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RESUMO

Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera, Culicidae) da ilha da Madeira: origem
geograéfica e resisténcia aos insecticidas

Gongalo Filipe Rocha Seixas

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é o principal vector da febre
amarela e da dengue assim como um agente de incomodidade. Esta espécie invasora
estd actualmente presente na ilha da Madeira (Portugal). Foi detectada pela primeira vez
em Outubro de 2005, mas a origem geografica da populacdo de mosquitos é
desconhecida. Apesar das medidas de controlo vectorial implementadas na regido, Ae.
aegypti continua a expandir-se. Isto pode ser devido a presenca de resisténcia aos
insecticidas aplicados no controlo vectorial desta espécie. Assim, 0s objectivos deste
estudo foram: (i) avaliar o nivel de sensibilidade da populacdo de Ae. aegypti aos
insecticidas; (ii) caracterizar possiveis mecanismos de resisténcia envolvidos e; (iii)
estabelecer a sua origem geografica através do uso de marcadores de ADN mitocondrial
(COl e ND4).

De acordo com os resultados dos bioensaios da OMS, Ae. aegypti da ilha da
Madeira apresenta alta susceptibilidade ao malatido, com taxas de mortalidade das
fémeas expostas de 99.0%. No entanto, a populagdo mostrou um alto nivel de
resisténcia ao DDT e permetrina, com valores de mortalidade de 29.4% e 33.3%,
respectivamente. Observou-se também uma marcada resisténcia a deltametrina, com
uma taxa de mortalidade de 65.2%. Os ensaios de garrafa do CDC com alfa-
cipermetrina e ciflutrina mostraram uma alta susceptibilidade de Ae. aegypti a estes
insecticidas, com taxas de mortalidade de 100%.

A sequenciacdo do gene do canal de sodio de Ae. aegypti, local alvo dos
piretréides e DDT, revelou a presenca de apenas uma mutacao associada a resisténcia,
V10161 (mutacdo kdr). A baixa frequéncia alélica (6%) desta mutacdo sugere que outros
mecanismos podem estar presentes na resisténcia a estes insecticidas.

Ambos os genes COl e ND4 apresentaram niveis baixos de variabilidade
genética consistente com a recente introducdo de Ae. aegypti na ilha. Observou-se dois
hapl6tipos mitocondriais. A rede de hapldtipos de ambos 0s genes sugere dois cenarios
para o estabelecimento de Ae. aegypti na regido: i) ocorreram pelo menos duas
introdugdes independentes correspondendo a cada haplétipo; ii) o estabelecimento de
ambos os hapl6tipos ocorreu simultaneamente, no mesmo evento de colonizacao.
Baseado na distribuicdo geografica dos haplétipos e da mutacdo kdr observada na ilha,
assim como a populacdo humana migrante da Madeira, o Brasil e a Venezuela sdo 0s
locais mais provaveis de origem da populacédo de Ae. aegypti local.

A frequéncia dos alelos kdr e anélise filogeografica suportam a hipotese de que a
resisténcia a insecticidas detectada na populacdo da ilha da Madeira ja existia na
populagéo de Ae. aegypti que colonizou a regido.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, resisténcia a insecticidas, marcadores
mitocondriais, origem geografica.



ABSTRACT

Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera, Culicidae) from Madeira Island: geographical
origin and insecticide resistance

Gongalo Filipe Rocha Seixas

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) is the primary vector of urban
yellow fever and dengue viruses as well as a nuisance agent. This invasive species is
currently present in Madeira Island (Portugal). It was first detected in October 2005 but
the geographic origin of this mosquito population is unknown. Despite the vector
control measures implemented in the region, Ae. aegypti, seems to be spreading. This
may be due to the presence of resistance to insecticides.

The aims of this study were: (i) to measure the susceptibility level of Ae. aegypti
population to insecticides; (ii) to characterize possible resistance mechanisms involved
and; (iii) to establish the geographical origin of Ae. aegypti present in Madeira Island
through the use of mitochondrial DNA markers (COI and ND4)..

According to WHO bioassay results, Ae. aegypti from Madeira island presents
high susceptibility to malathion, with mortality rates of exposed females of 99.0%.
However, the population showed a high resistance level to DDT and permethrin, with
mortality values of 29.4% and 33.3%, respectively. There was also a marked resistance
to deltamethrin, with a mortality rate of 65.2%. The CDC bottle assays with alpha-
cypermethrin and cyfluthrin showed a high susceptibility of Ae. aegypti to these
insecticides, with mortality rates of 100%.

Sequencing of the DDT/pyrethoid insecticide target site at the voltage-gated
sodium channel gene of Ae. aegypti identified the presence of only one resistance-
associated mutation, V1016l (kdr-mutation). This mutation showed a reduced allele
frequency (6%), which suggests the presence of other insecticide resistance mechanisms
rather than kdr.

Both COI and ND4 presented low levels of nucleotidic variability, consistent
with a recent introduction of Ae. aegypti in the island. Two mitochondrial haplotypes
were found. The haplotype network of the COIl and ND4 genes suggest two scenarios
for the establishment of Ae. aegypti in the region: i) two independent introductions
corresponding to each haplotype; ii) the establishment of both haplotypes
simultaneously at the same colonization event. Based on the geographic distribution of
the haplotypes and the kdr-mutation detected in the island, and the origin of the migrant
human population of Madeira, Brazil and Venezuela are the most likely source-places
of the local Ae. aegypti.

The frequency of the kdr alleles and the phylogeographic analysis support the
assumption that the resistance to insecticides detected in the population of Madeira
Island already exist in the individuals that colonized the region.

KEYWORDS: Aedes aegypti, insecticide resistance, mitochondrial markers,
geographical origin.
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1.INTRODUCAO



1.1. O mosquito Aedes aegypti

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linneaus, 1762) pertence a ordem Diptera,
subordem Nematocera e familia Culicidae (Tabela 1), esta ultima um dos grupos de
artropodes com maior importancia médica e veterinaria. Esta familia inclui cerca de
3500 espécies e subespecies distribuidas por todos o0s continentes, excepto na Antartica
e em algumas ilhas, podendo ser encontradas abaixo do nivel do mar até altitudes
superiores a 3000 metros (Marquardt, 2010). A familia dos culicideos subdivide-se em
trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. Os géneros Anopheles,
Culex e Aedes sdo aqueles que apresentam maior numero de espécies e subespécies com

relevancia para a satde humana.

Tabela 1. Posicdo sistematica do género Aedes de acordo com a classificacdo de
Richards e Davies (1977).

Taxonomia
Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Diptera
Familia Culicidae
Subfamilia Culicinae

As formas adultas de Ae. aegypti, tal como o0s restantes membros da Familia
Culicidae, apresentam um par Unico de asas, caracteristica partilhada pela maior parte
dos Diptera. Tal como em qualquer outra espécie de culicideo, machos e fémeas
distinguem-se pelas antenas plumosas, no caso dos machos, e pilosas no caso das
fémeas (Figura 1). Os machos alimentam-se apenas de néctares. As fémeas, para além
de néctar, necessitam também de refeicdes sanguineas periddicas para 0
desenvolvimento dos seus ovos. Apenas as espécies da subfamilia Toxorhynchitinae e
escassas espécies das restantes subfamilias ndo partilham esta caracteristica. Espécies
cujas fémeas sdo capazes de efectuar, pelo menos, uma postura de ovos sem necessitar
de ingerir uma refeicdo sanguinea sdo denominadas de autogénicas. Todo 0 mosquito

adulto fémea utiliza o seu proboscis (Figura 3), uma estrutura composta por Varios



estiletes, para efectuar a sua refeicdo sanguinea (Figura 2). Os mosquitos séo
designados de solenofagicos (“capillary feeders”) por se alimentarem directamente a
partir dos capilares sanguineos. No processo de procura do capilar e durante a ingestao
de sangue, o mosquito injecta saliva no hospedeiro. Esta saliva contém substancias
anestesiantes e anticoagulantes. E também durante a inoculagio de saliva que ocorre a
transmissao de virus e outros agentes patogénicos para um novo hospedeiro. O facto de
0s mosquitos adultos fémeas serem hematdfagos é que os torna importantes vectores de
doencas e agentes de incomodidade (Capinera, 2008). Entre as doencas transmitidas por

mosquitos destacam-se a malaria, febre amarela, dengue, filarioses, entre outras.

Proboscis—

-

kT .ﬂP_

.%%* g&d-: - Palpos
| Q

Palpos
Antenas
Proboscis

i Antenas

Figura 1. — Representacdo em mosquitos das antenas plumosas dos machos e antenas pilosas das
fémeas. Adaptado de WHO (1992).

Canal alimentar Canal salivar

Labrum

Hipofaringe

Mandibula

% Maxila

Figura 2. — Representacdo de um corte transversal do probdscis de um mosquito fémea.
Adaptado de Marquardt (2010). O labio representa a bainha que envolve estas estruturas (ndo apresentado

na figura).



Intestino médio Estdmago

Glandulas salivares Tubos de Malpighi
o —
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Ny, 4 ey \\’ -~ /;,:3-\_
17
— .(( Diverticulo ventral Intestino posterior

Ductos salivares

Labrum
Lébio

U .
|_|— Proboscis

Figura 3. - Anatomia interna geral de um mosquito fémea. Adaptado de Service & Townson
(2002).

Hipofaringe

Aedes aegypti é considerado o principal vector de trés importantes doencas virais
— dengue (virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, DENV), febre amarela
(virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, YFV) e chikungunya (virus da familia
Togaviridae, género Alphavirus, CHIKV). Trata-se de um mosquito de cor escura de
facil identificacdo, visto que apresenta no seu térax, nomeadamente no escudo, escamas
brancas dispostas em linhas laterais longitudinais formando um desenho que lembra

uma lira (Figura 4).

Figura 4.- Imagem do mosquito Aedes aegypti. Retirado de
www.britannica.com/EBchecked/media/116888/Aedes-aegypti-mosquito-a-carrier-of-yellow-fever-and-
dengue; Acedido em 7 de setembro de 2011.


http://www.britannica.com/EBchecked/media/116888/Aedes-aegypti-mosquito-a-carrier-of-yellow-fever-and-dengue
http://www.britannica.com/EBchecked/media/116888/Aedes-aegypti-mosquito-a-carrier-of-yellow-fever-and-dengue

Aedes aegypti caracteriza-se por ser uma espécie com habitos sinantropicos
(vivem proximos de habitagdes humanas), endofilicos (repousam no interior de
habitacdes/instalacbes animais) e antropofilicos (apresentam preferéncia por se
alimentarem em humanos) (Jansen e Beebe, 2010). Assim, as fémeas alimentam-se
preferencialmente em humanos, sendo que, se necessario, também se poderdo alimentar
noutros vertebrados. Estas apresentam actividade de picada diurna e podem alimentar-
se, fora ou dentro das habitacdes, num ou em varios hospedeiros durante 0 mesmao ciclo
gonotrofico (tempo que decorre desde o inicio da procura de um hospedeiro para
efectuar a refeicdo sanguinea até a postura dos ovos) (Jansen e Beebe, 2010). O padrdo
de picada apresenta em regra dois picos de actividade: um a meio da manha e outro ao
final da tarde (Halstead, 2008). Os locais preferidos para o repouso dos adultos séo,
geralmente, abrigados e escuros. A esperanca média de vida das fémeas ¢é
aproximadamente de 8-15 dias e para os machos de 3-6 dias, dependendo de varios
factores como a humidade, nutricdo e temperatura ambiente (Donalisio e Glasser,
2002). A dispersdao dos adultos € habitualmente limitada, aproximadamente 30-50
metros por dia para as fémeas, o que significa que uma fémea raramente visita mais do
que duas ou trés casas na sua vida (Reiter et al., 1995). A distancia percorrida pelas
fémeas pode estar relacionada com a disponibilidade de criadouros e por isso esta pode
ser muito mais longa (Halstead, 2008).

1.1.1. Ciclo bioldgico de Aedes aegypti

Como todos os mosquitos, Ae. aegypti apresenta uma fase imatura aquatica e
uma fase adulta aérea (Figura 5). O ciclo inicia-se com a oviposi¢do, durante a qual a
fémea deposita 0s seus ovos individualmente em &guas paradas e limpas,
preferencialmente em criadouros feitos pelo Homem. Nestes incluem-se,
frequentemente, vasos de plantas, pneus, baldes ou qualquer recipiente que se encontre
dentro ou na periferia do domicilio. Os ovos sdo colocados na superficie da agua ou
perto dela, demorando dois a trés dias a eclodir (Wong et al., 2011). Estes ovos tém
uma particularidade importante: resistem a dessecacdo durante longos periodos de
tempo e eclodem quando submergidos em agua. Destes ovos eclodem larvas de

primeiro estado, que se alimentam da matéria organica presente no criadouro, e sofrem



trés mudas até atingirem o quarto estado de desenvolvimento. A larva em ultimo estado
sofre uma metamorfose transformando-se em pupa. A temperatura de 25°C o periodo
larvar dura, em média, sete a nove dias. O mosquito permanece na fase de pupa cerca de
dois dias. Nesta fase, considerada de quiescente, os culicideos ndo se alimentam mas
movimentam-se, geralmente, em resposta a estimulos. Das pupas emergem oS
mosquitos adultos, que vao copular e alimentar-se de néctares agucarados (machos e

fémeas) e, no caso das fémeas, de refeicdes sanguineas.
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Figura 5. - Representagdo do ciclo biolégico de Ae. aegypti. Adaptado de

www.trbunadonorte.com.br/noticia/dengue-transmissao-facil-combate-dificil/176665; acedido em 7 de
setembro de 2011.
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1.1.2. Origem e distribuicdo actual

A espécie Ae. aegypti é originaria de Africa, onde a sua forma silvatica e
ancestral, Aedes aegypti formosus, € enzooética nas regides Central e Oriental. Esta
forma silvatica é considerada um mosquito ndo antropofilico e apresenta reduzida
importancia médica. Uma forma mais clara de Ae. aegypti tornou-se doméstica e mais
adaptada ao habitat humano, sendo abundante em aldeias e cidades na Africa Ocidental,
onde é conhecida como Ae. aegypti aegypti, o vector de epidemias urbanas de febre
amarela. Devido a sua capacidade de procriar em aguas armazenadas para consumo ou
para higiene pessoal, e aos ovos resistentes a dessecacao, Ae. aegypti aegypti é capaz de
sobreviver as longas viagens maritimas, o que tera facilitado a sua introducdo nos
continentes Asiatico e Americano. E provavel que esta introducdo tenha comecado
depois das viagens feitas pelos portugueses, na época dos Descobrimentos. O
estabelecimento de rotas comerciais ao largo do Cabo da Boa Esperanca entre a Europa,
a India e o Extremo Oriente, a expansdo colonial Europeia pelas Américas durante o
século XVI e o inicio do trafico de escravos (Halstead, 2008), contribuiram
decididamente para a expansao geografica desta espécie. Assim, durante os séculos XV-
XVII a espécie devera ter invadido o Novo Mundo distribuindo-se ndo s pelas zonas
costeiras como também pelo interior do continente. Colonizou toda a América do Sul e
existem registos que a colocam em areas tdo a Norte como Filadélfia ou Nova lorque
(Lounibos, 2002). Pensa-se que durante o0 mesmo periodo tenha atingido a Peninsula
Ibérica onde permaneceu até aos meados do século passado (Costa et al., 1956; Ribeiro
e Ramos, 1999; Eritja et al., 2000; Almeida, et al., 2008). Presume-se que Ae. aegypti
tenha chegado & Australia com a primeira frota em 1787, atingindo a Asia apenas no
século X1X (Lounibos, 2002).

Assim, a partir da sua origem afro-tropical Ae. aegypti apresenta, actualmente,
uma distribuicdo cosmotropical. No presente, tal como no passado, esta expansdo esta
relacionada com a actividade humana. O Homem favorece esta disperséo e
estabelecimento de populagBes destes mosquitos através da disponibilidade de
criadouros larvares (baldes, pneus, contentores artificiais), através de transporte
maritimo ou aéreo de ovos para outros lugares do mundo, e através do aumento da

urbanizacdo sem condicdes sanitarias, gerando as situacOes ideais para a criacdo destes



mosquitos (Jansen e Beebe, 2010). A actividade humana é portanto determinante para a
proliferacdo e disseminacéo das populacdes de Ae. aegypti (Williams et al., 2010).

Embora Ae. aegypti fosse comum na regido da bacia do Mediterraneo antes da
Segunda Guerra Mundial, desapareceu do sul da Europa e do norte de Africa no periodo
de pos-guerra. A explicacdo para tal ndo € muito clara, embora este desaparecimento
esteja provavelmente relacionado com os esforcos para erradicagdo da maléria e com o

uso generalizado de DDT (Jansen e Beebe, 2010).

Nos ultimos 25 anos, tem havido um aumento da &rea de distribuicdo de Ae.
aegypti e da actividade epidémica do virus da dengue. A emergéncia e reemergéncia da
actividade epidémica destas doencas causaram muito debate em relacdo ao potencial
papel do clima e das alteragdes climaticas na mudanca da epidemiologia da doenca.
Vérios estudos retratam o papel do clima (condicdes padrdo das condicOes
meteoroldgicas ao longo do tempo) e das condigdes meteoroldgicas (eventos locais
diarios na atmosfera) na determinacdo da distribuicdo geografica futura de Ae. aegypti
(Beebe et al., 2009). No entanto, a natureza doméstica desta espécie exerce,
provavelmente, mais influéncia na sua distribuicdo do que o clima ou as suas variaveis
(Jansen e Beebe, 2010).

1.1.2.1. Aedes aegypti na ilha da Madeira
A espécie Ae. aegypti foi identificada pela primeira vez na ilha da Madeira em
2005 (Margarita et al., 2006), ndo existindo algum registo anterior em estudos
realizados entre 1977-1979 (Capela, 1981). No decurso de queixas efectuadas pela
populacdo humana da freguesia Santa Luzia da cidade do Funchal, e ap6s a
identificacdo de um elevado nimero de pacientes que recorriam aos servicos de saude
com sobre lesdes dermatoldgicas devidas a picadas de insectos, a presenca de Ae.

aegypti foi pela primeira vez assinalada na regido.

O controlo vectorial que foi implementado na ilha da Madeira, apds o registo da
presenca desta espécie, baseia-se fundamentalmente na reducéo dos criadouros larvares,
utilizacdo de insecticidas para formas imaturas e adultas, e educacao para a saude com o

objectivo de elucidar a populacdo sobre métodos de proteccdo pessoal e de estratégias



para a limitacdo da proliferagdo do mosquito. No entanto, a populacdo de Ae. aegypti
continua em expansdo (Almeida et al., 2007). Durante trés anos (2006-2008), a
populacdo de Ae. aegypti espalhou-se na cidade do Funchal e, em 2008, foi detectada
em dois municipios vizinhos: Camara de Lobos (Oeste) e Canico (este) (Goncalves et
al., 2008).

Até aos dias de hoje ndo ha registo, na regido autbnoma da Madeira, de casos
autoctones de arboviroses transmitidas por esta espécie de mosquito. No entanto, a
semelhanca do que aconteceu, em 2009, em Cabo Verde, a possibilidade de ocorréncia
de um surto arbovirico parece plausivel (WHO, 2009b). De igual modo, o risco de
reintroducéo desta espécie no sul da Europa onde as condigdes climéticas sdo favoraveis
para o seu estabelecimento, € um cenario possivel. Isto é devido ao trafico maritimo e
aéreo que ocorre entre a ilha, Portugal continental e outros paises Europeus, fruto do

turismo, principal fonte de receitas da regido (Almeida et al., 2007).

1.1.3. Importéncia médica de Aedes aegypti

Como referido anteriormente, Ae. aegypti € o principal responsavel pela
transmisséo de varias doencas, entre elas a febre amarela e a dengue, sendo também um
importante agente de incomodidade provocando reacces alérgicas aquando da sua

picada.

1.1.3.1. Dengue

O virus da dengue é um grande problema de satde publica em regifes tropicais
(Figura 6) causando anualmente 50 a 100 milhdes de casos de febre de dengue e
500,000 casos de febre hemorragica de dengue (FHD) (Gubler, 1998, Sylla et al., 2009).
Nos tropicos € a segunda mais importante doenca transmitida por vectores (a seguir a
malaria) e globalmente, a FHD é também uma das principais causas de hospitalizagdo e
morte. Durante o século XX, a area geografica afectada pela dengue aumentou, sendo
na actualidade o arbovirus mais distribuido pelo mundo. A expansao da dengue desde a
Segunda Guerra Mundial esta ligada ao ressurgimento de Ae. aegypti como resultado da

reducdo dos programas de controlo, do crescimento da populacdo de refugiados e



urbanizagOes, e do aumento do trafego comercial (Halstead, 1992). Paralelamente, o
transporte internacional de pneus usados, contendo ovos de Aedes albopictus (Skuse,
1894), e a introducdo desta espécie em novos territorios, tera igualmente contribuido

para expansdo da doenca.

Até ao momento ndo existe uma vacina disponivel nem tratamento curativo, e a
unica forma de impedir a morte, em casos severos, é a deteccdo precoce da doenca.
Assim, a Unica forma de prevenir a doenca baseia-se no controlo vectorial
(Vanlerberghe et al., 2011).

Figura 6. — Representacdo dos paises ou areas em risco de transmissdo de dengue (regides
situadas entre as linhas negras). Laranja — paises ou areas onde ja ocorreram surtos de dengue. Retirado
de http://www.who.int/ith/en/. Acedido em 7 de setembro de 2011.

1.1.3.2. Febre amarela

A febre amarela foi, durante muitos anos, a infeccdo arboviral humana mais
importante. Desde 0 Século XV que tém sido descritas epidemias com sintomatologia
semelhante a febre amarela em regides da América Central e do Sul, e na Africa
Ocidental (Figura 7) (Solomon e Mallewa, 2001). Em meados de 1960, havia 150 casos
reportados globalmente por ano. Em 1990, o niumero de casos ja rondava os 2500, sendo
que 90% dos casos ocorriam em Africa (Monath et al., 1997a). Na Asia, apesar da
ampla distribuicdo de Ae. aegypti, ndo existem registos de surtos desta arbovirose. Para

tal facto tém surgido varias explicacdes, entre elas a existéncia de diferencas entre as
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populacdes de Ae. aegypti, a possibilidade de ocorrer mecanismos de imunidade
cruzada com o virus da dengue, e os obstaculos geogréficos e demograficos, que tendem
a confinar a febre amarela a areas remotas de Africa e da América do Sul (Monath et
al., 1997b).

