O uso de caixas excito-repelentes com Anopheles
darlingi Root, . nuneztovari Gabaldon e Culex pipiens
quinquefasciatus Say obtidos em areas perto de Manaus, Amazonas

Resumo

Caixas contendo DDT foram usadas para realizar tes-
tes de excito-repeléncia em populagbes de Anopheles
darlingi, A. nuneztovari e Culex pipiens quinquefasciatus
nas proximidades da cidade de Manaus, Amazonas. As
duas espécies de anofelinos mostraram uma fuga répi-
da do DDT, enquanto que a populacdo de Culex apre-
sentou uma alta resisténcia, sendo pouco influenciada
pela presenca do inseticida. Foram usadas também
caixas como armadilhas de repouso para os Culex, e
neste caso houve pouca diferenca entre a caixa com
DDT e a de controle. Discute-se a necessidade de pa-
dronizar testes de excito-repeléncia para elucidar o con-
ceito desta resisténcia comportamental.

INTRODUCAO

O uso do DDT como um agente efetivo
contra os mosquitos vetores de doencas tem
sido influenciado pelo desenvolvimento de
uma resisténcia da populagdo exposta ao inse-
ticida, e por respostas comportamentais do
inseto, que tendem a reduzir seu contato com
o inseticida (Schoof, 1970) . O DDT produz um
efeito irritante, notdvel na maioria dos mosqui-
tos. Isto os obriga a voar para longe da super-
ficie borrifada, antes que absorvam uma dose
téxica do mesmo. O efeito irritante se mani-
festa ndo somente no contato com a superfi-
cie borrifada, mas também produz um eteito
repelente nos mosquitos (WHO 1975) . Em ge-
ral, as populagdes susceptiveis sdo mais irrité-
veis pelo DDT do que as populacbes resisten-
tes. O estado fisiolégico da fémea provavel-
mente também causa uma resposta individual.
Em geral, os mosquitos ndo alimentados sao
mais irritaveis pelo DDT do que os mosquitos
alimentados (WHO 1975) .

Se uma populacdo de mosquitos suscepti-
vel € altamente irritada ou repelida por DDT,
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existe a possibilidade de haver o desenvolvi-
mento de uma resisténcia comportamental.
Isto foi definido como a “habilidade dos inse-
tos, através de hébitos protetores ou compor-
tamentais, de evitar contato letal com um toé-
xico" (Hess, 1952, apud Perry & Agosin, 1974)
Em laboratério, tal resisténcia comportamental
foi demonstrada por Gerold & Laarman (1967)
que selecionaram Anopheles atropavus por 32
geracOes, com base em seu comportamento de
escape dos compartimentos com DDT. Eles
descobriram que a irritagdo pelo DDT acarre-
tava um aumento na atividade do voo, mas a
habilidade de escapar, em si, era um compo-
nente separado do comportamento. No campo,
entretanto, tal fendbmeno ainda nao foi clara-
mente demonstrado. Supde-se que geralmente
o aumento da exofilia no mosquito seja o re-
sultado de um efeito seletivo do toxico (Ha-
mon et al., 1970) .

Observacoes preliminares (Hayes & Charl-
wood 1977) indicam que o Anopheles darlingi
Root, o vetor da maléria nesta regido, tende a
evitar as superficies borrifadas com DDT.

Este trabalho relata os resultados de tes-
tes usando uma caixa de excito-repeléncia,
fornecendo dados quantitativos para A. darlin-
gi, A. nuneztovari Gabaldon e Culex pipiens
quinquefasciatus Say (= fatigans) . Descreve-
se também o uso de tais caixas-testes como
armadilhas de repouso para C.p. quinquefas-
clatus.

