repeticdo de 100 ou 250 ml.

- Para cada repeticdo da concentragao Unica de cada produto a ser avaliado serio usados no minimo
"99" ml por copo de 120 ml ou maior (copo plastico descartavel), onde vao ser colocadas (antes ou
depois) as larvas de 3° efou 4° estadio com ajuda de uma pipeta com tetina, por 24 horas. Cuidar de
nao colocar mais de um (1) mi de agua com as larvas em cada copo repeticdo e completar com a
solugdo teste ate volume final de 100 mi previamente marcado no copo”, ou separar as larvas antes
"sem agua" para cada repeticdo de 100 mi (ideal 250 mi).

- Nos copos testemunha € colocado sé agua (100 mi com as larvas). Quando a solugdo mae for feita
em acetona, etanol ou outro solvente orgénico, as testemunhas levardo agua com o solvente

orgénico (s6) em volume equivalente & quantidade maxima de produto (i.a.) da concentracio a ser
testada.

1.1.2. Exemplo de diluigao:

0,1 mi (100 i) de Abate 500E (temephos comercial 50%) + 1000 ml de H,O destilada
= solugdo mae 50 mg. I i.a. (ou ppm) ou 10 pi para 100 ml de agua.

Agora: pegamos 0,24 mi da solucdo mée + 990 ml de H,O destilada ou mineral
= solugdo teste 0,012 ppm (ou mg. ")
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1.2.3. Ensaio:

lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 Total Produto / concentracio teste
23 25 25 24 26 = 123 temephos / 0,012 ppm

20 20 23 21 22 = 106 Bti /0,25 ppm

22 22 22 24 25 = 115 methoprene / 0,11 ppm

24 25 23 22 21 = 115 permetrina / 0,01 ppm

25 25 25 25 25 = 125 cipermetrina / 0,01 ppm

25 25 25 25 25 = 125 deltametrina / 0,01 ppm

25 25 25 25 25 = 125 A-cialotrina / 0,01 ppm

21 24 23 27 28 = 123 controle m—

1.2. Avaliagio:
As 24 horas serfo contadas as iarvas mortas. Nao necessariamente tem que ser assumida a
mortalidade sensu strictu das larvas (aquelas com morte fisioldgica e as que apresentam
enegrecimento dos oOrgédos internos produto da descomposicdo). O critério de mortalidade &
assumido para aquelas larvas que nd@o reagem vigorosamente (comoc no controle) ao estimulo
mecanico com ¢ toque de uma pinga ou pincel, ou todas aquelas com paralisia irreversivel ou
incapazes de alcangar a superficie ou o fundo do copo. Se existirem duvidas, deixar mais 24 horas
em observagdo, inclusive alimentando-as. Devem ser descartados para os cdlculos aqueles
individuos que tenham empupado. Os dados serfo langados em uma tabela de acompanhamento
(Tabela 3).
Levar em conta: - Sobrevivéncia de qualquer larva a concentracao diagnostico indica a possibilidade
de resisténcia na populagio testada, e sera necessario a realizag&@o de uma prova de verificagdo com
um teste de concentrag&o muitipla.
- As larvas que empuparem devem ser excluidas da computacido dos resultados, caso ocorra com
mais do 10%, a repetic&o deve ser desconsiderada e se for 0 caso o teste tera que ser repetido. E
recomendado o uso de no minimo cinco repeticdes com larvas de inicio de 4° estadio, quatro dias
aproximadamente a partir da eclos&o quando alimentadas fartamente (no minimo: 0,2 mg/larva/dia) e
a 29+1°C.
- Caso aconteca mortalidade superior aos 20% nos lotes testemunha o teste deve ser repetido.
- Para mortalidade entre 5% e 20% nos lotes testemunha deve-se aplicar a seguinte formula de
correcéo proposta por Abbott (1925):

(% Mortalidade no teste - % Mortalidade na testemunha) x100

100 - % Mortalidade na testemunha

1.3. Observagbes: Para cada avaliagdo sera feita uma analise dos resultados e sugeridas
recomendacgtes técnicas para andlises posteriores.

- Larvas sobrevivenies que n&o vao ser analisadas ou criadas até pupas efou adultos para analise
citogeneético e/ou para novas provas de susceptibilidade, devem ser fixadas em Carnoy (acido acético
> etanol, 1:3) fresco (3x) ou etanol 70% e guardadas em geladeira para analise posterior. Ou de
outra forma, sacrificadas.

- O manuseio dos quimicos (inseticidas) deve ser feito com luvas, evitando inalar os vapores. Néo
devem ser consumidos alimentos, bebidas ou fumar enquanto monta o experimento e/ou manuseia
0s quimicos. ~

- Caso acontega por acidente contato com os quimicos, lave imediatamente com agua em
abundancia e s6 depois use sab&o ou sabonete, enxaguando bem. N3o use detergentes nem aicool

para limpar. De se apresentar irritagéo na pele ou mal estar procure-se um médico ou o posto de
salde acompanhado das informagbes técnicas do produto.

2. Teste de Concentragdo Maltipla:

Quando for necessario, ou seja, quando tenha ocorrido sobrevivéncia de qualquer larva no
teste de concentracdo Unica serdo feitos os testes de concentragdio miltipla para validar os
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resultados iniciais. Estas avaliagbes permitem determinar concentracdes letais para 50 e 95%, entre
outras. Estas provas devem ser feitas de preferéncia com as geragdes F1 ou F2 das coletas de
campo e tem que ser acompanhadas paralelamente de testes com uma linhagem padrdo
conhecidamente susceptivel, para estimar a efetividade dos produtos e poder determinar os niveis ou
as razbes de resisténcia (RR).