Apesar da disponibilidade de uma vacina eficaz, a febre amarela é considerada
uma doenca reemergente devido ao aumento da sua incidéncia nos ultimos 25 anos
(Barrett e Higgs, 2007).

Figura 7. — Representacdo dos paises ou areas em risco de transmissdo da febre amarela (a

laranja). Retirado de http://www.ihatetaxis.com/medical/yellowfever; Acedido em 7 de setembro de 2011.

1.1.3.3. Chikungunya
A primeira epidemia deste virus verificou-se na Africa Oriental de 1952 a 1953
(Robinson et al., 1955). Entre 1954 e 1986, o virus Chikungunya foi a causa de
epidemias em paises asiaticos tais como as Filipinas, Tailandia, Camboja, Vietname,
india, Burma, Siri Lanka e Indonésia (Mackenzie et al., 2001).

O virus chikungunya chegou as ilhas do Oceano indico entre fevereiro de 2005 e
Marcgo de 2006, onde a doenca afectou 244000 habitantes da ilha francesa de Reunido,

localizada ao largo da costa este de Madagascar (Cavrini et al., 2009).

A infeccdo é enzodtica (doenca animal caracteristica de uma localidade ou

constantemente presente nela) nas regides tropicais de Africa e Asia (Figura 8) e o virus
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¢ transmitido por mosquitos que pertencem ao género Aedes: Ae. aegypti e Ae.
albopictus. Esta ultima espécie é abundante e amplamente distribuida em &reas urbanas
da Europa e dos Estados Unidos da Ameérica (EUA) tendo sido o vector responsavel

pelo recente surto de doenca ocorrido em Italia (Cavrini et al., 2009).

Figura 8. — Representacédo da distribuicdo geogréfica do virus chikungunya. Paises com

actividade endémica do virus a vermelho. Retirado de
http://www.mosquitaire.it/cms/website.php?id=/en/tigermosquitos/chikungunya.htm. Acedido em 7 de
setembro de 2011.

1.2. Estudos genéticos populacionais

A capacidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade
genética. A informacdo acerca da variacdo genética dentro e entre as populacdes €
importante para compreender a historia evolutiva de populagdes de mosquitos e a
epidemiologia das doencgas por estes transmitidas (Yan et al., 1998). O estudo da
estrutura genética de populacdes € essencial para o entendimento da dindmica das
populacBes de Ae. aegypti e para a analise de factores responsaveis pela sua adaptacdo
ecoldgica (Hiragi et al., 2009).

No seu sentido mais amplo, a genética populacional é o estudo das diferencas
genéticas que ocorrem naturalmente entre os organismos. As diferencas genéticas entre
0s organismos da mesma espécie designam-se de polimorfismos genéticos, enquanto

que as diferencas genéticas que se acumulam entre espécies constituem a divergéncia
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genética. Assim, a genética populacional engloba o estudo destes dois tipos de
variabilidade, levando especialistas a desenvolver métodos para a quantificar e a
explicar a sua origem, a sua manutencdo e importancia para a evolugdo. E sobre a
variabilidade genética de uma populacdo que irdo actuar diversos fendmenos
biologicos: mutagdo, deriva genética, migragdo, e seleccdo natural, fendmenos estes
responsaveis pela adaptacdo, especiacdo e evolugdo das espécies (Hartl, 2000). Para o
estudo destes fenomenos utiliza-se uma variedade de marcadores moleculares, cada um
com as suas vantagens e desvantagens. Um marcador molecular € uma porcao de acido
nucleico (e.g. ADN), ou o produto de uma porcdo de &cido nucleico (proteinas) do
organismo em estudo. Um marcador para ser considerado bom e informativo deve ser
variavel, abundante, e de comportamento previsivel em relagcdo a sua taxa de mutacéo,
padrdo de heranca e localizacdo cromossomica, e de facil analise (de Mee(s et al.,
2007). Entre estes marcadores encontramos marcadores citoplasmaticos (e.g. ADN
mitocondrial), marcadores nucleares dominantes (e.g. RAPD), marcadores nucleares co-
dominantes (e.g. isoenzimas e microssatélites) (de Meeds et al., 2007). A escolha do
marcador depende do objectivo do estudo, do nivel de observacdo desejada e da espécie
estudada (Roderick, 1996).

E com base em estudos de genética populacional que se tem avaliado a estrutura
populacional de Ae. aegypti ao longo da sua area de distribuicdo, estimando taxas de
dispersdo a niveis micro e macrogeogréaficos e analisado os padrbes de expansao desta
espéecie (Wallis et al., 1984; Huber et al., 2002). Estudos similares mostraram que 0s
factores sociais, ambientais e as interven¢bes humanas (urbanizacdo, medidas de
controlo) afectam a estrutura populacional deste vector (Scarpassa et al., 2008),
fornecendo novas ferramentas para melhorar a vigilancia e controlo vectorial desta
espécie. Este tipo de estudos permitem ainda elucidar como caracteristicas genéticas de
populacdes de mosquitos podem estar relacionadas com a competéncia vectorial e/ou a
resisténcia a insecticidas (Paduan et al., 2006). Similarmente, estudos comparativos
entre caracteristicas comportamentais e moleculares séo efectuados com o objectivo de
desenvolver estratégias inovadoras de controlo. No ambito de todos estes tipos de
abordagem, Ae. aegypti € uma das espécies mais estudadas (Paduan et al., 2006; Paupy
et al., 2010).
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De entre os marcadores moleculares utilizados em estudos de genética

populacional de Ae. aegypti, dar-se-a particular relevancia ao ADN mitocondrial.

1.2.1. ADN mitocondrial

O ADN mitocondrial animal tem uma estrutura circular, aproximadamente de
16000 pb (Figura 9), codificando, geralmente, genes envolvidos na traducdo
mitocondrial, transporte de electrbes e fosforilacdo oxidativa (Ballard e Rand 2005). A
sua elevada taxa de evolugéo e o seu tamanho efectivo permite a recuperacdo do padréo
da historia evolutiva da especie sem grandes esfor¢os de sequenciacdo (Hurst e Jiggins
2005).

ATPases

ND """

|
’l' \
ND4 TRNA - M

Figura 9. — Representacéo esquematica do ADN mitocondrial de Ae. aegypti com referéncia a

localizacdo dos genes COl e ND4 (dentro das caixas). Adaptado de Behura, 2006.

14



O ADN mitocondrial é util para inferir relagdes filogenéticas, para determinar
padrbes de genética populacional e de evolugdo molecular, tendo sido utilizado como
marcador molecular em estudos de ecologia de insectos (Behura, 2006). O ADN
mitocondrial tem uma estrutura hapldide, é herdado maternalmente, ndo apresenta
recombinacéo e replica-se independentemente do genoma nuclear. Mais ainda, tem uma
diferente taxa de evolucdo, dez vezes mais rapida do que o ADN nuclear, facilitando a
determinacéo de filogenia entre organismos relacionados, independentemente de efeitos
de adaptacdo e/ou seleccdo (Krzywinski et al., 2006). Os padrdes de variagdo nas
frequéncias de haplotipos de ADN mitocondrial podem ser usados para estimar taxas de
fluxo genético entre populagdes, tamanho efectivo da populagdo e sua histdria evolutiva
(Gorrochotegui-Escalante et al., 2000; Avise, 2009).

O facto do ADN mitocondrial ser herdado maternalmente leva a que a
diferenciacdo desta molécula equivalha a estudar uma populacdo de fémeas. Isto,
combinado com o facto de o ADN mitocondrial ser haploide, faz com que o tamanho
efectivo da populacdo estudada seja quatro vezes menor do que quando se utiliza um
marcador nuclear dipldide (Haavie et al., 2000).

O complexo do enzima dinucle6tido de nicotinamida e adenina desidrogenase
(NADH) é composto por um nudmero vasto de subunidades, muitas das quais
codificadas pelo ADN mitocondrial (Paduan e Ribolla, 2008). Entre o0s genes
mitocondriais, 0 gene da subunidade quatro do enzima dinucledtido de nicotinamida e
adenina desidrogenase (ND4) ja mostrou ser um excelente marcador para analisar a
variabilidade genética e inferir eventos de colonizacdo em varias populacdes de Ae.
aegypti (Gorrochotegui-Escalante et al., 2002; Bosio et al., 2005; Costa-da-Silva et al.,
2005; Herrera et al., 2006; Bracco et al. 2007; Paduan e Ribolla, 2008; Urdaneta-
Marquez, et al., 2008).

A subunidade um do citocromo ¢ oxidase (COI) é a catalisadora terminal na
cadeia respiratoria mitocondrial e estd envolvida no transporte de electrdes e na
translocacdo de protdes através da membrana. O gene COIl é um dos marcadores
mitocondriais utilizados, habitualmente, para estudos genéticos evolutivos porque é o
maior dos genes que codifica as subunidades das citocromo oxidase mitocondriais

(Clary e Wolstenholme, 1985; Beard et al., 1993). Para além disso, a correspondente
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sequéncia proteica contém, ndo s6, dominios funcionais muito conservados como
regides variaveis.

O gene COI tem sido utilizado em estudos intra- e interespecificos de mosquitos
Aedes (Walton et al., 2000; Cook et al., 2005). Beebe e colaboradores (2005) sugerem
que o gene COI é uma ferramenta viavel para o estudo da diversidade genética e da
expansao de Ae. aegypti assim como para a delinea¢do do seu percurso expansionario e

monitorizacao de incursdes para novas regides geograficas.

Embora o ADN mitocondrial seja um excelente marcador, 0 seu uso ndo é
totalmente isento de dificuldades. A demonstracdo recente da presenca de pseudogenes
mitocondriais no genoma nuclear de varios organismos é, para estudos populacionais,
uma realidade indesejada. Os pseudogenes nucleares mitocondriais (Numts — “nuclear
mitochondrial pseudogenes”) sdo uma fonte potencial de contaminacdo durante a
amplificacdo de ADN. Esta possibilidade exige uma interpretacdo cuidada dos
resultados que apresentem heteroplasmia (Parr et al., 2006). Os Numts resultam de
translocacOes de sequéncias do genoma mitocondrial para 0 genoma nuclear e que, uma
vez integradas, constituem sequéncias ndo funcionais que acumulam mutagOes
livremente. O perigo de amplificar o Numt além de, ou em vez de, a sequéncia alvo de
ADN mitocondrial pode confundir seriamente as andlises filogenéticas e de genética
populacional (Sorenson e Quinn, 1998; Bensasson et al., 2001). A sua presenca pode-se
manifestar de varias maneiras incluindo: bandas fantasma na PCR, bandas extra nos
perfis de restricdo, sequéncias ambiguas e localizacao filogenética inesperada (Hlaing et
al., 2009). No entanto, € possivel resolver este problema através da clonagem das

sequéncias com ambiguidades, certificando assim a fidedignidade do resultado.

1.3. Controlo vectorial de Aedes aegypti

No geral, as doencas transmitidas por mosquitos reemergiram como um
problema significativo de saude publica devido a vérios factores: a falta de progressos
no desenvolvimento de vacinas, a emergéncia de resisténcias aos farmacos por parte dos
agentes patogénicos, 0o aumento da resisténcia dos mosquitos aos insecticidas e o
declinio das condicBes socioecondmicas em varios paises que limita a monitorizacéo

destas doencas e os esforgos para o controlo vectorial (Gubler, 1998).
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Ao longo da histéria, o controlo de populacBes de Ae. aegypti é rico em
Insucessos e sucessos como por exemplo, no caso do Vietname (Kay e Nam, 2005) em
que a utilizacdo de mesociclopes predadores de larvas de mosquito estd a reduzir
efectivamente a transmissdo de dengue naquele pais. Os esforcos para erradicar 0s
vectores de dengue nas Ameéricas resultaram na eliminacdo de populagdes de Ae.
aegypti da maioria dos neotropicos em 1970. No entanto, ap6s a interrupcdo destes
programas seguiram-se varias reintroducdes que levaram ao restabelecimento das
populacdes vectoras (Morrison et al., 2008). Actualmente, o principal objectivo da
maioria dos programas de controlo € reduzir o mais possivel a densidade das popula¢Ges
de vectores e manté-las a niveis baixos. Também podem ser feitos esforgos, onde
exequiveis, para reduzir a longevidade dos mosquitos fémeas adultos através do uso de
insecticidas, com o objectivo de reduzir o risco de transmissdo de doencas. Ao escolher
0 método, ou a combinacdo de métodos, de controlo, deve-se considerar a ecologia e 0
comportamento da espécie alvo, os recursos disponiveis para a sua implementacéo, o
contexto cultural/social e econémico no qual as medidas de controlo véo ser aplicadas,
assim como a viabilidade de aplica-las em tempo Util e sustenta-las pelo periodo
necessario. Os métodos de controlo vectorial recomendados para Ae. aegypti incluem a
eliminacdo ou gestdo de criadouros larvares, aplicacdo de larvicidas quimicos, uso de
agentes bioldgicos e a aplicacdo de adulticidas (WHO, 2009a).

1.3.1. Controlo ecoldgico

O controlo ecoldgico procura mudar as condi¢Ges do meio fisico e/ou biotico da
espécie alvo, a fim de torna-lo adverso ao seu desenvolvimento ou proliferacdo. Este
tipo de controlo pode ainda ter como objectivo diminuir o contacto entre humanos e o
vector, 0 que, por consequéncia, ira diminuir a exposicdo do Homem ao agente
patogénico, contribuindo assim para a diminuicdo das taxas de transmissdo da doenca
em causa (WHO, 2009a).

Um dos mais eficientes metodos de controlo de Ae. aegypti é feito através da
eliminacdo de criadouros que sdo favoraveis a oviposicdo e que permitem o
desenvolvimento das fases imaturas. Embora esta estratégia seja usada com sucesso,

esta limitada ao nivel do compromisso da comunidade e ao facto de que por vezes 0s
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contentores mais produtivos sdo, frequentemente, os que ndo podem ser inutilizados ou
esvaziados (e.g. pogos de reserva de agua). Nestes casos, o tratamento com larvicidas é
permitido e aprovado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), podendo ser
utilizados compostos como o temefos, permetrina, piriproxifeno assim como o biocida
Bacillus thurigiensis israelensis (Bti) (Goldberg, 1979) (McCall e Kittayapong, 2007).

1.3.2. Controlo bioldgico

O controlo biologico envolve a reducdo de uma populacdo por acgdo de
predadores, patogénicos, parasitas, competidores, ou toxinas produzidas por um
organismo. Este controlo, normalmente, tem a vantagem, sobre os insecticidas
convencionais, de ser especifico para o seu alvo e de causar poucas alteracbes noutros
organismos. Além disso, é possivel que os agentes bioldgicos possam fornecer um
controlo a longo prazo depois de uma Unica introducéo. O controlo bioldgico tornou-se
popular em 1900 quando foi introduzido em varios paises um peixe predador de larvas
de mosquito, Gambusia affinis (Baird e Girard, 1853). Entre 1940 e 1950, com a
descoberta e uso do DDT, os insecticidas toxicos vieram a substituir este controlo
biolégico. O interesse em usar controlo bioldgico reemergiu em 1960 quando
comecaram a surgir preocupacdes sobre a utilizagdo de insecticidas em larga escala
(Marquardt, 2010). Na actualidade, Bacillus thurigiensis (Bti) e o Bacillus sphaericus
(Fathy, 2002), sdo os agentes patogéenicos mais utilizados no controlo biologico de Ae.
aegypti e outros mosquitos vectores de doencas. Na Ultima década a potencialidade de
copépodes predadores (Mesocyclops spp., Brown et al., 1991; Kay et al., 2002) e de
fungos entomopatogénicos (Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, Lord, 2005;
Thomas e Read, 2007) como agentes patogénicos de mosquitos tem sido largamente
explorada (Scholte et al., 2003; Scholte et al., 2004), especialmente no que se refere ao
controlo de populacBes com elevado nivel de resisténcia aos insecticidas quimicos
(Farenhorst et al., 2009; Kikankie et al., 2010; Howard et al., 2010).

1.3.3. Controlo geneético

O controlo genético tem como objectivo provocar ou induzir na espécie-alvo
alteracOes genéticas desvantajosas para esta ou para o agente etioldgico que transmite.

Em 1955, Knippling propds o conceito de introduzir insectos estéreis na populagdo
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como forma de controlar pragas com importancia agricola, tendo-se chamado a esta
técnica SIT (“sterile insect technique”) (Knippling, 1955). E uma técnica baseada na
criagdo em massa, esterilizacdo através de irradiacdo e libertacdo de um grande numero
de machos numa determinada area. Estes machos, ao acasalar com fémeas selvagens
reduzem a capacidade reprodutiva da populacdo selvagem e por consequéncia o
tamanho da populacdo. A erradicagéo da populacéo selvagem pode ser conseguida com
a libertacdo de um numero suficiente de machos estéreis por um determinado periodo de
tempo. Esta técnica é especifica para a espécie e ndo danifica o0 ambiente. A resisténcia
aos insecticidas da populacdo alvo torna-se irrelevante para o sucesso deste tipo de
controlo. Outra técnica, também de controlo genético, é a RIDL (“Release of Insects
Carrying a Dominant Lethal ), criada no ano 2000 por Thomas et al., (2000), que
incorpora um novo sistema de separacdo de sexos para a criagdo mosquitos machos, em
elevado nimero. Este método baseia-se na producdo de mosquitos transgénicos em que
as fémeas apresentam um gene letal, passivel de ser reprimido em criagdo laboratorial
(para a manutencdo da col6nia) mas que quando expresso permite apenas a
sobrevivéncia dos machos (Jansen e Beebe, 2010). Esta técnica esta particularmente
avancada no desenvolvimento de colonias de Ae. aegypti em que as fémeas produzidas
apresentam um fendtipo incapaz de voar devido ao uso de um transgene no promotor do

musculo que interfere no voo (Fu et al., 2010).

Uma outra estratégia de controlo esté a ser desenvolvida baseada no uso de uma
bactéria intracelular, endosibionte, Wolbachia. Estudos laboratoriais recentes mostram
que certas estirpes de Wolbachia podem reduzir a capacidade do mosquito para
transmitir doengas, inibindo directamente a transmissdo do patogénio ou encurtando o
seu tempo de vida (Hancock et al., 2011). No entanto, a libertacdo de mosquitos
infectados com Wolbachia requer um conhecimento detalhado da dindmica populacional

de Ae. aegypti nos possiveis locais de accdo (Jeffrey et al., 2009).

1.3.4. Controlo quimico

Os quimicos permanecem como 0 mais importante elemento numa abordagem
integrada ao controlo vectorial. No entanto, o arsenal de insecticidas seguros e rentaveis
decresceu muito, principalmente devido ao aparecimento de resisténcias a estes

compostos e ao abandono do uso de certos produtos por razdes de seguranca. Os
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factores econdmicos também limitaram o investimento na pesquisa e desenvolvimento
de novos compostos para o controlo de vectores com importancia médica (Zaim e
Guillet, 2002).

1.3.4.1. Reguladores do crescimento

Os Reguladores do Crescimento de Insectos (“IGR — Insect Growth Regulator”)
sdo compostos quimicos que inibem a formacdo de quitina nos estados imaturos, e
consequentemente, 0 seu desenvolvimento. Um destes compostos quimicos é o
pireproxifeno, uma hormona juvenil, analoga a dos insectos, que € activa contra muitos
artrépodes. Esta técnica tem sido usada para o controlo de pragas na agricultura nos
ultimos 15 anos e € extremamente eficaz contra mosquitos. Utilizada em baixas
concentracdes previne a emergéncia de Ae. aegypti. Doses muito baixas desta hormona
podem também afectar os adultos reduzindo a fecundidade e a fertilidade. Tem ainda a
vantagem adicional de a fémea adulta contaminada poder transferir doses efectivas do
referido composto para qualquer criadouro que ela visite (McCall e Kittayapong, 2007).
Novas formulas deste produto tém sido desenvolvidas para prolongar a sua eficacia por
mais tempo e deste modo reduzir a necessidade da sua reaplicacdo (Sihuincha et al.,
2005).

1.3.4.2. Insecticidas
Os insecticidas tém um importante papel no controlo vectorial de mosquitos,
permanecendo o principal, e por vezes 0 Unico meio de controlar vectores e reduzir a
transmissdo de doencas. Podem ser utilizados na agricultura, indudstria e nas habitacdes
humanas e é devido a sua utilizacdo que se deve o grande aumento da producéo agricola
no século XX. Segundo a sua natureza quimica, origem e modo de actuacdo, 0S

insecticidas podem ser classificados como:

¢ Organoclorados — Possuem um efeito neurotoxico exercendo a sua ac¢do por contacto
e foram os mais utilizados em saude publica. O organoclorado mais paradigmatico € o
DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano). Este insecticida foi amplamente utilizado no
século passado. Nos finais da década de 70, a OMS proibiu a utilizagdo de

organoclorados devido aos seus nefastos efeitos ambientais e as resisténcias existentes
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nos mosquitos. Estes insecticidas sdo utilizados em pulverizagdes intradomiciliarias
podendo permanecer activos durante um ano apés a sua aplicagdo. Actuam nos canais
de sddio das células das membranas nervosas alterando o impulso nervoso, provocando

paralisia e, subsequentemente, a morte do insecto;

e Organofosfatos — Em regra, os insecticidas desta categoria apresentam uma elevada
toxicidade tanto para os insectos como para os mamiferos, até que, em 1950 foi
descoberto o malatido, insecticida de largo espectro e baixa toxicidade. Os
organofosfatos ttm como modo de actuagédo a inibicdo do enzima acetilcolinesterase
(AChe) e o bloqueio dos impulsos nervosos. Devido ao aparecimento de resisténcias aos
organoclorados, tém sido utilizados como alternativa. No entanto, como a maior parte
dos insecticidas, os organofosfatos ndo sdo especificos de uma espécie, acabando por

eliminar outras inofensivas;

e Carbamatos — S&o insecticidas que também vao inibir a actividade da AChe tal como
os organofosfatos. Tém sido particularmente utilizados em pulverizacdes

intradomiciliarias no controlo da malaria em areas da América Central;

e Piretréides — Os piretroides constituem a nova geracdo de insecticidas com uma alta
toxicidade para insectos e baixa toxicidade para os humanos. Séo de facil degradacéo no
ambiente, ndo se acumulam nos ecossistemas e sdo uma ferramenta importante para a
luta contra os insectos com importancia médica. A descoberta, por volta de 1970, da
permetrina e da deltametrina, insecticidas com qualidades sem precedentes, incluindo
larga margem de seguranca, levou ao estabelecimento dos piretréides como uma classe
dominante no mundo dos insecticidas. Em 1995, o uso de piretréides representava 23%
do mercado internacional de insecticidas (Soderlund, 2008). O local alvo dos piretroides
é, tal como o DDT, o canal de sddio das membranas das células nervosas (Figura 10).
Sdo utilizados em pulverizacdes intradomiciliarias e constituem o Unico grupo de
insecticidas licenciados pela OMS para impregnar redes mosquiteiras. Infelizmente,
existem varios mecanismos descritos de resisténcia a estes insecticidas, o que torna a

sua utilizacdo cada vez mais ameagada.
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Normal Axmento do potencial da R Canal impads 2 entrads de Na+ para permitir o
membrana com entrada de Na+ rastabzlecimento do potancial d= membrana
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W 9
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Insecticida

Figura 10. — Representacdo do modo de accéo dos piretrdides nas células nervosas. Adaptado de
http://www.entomology.umn.edu/cues/em/MOA.html. Acedido em 7 de setembro de 2011. Legenda: Na*
- Sadio.