METODOS

As caixas-testes foram semelhantes aque-
las usadas por Rachou et. al. (1973) As cai-
xas sap de 50 cm de cada lado, e foram feitas
de madeira compensada de 15mm de espessu-
ra. Elas tém duas aberturas: uma na parte su-
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perior e outra em uma dos lados. Estas podiam
ser fechadas através de uma armadilha escor-
regadica de fuga. Esta armadilha é uma gaiola
telada, tendo um dos lados com 30 cm. Um
dos lados foi convertido em funil de compen-
sado (Fig. 1). Os lados internos e o topo in-
terno das caixas foram revestidos com papel
filtro branco. O chédo ndo foi revestido, uma
vez que se sabe bem que os mosquitos, e em
particular os Anofelinos, normalmente nao re-
pousam no fundo de gaiolas, ou seja, em su-
perficies horizontais (Rachou et al., 1973).
Uma série de papéis foi borrifada por um fun-
cionaric da SUCAM, numa proporgao de apro-
ximadamente 2 gramas de DDT em pé umede-
civel por metro quadrado. Esta concentragéo
€ a mesma usada nos locais da campanha de
borrifacdo de casas. A caixa revestida com o
papel borrifado serviu como controle. O pro-
cesso para cada teste foi o seguinte: um nu-
mero conhecido de mosquitos foi suavemente
soprado para dentro de cada caixa, através de
aspiradores. O nimero de insetos usados para
cada teste foi determinado pela disponibilidade
dos mesmos. Foram usados 30 em cada cai-
Xa nos testes usando A. nuneztovari e 50 ou 60
por caixa para cada teste com C.p. quinque-
fasciatus. Nos 5 testes com A. darlingi, dois
tinham 70, dois tinham 45, em cada caixa. De-
vido a escassez de mosquitos no (Gltimo teste,
foram usados 33 no controle, e no teste 46.
As caixas foram mantidas na sombra, e o nivel
de umidade foi mantido alto dentro das caixas,
usando-se um chumacgo de |a de algodao colo-
cado no chdo de cada uma antes de comecar
o teste. Todos os testes tiveram lugar na mes-
ma hora do dia (entre 10 e 12 horas da ma-
nha), e durante os testes a temperatura foi de
aproximadamente 27°C, e a umidade relativa
foi de 70-80%.

Depois de um periodo de aclimatagéo de 5
minutos, os insetos que tinham voado para
dentro da armadilha de fuga foram coletados
e contados. Os mosquitos ndo alimentados fo-
ram testados por 2 horas. Os C.p. quinquefas-
ciatus alimentados com agclicar e os alimenta-
dos com sangue foram testados por 1 hora
somente. No*final do teste, o nimero de mos-
quitos sobreviventes que ficou dentro das cai-
xas foi marcado.
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As fémeas dos Anofelinos nao alimenta-
das foram coletadas na noite anterior. Elas
foram usadas nos testes, uma vez que se cons-
tituiam no material disponivel.

Os C. p. quinquefasciatus capturados en-
quanto repousavam dentro das casas, foram
alimentados com sangue antes dos testes. Os
C. p. quinquefasciatus alimentados com agu-
car e os nao alimentados foram criados em la-
beratério. Quando foram testados, eram muli-
paros e com 3 a 7 dias de idade.

Quando usadas como armadilhas de repou-
so, as caixas foram colocadas numa casa, onde
a populacédo local de mosquitos Culex era alta.
As aberturas das caixas foram expostas, afas-
tando-se as gaiolas de topo para um dos lados,
através de um deslizador, e somente foram fe-
chadas por ocasido da remocgéo dos mosquitos.
Os mosquitos que ja estavam na armadilha de
fuga do lado, foram coletados e considerados
como sendo “fora”; os mosquitos que ficaram
foram estimulados a voar para dentro das ar-
madilhas de fuga, fazendo-se um leve disttrbio
nas paredes da caixa. Estes foram coletados
e considerados como “dentro”. Quando mais
nenhum mosquito voou para dentro das armadi-
lhas, a armadilha de topo foi removida, e os
interiores das caixas foram examinados para
verificar se havia mais algum mosquito.
Se algum tivesse ficado, teria sido contado e
remcvido com um aspirador.

Foi evidente no comego a possibilidade de
que a posicao das caixas influenciaria a inten-
sidade da captura. Portanto, todo dia as posi-
coes relativas das caixas foram invertidas, e
os resultados obtidos foram tidos como pares
didrios, para que o efeito da posigdo fosse
reduzido.

Foram feitos testes de susceptibilidade ao
DDT usando o teste padrdo da OMS para mos-
quitos adultos.