A partir da concentrag@o mae (ver item 1.2) sdo feitas quatro a seis concentragbes menocres
de cada produto em muitiplo maior de 1 (e.g. 2, 3, 4 ou 5) de mg.i.al” ou ppm dependendo da

suspeita de resisténcia ou do historico de uso de quimicos na area, ou inclusive fator de 1.2 podendo
existir concentracdes intermediarias:

Bti (1200 AS) 1,25 0,625 0,125 0,025 0,005 0,0025

Methoprene 1,25 0,625 0,125 0,025 0,005 0,001 0,00020,00004

Temephos (50 CE}) 0,625 0,125 0,025 0,005 0,001 0,0002

Cipermetrina (25 CE) 0,032 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 0,00050,00025

Ciflutrina (5CE e 1,25 SC) 0,032 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 0,0005

Obs.. para permetrina, deltametrina e A-cialotrina podem ser as mesmas concentracdes que para
cipermetrina.

Para cada concentragio de cada produto serdo avaliados no minimo trés lotes de 20 a 25
larvas com trés testemunhas; total por concentragao (60 a 75 larvas) e por produto (360 a 450 Jarvas,
seis concentragdes). Exemplo: total nos cinco produtos e nas testemunhas (1860 a 2325 larvas). Se
tiver poucas larvas pode-se tentar fazer s6 com trés lotes de 10 larvas para cada repeticio e trés a
quatro concentragbes, total para um produto e testemunhas (lote controle) (~150 larvas).
Recomenda-se cinco repeticbes de 30 larvas para cada concentragdo. Maior nGmero de repeticbes e
de larvas por repeti¢do daréo respostas mais consistentes e com maior peso estatistico nas analises.

Obs.: Para elaborar as solugbes mae de cada produto (comercial ou grau técnico) os calculos tem
que ser refeitos, assim como para as diluigdes levando em conta que devem ser de preferéncia 10
repeticOes (5 para a populagéo teste e 5 para a padrio que serve como referéncia, ex. Aedes aegypli
Rockefeller).

Para as diluicdes a partir da solucdo méae (ex. 100 ppm i.a.) pode-se fazer cada concentragdo
separademente em volume suficiente para 10 repeticbes (5 para a populagio teste e 5 para a
padr&o) ou fazer mais solugdo (ex. o dobro), o que permite diluicdes constantes (ex., tipo 1:2 ou 1:5)
de forma a usar 1000 mi (para 10 repeticSes de 100 ml da nova concentragio) e sobrar soluggo para
a seguinte diluicdo, assim até chegar na Ultima concentracéo teste.

O Procedimento e a Avaliagdo sdo praticamente os mesmos dos itens 1.2 e 1.3. Os dados
serdo langados em uma tabela (como na Tabela 3) mas aqui podem ser feitas avaliagbes adicionais
ao longo do bioensaio com tempos em miltiplos de dois ou trés, até completar as 24 horas. Exemplo:
17,7 min, 53,3 min; 160 min (2,66 hs); 8 hs e 24 hs. Alguns piretréides tém efeitos rapidos (knock-
down) sobre as larvas, que dependendo da concentragdo podem ser reversiveis. Os dados serdo
usados para andlise Probit e determinagéo da concentragdo letal 50% (Cls) e Clgs com seus
respectivos intervalos de confianga e a inclinagéo da curva.
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Campos & Andrade Zoologia-IB/Unicamp
Tabela 3. Registro dos Resuitados Obtidos na Avaliacdo de Susceptibilidade a: em

larvas de: I estadio, da linhagem: (proveniente de
), Bairro: Distrito:

Cidade / Data:

Data da Uitima aplicacao
na area (bairro ou distrito)
/ produto

Cidade e data de coleta/
Fase coletada/
QOrigem (criadouroc)

Espécie testada

Estadio (instar)

Obs.: Alimento:
L uminosidade:

Data Teste/ T°C/ U.R.

inseticida Testado:

Nome comercial

Ndmero de partida

Data Fabric./Data Vailida.

Concentracdo (ppm i.a.) Controle | 0,xxx pppm

Periodo de exposi¢ao

#larvas exposias/#arvas
mortas Repeticéo 1

Repeticdo 2

Repeticio 3

Repeticdo 4

Repeticdo 5

% mortalidade média

Desvio padréo

% mortalidade(corrigida)*

Observagdes/tempo:
15-20 min

60 min

2 horas

4 horas

8 horas

24 horas

Pupas:
Recomendacdes:

* Se maior que 5% no controle (Abbott, 1925).
Obs.: Tabela adaptada da OMS (1992).
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Exemplos de diluigao:
Propoxur (Baygon 20 CE) ou 20% i.a.
0,25 ml (250 ul) de propoxur 20 % + 500 m! H,O4
= sol. padréo 100 pl/l, "mgl™ (ou ppm i.a.)
1) Sol. 16 ppm (opcionalj:
160 mi da sol. mée (100 ppm) + 830 m! H,O4, pegar 99 mi para cada repeticdo, colocar as
larvas {(com no mais que 1 mi) e completar até 100 mi (se precisar).
(ou se fazer mais sol. de forma a sobrar para a concentracao seguinte. Ex., fazer o dobro, 2 | de

solucdo, 320 mi Qa sol. 100 ppm + 1680 mi de agua; separar as larvas para cada repeticdo,
praticamente sem agua, usa 1l de sol.).

2) Sol. 8 ppm:
80 mi da spl. méae (100 ppm) + 810 mi H;0y, pegar 99 ml para cada repeticdo, colocar as
larvas (com no mais que 1 mif) e completar até 100 ml (se precisar).