O uso de varios insecticidas em modo rotacional & uma estratégia que podera ser
utilizada no futuro de modo a prevenir/atrasar o desenvolvimento e/ou a dispersdo de

resisténcias (Hemingway et al., 2004).

1.4. Resisténcias a insecticidas em mosquitos e seus

mecanismos

A necessidade de estratégias efectivas na gestao de resisténcias aos insecticidas é
cada vez mais premente visto que o nimero de populagdes de mosquitos resistentes
continua a aumentar em todo o mundo, enquanto 0s recursos referentes a insecticidas
eficazes estdo a diminuir. O desenvolvimento de tais estratégias tem sido apoiado, entre
outros aspectos, pelos recentes avangos no conhecimento da bioquimica e genética
molecular dos mecanismos de resisténcia, assim como, no estudo da ecologia, fisiologia
e dindmica populacional das espécies culicidicas. Assim, é geralmente recomendada
uma estratégia baseada num conhecimento profundo das implicacGes das resisténcias

aos insecticidas candidatos e da biologia e ecologia da espécie vectora em causa. Nesta
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estratégia deve utilizar-se todos o0s meios disponiveis ndo quimicos de controlo
(Georghiou, 1994).

A resisténcia ¢ definida como “a habilidade adquirida de uma estirpe de
organismo para sobreviver a doses de um toxico que mataria a maioria dos individuos

numa populagdo normal da mesma espécie” (Braga e Valle, 2007).

A resisténcia a insecticidas é tipicamente caracterizada por uma variedade de
alteracdes moleculares, tais como mudancas transcricionais, amplificacdo de genes e
mutacdes em regides codificantes, que resultam no aumento da taxa de desintoxicagao
de insecticidas (resisténcia metabolica) ou na perda de sensibilidade dos seus locais alvo
(resisténcia local-alvo) (Vontas et al., 2010) (Figura 11).

CARBAMATOS
AChe
ORGANOFOSFATOS
T T B LR e A T
Esterases
ST
PIRETROIDES
kdr Oxidases
DDT
IGRs

Figura 11. - Representacdo esquematica dos principais mecanismos envolvidos na resisténcia as
varias classes de insecticidas. Adaptado de Brogdon e MecAllister, 1998. Legenda: Ache -
acetilcolinesterase; kdr — “knock-down resistance”; IGRS — “Insect Growth Regulators”; DDT - Dicloro-

Difenil-Tricloroetano.

Estes sdo os dois principais mecanismos, em popula¢bes de mosquitos, que
conferem resisténcia aos insecticidas. Casos pontuais de resisténcia aos insecticidas
baseados em alteragbes comportamentais também tém sido descritos (Hayes e Wolf,
1997) mas a sua existéncia é de dificil comprovacdo e normalmente surge em

combinagdo com outro mecanismo de resisténcia (Taylor e Headley, 1975).
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1.4.1. Resisténcia metabdlica

Os mecanismos mais comuns de resisténcia metabdlica envolvem esterases,
glutatido S-transferases (GSTs) e monooxigenases. A maioria dos casos de resisténcia
metabolica, mas ndo todos, pode ser detectada através da comparacdo do nivel da
actividade destes enzimas entre a populacdo em estudo e uma coldnia da mesma espécie
tipificada como sensivel. Na ultima década, o conhecimento cada vez mais aprofundado
da base molecular destes mecanismos de resisténcia tem perspectivado a possibilidade
de, num futuro proximo, através da manipulacdo dos padrdes de expressdo destes
sistemas enzimaticos, poder-se restaurar a susceptibilidade aos insecticidas em

populagdes actualmente resistentes (Hemingway, 2000).

A resisténcia mediada por esterases € comum em Varios insectos. As esterases
tanto produzem uma resisténcia de amplo espectro aos insecticidas, através de uma
rapida ligacdo e consequente sequestracdo do composto, como produzem uma
resisténcia de curto espectro, através do metabolismo de uma restrita classe de
insecticidas contendo uma ligacdo éster. Fendmenos de amplificacdo génica estdo,
frequentemente, na base da resisténcia mediada por esterases através de mecanismos de
sequestracdo do composto insecticida. Por outro lado, a presenca de resisténcia como
resultado de um aumento da taxa metabolica destes enzimas pode estar associada a
mutacOes em genes estruturais. Este mecanismo envolve principalmente a resisténcia

aos organofosfatos, nomeadamente, o malatido (Hemingway, 2000).

As GSTs sdo membros de uma grande familia de enzimas intracelulares
multifuncionais envolvidas na desintoxicacdo de compostos enddgenos e xenobidticos
via conjugacdo do glutatido, desidrocloracdo, ou pela actividade do glutatido
peroxidase. As GSTs podem também servir como proteinas de ligagdo nao-enzimaticas
(conhecidas como ligandinas), participando no transporte intracelular e processos de
sinalizacdo. Esta diversidade de fungdes enzimaticas e ndo-enzimaticas esta relacionada
com a capacidade genética da maioria dos organismos para codificar varias isoformas
de GST (Che-Mendoza et al., 2009).

Foram encontrados elevados niveis de actividade de GSTs associados a
resisténcia aos insecticidas em varios insectos. Em mosquitos, a resisténcia metabdlica

mediada por GSTs é o maior mecanismo de resisténcia ao DDT (Hemingway, 2000).
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As monooxigenases citocromo P450-dependente formam um importante sistema
metabdlico envolvido na regulacdo de titulos de compostos enddgenos tais como
hormonas (e.g. esterdides), acidos gordos. Estdo ainda envolvidas no catabolismo e
anabolismo de xenobioticos tais como drogas, pesticidas e toxinas de plantas. Em
eucariotas, as P450s encontram-se no reticulo endoplasmatico e na mitocondria (Scott,
1999).

Nos insectos, as monoxigenases actuam de modo semelhante participando em
mecanismos associados ao crescimento, desenvolvimento, alimentacdo, resisténcia e
tolerancia a insecticidas e toxinas. Além disso, as monooxigenases estdo intimamente
ligadas a sintese e degradacdo de hormonas de insecto e feromonas. Por exemplo,
indutores (ou inibidores) das P450s podem produzir mudancas no desenvolvimento,
morfologia e/ou sobrevivéncia de insectos holometabolicos, muito provavelmente
devido a alteracdo dos titulos de hormonas via inducdo ou inibicdo de uma ou mais
P450s (Scott, 1999).

A resisténcia a insecticidas mediada por monooxigenases é possivelmente o
mais frequente tipo de metabolismo encontrado. A importancia das monooxigenases na
resisténcia a insecticidas ficou evidente em 1960, quando foi mostrado que a resisténcia
ao carbaril podia ser anulada por um inibidor das P450s (Scott, 1999). A desintoxicagédo
metabolica € frequentemente associada com a actividade das monooxigenases,
nomeadamente nos casos de resisténcia especifica aos piretroides. No entanto, esterases
ndo especificas e GSTs elevadas também ja demonstraram conferir resisténcia aos

piretroides (Brengues et al., 2003).
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1.4.2. Resisténcia por alteragdo do local alvo

1.4.2.1. Resisténcia “knock-down”

Os canais de sodio sdo proteinas transmembranares responsaveis pelo rapido
aumento da fase de potenciais de accéo, e sdo essenciais para a sinalizagédo eléctrica na
maioria das células. Em resposta a despolarizacdo da membrana, os canais de sodio
abrem (ou ficam activos) e permitem que os ides de sodio entrem na célula, alterando o
potencial de membrana. Milissegundos apos a activacdo do canal ocorre a oclusdo do
canal, um processo conhecido como inactivacdo rapida que é parcialmente responsavel

pela Ultima fase do potencial de ac¢do (Figura 10) (Dong, 2007).

Devido a este papel importantissimo na excitabilidade da membrana, os canais
de sodio sdo o local alvo de vérias neurotoxinas, tais como a tetrodoxina, toxinas de
escorpido, e batracotoxina, que é produzida por animais e plantas para defesa e
predacdo. Piretrinas insecticidas, encontradas em extractos de flores do género
Chrysanthemum, também actuam nos canais de sodio. De facto, estes sdo os principais
alvos do DDT e dos piretrdides sintéticos modernos, estes ultimos derivados estruturais
das piretrinas naturais (Dong, 2007).

O wuso intensivo de piretroides no controlo de artrépodes levou ao
desenvolvimento de resisténcias a estes compostos. Um importante mecanismo de
resisténcia é conhecido como “knock-down resistance” (kdr). Os insectos que exibem
kdr apresentam uma sensibilidade reduzida do local alvo dos piretrdides e DDT,
resultado de uma ou mais mutacdes na proteina do canal de sédio do insecto. O
importante papel dos canais de sodio na resisténcia a insecticidas levou muitos

investigadores a estudar a sua estrutura e funcionamento nos insectos (Dong, 2007).

Os piretroides e o DDT tém como alvo o canal de s6dio das membranas das
células nervosas, que compreende quatro dominios (I-1V), cada um constituido por seis
hélices transmembranares (S1-S6) (Figura 12). Os piretréides modificam a cinética dos
canais de sodio, atrasando a activacdo ou a inactivacdo do canal (Figura 10). A classe de
insecticidas piretroides pode ser subdividida em dois grupos: piretréides Tipo | (e.g.
permetrina) sem grupo alfa-ciano e piretroides tipo Il (e.g. deltametrina) que apresentam
este grupo ciano. Ambos actuam na abertura do canal no potencial de repouso, com

consequente despolarizacdo da membrana nervosa e o inicio de descargas repetitivas
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nos motores e sensores dos axonios. Estas descargas continuadas acabam por causar a
paralisia e morte do insecto. No entanto, os piretroides classe Il prolongam a corrente
no canal durante o potencial de accdo por um maior periodo de tempo do que o0s
piretréides tipo | (Hemingway et al., 2004).

Dominio | Dominio Il Dominio llI Dominio IV
¥ 100p

- e

-quuq-o

«°‘l

Figura 12. — Representacdo do canal de sédio, local alvo dos piretroides e DDT. Adaptado de
Davies et al., 2007. Legenda: P-loop — “phophate-binding loop”; VSD — “voltage sensing domains”

constitdido pelos S1-S4; PD — “central aqueous pore”, estrutura formada pela S5, S6 e P-loop.

A kdr ocorre devido a mudanca de afinidade entre o insecticida e o seu local
alvo no canal de sodio. E possivel que um nimero limitado de mutac@es no local alvo
possa levar a insensibilidade do nervo. No total, cerca de 20 polimorfismos nas
sequéncias de aminoécidos do canal de sodio foram identificados e associados a

resisténcia aos piretroides (Hemingway et al., 2004).

Recentemente, tém sido feitos varios estudos que mostram a associacao entre as
mutacBes no canal de sodio e a resisténcia aos piretroides em varias espécies de
mosquitos (Martinez-Torres et al., 1999; Ranson et al., 2000; Diabate et al., 2004; Lynd
et al., 2005; Etang et al., 2009; Morgan et al., 2010). Em Ae. aegypti, tém sido
associadas a resisténcia por kdr varias mutacdes no gene do canal de sodio (ver Tabela
2), no segmento 6 do dominio Il, tais como a G923V, L982W, 11011M, 11011V,
V10161 e V1016G (Martins et al., 2009a; Rajatileka et al., 2008; Brengues et al., 2003;
Saavedra-Rodriguez et al., 2007), D1794Y entre os segmentos 5 e 6 do dominio IV
(Chang et al., 2009), e mais recentemente, F1552C e F1534C no segmento 6 do
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dominio Il (Yanola et al., 2010; Harris et al., 2010). No entanto, para a maioria destas
mutagcdes (G923V, L982W, 11011M, V1016G e D1794Y) ainda existem poucas
evidéncias da sua associacdo com o fendmeno de resisténcia aos insecticidas (Harris et
al., 2010).
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Tabela 2. Representacdo das mutagdes kdr identificadas em Ae. aegypti até ao momento e sua distribuigdo.

Coddo Ex@ Posicdo  Wyld Type Mutante Pais Referéncia

923 19 11S5 Gly (G) GGA Val (V) GTA BR; GF; MR  Brengues et al., (2003)

982 20 P Loop Leu (L) TTA Trp(W) TGG VT Brengues et al., (2003)

1011 20 11S6 lle () ATA Met(M) ATG BR;GF; MR Brengues et al., (2003)

1011 20 11S6 lle (1) ATA Val (V) GTA TAI; AL Saavedra-Rodriguez et al., (2007); Rajatileka et al., (2008)

1016 21 11S6 Val (V) GTA Gly(G) GGA TAI; IND Brengues et al., (2003)

1016 21 11S6 Val (V) GTA lle(l) ATA AL, MX, MR Brengues et al., (2003); Garcia et al., (2009); Marcombe et al., (2009)
1534 31 11S6 Phe (F) TTC Cys© TGC CAl Harris et al., (2010)

1794 IVentreaS5eS6  Asp (D) GAC Tyr(Y) TAC TW Chang et al., (2009)

1552 11S6 Phe (F) TTC Cys© TGC TAI Yanola et al., (2010)

Legenda: Gly — glicina; Val — valina; Leu — leucina; Trp — triptofano; lle — isoleucina; Met — metionina; Phe — fenilamina; Cys — cisteina; Asp — &cido aspartico; Tyr —
tirosina; BR- Brasil; GF — Guiana Francesa; MR — Martinica; VT — Vietname; TAI — Tailandia; AL — América Latina; IND — Indonésia; MX — México; CAl — Ilhas

Caimao; TW — Taiwan.
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1.4.2.2. Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChe) é o local alvo dos organofosfatos e carbamatos.
Esta enzima é a responsavel pela degradacdo da acetilcolina, neurotransmissor que,
quando presente na fenda sinaptica, promove a propaga¢do do impulso nervoso, uma
vez que provoca a abertura de canais de sédio na célula pés-sinaptica. Numa situacao
normal, ap6s o fim do estimulo, a acetilcolina é removida por recaptacdo ou por
degradacdo enzimatica, efectuada pela AChe. Os organofosfatos e carbamatos actuam
inibindo a AChe e, em consequéncia, a acetilcolina permanece na fenda sinaptica e o
impulso ndo termina, levando a morte do insecto (Braga e Valle, 2007). Nestes casos, a
resisténcia estd relacionada com afinidade reduzida da AChe pelo insecticida, o que
permite a interrup¢do normal — ou quase — do estimulo nervoso (Brogdon e McAllister,
1998; Ffrench-Constant et al., 1998; Hemingway, 2000).

1.4.2.3. Receptores do acido gama-aminobutirico

Os receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) sdo o local alvo dos
ciclodienos e organoclorados. Pertencem a uma superfamilia de receptores presentes nas
juncgdes sinapticas do sistema nervoso central e das sinapses neuromusculares dos
insectos (Hemingway, 2000). Os insecticidas actuam sobre os receptores GABA,
impedindo a entrada de ides cloro para o meio intracelular e, com isso, provocando a
emissdo de impulsos espontaneos que levam a contraccdo muscular, convulses,
paralisia e morte (Braga e Valle, 2007). A resisténcia conferida por insensibilidade do
receptor GABA aos insecticidas ja foi associada com uma muta¢do num Unico par de
bases do receptor que resulta na substituicdo de um aminoéacido (alanina por uma serina)

(Hemingway, 2000).

1.4.3. Métodos de deteccdo de resisténcias a insecticidas

Existem varios métodos para detectar a existéncia de resisténcias a insecticidas
numa populacdo de mosquitos, tais como os testes padronizados da OMS, os ensaios de
garrafa do CDC (“Centers for Disease Control and Prevention”), ensaios de aplicagéo

topica, ensaios bioquimicos e técnicas de biologia molecular que identificam a presenca

30



de alteracGes genéticas que conferem resisténcia. A nivel operacional, na monitorizagao
de resisténcias a efectuar no d&mbito de programas de controlo vectorial, os testes
padronizados da OMS e os ensaios de garrafa do CDC sdo os métodos de eleicdo. No
entanto, estes testes ndo permitem quantificar com exactiddo a dose necessaria de
insecticida que induz a morte do insecto (determinada no caso dos ensaios de aplicacéo
topica). Apresentam ainda a desvantagem de estimarem apenas a proporcdo de
resisténcia fenotipica existente na populagdo vectora, ndo esclarecendo sobre o tipo de
mecanismo envolvido na resisténcia, tal como ocorre nos ensaios bioquimicos e

técnicas de biologia molecular.

Os principios béasicos pelos quais se regem os testes da OMS e do CDC sédo
idénticos. Ambos sdo uma ferramenta de vigilancia para detectar mudangas na
sensibilidade aos insecticidas em populag¢des de vectores, determinando a concentragéo
do composto e 0 tempo necessario a que o insecto tem de estar exposto para que ocorra
a sua morte. No entanto, os testes padronizados da OMS sdo aplicaveis a formas
imaturas (larvas) e adultas, enquanto os ensaios com garrafa do CDC sdo aplicaveis
apenas a insectos alados. Em ambos os tipos de ensaio, 0s mosquitos adultos sé&o
colocados em contacto com o insecticida através da sua introducdo em tubos (testes
OMS) ou garrafas (testes CDC) cujas paredes internas estdo cobertas com um papel
impregnado com o composto a testar (papeis fornecidos pela propria OMS) ou que
foram revestidas por uma solucéo insecticida (testes de garrafa do CDC). A absor¢édo do
insecticida por parte do mosquito é efectuada através do contacto tarsal com as

superficies tratadas.

Os testes da OMS podem ser divididos em dois tipos de ensaio: aqueles em que
se determina a linha de base de resposta ao insecticida (“baseline test”) e aqueles
designados de testes diagndstico. Nos primeiros, grupos de 15 a 25 mosquitos sao
expostos a concentracdes crescentes de um determinado insecticida por um periodo fixo
de tempo ou, alternativamente, expostos a uma concentracdo fixa de um composto por
periodos crescentes de tempo, até um total minimo de 100 insectos por
concentracdo/tempo de exposicdo. A taxa de mortalidade a cada concentracdo/tempo é
determinada e transposta para um papel de probabilidade logaritmica. E através de uma

andlise de regressdo “probit” entre estes dois pardmetros (concentracdo/tempo de
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exposicdo e mortalidade) que se determina a existéncia ou ndo, na populagdo vectora
em estudo, de resisténcia ao insecticida testado (Figura 13). Em populagdes
susceptiveis, € de igual modo através da andlise das rectas de regressao entre estas duas
varidveis que se efectua a estimativa da concentracdo/tempo de exposicéo
correspondente a 50% e 99,9% de mortalidade, ou sejaa LC/LTsp e LC/LTggo.
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Figura 13. Grafico representativo de uma analise de regressdo para susceptibilidade (A), para
variacOes sazonais ou tolerancia (B) e para resisténcia parcial (C) na populacdo em estudo. Adaptado de
WHO (1970).

Nos testes de diagnostico, 0s mosquitos a serem ensaiados Sa0 expostos a papéis
impregnados com insecticida, a uma concentracdo diagnostico e durante um periodo de
tempo definidos pela OMS. Considera-se que a populacdo culicidica em estudo é
susceptivel quando a percentagem de mortalidade em 100 ou mais mosquitos testados
for superior a 98%, e resistente quando esta percentagem ¢é inferior a 80%. Quando a
taxa de mortalidade se situa entre estes dois valores (i.e. desde 80 até 97%) existe a
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possibilidade da populacdo ser resistente ao insecticida em estudo, sendo neste caso

necessario efectuar um teste “baseline”, nos moldes acima mencionados.

Os ensaios de garrafa do CDC permitem estabelecer os niveis de resisténcia a
insecticidas em populacdes naturais ou colonizadas em insectario, podendo-se testar
qualquer insecticida a qualquer concentracdo, de uma forma simples e rapida. Esta
versatilidade é uma vantagem sobre os testes OMS, para 0s quais apenas existe
disponivel uma gama limitada de insecticidas as concentracfes diagnostico, sendo a
aquisicdo de papéis impregnados com outros compostos ou a concentra¢@es diferentes,
efectuada apenas através de pedidos excepcionais. Os ensaios de garrafa consistem na
medicdo do tempo que leva a morte de um insecto pelo efeito do insecticida. A
mortalidade obtida nestes ensaios é uma medida do tempo necessario para que O
insecticida penetre 0 mosquito, atravesse os tecidos intervenientes, chegue ao local alvo
e actue. Qualquer mecanismo que previna ou atrase 0 insecticida de atingir o seu
objectivo, esta a contribuir para a resisténcia ao insecticida em analise. Nestes testes,
que apresentam algum paralelismo com os ensaios “diagnostico” da OMS, grupos de 25
fémeas de mosquito sdo introduzidas em garrafas de 250 ml, cada uma delas
previamente revestida com uma solucdo insecticida. Esta solucdo insecticida deve ser
efectuada a concentracdo diagnostico para a espécie em causa. A concentracdo
diagnostico é a concentragdo minima necessaria para matar 100% dos mosquitos de
uma colonia susceptivel, no tempo de saturacdo. O tempo de saturacdo e a concentracdo
diagndstico correspondem ao “ponto de saturagdo” a partir do qual, teoricamente,
maiores concentracdes de insecticida ndo influenciam o tempo requerido para matar
100% dos individuos de uma colonia susceptivel. (Figura 14). Apos a introducdo dos
mosquitos nas garrafas impregnadas determina-se a cada 10 minutos a taxa de
mosquitos mortos. Tal como nos testes “baseline” da OMS, a determinagdo de
existéncia de resisténcia ou susceptibilidade sera definida de acordo com a curva da taxa
de mortalidade observada ao longo do tempo (Figura 15). A percentagem de individuos
resistentes na populacdo em estudo é estimada através da diferenca observada entre a
taxa de mortalidade determinada em ensaios com especimenes dessa populacédo e aquela

obtida com exemplares de uma coldnia susceptivel da mesma espécie.
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Figura 14. — Determinacao do “ponto de saturagdo” de um ensaio de garrafa do CDC.
Cada cor representa uma concentracdo diferente de insecticida. A — “ponto de saturagdo”. Adaptado de
http://www.cdc.gov/ncidod/whbt/resistance/assay/interpretation/interp_1.htm. Acedido em 8 de setembro

de 2011.
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Figura 15. — Determinagdo da percentagem de individuos resistentes na populagéo culicidica em
estudo atraves da aplicacdo de um teste de garrafa do CDC.
Adaptado de http://www.cdc.gov/ncidod/wbt/resistance/assay/interpreation/interp_2.htm. Acedido em 8

de setembro de 2011.