RESULTADOS

Os resultados para as duas espécies ano-
felinos sao apresentados na Tabela 1 e no Gra-
fico 1. Foram feitos 14 testes, usando um total
de 832 A. nuneztovari e 5 testes usando 539
A. darlingi. Pode-se notar que ambas as espé-
cies evitam as superficies borrifadas com DDT,
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Fig. 1 — Esquema das caixas usadas nos testes e a posigdo das mesmas durante o decorrer dos experimentos
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mas que esta resposta foi mais pronunciada
nos primeiros 15 minutos de cada teste, no
que diz respeito ao A. darlingi, ao passo que
a resposta foi mais gradual no A. nuneztovari
testado. NZo houve uma diferenca signiticativa
entre a percentagem de A. nuneztovari que es-
capou da caixa teste entre o 19 e o Gitimo
teste.

Descobriu-se que a populacéo de A. darlin-
gi testada é susceptivel ao DDT, usando equi-
pamento para testes de susceptibilidade da
OMS. Isto foi reforcado pelo fato de que to-
dos os A. darlingi que nao escaparam da caixa

de DDT foram encontrados mortos, duas horas
ap6s o inicio do teste. Uma limitagcdo no nu-
mero de A. nuneZtovari impediu o uso do equi-
pamento para esta espécie. Porém, o mosquito
nesta regido nao entra em contato com o inse-
ticida, pelo fato de que ele nao penetra em
casas, e também de que nao ha borrifagéo na
agricultura nesta regido. Entretanto, é impro-
vavel que seja resistente ao DDT.

A populagéo local do C. p. quinquefascia-
tus é, portanto, muito resistente ao DDT. Quin-
ze fémeas foram observadas em 3 ocasioes,
por 18 horas, em contato constante com 4% de
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TABELA 1 — Resultados dos Testes de Excito-Repelencia

Porcentagem de mosquitos que deixaram as caixas
Tempo em Culex pipiens quinquefasciatus
4 Anopheles darilngi A. nuneztovari
minutos -
sem comida com sangue com acticar
DDT controle DDT controle DDT controle DDT controle DDT controle
5 41,6 8.0
10 57.8 19,0
15 o= — 15,9 7.5 41 2,7 10,7 43 2,0 8,0
30 62,9 22,3 39,7 13,7 1.8 4,5 12,0 57 2,0 8,0
45 55,8 18,5 214 58 12,0 7.3 8,0 8,0
60 7241 239 68,5 23,5 | 25,9 6.8 13,3 7.3 10,0 12,0
75 75,2 27,2 299 T2
30 721 23.9 80,0 31,5 32,2 7.7 TESTES TERMINADOS
105 82,0 348 344 7.7
120 721 23,9 83,2 38,0 36,2 8,1
TOTAL
N? DE
MOSQUITOS 276 263 416 416 220 220 230 230 150 150
USADO
REPLICA-
COES 5 14 4 3 3

DDT, e nenhuma delas morreu nas 24 horas
seguintes. Este alto nivel de resisténcia é re-
fletido nos resultados para esta espécie (Ta-
bela 1, Gréafico 1). O inseticida mostra uma
quantidade minima de irritabilidade, com me-
nos mosquitos escapando da caixa de DDT do
que nas caixas de controle. Esta diferenca,
como se poderia esperar (WHO 1975), é con-
sideravelmente reduzida quando os insetos se
alimentam de sangue.

Ha, portanto, diferencas ligeiras mas cons-
tantes no nimero de mosquitos capturados nas
caixas-testes, quando estas foram usadas
como armadilhas de repouso (Tabela 2, Gra-
fico 2). Se o nuimero que tivesse penetrado
nas 2 caixas fosse o mesmo, entdo as diferen-
cas nas duas séries de dados refletiriam o nu-
mero que escapou da tampa aberta da caixa
de DDT. Esta tendéncia de escapar é refletida
na porcentagem do total de capturas feitas na
armadilha de fuga, situada no lado da caixa.
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Neste caso, a porcentagem do total de mos-
quito “fora” é quase sempre maior para a caixa
de DDT do que para a caixa de controle.

DiIscuUssSAo

O conceito de resisténcia comportamental
aos inseticidas € um dos conceitos que mais se
popularizou (Agarwai, 1978), porém é o mais
dificil de provar-se na prética (Peery & Agosin,
1974; Hamon et al., 1970) . Todavia, observa-
coes no campo indicam que A. darlingi é com-
portamentalmente resistente ao DDT (Hayes
& Charlwood, 1977) e que ele repousa sobre
a vegetacéo fora das casas antes e depois de
alimentar-se dentro delas, mesmo quando elas
nao foram dedetizadas.