{(ou pegar 11 da sol. 16 ppm e dilui até 2I, usa 1| para 10 repeticdes de 100 mi, da mesma forma
anterior).

3) Sol. 4 ppm:
40 ml da sol. mae (100 ppm) + 950 ml H;O4, pegar 99 ml para cada repeticdo, colocar as
larvas (com no mais que 1 ml) e completar até 100 ml (se precisar).
(Ou pega 1! da sol. 8 ppm e dilui até 21, ..o resto da mesma forma anterior).
4) Sol. 2 ppm:
20 ml da sol. mae (100 ppm) + 970 ml H,O4, pegar 99 mi para cada repeticdo, colocar as

larvas (com no mais que 1 mi) e completar até 100 ml (se precisar). (Ou diluindo 1! da sol. 4 ppm até
21, da mesma forma.....)

5) Sol. 1 ppm:

10 mi da spi. mae (100 ppm) + 980 ml H.Oq4, pegar 99 ml para cada repeticdo, colocar as
larvas (com no mais que 1 ml) e completar até 100 ml (se precisar). (Ou da outra forma)
8) Sol. 0,5 ppm:

5 ml.da sol. mae (100 ppm) + 985 mi H,Oy, pegar 99 ml para cada repeticdo, colocar as larvas
(com no mais que 1 ml) e completar até 100 mi (se precisar). (Ou da outra forma)
7) Sol. 0,25 ppm:

2,5 ml da sol. mae (100 ppm) + 987,5 ml H;Oq4, pegar 99 ml para cada repeticdo, colocar as

larvas (com no mais que 1 mi) e completar com agua até 100 ml de solucdo (se precisar). Ou da
oufra forma

Temephos (50 CE)
0,1 mi (100 pl) de Abate S500E (temephos comercial 50%) + 1000 ml de H,0 destilada
ou 1 g de Abate 1G (temephos granulado 1%) + 200 mi de H,O destilada ou mineral
= solugdo mae 50 mg. I’ (ou ppmi.a.)
Agora: 1) tomamos 12,5 ml da solugdo mae + 977,5 ml de H,0 destilada
= solugao teste 0,625 ppm (ou mg. 1) p'10 repeticdes de 100 mi, pegar 99 ml + larvas.
g?u‘ 1525)0 ml de sol.: 15,63 ml da sol. 50 ppm+1235 mi de agua, de forma a sobrarem 250 mi para
iluir 5x
2) tomamos 2,5 mi da solugédo mée + H,O até completar 990 mi
= solugao teste 0,125 ppm (ou mg. ") p'10 repeticbes de 100 mi, pegar 99 ml + larvas.
(Ou pega)l 250 ml da sol. 0,625 ppm e dilui 5x até 1250 ml, usa 1000 mi e sobram 250 ml para fazer a
seguinte
3) tomamos 0,5 ml da solugdo mae + H,O (990 ml)
= solugao teste 0,025 ppm (ou mg. I, p' 99 ml colocar as larvas {(1mi).
(Ou diluindo 5x do gue sobro da anterior).
4) tomamos 0,1 ml da solugdo mae + H,O até completar 990 mi
= solugdo teste 0,005 ppm (ou mg. 1), idem. (Ou da outra forma diluindo).
5) tomamos 0,02 mi (20 yl) da solugdo mae + HO até completar 990 mi
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= solucéo teste 0,001 ppm (ou mg. 1), idem. (Ou da outra forma diluindo).
6) tomamos 0,01 mi (10 pi} da solugdc mae + H,0 até compietar 2475 mi

= solugdo teste 0,0002 ppm (ou mg. I'"), idem para c/repeticdo de 100 ml. (Ou da outra
forma diluindo).

Fenitrothion (Sumithion) 40% i.a.
0,125 g de Fenitrothion 40% (= 0,06 g L.a.} + 1000 mi de MH,04
= sol. mae 50 mgl™ (ppm).
O procedimento das diluigbes é 0 mesmo que para o temephos.

Cipermetrina (25CE) ou 25% i.a.
0,1 mi (100 pl) de Cipermetrina 25 % + 500 ml H,04

= sol. mae 50 mgl™ (ppm)
1) Sol. 0,032 ppm: (Opcional)

0,64 ml (640 ul) da sol. mae (50 ppm)

+ 990 mi H2O4, pega 99 mi para cada repetigdo e coloca as larvas {(com no mais que 1 mi)
2) Sol. 0,016 ppm:

0,32 mi (320 ul) da sol. mae (50 ppm)

+ 990 ml H,0q, idem para cada repeticiio de 100 ml
3) Sol. 0,01 ppm:

0,2 mi (200 pl) da sol. mae (50 ppm)

+ 990 ml H2QOy, idem para cada uma das repeticdos de 100 ml
4) Sol. 0,008 ppm:

0,16 mi (160 ui) da sol. mae (50 ppm)

+ 990 ml H,O4 toma 99 ml para cada repetigdo, coloca as larvas e completa até 100.
5) Sol. 0,006 ppm:

0,12 mi (120 pl) da sol. mée (50 ppm)

+ 990 ml H.Oy, toma 99 ml para cada repetico, coloca as larvas e completa até 100.
6) Sol. 0,004 ppm:

0,08 mi (80 pl) da sol. m&e (50 ppm)

+ 990 m! H20¢, toma 98 ml para cada repeticéo, coloca as larvas e completa até 100.
7) Sol. 0,002 ppm:

0,04 ml (40 pl) da sol. mae (50 ppm)

+ 980 ml H204, toma 99 ml para cada repetigdo, coloca as larvas e completa até 100.
8) Sol. 0,001 ppm:

0,02 ml (20 pl) da sol. mae (50 ppm)

+ 980 ml H,O4, toma 98 ml para cada repetigéo, coloca as larvas e compileta até 100.
9) Sol. 0,0005 ppm:

0,010 mi (10 i) da sol. mée (50 ppm)

+ 990 mi H;O4, toma 98 ml! para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
10) Sol. 0,00025 ppm:

0,005 mi (5 yl} da sol mae (50 ppm)

+ 990 ml H,O4, toma 99 mi para cada repetig&o, coloca as larvas e completa até 100.