34


http://www.cdc.gov/ncidod/wbt/resistance/assay/interpretation/interp_1.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/wbt/resistance/assay/interpreation/interp_2.htm

2. OBJECTIVOS



Os agentes patogénicos transmitidos por vectores continuam a ser responsaveis
por doengas em todo o Mundo. A OMS estima que existam, por ano, 300 milhdes de
casos de malaria, 50-100 milhdes de casos de dengue e 120 milhdes de casos de
filarioses (Tabachnick, 2010).

Um dos vectores e agentes de incomodidade mais conhecido e distribuido
mundialmente é o mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), o mais importante
transmissor do virus da febre amarela e da dengue. E considerada uma espécie muito
invasiva, possuindo portanto uma elevada plasticidade ecologica que lhe permite a

adaptacdo com facilidade a varios ambientes.

A sua historia de colonizacio fala por si so. Originario de Africa, Ae. aegypti
invadiu outros continentes através das trocas comerciais e navios de escravos (Jansen e
Beebe, 2010). Nas ultimas décadas, a rdpida expansdo de populagbes urbanas, a
proliferacdo de criadouros de Ae. aegypti, € 0 insucesso das medidas de controlo

aumentaram o risco de transmissdo de doencas por esta espécie (Reiter, 2001).

Aedes aegypti invadiu recentemente a ilha da Madeira, instalando-se
inequivocamente em territorio portugués apos mais de 5 décadas sem registo da sua
presenca. As caracteristicas ambientais e climaticas da ilha da Madeira tornaram
possivel a colonizacdo e o estabelecimento da espécie na regido, apesar das severas
medidas de controlo vectorial imediatamente implementadas pelas autoridades
madeirenses ap0s 0 primeiro registo da sua presenca, em 2005. Tal acontecimento é
considerado um perigo para a salde publica, ndo s6 devido ao aumento do risco de
surgir um surto epidémico de uma arbovirose, como devido ao nivel de incomodidade
causada pela picada deste insecto e ao facto de, frequentemente, actuar como promotor
de doenca. As alteracdes climaticas, como o aumento das temperaturas e das chuvas,
sdo frequentemente associadas a expansdo geografica das areas de distribuicdo dos
vectores e virus por estes transmitidos. No caso de Ae. aegypti este factor pode
potenciar a sua ja elevada capacidade de dispersdo mediada pelo Homem. Assim, o
volume de trocas comerciais e trafego de passageiros entre a Madeira, Portugal
Continental e outros paises do Sul da Europa pode aumentar o risco de reintrodugdo
deste mosquito na Europa Ocidental. As relacGes estreitas entre Portugal e paises onde

ocorrem frequentemente surtos de dengue, como o Brasil, poderdo também contribuir
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para a importacdo de um virus transmitido por esta espécie, tornando plausivel a
possibilidade de ocorrer um surto arbovirico, & semelhanca daquele que afectou
recentemente Cabo Verde (WHO, 2009b). Face a este possivel cenario € fundamental
avaliar quais as ferramentas de controlo vectorial de que se dispbe para, em caso de
necessidade, se implementarem estratégias para a rapida reducdo das densidades do
vector.

A maioria dos programas de controlo de Ae. aegypti apoia-se essencialmente no
uso de insecticidas (WHO, 2009a). No entanto, o desenvolvimento de resisténcia aos
insecticidas em mosquitos vectores é comum e a evolugdo e 0 modo de dispersao destas
resisténcias é motivo de preocupacdo para o controlo de todas as infecgdes transmitidas
por culicideos (Ranson et al., 2010). Foi neste ambito que se iniciou o estudo da
sensibilidade da populacdo de Ae. aegypti a uma gama variada de insecticidas. Colocou-
se entdo duas questBes: (i) qual o mecanismo subjacente a resisténcia fenotipica
possivelmente detectada e; (ii) terd esta resisténcia resultado das medidas de controlo
baseadas em insecticidas implementadas logo ap0s a deteccdo do mosquito, ou
constituird uma assinatura genética da populacdo originaria de onde provieram 0s
exemplares de Ae. aegypti que colonizaram a ilha?

Assim, este trabalho teve como objectivos gerais (i) analisar os niveis de
sensibilidade da populacdo de Ae. aegypti da ilha da Madeira a varios insecticidas,
determinando quais 0s possiveis mecanismos e origens de resisténcia a estes associados,
e; (ii) determinar a origem geografica da populacdo de Ae. aegypti que colonizou a ilha
da Madeira . Cada um destes objectivos gerais foi desenvolvido de acordo com os
seguintes objectivos especificos:

1) Avaliacdo dos niveis de sensibilidade e mecanismos de resisténcia da populagéo
de Ae. aegypti da ilha da Madeira:
a. Andlise da sensibilidade de insectos adultos aos insecticidas DDT,
malatido, permetrina, deltametrina, cipermetrina e ciflutrina;
b. Determinacdo da presenca de polimorfismos kdr, responsaveis por
mecanismo de resisténcia do tipo local-alvo.
2) Estabelecimento da origem geografica da populacdo Ae. aegypti da ilha da
Madeira:

a. Amplificacdo e anélise de parte de ADN mitocondrial referente ao gene
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codificante da subunidade quatro do enzima dinucledtido de
nicotinamida e adenina desidrogenase (ND4);
b. Amplificacdo e analise de parte de ADN mitocondrial referente ao gene

que codifica a subunidade um do citocromo ¢ oxidase (COI).
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3. MATERIAISE
METODOS



3.1. Caracterizacdo da ilha da Madeira

A ilha da Madeira, situada no Oceano Atlantico a oeste da costa africana,
constitui a principal ilha (740,7 Km?) da Regi&o Auténoma da Madeira (RAM), & qual
pertencem ainda a ilha de Porto Santo, as ilhas Desertas e as ilhas Selvagens (Figura
16).

Figura 16. — Representacdo da localizacdo da ilha da Madeira (identificada pela seta). Adaptado

de www.quinta-das-colmeias.com/en/local/travel.html; Acedido em 11 de janeiro de 2012.

A ilha da Madeira é de origem vulcanica, caracterizada por apresentar, segundo
o sistema de Koppen', com um clima temperado a subtropical atlantico. Apresenta
temperaturas médias a rondar os 23°C de méxima e os 16°C de minima, humidade
relativa média do ar de cerca de 67% e pode ser considerada de moderadamente
chuvosa. As suas paisagens Unicas possibilitam-lhe ser um destino turistico muito
apreciado por varios motivos, como o exotismo da flora, as condi¢des de acolhimento e

a autenticidade do folclore e cultura madeirense?.

' www.physicalgeography.net/fundamentals/7v.html;koeppen-geiger.vu-wien.ac.at/; acedido em 13 de
janeiro de 2012.
2 http://www.visitmadeira.pt; acedido em 13 de janeiro de 2012
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A ilha é uma das maiores da Macaronésia com uma populacdo residente de
246689 pessoas e uma densidade populacional de 300 habitantes por km? (superior &
média do pais e mesmo da Unido Europeia), sendo que 75% da populacdo habita em
apenas 35% do territdrio. A capital da ilha da Madeira e da regido Auténoma € a cidade
do Funchal. E o principal centro urbano e porto da ilha, situa-se na costa sul (32°38°N, e
16°55°W) e dista cerca 980 Km de Lisboa, 400 Km da ilha Gran Canaria, € 880 Km da
ilha de Santa Maria, a mais préxima do arquipélago dos Acores. A cidade do Funchal
concentra 45% da populacdo (99214 habitantes), numa area com 76,15 Km?, com uma
densidade populacional de 1306,4 habitantes/Km? (Melim, 2009).

3.2. Material biolodgico

O material bioldgico utilizado nos ensaios de sensibilidade aos insecticidas e nos
estudos moleculares proveio de prospecc¢des larvares efectuadas na ilha da Madeira que
decorreram entre 20 a 31 de Julho e 6 a 23 de Outubro de 2009 e de colheitas de ovos
com “ovitraps” (armadilhas que mimetizam criadouros artificiais e que permitem a
colheita de posturas de ovos de culicideos) efectuadas entre Novembro e Dezembro do
mesmo ano. As colheitas foram efectuadas por uma equipa mista de colectores do
Instituto de Administracdo da Salde e Assuntos Sociais da Regido Auténoma da
Madeira (IASAUDE-RAM) e do Instituto de Higiene e Medicina Tropical (IHMT).

Os exemplares foram capturados em duas areas:

Céamara de Lobos

Funchal

Pesquisou-se a presenca de formas imaturas de mosquitos através da utilizacdo
de cacos e pipetas, em potenciais criadouros larvares nas duas areas mencionadas. A
colheita de ovos com armadilhas foi efectuada apenas na zona do Funchal.

As formas imaturas de culicideos, colhidas na prospeccao activa dos potenciais
biotopos larvares, foram transportadas vivas para o laboratorio da Direc¢cdo Regional de
Agricultura e Desenvolvimento Rural (DRADR), onde se procedeu a sua criagdo em
insectario até a fase adulta. Os ovos colhidos nas “ovitraps” foram transportados para

Lisboa (para o IHMT) e, tal como as larvas capturadas na prospeccdo activa de
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criadouros, foram criadas em insectarios até a emergéncia dos adultos. Na forma alada
todos os exemplares foram entdo morfologicamente identificados ao estereomicroscépio
de acordo com a chave de Ribeiro e Ramos (1999). Os exemplares identificados como
pertencentes a espécie Aedes aegypti (Linnaeus, 1972), independentemente do seu local
de origem, foram isolados e mantidos em gaiolas separadas de acordo com o dia de
emergéncia. Como alimento para estes espécimenes apenas foi disponibilizada uma
solucdo acucarada a 10%. As condicdes ambientais durante a fase de criacdo e
bioensaios de sensibilidade foram constantes, sendo caracterizadas por 27+1°C de
temperatura, 70+5% de humidade relativa e um fotoperiodo de 12horas noite/12horas
dia.

3.3. Testes de sensibilidade a insecticidas

O objectivo dos testes de sensibilidade a insecticidas, no ambito da
implementacdo ou monitorizacdo de um programa de controlo, é a deteccdo da presenca
de resisténcias numa populacdo vectora 0 mais cedo possivel para que possam ser
tomadas medidas alternativas de controlo (WHO, 1998). Para analisar os niveis de
sensibilidade da populagdo de Ae. aegypti da ilha da Madeira foram efectuados dois
tipos de testes: os ensaios padronizados da OMS a tempo/concentracdo diagndstico e o0s
testes de garrafa do CDC. Os primeiros foram executados nos laboratorios da DRADR,
durante os meses de Julho e Outubro de 2009, e os segundos nos insectarios do IHMT,
em Fevereiro e Margo de 2010. Os ensaios foram executados em colaboragdo com os
técnicos e investigadores do IASAUDE e do IHMT. Todos os ensaios decorreram de
acordo com os respectivos protocolos e em ambiente climatizado. Em ambos 0s testes
foram seleccionadas para exposi¢do aos insecticidas apenas fémeas, ndo alimentadas,
com 2 a 5 dias de vida. A exposicao foi efectuada a concentracBes e por periodos de
tempo designados de diagnosticantes (WHO, 1998; CDC?). Nos testes OMS utilizaram-
se como controlo machos com a mesma idade e proveniéncia das fémeas testadas,
enguanto nos testes de garrafa foi utilizada uma mistura de machos e fémeas, também

de idade e proveniéncia idénticas as das fémeas expostas aos insecticidas.

® http://www.cdc.gov/ncidod/wbt/resistance/assay/
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3.3.1. Ensaios padronizados da OMS a tempo/concentracéo
diagnostico

Com este tipo de testes avaliou-se os niveis de sensibilidade da populacéo de Ae.
aegypti da ilha da Madeira aos seguintes insecticidas, nas concentragdes designadas
como diagnosticantes pela OMS (WHO, 1998): DDT 4% (organoclorado); malatido
5.0% (organofosfato); permetrina 0.75%, (piretroide de classe I) e deltametrina 0.05%
(piretroide de classe I1). O tempo de exposicdo das fémeas a cada um dos insecticidas

foi o recomendado pela OMS para os insecticidas mencionados, ou seja, 1 hora.

Os ensaios foram executados de acordo com os protocolos da OMS (WHO,
1998). Assim, foram expostos a papéis impregnados com insecticida, grupos de 18 a 25
mosquitos, perfazendo um minimo de 100 fémeas para cada insecticida testado.
Verificaram-se duas excepgfes as recomendacdes da OMS: nem sempre 0 numero
méaximo de 25 insectos por tubo foi respeitado e o numero de fémeas testadas para o
insecticida malatido (97) ndo cumpre com exactiddo o numero minimo de insectos a
testar. A fim de determinar as curvas de “knock-down”, foi registado o nimero de
mosquitos tombados na base dos tubos de exposicdo aos 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60
minutos de exposi¢do. No final do tempo de exposicdo transferiram-se 0s mosquitos
para os tubos de repouso e ai foram mantidos durante 24 horas. No fim destas 24 horas
contabilizou-se 0 nimero de fémeas mortas, tendo a andlise dos resultados sido

efectuada da seguinte maneira, para a totalidade de fémeas expostos a um insecticida:

1) Primeiramente, efectua-se o célculo da percentagem de mortalidade para o tubo-

controlo através da seguinte formula:

n” de mosquitos mortos no tubo controlo X 100
n° de mosquitos ensaiados no tubo controlo

2) Se a percentagem de mortalidade nos tubos controlo for inferior a 5% entéo, a
percentagem de mortalidade das fémeas expostas ao insecticida € calculada com

base na férmula:
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Soma do n® de fémeas mortas nos tubos teste X 100

Soma do n® de fémeas ensaiadas nos tubos teste

3) Se a percentagem de mortalidade no tubo controlo variar entre 5-20%, entdo o
calculo da mortalidade nos tubos-teste devera ser corrigida de acordo com a
formula de Abbott. Para esta ser aplicada calcula-se a percentagem da
mortalidade nos tubos-controlo e nos tubos-teste, tal como acima se encontram

mencionadas, e o calculo corrigido é efectuado segundo a seguinte formula:

%o mortalidade tubos teste - % mortalidade tubo controlo X 100
100 - % mortalidade tubo controlo

Nos casos em que a percentagem de mortalidade nos tubos controlo for superior

a 20%, o ensaio deve ser eliminado, ndo entrando para os calculos acima mencionados.

De acordo com as recomendacdes da OMS, a definicdo da existéncia de resisténcia
aos insecticidas testados depende do valor da percentagem de mortalidade obtida para o
conjunto dos tubos teste. Assim, quando este valor varia entre:

e 98-100% mortalidade — a populagdo é designada de susceptivel;
e 80-97% mortalidade — existe a possibilidade de ocorréncia de resisténcia ou
presenca de tolerancia;

e < 80% mortalidade - a populagdo € designada de resistente.

Para além da estimativa das percentagens de mortalidade, efectuou-se também o
estudo do comportamento das taxas de “knock-down” ao longo do tempo de exposi¢éo

e determinou-se as estimativas do LTso e LTgg g através da analise de regressao “probit”.

3.3.2. Ensaios de garrafa do CDC

Os ensaios de garrafa do CDC sdo uma ferramenta de vigilancia para detectar
mudancas na sensibilidade aos insecticidas em populacdes de vectores. E um teste

desenhado para verificar se o insecticida a testar controla, naquele local e naquele
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momento, o vector. Os testes de garrafa foram efectuados, de acordo com os protocolos
do CDC?, para testar a sensibilidade da populacéo de Ae. aegypti da cidade do Funchal
aos insecticidas alfa-cipermetrina e ciflutrina. Devido a inexisténcia de uma coldnia
reconhecida como sensivel (e.g. Ae. aegypti, estirpe Rockfeller) que pudesse ser
utilizada como padréo, optou-se por estabelecer, como “ponto de saturagdao”, as
concentragdes e os tempos de exposicdo referidos nos protocolos do CDC para
anofelineos. Assim, para ambos os insecticidas a concentracdo utilizada foi de 12,5 pg
de insecticida por garrafa, (i.e. por 1 ml de acetona) para um periodo de exposicdo de 30
minutos. O ndmero de fémeas introduzidas em cada garrafa variou entre 15 e 24
exemplares. A contagem dos mosquitos tombados e activos ndo foi efectuada de 10 em
10 minutos como recomendado pelo protocolo do CDC. Ao final do tempo de
exposicdo diagndstico, e apesar de tal procedimento ndo estar contemplado nos
protocolos do CDC, os mosquitos foram transferidos para gaiolas e mantidos durante 24
horas. Ao final deste periodo procedeu-se a nova contagem do nimero de mosquitos,
mortos e vivos, 0 que permitiu discriminar entre taxa de mortalidade real e o efeito

“knock-down” vulgarmente induzido por insecticidas piretréides.

3.4. Conservacao dos mosquitos

Depois de efectuados os bioensaios, 0s mosquitos foram conservados em tubos
de 0,5 ml onde foi colocada previamente silica gel em cristais com indicador de niveis
de humidade, e um pedaco de algoddo para impedir o contacto entre a silica e 0
mosquito. Estes tubos foram marcados como resistente ou sensivel a um determinado
insecticida, colocados em sacos de plastico a temperatura ambiente, para posteriores

testes moleculares.
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3.5. Analises moleculares

3.5.1. Extraccdo de ADN genomico

O ADN de cada mosquito adulto foi extraido segundo o protocolo de fenol-
cloroférmio descrito por Ballinger-Crabtree et al., (1992) e ligeiramente modificado de
acordo com Donnelly et al., (1999). Cada mosquito foi homogeneizado em 305 pl de
tampéo de lise (100 mM Tris-HCL, pH 8.0, 50 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH 8.0, 0.15
mM Espermina, 0.5 mM Espermidina, 10% SDS, 20 mg/ml Proteinase K). Apos a
maceracdo do mosquito neste tampdo, incubou-se 0 macerado a 65°C, durante uma
hora. De seguida, adicionou-se 305 pl de fenol-cloroférmio e misturou-se
cuidadosamente no agitador horizontal durante dez minutos. Procedeu-se entdo a uma
centrifugacdo durante 12 minutos a 12500 rpm, para separacdo da fase organica da
aquosa. A fase superior (aquosa) foi removida com cuidado e transferida para um tubo
novo previamente identificado com o nimero da amostra. A esta adicionou-se 300 pl de
cloroférmio:isoamil e submeteu-se a nova agitacdo, no agitador horizontal, durante dez
minutos. Os tubos foram novamente sujeitos a uma centrifugacdo a 12500 rpm durante
dez minutos, e transferiu-se a fase aquosa (superior) para um tubo novo, identificado
com o0 mesmo nimero da amostra. Para precipitar o ADN, adicionou-se 600 pl de etanol
absoluto e 60 pl de acetato de amonio e homogeneizou-se a mistura num vortex.
Incubou-se a -20°C, durante toda a noite. No dia seguinte, centrifugou-se a amostra
durante 15 minutos e removeu-se 0 sobrenadante. De seguida, adicionou-se 600 pl de
etanol 70% e procedeu-se a nova agitacdo no vortex. Centrifugou-se durante dez
minutos a 12500 rpm e removeu-se 0 sobrenadante, secando depois as amostras no
liofilizador. Por fim, eluiu-se o sedimento em 200 pl de ddH,O. Para verificar a
qualidade da extraccdo, procedeu-se a determinacdo da concentracdo de ADN e de
valores de pureza através de espectrofotometria (Nanodrop® 1000, ThermoScientific).
Finalmente, as amostras foram conservadas a -20°C. Antes da sua congelacdo, foram
preparadas aliquotas de 30 ul em tubos de 0,5 ml de cada amostra de ADN, que foram
armazenadas a 4°C e usadas nas analises subsequentes. Cada extrac¢do de ADN incluiu

dois controlos negativos ou brancos, sem material de mosquito.
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3.5.2. Deteccdo de mutagdes kdr em Aedes aegypti

Neste trabalho amplificou-se e sequenciou-se directamente os exdes 20 e 21 do
gene do canal de sddio que codificam o segmento 6 do dominio Il, para identificar os
polimorfismos genéticos associados a resisténcia “knock-down” a insecticidas, no
mosquito vector Ae. aegypti. A deteccdo de mutacdes kdr foi efectuada em mosquitos
fenotipados de acordo com os testes diagnostico da OMS como resistentes ao DDT, a
permetrina ou a deltametrina. A Figura 17 representa a regido sequenciada com o exao

20, o intrdo e 0 exdo 21.