Este comportamento é sobremaneira dife-
rente do observado por Shannon (1933), que
coletou “uma populacdo diurna de A. darlingi
que repousava dentro das casas” e, pode-se

Charlwood & Paraluppi



TABELA 2 — Total de nimeros C, p. quinquefasciatus coletado nas armadilhas de repouso: pares de observacdes

MACHOS FEMEAS
Caixa com DDT Controle Caixa com DDT Controle
Total % fora Total Total % fora Total % fora
coletado coletado % fora coletado coletado
i 0
21 38 36 58 22 45 35 49
28 79 74 45 26 81 76 a7
33 52 36 11 36 24 72 11
27 41 47 30 49 22 85 8
29 38 52 23 62 19 70 13
114 61 201 28 102 51 152 [ 29
127 20 175 12 113 8 142 ‘ 6
94 43 94 26 76 18 74 19
31 35 | 89 24 25 56 a7 15
36 11 58 3 41 10 65 9
69 29 140 11 23 17 66 15
4 15 47 15 48 19 60 13
22 14 24 33 52 l 10 52 23
21 19 26 23 . 19 21 5
30 27 30 3 38 24 42 0
i1 73 9 67 20 52 33 9
34 32 26 12 35 29 28 21
44 55 42 26 32 44 25 16

deduzir entdo que tenha ocorrido uma mudanca
no comportamento deste mosquito.

Se de fato a resisténcia existe, entdo uma
resposta mais intensificada ao DDT deveria
ter sido antecipada. Portanto, a resposta rapi-
da do A. darlingi as caixas-testes, comparada
a do A. nuneztovari, e ao fisiologicamente re-
sistente C. p. quinquefasciatus pode ser um
reflexo desta resisténcia comportamental. A
porcentagem que escapou pode também ser
uma funcdo da irritabilidade bésica das dife-
rentes espécies.

Portanto, a fim de se obter maiores infor-
macoes sobre este fator, sdp necessarias trés
coisas que diferenciam as linhagens compor-
tamentalmente resistentes das nao-resisten-
tes:

1 — Papéis com uma quantidade exata de DDT
deveriam ser produzidos e utilizados de tal for-
ma que uma série graduada de testes pudesse
ser feita;

2 — Testes excito-repelentes precisariam ser
padronizados, como sdo os testes fisioldgicos

O uso de caixas...

(WHO 1975); a porcentagem de mosquitos
que escapa nos primeiros 15 minutos nas di-
ferentes concentragdes de DDT seria um teste
tao efetivo como qualquer outro. Se a porcen-
tagem que escapa das caixas € maior nas con-
centragbes mais altas de DDT pode ser possi-
vel de se definir resisténcias comportamen-
tais. Isto é quando uma grande porcentagem
(diferenca significativa) escapa das caixas de
testes nas concentragbes mais baixas do que
nesta que vai dar um CL 50 (conto letal 50),
usando o teste normal da OMS para ver a sus-
ceptibilidade aos inseticidas;

3 — Finalmente, em se tratando de mosquito
criadc em laboratdrio, seria necessario deter-
minar se a resposta existe como um resultado
de selecdo ou nao.

Em uma area como esta, onde a resistén-
cia do parasita as drogas anti-maléricas esta
se tornando difundida (Ferraroni & Waki, 1977;
Bruce-Chawatt, 1970), a possibilidade de uma
“resisténcia comportamental” pode acarretar
graves ocorréncias.
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SUMMARY

Excito-repellancy boxes were used to test the effect
of DDT on populations of Anopheles darlingi, A. nu-
neztovari and Culex pipiens quinquefasciatus from in
and around the city of Manaus, Amazonas. The two
Anopheline species showed marked escape responses
whereas the very resistant Culex population was little
affected. The test boxes were also used as resting
traps for C. P. quinquefasciatus and in this case slight
differences 'between 'the DDT' sprayed box and an
unsprayed control were evident. The need to standard-
ize excito-repellancy testes' in order to clarify the
concept of behavioural resistance is discussed.
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