Ciflutrina (5CE) ou 5% iL.a.
0,5 mi (500 pl} de Ciflutrina 5 % + 499,5 ml de Acetona PA ou H;04; ou 0,1 ml (100 ui) para 99,9 mi
de Acetona ou H,O..
= sol. mée 50 mg!” (ppm)
1) Sol. 0,016 ppm (opcional):
0,16 mi (160 pl} da sol. mae (50 ppm)
+ 485 mi H,04, tomar 99 ml para cada repeticdo, colocar as larvas (1 ml de agua junto)
2) Sol. 0,01 ppm:
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3) Sol.

4) Sol.

5) Sol.

6) Sol.

7) Sol.

8) Sol.

9) Sol.

0,1 mi (100 i) da sol. mée (50 ppm)
+ 495 ml H,04, idem para urma repeticdo de 100 m!
0,008 ppm:
0,16 ml (160 yl) da sol. mae (50 ppm)
+ 990 ml H-Oq toma 99 mi para cada repeticao, coloca as larvas e completa até 100.
0,006 ppm:
0,12 mi (120 pl) da sol. mée (50 ppm)
+ 990 ml H,Oq, toma 98 mi para cada repeticao, coloca as larvas e completa até 100.
0,004 ppm:
0,08 mi (80 ul) da sol. mae (50 ppm)
+ 990 mi Hx0y, toma 99 mi para cada repeti¢do, coloca as larvas e completa até 100.
0,002 ppm:
0,04 m! (40 pi) da sol. mée (50 ppm)
+ 990 ml Hz0q, toma 89 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
0,001 ppm:
0,02 ml (20 yl} da sol. mae (50 ppm)
+ 990 ml Hz2Oq, toma 99 ml para cada repeticao, coloca as larvas e completa até 100.
0,0005 ppm:
0,010 ml (10 ul) da sol mae (50 ppm)
+ 990 ml HOy4, toma 99 mi para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
0,00025 ppm (Opcional):
0,005 mi (5 ul) da sol mae (50 ppm)
+ 990 ml H204, toma 99 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.

10) Sol. 0,000125 ppm (Opcional):

0,005 mi (5 pl) da sol mae (50 ppm)
+ 1980 ml HxO4, toma 99 mi para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.

B-Ciflutrina (1,258C) ou 1,25% i.a.

1 ml (1000 p) de B-Ciflutrina 1,25 % + 249 mi H,04 ou 0,2 ml (200 ) de inseticida 1,25% para 49,8
ml de agua = sol. mae 50 mgl” (ppm)

Pelos resultados prévios com a ciflutrina CE, as diferentes concentragbes sdo feitas com algumas
concentragSes intermediarias,

1) Sol.

2) Sol.

3) Sol.

4) Sol.

5) Sol.

6) Sol.

7) Sol.

0,032 ppm:

0,32 mi (320 i) da sol. mae (50 ppm)

+ 495 ml H;O4 toma 99 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
0,016 ppm:

0,16 ml (160 pi) da sol. mée (50 ppm)

+ 495 ml H,0O4 toma 99 ml para cada repeti¢éo, coloca as larvas e completa até 100.
0,008 ppm:

0,16 mi (160 ui) da sol. méae (50 ppm)

+ 890 ml H,04 toma 99 mi para cada repeticéo, coloca as larvas e completa até 100.
0,004 ppm:

0,08 ml (80 yl) da sol. mée (50 ppm)

+ 890 ml HzO4, toma 99 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
0,003 ppm (Opcional):

0,06 ml (60 pl) da sol. mae (50 ppm)

+ 990 ml H;Oq, toma 99 ml para cada repeticio, coloca as larvas e completa até 100.
0,002 ppm:

0,04 ml (40 yl) da sol. m3e (50 ppm)

+ 980 mi H;Qq, toma 99 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
0,0015 ppm (Opcional):

0,03 mi (30 pi) da sol. mae (50 ppm)
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+ 980 mi H,04, toma 89 mi para cada repeticdo, coloca as larvas e completa até 100.
8) Sol. 0,001 ppm:

0,02 ml (20 pl) da sol. mée (50 ppm)

+ 890 mi HxQq, toma 99 ml para cada repeticao, coloca as larvas e completa até 100.
8) Sol. 0,00075 ppm (Opcional):

0,015 ml (15 pl) da sol. mae (50 ppm)

+ 980 mi H2O4, toma 88 mi para cada repetigdo, coloca as larvas e compieta até 100.
10) Sol. 0,0005 ppm:

0,010 mi (10 ul) da sol mée (50 ppm)

+ 990 ml H,O4, toma 99 ml para cada repeticdo, coloca as larvas e complets até 100,
11) Sol. 0,00025 ppm (opcional):

0,005 ml (5 yl) da sol m&e (50 ppm)

+ 980 mi H204, toma 99 ml para cada repeticéo, coloca as larvas e completa até 100.