Exon 20

N v oD R F P D ¥ D L, P R W N F T D F M H 8
ACAATGTGGATCGCTTCCCGEACARAGGACCTGCCACGGTGGAACTTCACCGACTTCATGCACTCA
FM I VvV F R VvV L ¢ @ E W I E 8 Mm WD C ML WV

kdrz0f 5'-atgtgggattgtatgottg=37
TTCATGATCGTETTCCGEETATTGTECEEUGACTGEATCEGAATCCATGTGEGEGRATTETATGCTTY

I1,011VE====
I1,011V
I1,011M
G bD v 8§ ¢ I P F F L A TV V II G N L V

[feGeTeACHETCCTGTATTCCGTTCTTTTGGCCACCGTAGTERT | RECARATCTACTA L a )
_______ 2> I1,011Mf===-» L —

ttccgtttggaagttcatctqtaaqqctqactqaaaqtaaattqqachcacaacaqacct
€= 11,011Vr
€= 11,011Mr
attatgectgtaattegtgattcaactagttacaaaagaccogttgatettgatageateaatatt
agaggcgtgctagecagegagegaggggegtaccaatttacttttagtcagtotttettgeatte

Exon 21

V1,016

V1,016G

vV L N L F L A L L
tttegtyge l_ahacgaﬂaaa ttgtttoccac Lc:'gcaca:_;RKM:'L"L‘AA(:(:'L"L"L"L‘C:'L"L‘A:';(:C:'L'L‘:'}C:'L'|

VI,UIEIf ========================9 é==
V1, 016Gf ================="9 ¥=z======================V1, 016Gr
L 8 N F G 8 8 8§ L 8§ A P T A D N E T N ¥ I
[CTTGTCCARATTTCGETTCATCCTCECTETCEGCACCCACGECCGACARCGARACGARCARGATC
@====================Vl,0151'1'
3’ =caggttaaageccaagtag-5' kdrz2lr
A E A F N R I 8§ R F 8 N W I ¥ 8 N I A N A L
GUGGAGGCETTCAATCGGATATCGCECTTCTCCAACTGGATCAAGTCGAACATCGCCAACGCGT
K F vV K N K L T 8 Q I & 8 VvV Q P A

TCAAGTTOGTGARARACAAGTTAACAACGUCAGATTCGCGTCCEGTGCAGCCOGCAG

Figura 17. — Representacdo do exdo 20 (letras maiusculas), intrdo (letras minusculas) e exdo 21 do canal
de sodio de Aedes aegypti. Esta sequéncia estd publicada em VECTORBASE Transcript ID
AAELO006019 e surge no supercont1.186 entre os nucledtidos 18685-163945. O exdo 20 corresponde aos
nucleétidos 115258 — 115445 enquanto o exdo 21 corresponde aos nucle6tidos 115680 — 115887. Os
primers utilizados estdo identificados na figura como: Kdr20f e Kdr21r. Retirado de Saavedra et al.
(2007).
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3.5.2.1. Amplificacéo do exao 20, intréo e exdo 21
Os protocolos utilizados na amplificacdo do ex&o 20, intrdo e exdo 21, foram
adaptados dos descritos por Saavedra-Rodriguez et al., (2007) (ver Tabelas 3, 4 e 5).

Tabela 3. Primers utilizados na amplificacdo do exao
20, intrdo e exdo 21 do gene do canal de sodio.
Kdr20f 5-ATGTGGGATTGTATGCTTG-3"
Kdr2lr 5’- GATGAACCGAAATTGGAC-3’

Tabela 4. Composicdo da mistura de PCR para amplificacdo do exdo 20, intrdo e exdo 21 do
gene do canal de sddio.

Reagentes Concentracéo Final
dNTP’s 0,4 mM
“Tagq DNA polymerase” 0,05 U/ul
MgCL, 2 mM
Primers 1uM
ADN “template” 2 ul
ddH,O Até perfazer 50 pl
Volume total 50 ul

Tabela 5. Condigdes de amplificagdo do exdo 20, intrdo e exdo 21 do gene do canal de sodio.

Passo de amplificagéo Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 95°C 12 min
Desnaturagéo 95°C 20 seg

39 Ciclos “Annealing” 60 °C 1 min
Extenséo 72°C 30 seg

Extensao final 72°C 5 min

3.5.2.2. Deteccao de fragmentos por gel de agarose
Com o objectivo de monitorizar os resultados das reaccdes de PCR, o produto
amplificado foi visualizado em gel de agarose 2% (Lonza, Agarose LE, Seakem ®) em
TBE 1x (Applichem — TBE buffer 10x) contendo brometo de etidio na concentracdo de
10 mg/ml (Sigma). Antes da colocagédo nos pogos do gel, foi adicionado a cada amostra

de ADN 2 pl de tampéo de aplicagdo, vulgo “loading buffer” (Promega — Blue/Orange
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6x). Desta mistura foram aplicados 5 pl no gel. Paralelamente as amostras, aplicou-se
também 5 pl de marcador molecular de 100 pb (Promega). O gel foi submetido a uma
corrente eléctrica de 90V durante 1 hora e 30 minutos. A visualizacdo das bandas foi
efectuada num transiluminador de luz ultravioleta e fotografada num sistema Uvidoc
(Uvitec).

3.5.3. Analise de genes mitocondriais

Para a analise de fragmentos mitocondriais dos genes ND4 e COI, foram usados
oito individuos com fenotipo resistente a permetrina, quatro a deltametrina e trés ao
DDT, os mesmos para os dois genes, e sequenciados em ambas as direc¢gbes. A regido
de ADN mitocondrial que corresponde ao gene ND4 tem 1343 pares de bases, entre as
posicdes 8027-9370 do genoma mitocondrial de Ae. aegypti (NC_010241, GenBank).
No caso do COl, a regido de ADN mitocondrial que corresponde, encontra-se entre as
posicBes 1298-2834 do genoma mitocondrial de Ae. aegypti (NC_010241, GenBank).

3.5.3.1. Amplificacéo do gene mitocondrial COI
Os protocolos utilizados na PCR para a amplificacdo do gene mitocondrial COI

foram adaptados dos descritos por Paduan e Ribolla (2008) (ver Tabela 6, 7 e 8).

Tabela 6. Primers utilizados na amplificagdo do gene
COl.
Fly5IP 5’>-GGATTATTAGGATTTATTGT-3’
Fly101P 5’-GCCAAATAATGAAATTGTTCT-3’
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Tabela 7. Composi¢do da mistura de PCR para amplificagdo do gene COI.

Reagentes Concentracéo Final
dNTP’s 0,4 mM
“Tagq DNA polymerase” 0,05 U/ul
MgCL, 2 mM
Primers 1uM
ADN “template” 1 pl (diluigdo 1/10)
ddH,O Até perfazer 25 pl
Volume total 25 pl

Tabela 8. Condigdes de amplifica¢do do gene COI.

Passo de amplificagéo Temperatura Tempo
Desnaturacao inicial 94°C 2 min
Desnaturacgéo 94 °C 30 seg

35 Ciclos Annealing 50°C 30 seg
Extensédo 72°C 1 min
Extenséo final 72°C 5 min

3.5.3.2. Amplificacao do gene mitocondrial ND4
Os protocolos utilizados na PCR para a amplificacdo do gene mitocondrial ND4
foram adaptados dos descritos por Paduan e Ribolla (2008) (ver Tabela 9, 10 e 11).

Tabela 9. Primers utilizados na amplificagdo do gene

ND4.
ND4F 5’-TGATTGCCTAAGGCTCATGT-3’
ND4R 5’-TTCGGCTTCCTAGTCGTTCAT-3’
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Tabela 10. Composic¢do da mistura de PCR para a amplificagdo do gene NDA4.

Reagentes Concentracéo Final
dNTP’s 0,4 mM
“Tagq DNA polymerase” 0,05 U/ul
MgCL, 2 mM
Primers 1uM
ADN “template” 2 ul

ddH,O Até perfazer 50 pl

Volume total 50 pul

Tabela 11. Condic6es de amplificacdo do gene NDA4.

Passo de amplificagéo Temperatura Tempo
94°C 2 min

3ciclos 37°C 2 min

72°C 1 min

Desnaturacgéo 94 °C 30 seg

35 Ciclos Annealing 50°C 30 seg
Extensédo 72°C 1 min

Extenséo final 72°C 5 min

3.5.4. Deteccao de fragmentos por gel de agarose

Com o objectivo de monitorizar os resultados das reac¢fes de amplificacdo dos

genes COIl e ND4, o produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 2% (Lonza,

Agarose LE, Seakem ®) corado com brometo de etidio 10 mg/ml (Sigma) em TBE 1x

(Applichem — TBE buffer 10x). Foram colocados 5 ul de amostra no gel. Aplicou-se

também 5 ul de marcador molecular de 100 pb (Promega) e o gel foi submetido a uma

corrente eléctrica de 120V, durante uma hora. A visualizacdo das bandas foi efectuada

num transiluminador de luz ultravioleta e fotografada num sistema Uvidoc (Uvitec).

3.5.5. Purificacdo e sequenciacédo dos produtos de PCR

A purificacdo de produto amplificado foi feita com o “QIlAquick PCR

Purification kit (Qiagen)”. Os fragmentos de PCR foram sequenciados em ambas as
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direccOes (forward e reverse). Os reagentes utilizados foram provenientes da Applied
Biosystems, utilizando BigDye Terminator 3. A reacc¢do de sequenciacdo foi purificada

por filtracdo em gel e corrida num sequenciador ABI3730XL.

3.5.6. Alinhamento de sequéncias

As sequéncias de ADN foram editadas e alinhadas utilizando BioEdit version
7.0.0 (Tom Hall Copyright© 1997-2007, Ibis Biosciences). Nestas foram analisadas as
similaridades existentes com sequéncias disponiveis usando a base de dados do
GenBank.

3.5.7. Clonagem para determinacao de sequéncias problematicas de
kdr e COI

A presenca de ambiguidades nas sequéncias de kdr e COIl analisadas fizeram
com que se optasse por verificar a sua fidedignidade através da clonagem dos produtos
de PCR. As condigOes para a obtencdo destes produtos foram as mesmas mencionadas
acima. O processo de ligagdo do ADN ao plasmideo foi realizado de acordo com o
protocolo da Promega, utilizando como vector o “pGem®-T Easy Vector”. Cada mistura
de ligacdo era composta por 4 pl de tampdo, 1 pl de “pGem®-T Easy Vector”, 1 pl de
ligase e 4 pl de solucdo do ADN a clonar. Para a obtencdo maxima de transformantes,
as ligacdes decorreram durante toda a noite a 4°C.

Para a preparacdo e transformacdo de células competentes, uma cultura de
Escherichia coli (E. coli) foi colocada a crescer durante a noite, a 37°C. Na manha
seguinte, fez-se uma diluicdo 1:1000 desta cultura saturada de células, em meio LB
liquido. Esta foi incubada a 37°C e o processo de crescimento celular foi monitorizado
através da leitura da densidade optica a 650 nm. Quando a densidade dptica atingiu
valores entre 0,3-0,5, todo o volume da cultura foi transferido para um tubo de
centrifuga, centrifugado a 6000 rpm, durante 10 minutos, a 4°C. Finda a centrifugacao,
rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 1 ml de TSS, tendo-se

tido o cuidado de agitar suavemente o tubo para ndo danificar as celulas. Desta
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suspensdo retirou-se 100 pl para cada um dos tubos que continham o ADN
transformante e que ja se encontravam no gelo. Esta mistura manteve-se no gelo durante
45 minutos, tendo sindo agitada ocasionalmente. Neste periodo de tempo, o ADN
transformante foi aderindo a parede celular. Terminado o periodo de incubacdo, fez-se
um choque térmico. As amostras que estavam no gelo foram transferidas durante 90
segundos para um banho-maria a 42°C, ocorrendo a penetragdo do ADN para o interior
das células competentes. Apos este curto periodo de tempo, as amostras retornaram ao
gelo. Para permitir a expressdo da resisténcia ao antibiotico (ampicilina), comecou-se
por adicionar 900 pl de meio liquido LB a cada tubo, sendo estes colocados no agitador
horizontal, durante uma hora, a 37°C. Terminada esta incubagdo, procedeu-se ao
espalhamento de 100 ul desta suspensdo de células sobre placas de meio sélido LB
contendo X-Gal, IPTG e ampicilina. Estas placas foram guardadas a 37°C, durante toda
a noite. Nesta fase foi confirmada a transformacdo das células com o plasmideo
desejado, isto €, com o plasmideo que possui 0 fragmento desejado ou inserto. Este
plasmideo possui, entre outros, o gene que codifica para a B-galactosidase. Quando a
reaccdo de clonagem ¢ bem sucedida, o gene da P-galactosidase fica interrompido
passando a codificar uma enzima com um maior nimero de aminodcidos e ndo
funcional. Quando a reac¢do de clonagem é mal sucedida, isto é, quando ndo ha
insercdo do fragmento, o plasmideo volta a circularizar com a composicéo original do
gene, que vai entdo codificar uma enzima funcional. A B-galactosidase vai actuar sobre
0 X-Gal (substrato cromogeénico), ja adicionado ao meio, degradando-o. A degradacéo €
detectada pela mudanca de cor das células, que passam de incolor a azul. Assim, as
células transformadas com vector+inserto dao origem a coldnias brancas, enquanto as

células transformadas apenas com o vector ddo origem a coldnias azuis.

No dia seguinte, observou-se as placas e repicou-se as colonias brancas para
meio LB liquido (3 ml) com ampicilina. Apds 12 horas, a 37°C, estas suspensoes
bacterianas foram centrifugadas, durante 2 minutos, a 13500 rpm. Os sobrenadantes
foram decantados para novos tubos e agitados no vortex. A cada amostra adicionou-se
100 pl de solucéo I composta por 4 ml de glucose 50%, 5 ml Tris HCL, 1 M, pH 8.0, 4
ml EDTA 0.5 M e 187 ml ddH,O. De seguida, adicionou-se 200 ul de SDS alcalino
(preparado no momento; para 10 amostras: 1806 pul ddH20 + 84 ul NaOH, 5 M + 210
pl SDS 10%) e 200 pl de acetato de potassio (3 M, pH 4.8). Procedeu-se a uma
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centrifugacdo de 15 minutos, a temperatura ambiente, e transferiu-se o sobrenadante de
cada amostra para novos tubos contendo 600 pl de isopropanol. Estes foram mantidos, a
temperatura ambiente, durante 10 minutos, apds os quais foram sujeitos a nova
centrifugacdo a 13500 rpm, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Finda a
centrifugagéo, decantou-se, cuidadosamente, o sobrenadante, tendo o cuidado de néo
descartar o sedimento, que nesta fase € quase imperceptivel. Adicionou-se 250 ul de
etanol 70% a cada tubo e procedeu-se a uma agitacdo suave. Efectuou-se outra
centrifugacdo (13500 rpm, a temperatura ambiente, com duracdo de 5 minutos),
descartando-se de igual modo os sobrenadantes. De seguida, as amostras foram sujeitas
a um periodo de secagem, no excicador, até a evaporagdo total do etanol. Terminada
esta, as amostras foram ressuspendidas em 30 pl de TE (tampéo) ao qual foi adicionado
RNase a uma concentracdo final de 50 pug/ml. De seguida, efectuou-se uma digestao
enzimatica, onde os plasmideos extraidos foram clivados com enzimas de restricao
especificas para determinar se contém o inserto desejado. Para tal, utilizou-se 1 pl de
enzima EcoRl; 1,5 pl de tampédo EcoRlI; 5,5 pl de agua e 7 ul de amostra. Colocou-se
no banho-maria durante 3 horas e procedeu-se a deteccdo do ADN digerido em gel de

agarose a 1,5%.

Apds a visualizacdo das bandas e verificacdo de que a clonagem foi bem
sucedida, procedeu-se a amplificacdo destes fragmentos por PCR, para posterior
sequenciacdo. A composic¢do da mistura de PCR e as suas condi¢des de amplificacdo

foram as seguintes (ver Tabela 12, 13 e 14):

Tabela 12. Primers utilizados na amplificacdo dos
fragmentos clonados.

M13F 5’ TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3’
M13R 5’ CAG GAA ACA GCT ATGACC-3’
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Tabela 13. Composicao das misturas de PCR para amplificacdo dos fragmentos clonados.

Reagentes Concentracao Final
Tampéo 1X PCR Buffer
dNTP’s 0,2 mM

Taq DNA polymerase 1 U/ul
MgCL, 2mM
Primers 0,1 uM

DNA template 1pl
ddH,O Até perfazer 15 pl
Volume total 15 pl

Tabela 14. Condic¢des de amplificacdo dos fragmentos clonados.

Passo de amplificacéo Temperatura Tempo
Desnaturacao inicial 94 °C 3 min

35 Ciclos Desnaturacao 94 °C 60 seg
Annealing 50°C 30 seg

Extensdo 72°C 45 seg

Extenséo final 72°C 10 min

A deteccdo do produto amplificado foi feita por electroforese em gel de agarose
a 2% a 120V durante uma hora. Apo6s a amplificacdo bem sucedida, procedeu-se a
purificacdo dos produtos de PCR. Os fragmentos de PCR foram sequenciados com 0s

mesmaos “primers” da amplificacao.

3.6. Analise e tratamento dos resultados

3.6.1. Bioensaios

Os resultados dos bioensaios para determinacdo do nivel de sensibilidade aos
insecticidas foram analisados estatisticamente com recurso aos programas Microsoft
Excel ® 2007 e SPSS® para Windows, vers&o 19.
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3.6.2. Anélises moleculares

Depois de editadas, as sequéncias nucleotidicas foram reunidas num dnico
ficheiro e lidas no MEGA verséo 5.0 (Tamura et al., 2011) para se obter a composicéao
nucleotidica, e no DnaSP versdo 5.10 (Rozas et al., 2003), para determinar o nimero de
locais polimorficos, o nimero médio de diferengas nucleotidicas (x), a diversidade

nucleotidica (r) e a diversidade de haplétipos (Hd).

A frequéncia alélica consiste na propor¢do de um dado alelo (A) numa
populacdo de N individuos, para um determinado locus. Se a f(AA) e f(Aa) forem,
respectivamente, as frequéncias do genotipo homozigético do alelo (A) e do gendtipo
heterozig6tico com os alelos (A) e (a), num determinado locus com dois alelos, a

frequéncia p é obtida pela seguinte formula:
1 Fa =
p=f(AA)+ §f(Aa) =Frequéncia de A

As sequéncias dos haplotipos do gene COI encontradas neste trabalho foram
alinhadas com os haplétipos depositados no GenBank provenientes de estudos feitos no
Brasil (Paduan e Ribolla, 2008; Scarpassa et al., 2008) e estirpes submetidas por
Morlais e Severson (2002) denominadas de Liverpool, Moyo-R e Formosus (Brasil:
GenBank # AY851649 — AY851654, EU625624 — EU625273; Liverpool: GenBank #
AY056596; Moyo-R: GenBank # AF380835; Formosus: GenBank # AY056597).

Do mesmo modo, as sequéncias dos hapl6tipos do gene ND4 encontradas neste
trabalho foram alinhadas com as sequéncias de haplétipos depositadas no GenBank,
provenientes de estudos feitos no México (Gorrochotegui-Escalante et al., 2002), Per(
(Costa-da-Silva et al., 2005), Camardes (Paupy et al., 2008), Brasil (Paduan e Ribolla,
2008; Junior e Scarpassa, 2009; Américas, Africa, Asia (Bracco et al., 2007) (México:
GenBank # AF334841-AF334865; Peri: GenBank # DQ177153 — DQ177155;
Camardes: GenBank # EF562501 — EF562504; Brasil: GenBank # AY906835 —
AY906853, # EU650405 — EU650416, # DQ176828 — DQ176849). As sequéncias da
Venezuela (Urdaneta-Marquez et al., 2008) foram gentilmente cedidas por William
Black 1V.
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As relacGes entre os varios hapldtipos de Ae. aegypti foram inferidas por meio
da construcéo de uma rede de haplétipos, que foi elaborada com o auxilio do programa
Network versdo 4.6.1.0 (Fluxus Technology Ltd. em www.fluxus-engineering.com)

utilizando o método de “median joining” (Bandelt et al., 1999).
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4.1. Bioensaios da OMS e ensaios de garrafa CDC

A populacdo de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) da ilha da Madeira foi avaliada
quanto a sua susceptibilidade aos insecticidas usando bioensaios de diagnéstico da OMS
e ensaios de garrafa do CDC. Os resultados dos testes de sensibilidade das formas
adultas de Ae. aegypti aos vérios insecticidas testados encontram-se nas seguintes
tabelas (ver Tabela 15, 16, 17, 18, 19 e 20).

Tabela 15. Resultados dos testes diagnostico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti ao DDT.

DDT 4% Controlo
Mortos Sobreviventes Mortos Sobreviventes

L - Machos 0 0
Reéplica 1 Fémeas 8 18
T Machos 0 0

Réplica 2 Fémeas 7 18 2

L - Machos 0 1 0 5
Reéplica 3 Fémeas 8 16
T Machos 1 0
Réplica 4 Fémeas 7 20

Machos 1 1 0 25

Total Fémeas 30 72 - -

: Mach -
% Mortalidade Fé?riez: 29 4 (_)

Tabela 16. Resultados dos testes diagndsitco da OMS de sensibilidade de Ae.aegypti ao malatido.

Malatido 5% Controlo
Mortos Sobreviventes Mortos Sobreviventes

Réplica 1 yéﬁzgi 210 8 0 25
L - Machos 3 0
Reéplica 2 Fémeas 23 1

Réplica 3 'l\:ﬂéﬁzgi 135 8 0 25
L - Machos 1 0
Réplica 4 Fémeas 17 0

Replica 5 'I\:Aéiﬁzgs 231 8 0 22

Machos 11 0 0 72

Total Fémeas 96 1 -

% Mortalidade  vooros o .
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Tabela 17. Resultados dos testes diagndstico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti a

permetrina.

Réplica 1
Réplica 2
Replica 3
Réplica 4
Replica 5
Réplica 6
Total

% Mortalidade

Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas

Permetrina 0.75%

Mortos Sobreviventes

4
10

0
12

& -
MO wooowo N

33,3

© gy P N N =
SwhrBrNowcxolgr oo

Mortos

0

Controlo
Sobreviventes

21

25

25

71

Tabela 18. Resultados dos testes diagnéstico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti a

deltametrina.

Replica 1
Replica 2
Réplica 3
Réplica 4
Replica 5
Réplica 6
Réplica 7
Total

% Mortalidade

Machos
Fémeas

Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos
Fémeas
Machos

Fémeas

Deltametrina 0.05%

Mortos Sobreviventes

0
14

3
24
1
21
0
18

ok Vo vNORKo

65,2

3] = = [
Slol ool Pooocor o N o

Mortos

0

Controlo
Sobreviventes

21

25

25

71
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Tabela 19. Resultados dos testes de garrafa do CDC de sensibilidade de Ae. aegypti a alfa-

cipermetrina.