3. Testes com Reguladores de Crescimento dos Insetos (IGRs)

Os reguladores de crescimento dos insetos ou IGRs na verdade sdo compostos sintéticos,
imitadores dos hormdnios naturais dos insetos que regulam o crescimento deles. Estes compostos
usados em altas concentracbes (ppm e ppb) desregulam (inibem) ¢ desenvolvimento normal. Entre
eles destacam os analogos dos horménios juvenis (JHA) que usados em concentragdes
determinadas tém a capacidade de atrasar o desenvolvimento das larvas, evitar a formacé&o da pupa,
inibir a emergéncia do adulto ou diminuir a sobrevivéncia dele, inclusive dificultando a reproducgéo
normal (ex. Methoprene e Pyriproxifen). Nos bioensaios com os IGRs trabalha-se mais com uma
concentracéo inibitdria (Cl) que com uma concentragfo letal (CL) usando larvas de 3° ou 4° estadio.
E recomendado a administracdo de alimento diariamente apos as 24 horas de inicio do bioensaio,
além de completar com agua destilada ou mineral o volume evaporado de solucdo. O tempo de
observacéo de "resposta” pode ser de vérios dias, inclusive quando ha empupamento. Outra forma
de avaliar estes compostos € expondo as larvas de 4° estadio a concentracio teste por tempo
determinado (ex. seis horas), tem-se encontrado que larvas de 3° estadio sao menos sensiveis que
as de 4° estadio ac Methoprene (Amin & White, 1984; Henrick, 1982) e ao Pyriproxifen (Schaefer et
al., 1988). Inclusive para C. quinquefasciatus tem-se usado exposicdo de 2 h a concentracbes de 0,2
ppb de Pyriproxifen em larvas de 4° estadio tardio (que empuparam 0-3 horas depois da exposicéo),
resultando em inibigdo completa (100%) da emergéncia dos adultos (Schaefer et al., 1988). A
vantagem principal do uso de reguladores de crescimento é sua baixa toxicidade para os mamiferos,
Ja entre as desvantagens, que eles apresentam, temos o fato de serem especificos, o tempo
requerido para agir (evitar emergéncia) e estabilidade pobre no ambiente.

4. Testes usando sinergistas.

A degradagao nao oxidativa de organofosforados ou carbamatos pode ocorrer pela agdo das

esterases, glutatione S-transferases, ou ambas (Bourget et al., 1996). Esterases s&o importantes na
resisténcia a inseticidas organofosforados e ocasionaimente aos piretroides (Roush, 1993).
Degradacéo oxidativa de organofosforados pode ocorrer pela acdo metabdlica das oxidases de
fungé@o mista dependentes do citocromo P450.
O uso de sinergistas permite uma aproximagio dos mecanismos metabélicos envolvidos com a
resisténcia. Os mais conhecidos e usados sdo o S.8.S. tributilfosfotritiado (DEF), um inibidor de
esterases e o piperonil butoxido (PB), um inibidor de acetilcolinesterase e oxidases de funcdo mista.
O PB inibe as oxidases de fungdo mista (MOF) e subseqientemente reduz a quantidade de
moléculas disponiveis para degradar ou ativar, ou os dois, o inseticida (Bourget et al., 1996). Eles
devem ser usados 4 horas antes dos testes com as solugdes de inseticidas em concentragdes de
0,008 a 0,05 para o DEF e 0,5 a 5 ppm para o PB (Bourget et al., 1996; Gonzalez et al., 1008). A
vantagem dos sinergistas é melhorar a atividade do ingredente ativo do inseticida, promovendo a
absorg&o dele ou interfirindo com a sua detoxificacao. Uma desvantagem do DEF & o fato de ele ser
defolhante.
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5. Testes em Adultos.

Os testes em adultos s&o menos sensiveis para detectar mudangas no nivel de
susceptibilidade do que os testes em larvas. Apesar disto, precisam ser feitos para monitorar o

possivel desenvolvimento de resisténcia aos produtos adulticidas usados no controle quimico dos
insetos vetores.

5.1 Procedimento:

Fémeas adultas com idade de dois dias a uma semana da geragéo F, ou F, (no possivel), de
preferéncia recém alimentadas com sangue (apés 24 a 36 horas a 25 C), em no minimo trés iotes de
10 a 20 individuos, séo expostas ac inseticida a avaliar (impregnado em papel de filtro) por 1 2 2
horas em frascos de 80 mi (coletor universal) furados na base (furos ndo maiores de 1 mm de
didmetro) e logo transferidas a um pape! limpo em novos frascos coletores por 24 horas.

Os papeis de filtro sero impregnados com concentragdes de 1% para propoxur, 0,8% ou
0,5% para malathion, 1% para fenitrothion, e 0,25% para cipermetrina (Brown, 1986; Who, 1992:
Mazzarri & Georghiou, 1995) ver a Tabela 4, secados ao ar e colocados na parte interior da tampa do
frasco coletor. Trés lotes de 10 individuos serdo as testemunhas (frascos com papel impregnado s6
com &gua ou com o solvente organico usado na diluigdo). Quando necessario, as fémeas capturadas
em um aspirador poderdo ser resfriadas no congelador por alguns minutos (5 a 10) antes de serem
transferidas aos frascos coletores com os papeis impregnados e testemunhas, facilitando o manuseio
delas.

Outra forma de fazer os bioensaios com os adultos é pelo método da garrafa impregnada com
a solugdo de inseticida por tempo determinado (uma a duas horas) e repouso por 24 horas em
garrafas sem inseticida (Brogdon & McAllister, 1998b). A aplica¢do topica individual de uma dose (ul)
de inseticida dissolvida em solvente organico (acetona) também é usada em um grupo de fémeas

como método alternativo de bioensaio com grupo controle no qual aplica individualmente s6 o
solvente.