Alfa-cipermetrina

12,5 ug/garrafa coniel
Mortos  Sobreviventes Mortos  Sobreviventes
T Machos 3 0
Reéplica 1 Fémeas 24 0
T Machos 1 0
Réplica 2 Fémeas 23 0
Rénlica 3 Machos 2 0 0 19

P Fémeas 23 0
, - Machos 4 0
Reéplica 4 Fémeas 20 0

Machos 10 0 0 3

Total Fémeas 90 0 0 16

%Mortalidade 'I\:Aé?gzg: 106 0 8

Tabela 20. Resultados dos testes de garrafa do CDC de sensibilidade de Ae. aegypti a ciflutrina.

Ciflutrina 12,5 ug/garrafa Controlo
Mortos  Sobreviventes Mortos  Sobreviventes
T Machos 10 0
Réplica 1 Fémeas 20 0
L - Machos 4 0
Reéplica 2 Fémeas 19 0
Machos 4 0 0 23
Reéplica 3 Fémeas 24 0
T Machos 7 0
Réplica 4 Fémeas 15 0
Machos 25 0 0 18
Total Fémeas 78 0 0 5
%Mortalidade ll\:/lé?f]zg: 106 0 8

De acordo com o protocolo da OMS foram, ao todo, expostos 102 fémeas e 2
machos ao insecticida DDT 4.0% e 25 machos ao excipiente controlo; 97 fémeas e 11
machos ao malatido 5.0% e 72 machos ao controlo; 135 fémeas e 9 machos a
permetrina 0.75% e 158 fémeas e 4 machos a deltametrina 0.05% tendo-se usado 71

machos que serviram de controlo a estes dois ultimos insecticidas.

Em ensaios de garrafa foram testados 90 fémeas e 10 machos a 12,5 pg/garrafa

de alfa-cipermetrina e 78 fémeas e 25 machos a 12,5 pg/garrafa de ciflutrina. Os
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insectos foram expostos aos insecticidas durante 30 minutos. Como controlo para 0s
testes de sensibilidade a alfa-cipermetrina foram processados 16 fémeas e 3 machos.

Nos testes de sensibilidade a ciflutrina utilizaram-se 5 fémeas e 18 machos controlo.

Com base nos resultados apresentados foram calculadas as taxas de mortalidade,
ao fim de 24 horas, dos insectos (machos e fémeas) utilizados em cada controlo e para a
totalidade dos insectos processados em todos os ensaios-controlo efectuados para cada
insecticida. Visto que as estimativas obtidas para as referidas taxas de mortalidade
foram sempre nulas, procedeu-se, entdo, ao calculo das taxas de mortalidade (ao final de
24 horas), para a totalidade das fémeas expostas a cada um dos insecticidas, de acordo
com a formula 2 (Capitulo 3, seccdo 3.3.1.). Assim, e com base nos critérios da OMS,
foi encontrada uma elevada susceptibilidade da populagcdo de Ae. aegypti ao malatido,
com 99.0% de mortalidade de fémeas expostas ao insecticida na concentragao/tempo
diagnostico. No entanto, a populacdo em estudo demonstrou uma elevada resisténcia ao
DDT e a permetrina, apresentando valores de mortalidade de 29.4% e 33.3%,
respectivamente e ainda uma marcada resisténcia a deltametrina com uma taxa de
mortalidade de 65.2%. Os ensaios de garrafa do CDC com alfa-cipermetrina e ciflutrina
mostraram uma elevada susceptibilidade de Ae. aegypti a estes insecticidas, com taxas
de mortalidade de 100%.

Nos graficos seguintes (ver Figura 18, 19, 20, 21 e 22) apresenta-se a evolucao
da percentagem de mosquitos tombados (“knock-down”) ao longo da duracgdo dos testes
diagnéstico da OMS e dos ensaios de garrafa do CDC, assim como os gréaficos

referentes a analise “probit” dos resultados dos testes da OMS.
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Figura 18. — Gréfico representativo da evolucdo da percentagem de mosquitos tombados ao

longo da duracéo dos testes diagndstico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti ao DDT e respectivo

grafico “probit”.
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Figura 19. — Gréfico representativo da evolugdo da percentagem de mosquitos tombados ao

longo da duracdo dos testes diagnostico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti ao malatido e respectivo

grafico “probit”.
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Figura 21. Grafico representativo da evolugdo da percentagem de mosquitos tombados ao longo
da duragdo dos testes diagnostico da OMS de sensibilidade de Ae. aegypti a deltametrina e respectivo
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Figura 22. Gréficos representativos da evolugdo da percentagem de mosquitos tombados ao
longo da duracéo dos testes de garrafa do CDC de sensibilidade de Ae. aegypti a alfa-cipermetrina (A) e
ciflutrina (B).

Pela analise visual dos gréficos resultantes da evolucdo da percentagem de
mosquitos tombados ao longo da duracdo dos testes de sensibilidade aos insecticidas, o
efeito “knock-down” dos insecticidas piretroides ¢ particularmente evidente nos testes
diagnéstico da OMS. Nestes, o nimero de mosquitos tombados 24 horas ap6s a
interrupcdo da exposicdo dos insectos a permetrina e deltametrina é claramente inferior
aquele registado no final do periodo de exposicdo de 60 minutos. Tal jA ndo acontece
com os testes de garrafa do CDC.

Em relagdo a analise das rectas de regressdo “probit”, os testes de Pearson
associados a estas (“Pearson goodness-of-fit chi-square”) indicam que apenas no caso
do DDT (ver Anexo I) ndo se rejeita a hipotese nula em que o modelo se ajusta
adequadamente aos dados (nivel de confianca de 99%). Assim, os valores determinados

com base no modelo “probit” para a estimativa do tempo de exposi¢do correspondente a
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50% e 99,9% de mortalidade, ou seja, 0 tempo de exposicdo correspondente a LTsp €
LT, Sd0, para o caso do DDT, de 362 e 3738 minutos, respectivamente. Quanto aos
restantes insecticidas, visto que a hipotese nula foi rejeitada, os valores indicados pelo
modelo referentes as estimativas de LTsyo € LTggo Nd0 podem ser levados em

consideracao.

4.2. Andlise genética

4.2.1. Deteccdo de mutacoes kdr

Neste trabalho sequenciou-se o segmento 6 do dominio Il do canal de sodio de
35 mosquitos da espécie Ae. aegypti da populagdo da ilha da Madeira, resistentes ao
DDT, permetrina e deltametrina. A analise, feita com sequéncias compostas por 275
nucledtidos, revelou a presenca de seis haplotipos, uma diversidade nucleotidica de m =
0,03310 e um numero médio de diferencas nucleotidicas de k = 8,47312. Foram
detectados dois tipos de intrGes, tal como em Martins et al., (2009a), com diferencas
nitidas tanto no tamanho como na composi¢do de nucledtidos das sequéncias. De modo
a solucionar este problema, o alinhamento das sequéncias foi feito de acordo com o

alinhamento obtido por Martins et al., (2009a).

A sequenciacdo directa revelou sequéncias com picos duplos nos locais de
mutacdo tornando impossivel verificar a sua presenca ou auséncia. Assim, procedeu-se
a clonagem destas sequéncias e consequente sequenciacdo dos produtos de PCR. Este
procedimento permitiu confirmar a existéncia da mutacdo V1016l em heterozigotia
(Figura 23 e 24).
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CAAACAG|IGTACTTAA

Figura 23. — Representagdo de parte de uma sequéncia do segmento 6 do dominio Il do canal de

sodio de Ae. aegypti com picos duplos. No rectangulo é assinalado o alelo sensivel GTA no codao 1016.

CGCACAGATACTTAAC

Figura 24. — Representacdo de parte de uma sequéncia do segmento 6 do dominio Il do canal de

sodio de Ae. aegypti com a mutacdo no coddo 1016 ATA em evidéncia, confirmada apos clonagem.

A sequenciacéo directa revelou a presenca da mutacdo V10161 (Tabela 21), que
estd envolvida na resisténcia kdr, em trés individuos, dois deles heterozigéticos
(confirmados apo6s clonagem) e com fendtipo resistente a permetrina, e outro individuo

homozigdtico com fendtipo resistente ao DDT.

As mutacdes no coddo 1011 ndo foram encontradas neste estudo.
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Tabela 21. Numero de individuos e respectivas frequéncias de cada genotipo e frequéncias
alélicas da mutacdo kdr 1016 em populagdes resistentes de Ae. aegypti da ilha da Madeira.

Genotipo Frequéncia
Numero de individuos (frequéncia) alélica
Val/Val Val/lle lle/lle Total Val lle
DDT 10 (0.91) 0 (0.0 1(0.09) 11 091 0.09
Permetrina 12 (0.86) 2(0.14) 0(0.0) 14 0.93 0.07
Deltametrina 10 (1) 0 (0.0 0(0.0) 10 1 0
Total 32 (0.91) 2 (0.06) 1(0.03) 35 0.94 0.06

Legenda: Val/Val — alelo sensivel homozigético; Val/lle — alelo heterozig6tico para a mutagdo V1016l

lle/lle — alelo homozigético resistente para a mutacdo V10161.

4.2.2. Analise de genes mitocondriais

A analise do gene COI revelou um fragmento com 450 nucleétidos. No entanto,
foi utilizada nas analises subsequentes uma sequéncia de 421 pb de modo a
corresponder as sequéncias obtidas por Paduan e Ribolla (2008) publicadas no
GenBank. O alinhamento dos 15 individuos permitiu a identificacdo de cinco locais
polimorficos, representados por quatro transicdes C-T e uma transicdo A-G (Tabela 22).
Este alinhamento revelou a existéncia de dois hapl6tipos. O nimero médio de
diferencas nucleotidicas foi k = 0,64368, com indice de diversidade nucleotidica & =
0,00153 e diversidade haplotipica Hd =0,129.

A composicdo média de nucleotidos foi de 40.4% para a timina, 15.2% para a

citosina, 29.7% para a adenina e 14.7% para a guanina.
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Tabela 22. Locais variaveis observados nos dois
haplétipos do gene COI do ADN mitocondrial de

Ae. aegypti.

Haplo6tipos  Posicbes das mudancas N

nucleotidicas em pb

o 2 2 3 4

0O 2 4 9 0

5 7 8 2 7
HC1 c T T C A 14
HC2 T C C T G 1

Legenda: N indica o nimero de individuos que partilham cada hapl6tipo. As letras sdo as iniciais das

bases nucleotidicas correspondentes: C- Citosina, T- Timina, A-Adenina, G- Guanina.

A sequenciacdo directa revelou uma sequéncia com picos duplos nos locais de
polimorfismo (Figura 25) tornando impossivel verificar qual a base fosfatada presente.
Assim, procedeu-se a clonagem desta sequéncia e consequente sequenciacdo dos
produtos de PCR. Este procedimento permitiu garantir a fidedignidade dos resultados
(Figura 26).

TTTTCATTA[CJGTTTT.

A

Figura 25. — Exemplo de parte de um electroferograma de sequenciacdo directa do gene COI

com o pico duplo evidenciado (C ou T).

TTTTCATTACGTTTT.

AN AR

Figura 26. — Exemplo de parte de um electroferograma de sequenciacdo directa do gene COI

apos clonagem. Confirmacéo da presenca do nucleétido citosina.
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Depois de efectuarmos o alinhamento de todas as sequéncias do gene COlI
verificou-se que o haplétipo HC1 é igual ao Padhc2 encontrado por Paduan e Ribolla
(2008) em Porto Velho no estado da Rondbnia (ver Tabela 23), sendo um haplétipo
unico neste estudo brasileiro. Quanto ao HC2, verificou-se que também alinhava com
um haplétipo do mesmo estudo, nomeadamente o Padhcl, presente em Santos, cidade

com um dos maiores portos do Brasil, sendo também um hapl6tipo dnico.

Tabela 23. Distribuigdo geografica dos hapldtipos do gene COI encontrados neste estudo

Haplotipo Locais Referéncia
HC1 Funchal (Madeira); Presente estudo;
Porto Velho (Brasil) Paduan e Ribolla, 2008
HC2 Funchal (Madeira); Presente estudo;
Santos (Brasil) Paduan e Ribolla, 2008

O fragmento ND4 amplificado apresentou o tamanho de 390 nucle6tidos. No
entanto, restringiu-se a sequéncia a 376 pb de modo a corresponder as sequéncias
obtidas por Paduan e Ribolla (2008) publicadas no GenBank. O alinhamento dos 15
individuos mostrou que 12 locais sdo polimérficos e todos sdo informativos,
representados por oito transicdes C-T, uma transicdo A-G e uma transversdo A-T
(Tabela 24). Este alinhamento revelou a existéncia de dois hapl6tipos. O nimero médio
de diferencas nucleotidicas foi k = 2,05977, com indice de diversidade nucleotidica = =
0,00548 e diversidade haplotipica Hd =0,129.

A composicdo média de nucleétidos foi de 41.6% para a timina, 9.7% para a

citosina, 28.2% para a adenina e 20.5% para a guanina.
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Tabela 24. Locais variaveis observados nos dois haplotipos do gene ND4 do
ADN mitocondrial de Ae. aegypti.

Haplétipos Posic¢oes das mudancas nucleotidicas em pb N
o o o 1 1 2 2 2 2 2 2 3
2 3 8 4 5 0 2 4 7 8 8 2
7 3 4 4 3 1 8 6 9 2 8 4
HN1 T T T C T T A T A T T C 14
HN2 c ¢ cCc 1T CC G C G AC T 1

Legenda: N indica o nimero de individuos que partilham cada haplotipo. As letras sdo as iniciais das

bases nucleotidicas correspondentes: C- Citosina, T- Timina, A-Adenina, G- Guanina.

O alinhamento dos haplétipos do gene ND4 permitiu verificar a similaridade das
nossas sequéncias com outras publicadas noutros estudos (Tabela 25). Assim, o HN1 foi
também encontrado no Brasil (Manaus, Belém, Santos, Sdo Sebastido, Porto VVelho) por
Junior e Scarpassa, (2009) como H5, por Bracco et al., (2007) como H16 e por Paduan
e Ribolla (2008) como H17; no México por Gorrochotegui-Escalante et al., (2002)
como H3; no Per (Lima e lquitos) por Costa-da-Silva et al., (2005) como H1 e por
Bracco et al., (2007) como H16; na Venezuela por Urdaneta-Marquez et al., (2008)
como HMex3; e por fim na Guatemala (Guatemala City) e EUA (Fort Lauderdale) por
Bracco et al., (2007) como H16.

O HN2 foi também encontrado no Brasil (Manaus, Santos, Boa Vista e Potim)
por Janior e Scarpassa, (2009) como H11, Paduan e Ribolla (2008) como H8 e Bracco
et al., (2007) como H7; no México por Gorrochotegui-Escalante et al., (2002) como H6;
no Senegal (Dakar) e EUA (Fort Lauderdale) por Bracco et al., (2007) como H7; e por

fim na Venezuela por Urdaneta-Marquez et al., (2008) como HMex6.
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Tabela 25. Distribuicdo geogréfica dos haplétipos do gene ND4 encontrados neste

estudo.
Haplotipo Locais Referéncia
Funchal (Madeira) Presente estudo
Brasil (Belém, Santos, S&o Sebastido) Bracco et al., (2007)
Brasil (Compensa) Junior e Scarpassa, 2009
Brasil (Porto Velho) Paduan e Ribolla, 2008
EUA (Fort Lauderdale) Bracco et al., (2007)
HN1 Guatemala (Cidade de Guatemala) Bracco et al., (2007)
México Gorrochotegui-Escalante et al, (2002)
Per( (Lima) Costa-da-Silva et al., (2005)

Venezuela (Sucre, Lara, Zulia,

) ) ) Urdaneta-Marquez et al., (2008)
Tachira, Portuguesa, Miranda, Bolivar)

Venezuela (Maracay) Bracco et al., (2007)
Funchal (Madeira) Presente estudo
Brasil (Manaus, Boa Vista) Janior e Scarpassa, 2009
Brasil (Boa Vista, Potim) Bracco et al., (2007)
Brasil (Santos) Paduan e Ribolla, 2008
HN2 EUA (Fort Lauderdale) Bracco et al., (2007)
México Gorrochotegui-Escalante et al, (2002)
Senegal (Dakar) Bracco et al., (2007)

Venezuela (Sucre, Lara, Zulia,

: . ; Urdaneta-Marquez et al., (2008)
Tachira, Portuguesa, Miranda, Bolivar)

Com base no método “median joining”, foi gerada uma rede de haplotipos para
cada gene com base nas Tabelas 26 e 27, conforme mostram as figuras 27 e 28. O
tamanho dos circulos é proporcional ao numero de individuos encontrados para cada
hapl6tipo. Os pontos vermelhos, que ligam os hapl6tipos identificados, correspondem a
hapl6tipos ndo amostrados (m.h. — “missing haplotypes™).
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Tabela 26. Locais varidveis observados no alinhamento do gene COI do ADN mitocondrial de
Ae. aegypti do presente estudo em comparagdo com outras sequéncias do mesmo gene ja

publicadas.
Hap Posicdes das mudar;%as nucleotidicas em Hap. O. Referéncias
O 0 2 2 2 3 3 3 4 4
0 3 0 2 4 0 6 9 0 1
5 7 3 7 8 5 5 2 7 1
HC1 c ¢ T T T T T C A G - Presente estudo
HC2 T c C . T G . - Presente estudo
Scarh3 C .. C . . . H3
Scarh5 . . . CcC . C . . . . H5 Scarpassa et al., 2008
Scarhe T T . . . . . . . . H6
Padhc5 cC C G H5 Paduan e Ribolla,
Padhc6 cC C T G A H6 2008
Moyo-R c . Moyo-R
LIVGIVPOO . . . €C C . . T G . Liverpool Morlaise Severson,
2002
Forrsnosu c C . . . . . . Formosus

Legenda: Estas posi¢des variaveis definem os varios haplotipos de COI em Ae. aegypti publicados na
bibliografia referida comparados com os haplotipos obtidos no presente estudo; Hap — Haplétipos com a
designacéo atribuida no presente estudo; Hap.O. — Hapl6tipo com a designacdo original atribuida na
referéncia bibliografica em que foi descrito; Referéncias - referéncias bibliografica em que foram
descritos os hapldtipos referidos. Os pontos (.) indicam que o mesmo nucleétido estd presente no
hapl6tipo HC1. As letras sdo as iniciais das bases nucleotidicas correspondentes: C- Citosina, T- Timina,

A-Adenina, G- Guanina

Para o gene COI (ver Figura 27), a rede de hapldtipos obtida permitiu verificar a
presenca do haplétipo mais frequente (93.3%), HC1, agrupado com haplétipos do Brasil
e da Africa Oriental no denominado grupo 11, enquanto o hapl6tipo menos frequente
(6.66%), HC2, se agrupou com haplétipos do Brasil e da Africa Ocidental no

demonimado grupo I.

Na andlise da rede de haplétipos para o gene ND4 (ver Figura 28), o haplétipo
mais frequente neste estudo (93.3%), HN1, ficou inserido num grupo, denominado
grupo 1, com haplétipos das Américas, Africa Ocidental e Oriental, e Asia. O haplétipo
menos frequente, (6.66%) HN2, ficou inserido num grupo denominado grupo |, onde se

agruparam hapl6tipos das Américas e Africa Ocidental.
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Tabela 27. Locais varidveis observados no alinhamento do gene ND4 do ADN mitocondrial de Ae. aegypti do presente estudo em comparagdo com outras
sequéncias do mesmo gene ja publicadas.

00000O0O0O0OO0OOO0OOOT121T1112 2222222333333
Hap 02223333777890245602478889022344ng' Referéncia
8 579 02 354584683432 18¢69 232840040538
MM CETCTTTCGAGBTAGACTATATATTTATTCTTC - Fogr
HN2 . .C. . .C. . . .C...TC.CGCGA . . . . . T Presente
brch2 NA...C....C...TCGCGCGA..G..T
brchs N....C....C...TC.CGCGA..G
brchg N.....C....C...TC.CG.GA...C.T
brchll N . .. e ¢ T A\
brchl4 N . . .. c .. . . . . . . . . . . . . .G . . A
brch20 N...C
brch22 N.C...C
Limahl....C..............G..A.....T...H1



Tabela 27. Locais varidveis observados no alinhamento do gene ND4 do ADN mitocondrial de Ae. aegypti do presente estudo em comparagdo com outras
sequéncias do mesmo gene ja publicadas (continuagao).

00000000000001111122222222333333H
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Tabela 27. Locais varidveis observados no alinhamento do gene ND4 do ADN mitocondrial de Ae. aegypti do presente estudo em comparagdo com outras

sequéncias do mesmo gene ja publicadas (continuacgdo).

Posic¢oes das mudancas nucleotidicas em pb

000000O0O0O0OOGOOOT1111112222722223323233 3

Hap.02223333777890245602478889022344ng'Referéncia
857 9 02 3545846 8 343721869 23284004538
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Pauph3 N NN N N N N N . . T . . G A . . . . . . H3 al,2005
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Legenda: Hap — Haplétipos com a designagdo atribuida no presente estudo; Hap.O. — Hapl6tipo com a designacéo original atribuida na referéncia bibliogréfica em

que foi descrito; Referéncia - referéncia bibliografica em que foram descritos os haplétipos designados. Os pontos (.) indicam que 0 mesmo nucle6tido esté presente
no haplétipo HN1. As letras sdo as iniciais das bases nucleotidicas correspondentes: C- Citosina, T- Timina, A-Adenina, G- Guanina.
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Figura 27. — Rede de haplétipos obtida para o gene COI, através do método “median joining”, baseada
nos haplétipos representados na Tabela 26. Cada barra cinzenta, entre as linhas que ligam os haplétipos,
representam uma mutacdo. O tamanho dos circulos é proporcional ao nimero de individuos para cada
hapl6tipo. m.h. representa a abreviagdo de “missing haplotypes”. Legenda: Verde — Madeira; Amarelo
— Brasil; Castanho-claro — Africa Ocidental (estirpe de Liverpool); Castanho-escuro — Africa Oriental

(estirpe Moyo-R); Preto — estirpe formosus.
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Figura 28. — Rede de haplédtipos obtida para o gene ND4 através do método “median joining”, baseada
nos haplétipos representados na Tabela 27. Cada barra cinzenta, entre as linhas que ligam os haplétipos,
representam uma mutagdo. O tamanho dos circulos € proporcional ao nimero de individuos para cada
haplétipo. m.h. representa a abreviacéo de “missing haplotypes”. Legenda: Verde — Madeira; Vermelho
— Venezuela; Azul-escuro — México; Azul claro — Guatemala; Roxo — Per(; Amarelo — Brasil; Laranja
— EUA,; Rosa — Asia; Castanho- claro — Camardes; Castanho-escuro — Uganda e Guiné Conacri; Preto

— Senegal.
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5. DISCUSSAO E
CONCLUSOES



O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) invadiu recentemente a ilha da
Madeira (Margarita et al., 2006). Desde ent&o surge como um dos principais motivos de
preocupacado das autoridades de saude do arquipélago devido ao seu papel como agente
de incomodidade e potencial vector de varias arboviroses. Uma vez que a aplicacdo de
insecticidas é uma das estratégias mais utilizadas no controlo de Ae. aegypti, pretendeu-
se, neste estudo, caracterizar fenotipicamente esta populagdo culicidica quanto aos seus
niveis de sensibilidade a varios insecticidas. Face aos resultados reveladores de uma
populacdo de Ae. aegypti resistente ao DDT e a dois dos piretrdides testados
(permetrina e deltametrina), prosseguiu-se com estudos genéticos para a identificagdo
da presenca de mutacOes que conferem resisténcia do tipo local-alvo aos trés
insecticidas mencionados. De modo a inferir também sobre a origem das resisténcias
observadas, verificou-se a possivel proveniéncia geografica da populacdo deste

mosquito invasor.