Tabela 4. Concentragbes (%) de solugdo de Inseticida Impregnadas nos papeis para avaliar
susceptibilidade em adultos e tempo (h) de exposicdo (% / h).

Inseticida Aedss aegypti Aedes albopictus | Culex quinquefasciatus
Propoxur 171 0,1/2
Permetrina 0,25/1 0,25/3
Deltametrina 0,025/ 1
r-Cyhalotrina 0,03/1 0,025/ 1
Cipermetrina

Dados de Who {1992), Mazzarri (1895).

5.2 Avaliacdo:

Consideram-se mortos todos aqueles mosquitos incapazes de andar. Se a mortalidade nos
frascos controles ultrapassar os 20%, o teste deve ser repetido; se a mortalidade nos controles
estiver entre 5% e 20 %, as porcentagens devem ser corrigidas pela formula de Abbott. Para
estimagéo de tempos letais (TLsy TLes). usam-se diferentes periodos de exposi¢do (seis ou oito) a
mesma concentragdo, por exemplo de 15, 30, 60, 120, 240, 480 min (fator 2) ou em outros fatores
crescentes de (3, 4, 5, etc) dependendo do produto. Por ex. piretrdides tem agdo rapida (<15 min).
Bioensaios de tempo-mortalidade podem ser mais sensiveis que aqueles de dose-mortalidade na
detecgdo de mudangas na susceptibilidade (Brogdon & McAllister, 1998b).

Os dados seréo lancados em uma tabela (Tabela 5).

Para o monitoramento de resisténcia em adultos os critérios serdo (Davison & Zahar, 1973 apud
Brown, 1986):
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98% de mortalidade = susceptivel
80-98% ” = requer verificagio
80% " = presenca de individuos resistentes

5.3. Teste de Verificagao.

As fémeas sobreviventes sdo alimentadas com sangue e confinadas em frascos ou gaiolas com agua
para ovipor; as femeas fithas ou F; (sem alimentagio de sangue) de dois dias a uma semana sio

testadas como em 5.1. Se elas mostrarem menos mortalidade que a geracgao parental entdo pode ser
concluido que ha resisténcia.

5.4, Discusséo

Resisténcia a inseticidas € um problema em todos os grupos de insetos que servem como
vetores de doengas emergentes, se que bem os mecanismos envolvidos sdo similares nos taxa,
cada problema de resisténcia é potenciaimente Unico e pode envolver um padriio complexo de focos
de resisténcia (Brogdon & McAllister, 1998a). Os Kits da OMS para bioensaios apresentam alguns
problemas como caducidade réapida dos papeis impregnados (WHO, 1992). O catalogo, preco e
informagdes adicionais dos quites podem ser obtidos de: Division of Vector Biology and Control,
World Health Organization, 1211 Geneva 27, Switzerland. O alto efeito residual do temephos (mais
de trés meses) em larvas de A. aegypti e as doses operacionais de pelo menos 1 a 5 ppm usadas
pela SUCEN (Macoris et al., 1995) junto ao indiscriminado uso de inseticidas usados no ambiente
domeéstico e agricola urgem o monitoramento corriqueiro e permanente dos niveis de
susceptibilidade. Nos bioensaios, recomenda-se usar as geractes F1 ou F2 das amostras de campo
para descartar inferéncias ambientais nas avaliagbes. Desta forma as respostas aos produtos sao
mais homogéneas, garantindo a comparagéo com as linhagens padrio usadas como referéncia e na
estimac@o das razbes de resisténcia (RR). No planejamento de programas de monitoramento da
resisténcia aos inseticidas tem que ser levadas em conta algumas consideragtes ao respeito das

concentagdes diagnostico e das respostas nos bioensaios para estimacso das Cls, e Cles (Roush &
Miller, 1988).

Embora nos bioensaios seja recomendado a avaliacio de produtos grau tecnico (verificando a
sua pureza) seguindo-se procedimentos padrio (Brown, 1986; WHO, 1992: Ferrari, 1996, Brogdon &
McAliister, 1998b), prévioc a operacionalizagio das atividades de controle, as formulagbes dos
produtos comerciais a serem usados devem ser analisadas quimicamente (% i.a.) e/ou avaliadas e
monitoradas por médio de bioensaios quanto a sua eficiéncia em populagdes padrio (susceptiveis) e
alvo (campo). Isto por causa de variagbes nas formulagdes e na qualidade dos produtos (fabricante,
transporte, armazenamento, tempo de estoque, etc). Os piretrbides em geral tem uma correlacdo
negativa com a temperatura, mas outras variagdes no seu efeito tem a ver com a(s) moléculas (e
isdmeros destas) e a sua formulag&o. Uma vez que ndo seja conhecida uma explicaggo razoavel
para esta variagao na atividade de moléculas inseticidas dependendo da formulag3o, a OMS também
tem indicado resultados muito varidveis com o uso de piretrides (WHO, 1992). Um problema que
pode acontecer no decorrer dos experimentos com concentragdes baixas € a perda do quimico, que
temn ocorrido corn concentragcSes menores de 0,001 mg/! de cipermetrina com perdas de até 30% em
um periodo de exposicdo de 24 horas (Muirhead-Thomson, 1987).