5.1. Bioensaios para determinacdo dos niveis de

sensibilidade de Aedes aegypti a insecticidas.

Os insecticidas quimicos sdo, por todo 0 mundo, a estratégia mais usada de controlo
vectorial. Assim, € crucial uma monitorizacdo regular da resisténcia aos insecticidas
para a manutencdo desta ferramenta estratégica (Ffrench-Constant, 2005). No caso de
Ae. aegypti, ja surgiram resisténcias as quatro classes de insecticidas (carbamatos,
organoclorados, organofosfatos e piretrdides) mais utilizados no controlo de mosquitos
(Ranson et al., 2010).

Até a data, nenhum estudo tinha sido feito para avaliar a sensibilidade de Ae.
aegypti da ilha da Madeira aos insecticidas. Assim, procedeu-se a utilizacdo de testes
diagnostico da OMS e de ensaios garrafas do CDC para caracterizar esta populacdo no
que respeita a este parametro. O estudo da sensibilidade de Ae. aegypti aos insecticidas
testados revelaram elevada susceptibilidade destes mosquitos ao malatido, com uma
taxa de mortalidade de 99.0%, mas uma reduzida mortalidade sob ac¢éo dos piretrdides

de sintese, permetrina (33.3%) e deltametrina (65.2%). Foi também detectada uma forte
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resisténcia ao DDT, com uma taxa de mortalidade de 29.4%, e uma elevada
susceptibilidade a alfa-cipermetrina (100%) e ciflutrina (100%).

Nos ensaios da OMS, o numero de mosquitos mortos 24 horas apos a
interrupcdo da exposicdo a permetrina e deltametrina, € claramente inferior aquele
registado no final do periodo de exposicdo de 60 minutos. No entanto, este efeito
“knock-down”, seguido da recupera¢do dos mosquitos expostos a piretrdides, ndo foi
observado nos testes de garrafa do CDC. Esta auséncia de recuperacdo de mosquitos
“knock-down” esta de acordo com o que é expectavel deste teste, j que o protocolo do
mesmo ndo menciona a necessidade de uma estimativa de mortalidade 24 horas apos a
interrupcdo da exposicdo dos insectos ao insecticida. No entanto, autores que, na
execucao de ensaios CDC, efectuaram a determinacgdo da taxa de mortalidade apds 24
horas (Lima et al., 2011), registaram um processo de recuperacdo de mosquitos
tombados, em tudo semelhante ao que acontece em mosquitos testados nos ensaios da
OMS. Assim, e para o caso particular deste estudo, a quantidade de insecticida utilizada
no revestimento das garrafas poderd explicar a auséncia deste fenémeno. Devido a
inexisténcia, a data dos testes, de uma coldnia reconhecida como sensivel, optou-se por
estabelecer, como “ponto de saturagdo”, as concentracdes ¢ os tempos de exposi¢ao
referidos nos protocolos do CDC para anofelineos vectores de malaria (WHO, 1998).
No entanto, com base nos gréaficos A e B da Figura 22, observa-se que ao final de 10
minutos de exposi¢do todos 0s mosquitos ja se encontravam tombados. Tal facto pode
ser indicativo de que o “ponto de saturacdo” utilizado nestes testes foi excessivo para a
espécie em causa. Tal parece ser corroborado por Da-Cunha et al., (2005) que
utilizaram, como concentracdo diagndstico, 8 pg de cipermetrina por garrafa na
avaliacdo da sensibilidade, a este insecticida, da populacdo brasileira de Ae. aegypti.
Assim, os resultados aqui apresentados deverdo ser considerados como preliminares,
recomendando-se a repeticdo destes testes, com prévia determinacdo do tempo de
saturacdo e concentracdo diagnosticante, efectuada com base numa coldnia

reconhecidamente sensivel (e.g. Ae. aegypti, estirpe Rockfeller).

No que se refere a estimativa dos tempos de exposic¢éo correspondentes a 50% e
99.9% de mortalidade, ou seja, 0s tempos de exposi¢do correspondente a LTsp € LTgg g,

estes s6 foram estimados para o caso do DDT. Tal deveu-se ao facto de, para 0s
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insecticidas malatido, permetrina e deltametrina, o modelo “probit” ndo se ajustar
adequadamente aos dados observados, sugerindo a existéncia de uma relacéo curvilinea
entre as variaveis (i.e. tempo de exposicdo e mortalidade) (Finney, 1971). Tal relagédo
curvilinea pode resultar, no caso da permetrina e deltametrina, da accdo de mecanismos

de resisténcia a insecticidas.

No controlo vectorial efectuado na ilha da Madeira tém sido aplicados
insecticidas comerciais que apresentam na sua composicdo alfa-cipermetrina (Fendona),
fenotrina, tetrametrina (KILLIGERM ULV 500) e malatido (Mastro). Os resultados
obtidos neste estudo sugerem que estes produtos deverao ser efectivos no controlo para
a populacdo culicidica alvo, principalmente quando associados com um sinergista
(butéxido de piperonilo, KILLIGERM ULV 500) que anulard os efeitos dos

mecanismos de desintoxicacdo associados a uma eventual resisténcia metabolica.

A auséncia de estratégias de controlo baseadas na aplicacdo de DDT, permetrina
ou deltametrina sugere que as resisténcias detectadas a estes insecticidas ja existiriam
nos individuos que colonizaram a regido e ndo sdo uma consequéncia de pressdes
selectivas resultantes do controlo vectorial efectuado na ilha. Conclusdo semelhante foi
reportada por Kamgang e os seus colaboradores, em relacdo a recente introducao de Ae.
albopictus nos Camardes, cuja populacdo invasora ja apresentaria resisténcia ao DDT e
a deltametrina (Kamgang et al.,2011b). J& Harris e os colaboradores desconhecem se a
elevada resisténcia aos piretroides verificada nas populacdes das ilhas Caimao foi
introduzida com a estirpe de Ae. aegypti que invadiu este territério em 2002 ou se foi
resultado do uso intensivo de piretroides (Harris et al., 2010). De realcar que o
aparecimento de resisténcias a insecticidas em mosquitos vectores de doengas humanas
nem sempre estd associado a aplicacdo destes compostos no controlo vectorial, mas
podem ser resultado de estratégias de gestdo de pragas agricolas (Braga e Valle, 2007)

ou da utilizacdo intensiva de insecticidas de uso doméstico (Morrison et al., 2008).
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5.2. Deteccdo de mutacgOes kdr associadas a resisténcias a

insecticidas

Os mecanismos que normalmente conferem resisténcia ao DDT e aos piretroides
sdo as mutacdes kdr no canal de sodio e a actuacdo de enzimas de desintoxicacdo, como
as GSTs e as monooxigenases P450 (Hemingway et al., 2004). Um dos objectivos deste
estudo foi avaliar a frequéncia de mutacOes kdr no canal de sédio na populacéo de Ae.
aegypti da ilha da Madeira. A deteccdo precoce de mutacGes kdr é essencial para a
monitorizacao de resisténcias numa populacdo de mosquitos. Neste estudo, recorreu-se
a sequenciacao dos exdes 20 e 21 para a pesquisa de mutac6es nos coddes 1011 e 1016.
Estas mutagOes estdo claramente associadas a resisténcia a insecticidas de populagdes
de Ae. aegypti da América Latina e Caraibas (Brengues et al., 2003; Saavedra-
Rodriguez et al., 2007; Harris et al., 2010).

Como resultado da sequenciacdo dos produtos de PCR do gene do canal de
sodio, verificou-se a presenca de sequéncias com picos duplos nos electroferogramas,
tornando assim impossivel concluir sobre a presenca das referidas mutagcfes. Assim,
optou-se por clonar as sequéncias que apresentassem estes picos, assim como ja tinha
sido feito noutros trabalhos (Saavedra-Rodriguez et al., 2007; Martins et al., 2009a;
Martins et al., 2009b). Tal processo permitiu, sem qualquer davida, verificar a presenca
em dois individuos da mutacdo V10161 em heterozigotia e assim solucionar este
problema. Assim, 0s nossos resultados mostraram uma frequéncia alélica da mutacao
V10161 de 0.06, enquanto a mutacdo V1016G descrita por Brengues et al., (2003) nédo
foi detectada. No entanto, esta mutacdo foi apenas identificada em populacGes de Ae.
aegypti da Tailandia (Rajatileka et al., 2008). No coddo 1011 ndo foi detectada
nenhuma das mutacgdes descritas por Brengues et al., (2003) e Saavedra-Rodriguez et
al., (2007), observando-se apenas o alelo sensivel (Tabela 2).

A frequéncia alélica da mutacdo V10161, determinada para a populacéo de Ae.
aegypti da ilha da Madeira, é claramente inferior a estimada para a populacdo da ilha
francesa de Martinica, que revelou uma frequéncia alélica desta mutacdo de 0.71
(Marcombe et al., 2009), e as estimadas para as populacdes da Venezuela, em que as
frequéncias deste alelo variam entre 0.20 e 0.51 (Urdaneta-Marquez et al., 2008). No

entanto, o aumento das frequéncias de alelos kdr pode ocorrer de um modo
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relativamente célere. Em 2003, a mutacdo V10161 ndo foi detectada na populacdo de
Ae. aegypti da Foz do Iguagu (Brasil). J& em 2009, nesta area, a frequéncia deste alelo
atingia o valor mais elevado para as regifes Centro-Oeste e Este do Brasil atingindo
0.74 em Foz do lguacu, continuando ausente no Nordeste e Sudeste do pais (Martins et
al., 2009b). Em 2011, a mutagdo V10161 foi finalmente encontrada no Nordeste do
Brasil, nas cidades de Crato e Juazeiro do Norte, com frequéncias alélicas de 0.28 e 0.08
respectivamente (Lima et al., 2011). Os resultados destes estudos vém reforcar a
necessidade de monitorizar periodicamente as resisténcias kdr na populacdo de Ae.
aegypti presente na ilha da Madeira visto que a mutacdo detectada, V10161, tem sido
claramente associada a resisténcia a insecticidas piretroides (Saavedra-Rodriguez et al.,
2007). Esta associacdo tem implicacBes nos programas de controlo, pois o uso continuo
de piretroides pode promover um aumento drastico na frequéncia alélica desta mutagédo
conduzindo, rapidamente, a sua fixacdo, tal como aconteceu com populagdes de Ae.
aegypti do México (Garcia et al., 2009).

Os niveis de resisténcia ao DDT e aos piretrdides detectados na populacdo de
Ae. aegypti da ilha da Madeira ndo parecem poder ser totalmente justificados pela
frequéncia de mutacgdes kdr estimadas neste estudo. Assim, seria interessante efectuar
estudos bioguimicos para identificar a presenca de outros mecanismos de resisténcia
que possam estar associados aos niveis de resisténcia observados na populacdo em
causa. Esta necessidade parece particularmente premente quando se analisa o historial
da resisténcia de Ae. aegypti aos insecticidas, reportado por todo o0 mundo. Na América
Latina e nas Caraibas ja foram registadas populacGes de Ae. aegypti resistentes aos
piretréides, carbamatos e organofosfatos, sendo que esta resisténcia estava relacionada
com actividades elevadas de pelo menos uma familia de enzimas de desintoxicacdo
(Marcombe et al., 2009) e/ou genes kdr (Harris et al., 2010). Na Colémbia, a situacao
actual indica que a resisténcia encontrada em Ae. aegypti locais é devida aos elevados
niveis metabolicos de actividade das P450s e GSTs detectadas nessas populacdes
(Fonseca-Gonzalez et al., 2010).

O nivel de resisténcias apresentadas por variadas populacdes de Ae. aegypti e a
sua constante rapida progressao, reforcam a necessidade de vigilancia constante da

susceptibilidade aos insecticidas usados nos programas de controlo vectorial (Lima et
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al., 2011). Esta vigilancia deve acontecer antes, ou assim que 0 insecticida comegar a
ser utilizado, de modo a poder-se determinar o nivel inicial de resisténcia, de modo a
facilitar a sua monitorizacdo. Deste modo, este estudo fornece dados sobre os niveis
iniciais de resisténcia aos insecticidas testados, sugerindo que ainda ha insecticidas
aplicaveis. Os resultados aqui apresentados serdo ainda Uteis para compara¢des com 0s
niveis de resisténcia a serem obtidos em anos vindouros ajudando a tracar o perfil de
evolucdo deste fendbmeno num ambiente muito particular, ou seja, numa populacdo em
expansdo, recentemente introduzida numa ilha e deste modo isolada de grandes

movimentos migratorios.

Normalmente, as estratégias de monitorizacdo de resisténcias a insecticidas
recomendam o uso rotativo de quimicos, com diferentes modos de actuagdo, e o0 uso do
controlo bioldgico. Existe o pressuposto de que a resisténcia a um insecticida
desaparecera de uma populacdo a partir do momento em que a pressdo de selec¢do, ou
seja, a utilizacdo do insecticida em questdo, seja removida (Ranson et al., 2010). Em
contrapartida, existem estudos que referem que a interrupgéo do uso do insecticida, por
si s0, ndo é suficiente para reverter a resisténcia sendo necessario introduzir individuos
susceptiveis na populacdo (Melo-Santos et al., 2010). No entanto, a espécie Ae. aegypti
possui uma capacidade de dispersdo activa baixa em ambientes com densidades
populacionais elevadas (Harrington et al., 2005). Tal implica que, mesmo entre
populacbes geograficamente proximas, o fluxo genético entre diferentes populagdes de
Ae. aegypti é baixo (Ayres et al., 2004). Assim, a introdu¢do por migracao activa de
individuos susceptiveis em populacGes resistentes é pouco provavel. Tal facto reforca o
pressuposto que, em particular para Ae. aegypti, 0 mais recomendavel € alternar entre
classe de insecticidas com a frequéncia suficiente para impedir a emergéncia de
qualquer resisténcia (Ranson et al., 2010) e utilizar insecticidas bioldgicos devido ao

seu menor impacto ecoldgico e a sua baixa tendéncia para induzir resisténcias.
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5.3. Origem geogréfica da populacédo de Aedes aegypti da
ilha da Madeira

Os marcadores do ADN mitocondrial tém sido muito utilizados por todo o
mundo para caracterizar a diversidade genética e a filogeografia de populacGes de Ae.
aegypti (Gorrochotegui-Escalante et al., 2002; Bracco et al., 2007; Paduan e Ribolla,
2008; Urdaneta-Marquez et al., 2008; Junior e Scarpassa, 2009; Delatte et al., 2011).

Os genes analisados neste estudo (ND4 e COI) foram seleccionados devido ao
conhecimento dos seus polimorfismos obtido em estudos anteriores efectuados na
mesma espécie (Gorrochotegui-Escalante et al., 2002; Costa-da-Silva et al., 2005;
Beebe et al., 2005; Mousson et al., 2005; Bracco et al., 2007; Paupy et al., 2008;
Urdaneta-Marquez et al., 2008; Paduan e Ribolla, 2008; Scarpassa et al., 2008; Junior e
Scarpassa, 2009; Delatte et al., 2011). Neste tipo de estudos é normal o uso de amostras
pequenas (10 ou 15 individuos) e estd demonstrado que a baixa diversidade, quando

encontrada, ndo esta relacionada com o tamanho da amostra (Kamgang et al., 2011a).

Relativamente ao gene COI, no presente estudo foram encontrados apenas dois
haplotipos: 0 HC1 com maior frequéncia (93.3%) e o0 HC2 com uma frequéncia muito
baixa (6.66%). Neste ultimo, verificou-se a ocorréncia de heteroplasmia, sendo uma
situacdo ja documentada em ADN mitocondrial de Ae. aegypti (Black IV e Bernhardt,
2009; Paduan e Ribolla, 2008). Assim, de modo a solucionar este problema, recorremos
a clonagem do fragmento amplicado. Este é o melhor método para detectar a presenca
de “Numts” que possam estar a causar a heteroplasmia observada (Hlaing et al., 2009).
Este processo permitiu observar a verdadeira sequéncia do fragmento de ADN

mitoncondrial em estudo.

Para o gene ND4, foram encontrados também dois haplétipos: o HN1 com maior

frequéncia (93.3%) e 0 HN2 com uma frequéncia muito baixa (6.66%).

Para o gene COl, os valores de diversidade nucleotidica encontrados no Brasil, ©
= 0,00651 + 0,0003 por Scarpassa et al., (2008) e ©=0.00485, por Paduan e Ribolla

(2008) foram superiores a encontrada neste estudo (nco; = 0,00153).
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Do mesmo modo, os valores de diversidade nucleotidica deste presente estudo,
para 0 gene ND4 (nnps = 0,00548), foram inferiores aos encontrados no México (n =
0,0143) por Gorrochotegui-Escalante et al., (2002), na Venezuela (x = 0,0187) por
Urdaneta-Marquez et al., (2008) e no Brasil (= = 0,01997; n=0.01740) por Bracco et al.,
(2007) e Paduan e Ribolla (2008). No entanto, verificaram-se valores semelhantes de
diversidade nucleotidica em populagdes do Pert ¢ da Tailandia (x = 0,0079) (Costa-da-
Silva et al., 2005; Bosio et al., 2005).

A baixa diversidade nucleotidica (mnps = 0,00548; mcor = 0,00153) encontrada
na populacdo de Ae. aegypti da ilha da Madeira é consistente com a recente introducao
desta espécie na regido. Tal pode ser devido a um possivel efeito fundador, inerente a
perda de variabilidade genética, que ocorre quando uma nova populacdo é estabelecida
a partir de um namero pequeno de individuos oriundos de uma populagdo maior (Hartl,
2000).

Neste estudo, e tal como noutros efectuados anteriormente com ND4, os valores
de diversidade nucleotidica estimados para este gene,mnps = 0,00548, foram mais
elevados do que os obtidos com o gene COI (nco; = 0,00153) (Gorrochotegui-Escalante
et al. 2002; Herrera et al. 2006; Bracco et al. 2007; Scarpassa et al. 2008). Tal é
explicado pelo facto de, em Ae. aegypti, o gene COI ser considerado mais conservado
que o ND4 (Scarpassa et al. 2008).

Ao alinharmos estes haplotipos encontrados na ilha da Madeira com outros
detectados em estudos anteriores, verificamos que eram haplétipos ja existentes noutros

locais do globo (ver Tabela 23 e 25).

A analise da rede de haplétipos feita neste estudo para o gene COI teve muito
menos haplétipos para comparacdo do que o gene ND4. Mesmo assim, foi possivel
obter uma rede que corrobora os resultados obtidos na arvore desenhada com 0s
haplo6tipos do gene ND4. Assim sendo, verificdimos a presenca, na ilha da Madeira, das
duas linhagens mitocondriais designadas para este gene (Gorrochotegui-Escalante et al.,
2002; Costa-da-Silva et al., 2005; Bosio et al., 2005; Bracco et al., 2007; Scarpassa et
al., 2008; Janior e Scarpassa, 2009). O haploétipo HC1 enquadrou-se no denominado

grupo Il que apresenta haplétipos do Brasil e da Africa Oriental, enquanto que HC2
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enquadrou-se num grupo | com haplétipos do Brasil e com um hapl6tipo oriundo da
Africa Ocidental (Scarpassa et al., 2008 e Paduan e Ribolla, 2008).

A anélise mais completa da rede de haplétipos do gene ND4 evidenciou a
presenca na Madeira, tal como na rede do gene COI, de duas linhagens mitocondriais
distintas identificadas para este gene em Ae. aegypti: a linhagem denominada de grupo
I, onde se insere o haplétipo HN1 associado a outros oriundos das Américas (norte,
central e sul), Asia e Africa (oriental e ocidental) e uma segunda linhagem (grupo 1) em
que HN2 agrupa com hapldtipos da Africa Ocidental (Senegal) e Américas (norte,

central e sul).

A presenca destas duas linhagens distintas nas populacGes de Ae. aegypti é
explicada por Bracco et al., (2007) do seguinte modo: Aedes aegypti tera atingido as
Américas durante o século XVII e XVIII. A partir dos locais de introducdo, as
populacbes expandiram-se até a implementacdo das medidas de controlo adoptadas
entre 1950 e 1960. Estas populacbes sofreram, como consequéncia da forte pressdo de
insecticidas, um bottleneck (efeitos de gargalo de garrafa). Em 1970, o controlo
vectorial faliu e Ae. aegypti re-invadiu a maioria dos paises americanos. Bracco e seus
colaboradores sugerem dois cenarios evolutivos possiveis que explicam esta re-invasdo:
(i) é possivel que alguns individuos tenham sobrevivido ao programa intensivo de
controlo vectorial adoptado pelos paises americanos, recolonizando-os apos a
interrupcdo das medidas de controlo; (ii) ocorreu uma disperséo de Ae. aegypti a partir
de paises onde a erradicacdo nunca foi conseguida. De qualquer modo, uma linhagem
antiga de Ae. aegypti aegypti, geneticamente mais proxima da subespécie silvatica Ae.
aegypti formosus, persistiu e dispersou-se pelas Américas. Os haplétipos dos grupos |
(dos genes COI e ND4) podem ser representativos desta linhagem (Bracco et al., 2007;
Junior e Scarpassa, 2009). Quanto aos haplétipos dos grupos Il (COl e ND4), estes
devem ter sido introduzidos nas Américas durante os anos 80, como consequéncia das
intensas trocas comerciais com paises Asiaticos. Posteriormente, os hapl6tipos dos
grupos Il foram transportados para varias regides, dentro dos proprios paises, através

das rotas comerciais (Bracco et al., 2007).