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia aos produtos quimicos por sua
vez, tende a ser mais importante quando a RR for entre média e alta (10 a >20). Tal conhecimento
pode ajudar no planejamento adequado do manejo da resisténcia e das estratégias de controle a
serem aplicadas. Quando mudangas de susceptibilidade pela CLs, ndo sdo acompanhadas por
mudangas também na Clgs, pode ser recomendada a troca temporaria do produto, o que em geral
permite regredir a resisténcia. Outrosim, pode-se de forma mais simples, mas nem sempre mais
econdmica, substituir definitivamente o uso de produto por outros que nao apresentem risco de
resisténcia cruzada.
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Nota: Todo o material de vidro a ser usado deve ser bemn lavado e enxaguado, para garantir que néo
se tenha contaminag&o por outros produtos. De preferéncia usar material novo descartave! ou nio
usar © mesmo material para produtos e concentrages diferentes. Produtos residuais ficam em
recipientes plasticos mesmo depois de lavados e enxaguados “bem”. Para descartar as solugbes
mée e as dissolugbes usadas, acrescente agua sanitaria a elas e/ou deixe-as no minimo 20 min em
luz UV antes do descarte em aterro adequado para tal fim. As solugBes mae acrescentadas de agua

ganitéria podemn ser deixada_s algumas semanas (4 a 8) expostas & luz UV natural antes do descarte
final no aterro, nunca despeje na pia ou no esgoto sanitario.

6. Analises Estatisticas

Quando duas ou mais variaveis sdo medidas em cada individuo ou grupo de individuos,
desejamos expressar de forma precisa a natureza das relagSes entre estas variaveis (regresséo e
correlagdo). Com uma analise de regressdo observamos a relagdc de uma variavel com a ouira,
expressando uma como fung¢do linear da outra (ou outra fungdo mais complexa), em uma andlise de
correlagdo calculamos o grau no qual duas variaveis variam em conjunto (Sokal & Rohlf, 1979). A
regress&o ajuda a estabelecer a forma e a significancia das relagdes funcionais entre duas variaveis.
Dita relag8o pode ser Y= f(X), onde Y ¢ a variavel dependente e X a variavel independente. Muitas
vezes a relacdo causa-efeito pode ser estritamente linear, em outras como em curvas de crescimento
a fungdo aritmética da regresséo nado é linear e ¢ preciso transformar uma ou as duas variaveis de tal
forma a transformar uma relagéo curvilinear em uma relago linear. A transformacéo logaritmica € a
mais usada, e é feita para ambas varidveis quando em situagbes de curvas de tipo crescimento

exponencial. De outr'_a parte, algumas curvas acumulativas podem transformar-se em linhas retas por
meio da transformacé&o probit.

6.1. Analise de Probit (concentracdo / resposta).

Dados de resposta quantitativa nos bioensaios de inseticidas sao freqiientemente analisados
usando um modelo /ogit ou probit assumindo respostas distribuidas binomiaimente (Preisler, 1988).
A andlise de probit pode ser usada para caracterizar a resposta de uma linhagem de mosquitos a um
toxico (inseticida). Se a porcentagem acumulada da mortalidade ¢ transformada em unidades probit e
plotadas contra o logaritmo da concentragao (ou dose) do inseticida, obtemos uma linha do log da
concentragao pela mortalidade em probit (LC-P). Na transformagao o ponto 50% de mortalidade &
convertido em zero desvios tipicos, o ponto 84,13% ¢ convertide em +1 desvio tipico e o ponto 2,27%
é convertido em -2 desvios tipicos. Os probits sdo desvios equivalentes normais codificados pela
adi¢éo de 5,0, 0 que contorna os valores negativos para a maior parte dos desvios. Assim, o valor de
probit 5,0 corresponde a uma freqiiéncia cumulativa de 50%, um probit de valor 6,0 corresponde a
uma freqliéncia cumulativa de 84,13% e um probit de valor 3 corresponde a uma freqiéncia
cumulativa de valor 2,27%, existem tabelas de probits que proporcionam os probits equivalentes a
freqiiéncias cumulativas. Desta forma a linhagem é caraterizada pelas concentragdes, doses ou
tempos que matam 50% (Cl.sy, DlLs; ou Ths) e 95% (Cles) dos individuos tratados. A andlise de
probit da intervalos de confianga 95% para estes valores tanto quanto o coeficiente angular ou
inclinacéo da linha concentragdo-mortalidade (LC-P) e o coeficiente de linear. Além disto, a andlise
probit pode confirmar a existéncia de regressao (teste t) e se a resposta avaliada segue (se ajusta)
ao modelo probit (teste ¥°), estima a heterogeneidade na amostra e calcula as concentragdes (ou
doses) efetivas, e a poténcia relativa destas.

Ha programas de computador que efetuam os computos para o modelo probit, o POLO

(Russeli et al. 1977; LeOra Software, 1997, Haddad, 1998), o GLIM (Baker & Nelder, 1978) e 0 SAS
(SAS Institute, 1985) entre outros.

6.1.1. Intervalos de Confianca
' Os intervalos de confianga para os valores da Clsy @ CLgs podem ser usados na comparacéo
de linhagens ou concentragbes diferenies. Se os valores dos intervalos de confianca das

concentracdes letais de uma linhagem n3o estio contidos nos valores da outra, as concentragdes
letais s&o diferentes.
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6.1.2. Coeficiente Angular

O coeficiente angular ou inclinagdo da finha LC-P € uma medida da variabilidade da linhagem.
Quanto maior a inclinagéo da linha, € um indicativo de que a resposta dos individuos ao inseticida é
mais uniforme. A analise de probit é indicada para caraterizar a resposta de um grupo homogéneo de
organismos a um toxico. Diferenca grande entre os valores da Cls;, e da Clgs sugere que as
populagbes sdo heterogéneas em sua resposta ao inseticida. Quando uma coldnia geneticamente
heterogénea (estabelecida recentemente de uma populacio de campao) &€ sujeita a um biocensaio de
concentragdo-resposta, a linha LC-P tem uma inclinagéo pequena, indicando que os individuos na
amostra variam no seu nivel de tolerancia ao inseticida (ou sd@o heterogéneos em sua resposia ao
inseticida em quest&o). Depois de selecionar uma linhagem para resisténcia, e esta se estabiliza é a
resisténcia permanece estavel, a linhagem resistente homogénea pode ser comparada com uma
linhagem susceptivel padrdo para determinar seu grau de resisténcia. Assim, a razdo de resisténcia
na Clsp € a Clso da linhagem resistente dividida pela CLs, da linhagem susceptivel. A razio de
resisténcia € usualmente calculada para a Clg e Clgs da linhagem.

6.1.3. Teste de Semelhanca ou Igualdade
Quando s&o obtidas duas ou mais linhas de regresséo a partir de dados analogos (ex. duas
linhagens) deseja-se saber se as relagdes funcionais descritas pelas equagdes de regressio s3o as

mesmas. O teste prova se o0s coeficientes lineares e angulares das regressfes ndo s&o
significativamente diferentes.

6.1.4. Teste de Paralelismo

A prova ou teste de paralelismo avalia se ha diferencas significativas nas respostas de dois
grupos aos inseticidas. Especificamente testa a hipdtese de que os coeficientes angulares das
regressbGes ndo séo significativamente diferentes. Trés possiveis resultados podem ocorrer nos
testes de hipoteses para regressao linear: retas paralelas; iguais, nem iguais nem paralelas. Retas
paralelas significam que as concentracdes (ou doses) efetivas sdo qualitativamente idénticas, porém
quantitativamente diferentes. Retas iguais indicam que as concentragbes ou doses efetivas sdo
qualitativamente e gquantitativamente nao diferentes. Retas nem iguais nem paralelas ndo devem ser
comparadas em relagao a concentragdo ou dose efetiva.

6.1.5. Teste de Heterogeneidade

Na analise de probit a heterogeneidade da linha de regressdo € medida pelo estatistico de
bondade de ajuste xz. Falta de ajuste & usualmente demostrado por um xz ou um fator de
heterogeneidade grande (Finney, 1871). Valores insignificantes deste estatistico de heterogeneidade
para os computos da linha de regresséo podem indicar que nenhum gene com efeito principal (maior)
sobre a susceptibilidade segregou (Amin & White, 1984).
Segundo Preisler (1988) e Preisler et al. (1990) ha cinco tipos importanies de causas que podem
originar ¥° grandes: uma, pontos muito afastados, um destes terd infludncia maior sobre os
resultados, especialmente se ele € observado em um nivel de resposta cerca de 0% ou de 100%,
mas um destes dados extremos s6 pode ser descariado se ha forte evidéncia que sugira um erro no
registro, no célculo ou em circunstancia semelhante. Dois, quando uma ou varias variaveis que
possam afetar a resposta foram omitidas do modelo ou nao foram padronizadas, estas podem ser o
peso, 0 sexo, a idade ou varidveis ambientais como a temperatura, a luz, a umidade. Trés, falta de
ajuste pode acontecer tambem por mistura de populagfes ou idades. Uma quarta causa & quando os
termos de erro ndo sdo independentes (correlacdo das respostas), por exemplo insetos de uma
mesma geragao sa@o mais semelhantes que insetos de diferentes geragbes, da mesma forma insetos
tratados em grupc no mesmo copo ou gaicla podem comportar-se mais uniformemente que insetos
tratados em diferentes recipientes. Uma quinta causa € pela existéncia de variacao extra-binomial (os
termos de erro ndo s8o binomiais), exemplo disto se da quando variacdes inexplicadas acontecem
entre as repeticbes, individuos na mesma repeticdo estdo no mesmo ambiente possivelmente
competem pelos mesmos recursos ou diferengas pequenas na preparacdo das concentragbes ou
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doses entre as repeticdes. Isto pode ser evitado colocando suficiente alimentc e usando recipientes
grandes (recomenda-se no menos que um a dez ml de solucdo por larva) no caso de evitar
problemas de competicdo. No caso das concentragbes, fazer uma soluglo homogeneizada para
todas as repeticbes ou aplicagdo topica em cada individuo apresenta dispersdo menor entre as
repeticbes que experimentos nos quais o inseticida € borrifado ou incorporado dentro da dieta. O
bioensaio deve incluir um nimero grande de individuos no grupo controle, por causa das dificuldades

estatisiicas e comgutacionais que acontecem se a mortalidade natural necessita ser estimadza =20
mesmo tempo (Preisler, 1988).

Tabela 5. Testes de adultos. Respostas dos alados a concentragbes discriminantes de inseticidas.
Distrito:

Cidade / Data:

Bairro:

Data da dltima aplicagéo na
area {bairro ou distrito)
Iproduto/dosagem

Data de coleta/
Sitio de repouso {origem)

Espécie testada

Sexo / estado fisiologico

Data e hora do Teste

Inseticida Testado

Lote de producéo / data

Concentracio usada (%)

Periodo de expasicao

Faixa de T(°C) | exposig¢&o

espera

Faixa de | exposigéo
UR(%)

espera

Grupo Teste

Cont
role

Expe
rime.

Con
ir

Expe
rim

Con
tr

Expe
rim

Con
ir

Exper
ime

Cont
role

Expe
rime

Con
fro

Expe
rim

Numero de repeticdes

# adulios expostos

# adultos knocked down

# adulios mortos

% mortalidade média obs.
Desvio padréo

% mortalidade {corrigida)

Observactes
Recomendagbes

Obs.: Tabela adaptada da OMS (1992).
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