Na ilha da Madeira os haplétipos mais frequentes de ambos os genes (HC1 e

HN1) pertencem a estes grupos Il. Estes hapldtipos estdo presentes em cidades com
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grandes portos comerciais e grandes densidades demograficas do norte e sudeste do
Brasil (Manaus, Belém, Santos, S&o Sebastido e Porto Velho), e, a partir destas
localizagdes, poderdo ter-se dispersado para outros locais do Mundo por via maritima.
A ocorréncia das duas linhagens de Ae. aegypti na ilha da Madeira podera ter relevancia
epidemioldgica, uma vez que vérios estudos tém vindo a revelar que mosquitos de
diferentes linhagens genéticas podem apresentar susceptibilidade desigual (i.e.
competéncia vectora) a infeccdo com arbovirus (Beerntsen et al., 2000; Failloux et al.,
2002; Lourenco-de-Oliveira et al., 2004; Urdaneta-Marquez et al. 2008) e respostas
distintas aos programas de controlo vectorial (Junior e Scarpassa, 2009).

A anélise da rede de haplétipos do gene COIl e do gene ND4 permitem-nos
sugerir dois cenarios para o estabelecimento da populacdo de Ae. aegypti na ilha da
Madeira (i) ocorreram pelo menos duas introducdes independentes de Ae. aegypti, ou;
(i) ocorreu a introducdo simultanea de mosquitos com os dois haplotipos identificados.
Esta dltima hipotese € possivelmente a mais provavel, pois a populacdo em causa
apresenta baixa variabilidade genética, pouco compativel com a existéncia de varios
fendmenos de introducdo (Kamgang et al., 2011a). No entanto, a possibilidade de terem
ocorrido mdltiplas introducGes ndo devera ser descurada, ja que tal podera ter um
impacte epidemiologico importante na transmissdo de doencas mediadas por Ae.
aegypti. A existéncia de fluxo genético entre diferentes populacbes pode facilitar a
dispersdo de genes relacionados com a transmisséo e, assim, aumentar a competéncia
vectorial para a transmissdo do virus da dengue e da febre amarela (Scarpassa et al.,
2008). Alem disso, estudos recentes demonstraram o importante papel das maultiplas
introdugdes numa colonizacdo bem sucedida por parte de espécies invasivas (Kolbe,
2004; Zalewski et al., 2010). Exemplo disso foi evidenciado por Fonseca et al., (2001)
qguanto ao estabelecimento de Ae. (Finlaya) japonicus (Theobald, 1901) nos EUA. A
fase de introducdo de uma populacdo numa nova regido esta normalmente sujeita a
varios “bottlenecks”. Estes podem reduzir a variabilidade genética das populacdes
fundadoras a niveis por vezes incompativeis com uma fase subsequente de expanséo.
Mudltiplas introdugdes terdo como resultado um aumento da variabilidade genética da
populagéo invasora, permitindo a sua expansdo eficiente e melhor adaptacédo a novos
ambientes (Kamgang et al., 2011a). No caso da populacdo de Ae. aegypti da ilha da
Madeira ter resultado de um unico evento de introducdo, os haplotipos identificados
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neste estudo deverdo estar bem adaptados as condi¢cdes ambientais da regido ja que a
espécie continua a expandir-se, tanto para oeste como para este do concelho do Funchal,

local presumivel da sua introducéo.

5.4. Conclusoes finais

Com base na andlise molecular do ADN mitocondrial ndo é possivel fazer uma
inferéncia precisa sobre a origem geografica de Ae. aegypti que invadiu a ilha da
Madeira. No entanto, e com base na informacao disponivel, os haplétidos identificados
para a Madeira, encontram-se apenas referenciados em simpatria (para o pais), no
Brasil, Venezuela, EUA e México (Figura 29). No que se refere a analise dos alelos kdr,
a mutacdo V10161, conferente de resisténcia aos piretréides, ja foi assinalada em
populacdes do Brasil, Venezuela, México, Martinica e ilhas Caimado (Figura 32). No
entanto, as frequéncias alélicas desta mutacdo obtidas nestes paises foram superiores a
estimada para a ilha da Madeira. Do mesmo modo, V10161 ocorre em diversas regides
do Brasil com frequéncias claramente superiores a da ilha da Madeira (Martins et al.,
2009a; Martins et al., 2009b). Exceptua-se a area de Boa Vista (Martins et al., 2009b)
onde a frequéncia alélica desta mutacdo (0.05) é semelhante aos valores estimados para

a Madeira.

Com base nos dados genéticos obtidos e face ao elevado nimero de imigrantes
brasileiros na Madeira e a grande comunidade de madeirenses (aproximadamente 300
mil) emigrados na Venezuela, e ao consequente elevado trafego entre a Madeira e estes
dois paises, a hipotese mais provavel é que Ae. aegypti seja oriundo destas regides da

América Latina.

Os elevados niveis de resisténcia ao DDT e aos piretroides, detectados na
populacdo de Ae. aegypti da ilha da Madeira, ndo parecem poder ser totalmente
justificados pela frequéncia de mutacfes kdr estimadas neste estudo. Do mesmo modo,
a pressdo selectiva exercida pelas medidas de controlo vectorial implementadas pelas
autoridades de saiude da RAM, ndo parecem explicar a existéncia de tais resisténcias.
Assim, os resultados referentes ao estudo da sensibilidade da populacdo de Ae. aegypti

aos insecticidas, associados a estimativa da frequéncia dos alelos kdr e a anélise
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filogeogréfica baseada no ADN mitocondrial, reforcam a ideia de que as resisténcias
aos insecticidas detectadas na populagdo da Madeira ja deveriam existir nos individuos

que colonizaram a regiao.
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Figura 29. — Representacdo da distribuicdo dos haplétipos do gene ND4 e mutagGes kdr encontrados
neste estudo. Legenda: Verde-escuro — apenas HN2 (Senegal); Verde-intermédio — onde HN1 e HN2
se encontram em simpatria (Madeira, EUA ,México, Venezuela e Brasil); Verde-claro - apenas HN1

(Pert e Guatemala); Circulos pretos — locais com a mutagdo kdr V10161 j& descrita.

5.5. Perspectivas futuras

O aumento de espécies invasivas na Europa podera servir de catalisador ao
desenvolvimento de doencas até aqui presentes na Europa apenas quando algum
viajante infectado regressava de um pais endémico. A introducdo e a rapida expansao de
Ae. albopictus pela Europa é um exemplo do risco actual no que se refere a (re)-
emergéncia de doencas transmitidas por vectores (Reiter, 2010). O estabelecimento de
Ae. albopictus permitiu a ocorréncia de casos autoctones de febre da dengue e
chikungunya em Franga (Gould et al., 2010) e de um surto de chikungunya no norte de

91



Itdlia (Rezza et al., 2007). A possivel reintroducdo de Ae. aegypti na Europa aumenta
mais ainda a possibilidade de transmissdo de arbovirus ao Homem. O risco de
reintroducdo desta espécie no sul da Europa é mais elevado, pois ai o clima, mais quente
e himido, permite a manutencdo de populacdes do mosquito durante todo o ano (Reiter,
2010). No norte da Europa, onde o clima é mais temperado, o risco de introducdo sera
mais elevado nos meses mais quentes do ano, pois suspeita-se que as populagdes de Ae.
aegypti ndo sobrevivam ao inverno da regido. No entanto, Ae. aegypti foi recentemente
detectado na Holanda em depdsitos de pneus (Brown et al., 2010). Apos a verificacdo
de que a introducdo da espécie ocorreu a partir de um carregamento de pneus vindo de
Miami, foi implementado um controlo rigoroso sobre a importacéo de pneus vindos dos
EUA, de modo a evitar futuros incidentes (Brown et al., 2010). Este estudo real¢a a
necessidade de se determinar inexoravelmente a origem geografica do mosquito da ilha
da Madeira recorrendo a outros marcadores moleculares, tais como microssatélites, e
esclarecer o seu modo de introducdo de modo a possibilitar a aplicagdo de medidas

preventivas de futuras introducdes de Ae. aegypti na regido.

A possibilidade de se determinar com precisdo a origem geografica da populacao
da ilha da Madeira, possibilitaria ainda inferéncias sobre a sua competéncia vectora para
a transmissdo de arbovirus patogénicos para 0 Homem. Embora, se assuma, atraves de
varios estudos laboratoriais de infeccdo artificial de Ae. aegypti com virus da dengue
(Failloux et al., 2002), e através da histdria de ocorréncias de epidemias desta doenca na
América Latina, que Ae. aegypti é competente para a transmissao deste arbovirus, sabe-
se que este parametro epidemiol6gico pode variar de acordo com o virus transmitido e a
sua estirpe, assim como, com a populagcdo do mosquito que o transmite. As populagdes
de Ae. aegypti da Venezuela sdo muito susceptiveis a dengue, tal como demonstrou
Urdaneta-Marquez et al., (2008) quando investigou a competéncia vectora para 0
serotipo 2, embora, actualmente, ja circulem todos os quatros serotipos da dengue no
pais. J& para o Brasil, Lourenco-de-Oliveira et al., (2004) verificou que a competéncia
vectora para o serotipo 2 da dengue era muito variavel, apresentando valores de 21.6%

(regido Nordeste) a 99% (Norte da Amazonia).

Como perspectiva futura, seria igualmente interessante continuar a monitorizar

geneticamente a populacdo madeirense de Ae. aegypti. Tal permitiria descartar a
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ocorréncia de novos haplétipos, fruto de outras introducgdes, e seguir a evolucdo desta

populacgéo insular.

Seria também desejavel obtermos informacao sobre a estrutura genética de Ae.
aegypti nesta ilha. O conhecimento da variacdo genética e o grau de diferenciacédo
genética entre populacGes pode ser muito importante para modelar a disseminacao de
infecgBes arboviricas num cenéario de introdugdo local do agente infeccioso. Este
conhecimento é também importante para a implementacdo de programas de controlo
vectorial visto que pode prever o0 modo de dispersdo de genes de interesse, como
aqueles que conferem resisténcia a insecticidas, e monitorizar o0 impacto das estratégias

de controlo (Sousa et al., 2008).

A ocorréncia de um surto arbovirico transmitido por Ae. aegypti na ilha da
Madeira, parece ser uma possibilidade a considerar. A ilha da Madeira é uma regido
turistica visitada por milhares de turistas todos os anos. Apresenta também elevado
nimero de imigrantes oriundos do Brasil, pais onde emergiram surtos recentes da
dengue nas suas maiores cidades (Coelho et al., 2008), e um clima tropical humido,
propicio ao desenvolvimento do vector e proliferacdo de arbovirus. De salientar também
que 45% (99214 habitantes) da populacdo da ilha reside no concelho do Funchal,
(Melim, 2009), local onde foi reportado pela primeira vez a espécie Ae. aegypti. Esta
elevada densidade demografica, combinada com o clima da regido e uma populacdo ndo
imune, pde em evidéncia a vulnerabilidade da regido para a emergéncia da dengue ou
outras doengas transmitidas por Ae. aegypti. Actualmente ja esta em curso um projecto
que visa a avaliacdo da capacidade vectorial e o risco de introducdo de arboviroses nesta
regido. O projecto esta a ser desenvolvido através de uma parceria do IHMT com o
IASAUDE e o IGOT apresentando como objectivos a definicido do nivel de risco, a
delimitacdo de zonas de maior vulnerabilidade e a modelacdo da propagacdo de uma

epidemia arbovirica.
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ANEXO |

Resultado da analise de Pearson (“Pearson goodness-of-fit chi-square”) ao
modelo “probit” para as rectas de regressdo estimadas referentes ao numero de
mosquitos tombados (knock-down™) durante os ensaios diagnostico da OMS, ao longo
do tempo de exposicdo aos insecticidas: DDT, malatido, permetrina e deltametrina.
Nestes casos testou-se a seguinte hipétese nula - Ho = o modelo “probit” ajusta-se
adequadamente aos dados dos ensaios. O nivel de significancia seleccionado para
rejeitar a Ho foi de 99%.

DDT

Chi-Square Tests

Chi-Square df Sig.

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 4,639 5 ,461°
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
aggregated cases.

b. Since the significance level is greater than ,150, no heterogeneity
factor is used in the calculation of confidence limits.

MALATIAO

Chi-Square Tests

Chi-Square df Sig.

PROBIT Pearson Goodness-of-Fit 5536,812 5 ,000°
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
aggregated cases.

b. Since the significance level is less than ,150, a heterogeneity factor is
used in the calculation of confidence limits.

PERMETRINA
Chi-Square Tests

Chi-Square df Sig.

PROBIT  Pearson Goodness-of-Fit 17,549 5 ,004P
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
aggregated cases.

b. Since the significance level is less than ,150, a heterogeneity factor is
used in the calculation of confidence limits.

DELTAMETRINA
Chi-Square Tests

Chi-Square df Sig.

PROBIT Pearson Goodness-of-Fit 15,857 5 ,007°
Test

a. Statistics based on individual cases differ from statistics based on
aggregated cases.

b. Since the significance level is less than ,150, a heterogeneity factor is
used in the calculation of confidence limits.
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Abaixo, indicam-se os valores, estimados com base no modelo “probit”, para os tempos de

exposicao referentes a cada um dos insecticidas testados pelos ensaios diagnéstico da OMS,

capazes de produzir percentagens de mortalidade entre 1% e 99,9%.
DDT

Confidence Limits

Probability 95% Confidence Limits for Tempo 95% Confidence Limits for log(Tempo)?
Estimate Lower Bound | UpperBound Estimate Lower Bound | UpperBound
PROBIT ,010 35,012 10,479 46,145 1,544 1,020 1,664
,020 46,032 29,671 74,537 1,663 1,472 1,872
,030 54,760 41,070 141,285 1,738 1,614 2,150
,040 62,400 47,274 253,580 1,795 1,675 2,404
,050 69,395 51,702 418,375 1,841 1,714 2,622
,060 75,962 55,314 646,269 1,881 1,743 2,810
,070 82,230 58,458 949,955 1,915 1,767 2,978
,080 88,280 61,295 1344,023 1,946 1,787 3,128
,090 94,168 63,914 1845,076 1,974 1,806 3,266
,100 99,934 66,369 2471,942 2,000 1,822 3,393
,150 127,814 77,151 8343,476 2,107 1,887 3,921
,200 155,421 86,622 22024,288 2,192 1,938 4,343
,250 183,812 95,519 50726,855 2,264 1,980 4,705
,300 213,702 104,198 107395,940 2,330 2,018 5,031
,350 245,722 112,886 215311,509 2,390 2,053 5,333
400 280,531 121,755 416739,178 2,448 2,085 5,620
450 318.895 130,964 789690.789 2,504 2117 5,897
LTS50 500 | 361,770 140,679 | 1481621,808 2,558 2,148 6,171
,550 410,409 151,089 | 2780292,901 2,613 2,179 6,444
,600 466,534 162,432 | 5271206,653 2,669 2,211 6,722
,650 532,623 175,029 1,021E7 2,726 2,243 7,009
,700 612,428 189,341 2,050E7 2,787 2,277 7,312
,750 712,015 206,078 4,351E7 2,852 2,314 7,639
,800 842,080 226,434 1,006E8 2,925 2,355 8,002
,850 1023,966 252,679 2,671E8 3,010 2,403 8,427
,900 1309,633 290,016 9,131E8 3,117 2,462 8,961
910 1389,826 299,825 1,229E9 3,143 2477 9,089
,920 1482,520 310,855 1,696E9 3,171 2,493 9,230
,930 1591,594 323,448 2,419E9 3,202 2,510 9,384
,940 1722,924 338,112 3,594E9 3,236 2,529 9,556
,950 1885,985 355,645 5,647E9 3,276 2,551 9,752
,960 2097,385 377,401 9,603E9 3,322 2,577 9,982
,970 2390,017 405,969 1,844E10 3,378 2,608 10,266
980 | 2843180 447304 4.302E10 3454 2651 10,643
LT99.9 900 | 3738085 521.119 1.724E11 3573 2717 11.237

a. Logarithm base = 10.
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MALATIAO

Confidence Limits

Probability 95% Confidence Limits for Tempo 95% Confidence Limits for log(Tempo)®
Estimate | Lower Bound | Upper Bound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT? ,010 21,466 1,332
,020 23,500 1,371
,030 24,890 1,396
,040 25,989 1,415
,050 26,919 1,430
,060 27,737 1,443
,070 28,474 1,454
,080 29,151 1,465
,090 29,780 1,474
,100 30,372 1,482
,150 32,948 1,518
,200 35,151 1,546
,250 37,157 1,570
,300 39,057 1,592
,350 40,904 1,612
400 42,736 1,631
450 44,588 1,649
,500 46,489 1,667
,550 48,470 1,685
,600 50,570 1,704
,650 52,836 1,723
,700 55,334 1,743
,750 58,163 1,765
,800 61,483 1,789
,850 65,593 1,817
,900 71,158 1,852
910 72,571 1,861
,920 74,138 1,870
,930 75,900 1,880
,940 77,918 1,892
,950 80,284 1,905
,960 83,157 1,920
,970 86,829 1,939
,980 91,964 1,964
,990 100,680 2,003

a. Aheterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.
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PERMETRINA

Confidence Limits

Probability 95% Confidence Limits for Tempo 95% Confidence Limits for log(Tempo)°

Estimate | LowerBound | UpperBound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT? ,010 7,102 462 13,843 ,851 -,335 1,141
,020 9,882 1,105 17,182 ,995 ,043 1,235
,030 12,186 1,914 19,785 1,086 ,282 1,296
,040 14,266 2,884 22,072 1,154 460 1,344
,050 16,218 4,012 24,204 1,210 ,603 1,384
,060 18,089 5,295 26,267 1,257 724 1,419
,070 19,905 6,731 28,321 1,299 ,828 1,452
,080 21,686 8,312 30,414 1,336 ,920 1,483
,090 23,443 10,025 32,594 1,370 1,001 1,513
,100 25,187 11,855 34,908 1,401 1,074 1,543
,150 33,897 21,793 50,504 1,530 1,338 1,703
,200 42,921 30,640 78,158 1,633 1,486 1,893
,250 52,555 37,791 123,461 1,721 1,577 2,092
,300 63,036 44117 192,499 1,800 1,645 2,284
,350 74,606 50,187 294,770 1,873 1,701 2,469
400 87,543 56,302 444904 1,942 1,751 2,648
450 102,190 62,662 665,387 2,009 1,797 2,823
,500 118,996 69,436 991,472 2,076 1,842 2,996
,550 138,566 76,797 1480,121 2,142 1,885 3,170
,600 161,751 84,960 2226,988 2,209 1,929 3,348
,650 189,798 94,208 3400,693 2,278 1,974 3,632
,700 224,634 104,950 5317,507 2,351 2,021 3,726
,750 269,435 117,828 8621,020 2,430 2,071 3,936
,800 329,913 133,938 14775,973 2,518 2,127 4,170
,850 417,744 155,402 27709,568 2,621 2,191 4,443
,900 562,202 187,203 61176,259 2,750 2,272 4,787
910 604,012 195,791 74080,897 2,781 2,292 4,870
,920 652,964 205,560 91206,647 2,815 2,313 4,960
,930 711,381 216,855 114645,897 2,852 2,336 5,059
,940 782,823 230,193 148019,736 2,894 2,362 5,170
,950 873,100 246,393 198106,218 2,941 2,392 5,297
,960 992,553 266,869 279025,814 2,997 2,426 5,446
,970 1162,029 294,359 425159,857 3,065 2,469 5,629
,980 1432,936 335,286 744321,359 3,156 2,525 5,872
,990 1993,746 411,530 | 1799740,562 3,300 2,614 6,255

a. Aheterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.
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DELTAMETRINA

Confidence Limits

Probability 95% Confidence Limits for Tempo 95% Confidence Limits for log(Tempo)®

Estimate | LowerBound | UpperBound Estimate Lower Bound | Upper Bound
PROBIT? ,010 7,533 4,818 10,011 877 ,683 1,000
,020 8,848 5,932 11,432 ,947 773 1,058
,030 9,798 6,766 12,441 ,991 ,830 1,095
,040 10,580 7,468 13,261 1,024 873 1,123
,050 11,261 8,091 13,971 1,052 ,908 1,145
,060 11,876 8,661 14,606 1,075 ,938 1,165
,070 12,442 9,193 15,190 1,095 ,963 1,182
,080 12,972 9,695 15,733 1,113 ,987 1,197
,090 13,474 10,175 16,246 1,129 1,008 1,211
,100 13,953 10,636 16,735 1,145 1,027 1,224
,150 16,123 12,765 18,942 1,207 1,106 1,277
,200 18,087 14,729 20,941 1,257 1,168 1,321
,250 19,961 16,622 22,866 1,300 1,221 1,359
,300 21,809 18,493 24,793 1,339 1,267 1,394
,350 23,674 20,369 26,782 1,374 1,309 1,428
,400 25,590 22,274 28,883 1,408 1,348 1,461
450 27,592 24,224 31,153 1,441 1,384 1,493
,500 29,715 26,239 33,650 1,473 1,419 1,527
,550 32,002 28,344 36,448 1,505 1,452 1,562
,600 34,505 30,572 39,638 1,538 1,485 1,598
,650 37,299 32,972 43,343 1,572 1,518 1,637
,700 40,488 35,617 47,740 1,607 1,552 1,679
,750 44,236 38,620 53,111 1,646 1,587 1,725
,800 48,820 42,170 59,938 1,689 1,625 1,778
,850 54,766 46,621 69,160 1,739 1,669 1,840
,900 63,286 52,771 82,999 1,801 1,722 1,919
,910 65,535 54,358 86,763 1,816 1,735 1,938
,920 68,069 56,131 91,055 1,833 1,749 1,959
,930 70,969 58,140 96,031 1,851 1,764 1,982
,940 74,354 60,461 101,924 1,871 1,781 2,008
,950 78,412 63,213 109,102 1,894 1,801 2,038
,960 83,463 66,596 118,205 1,921 1,823 2,073
,970 90,121 70,987 130,471 1,955 1,851 2,116
,980 99,801 77,253 148,815 1,999 1,888 2,173
,990 117,213 88,220 183,206 2,069 1,946 2,263

a. Aheterogeneity factor is used.

b. Logarithm base = 10.

123




