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RESUMO

O piriproxifeno (PPF), quimico que mimetiza a hormona juvenil dos insetos, é
um composto promissor para o controlo de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Este
larvicida interfere no desenvolvimento dos mosquitos, inibindo a emergéncia dos
adultos e causando a esterilizacdo das fémeas ap6s contato. Este quimico tem também a
particularidade de atuar em doses muito reduzidas, o que permite a sua disperséo entre
criadouros tratados e ndo tratados atraves dos proprios mosquitos, no ato de oviposi¢do
e repouso. Assim, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a eficacia da auto-
disseminacéo de piriproxifeno pela populacdo de Ae. aegypti na freguesia do Padl do
Mar, concelho da Calheta, na Ilha da Madeira, como metodologia de controlo vetorial.

Primeiramente, foi realizada a otimizacdo da metodologia a aplicar. Comparou-
se a eficacia de armadilhas BG-sentinel® com as armadilhas GAT® por forma a decidir
qual seria 0 modo mais eficaz de disseminacdo de PPF a utilizar. Face a estrutura das
armadilhas GAT, que inclui uma rede impregnada com inseticida, foram realizados
testes de suscetibilidade a inseticidas da OMS as populacdes de Ae. aegypti do Paul do
Mar e Funchal, e testes de cone OMS para testar a eficacia das redes impregnadas das
armadilhas GAT.

O estudo de auto-disseminacao foi dividido em pré-tratamento, tratamento e pos-
tratamento. Na primeira fase foram avaliadas as densidades da populacdo adulta e
determinado o tempo de desenvolvimento e a taxa de emergéncia de adultos
provenientes de larvas de 3° instar Ae. aegypti de 37 criadouros sentinela, na auséncia
de PPF. Na segunda, foi realizada a auto-disseminacdo de PPF recorrendo armadilhas
BG-sentinel® como estagdes de disseminacdo. Para avaliar o efeito da disseminagéo, no
pos-tratamento, as densidades de Ae. aegypti foram avaliadas.

Por ualtimo, foi realizado um bioensaio de transferéncia de PPF entre machos
expostos e fémeas ndo expostas, por forma a analisar os efeitos esterilizantes deste
quimico utilizando os machos como veiculo de disseminacao.

Os resultados revelaram que as armadilhas BG-sentinel® sdo mais eficazes na
captura de Ae. aegypti, e, como tal, foram utilizadas como esta¢des de disseminacao.
Além disso, verificou-se que a populacdo de Ae. aegypti é resistente a varios inseticidas
e que as redes impregnadas das armadilhas GAT® néo sdo eficazes para captura de
exemplares desta espécie. Quanto ao estudo de auto-disseminacdo, houve diferencas
estatisticamente significativas na emergéncia de adultos nos criadouros sentinela entre o
pré e o pbs-tratamento (P<0.0001). A avaliacdo da abundancia de Ae. aegypti apds a
auto-disseminacao de PPF revelou que ndo houve diferencas no total de fémeas colhidas
(P>0.05) antes e apds a disseminacdo de PPF no Padl do Mar. No entanto, o nimero de
ovos depositados nas ovitraps no Paul do Mar decresceu abruptamente apds o periodo
de disseminacdo de PPF. O bioensaio de transferéncia de PPF, embora preliminar,
sugere que a acdo de PPF pode afetar a progene que advém da exposicdo dos seus
progenitores machos ao PPF.

Concluindo, os resultados obtidos demostram que a auto-disseminacdo de PPF
pode ser uma estratégia de controlo de Ae. aegypti eficaz na Madeira.

Palavras-chave: Aedes aegypti, piriproxifeno, auto-disseminagéo



ABSTRACT

The pyriproxyfen (PPF), a chemical that mimics juvenile hormone of insects, is
a promising compound for the control of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). This larvicide
interferes with the development of mosquitoes by inhibiting the emergence of adults,
and may cause sterilization of female mosquitoes. This chemical acts in very low doses,
which allows the mosquitoes to carry this chemical from treated breeding sites to
untreated water collections during the act of oviposition and/or resting. Thus, the aim of
this study was to evaluate the effectiveness of pyriproxyfen auto-dissemination by Ae.
aegypti in the village of Paul do Mar, Calheta, Madeira Island, as vector control
strategy.

First, we optimized the methodology to be applied. The effectiveness of BG-
Sentinel® traps and GAT trap®s were compared in order to decide which trap would
act as PPF dissemination stations. Since GAT traps have an insecticide impregnated net
WHO insecticide susceptibility tests were carried-out with Ae. aegypti populations of
Paul do Mar and Funchal. Cone tests were also used according WHO protocols to
access the effectiveness of the GAT’s insecticide impregnated net.

The auto-dissemination study was divided into pre-treatment, treatment and
post-treatment. During the first phase Ae. aegypti adult’s density was evaluated and the
development time and adult emergence rate of 3th instar larvae were determined in 37
sentinel breeding sites, in the absence of PPF. In the second phase, PPF dissemination
was carried-out using BG-sentinel® traps as dissemination stations. To evaluate the
effect of PPF dissemination, in the third phase Ae. aegypti densitites were determined.

Finally, a PPF transfer bioassay between exposed males and non-exposed
females was performed to evaluate the sterilizing effects of this mode of dissemination.

The results showed that BG-Sentinel® traps are more effective to capture Ae.
aegypti, and thus, were used as dissemination stations. Furthermore, it was found that
Ae. aegypti is resistant to various insecticides, and the GAT impregnated nets are not
effective to capture specimens of this species. As for the auto-dissemination study, there
were statistically significant differences in adult emergence of larvae of sentinel
breeding sites between the pre- and post-treatment (P <0.0001). The assessment of Ae.
aegypti densities after PPF dissemination revealed no differences in the total number of
collected females (p> 0.05), before and after the dissemination of PPF in Paul do Mar.
However, the number of eggs laid in the ovitraps of Paul do Mar decreased abruptly
after the PPF dissemination period. Regarding PPF transference bioassay, although
preliminary, results suggested that PPF may affect the progeny of males exposed to
PPF.

In conclusion, results have shown that PPF auto-dissemination is a promising

control strategy for Ae. aegypti in Madeira Island.

Keywords: Aedes aegypti, pyriproxyfen, auto-dissemination
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1. INTRODUCAO

1.1. O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Os mosquitos pertencem ao Filo Artrépoda, Classe Insecta, Ordem Diptera,
Subordem Nematocera e Familia Culicidae. A familia Culicidae subdivide-se em trés
subfamilias, Culicinae e Anophelinae, estas com importancia médica dado que as
fémeas sdo hematdfagas, e a subfamilia Toxorhynchitinae. Os mosquitos estdo
distribuidos por todos os continentes, com excecdo da Antartida, estando descritas cerca
de 3500 espécies e subespécies de mosquitos, habitando abaixo do nivel do mar até
3000 metros de altitude (Almeida, 2011; Marquardt et al., 2005).

A familia Culicidae, tal como todos os dipteros, sdo insetos holometabdlicos
com metamorfoses completas, em que as formas imaturas diferem do estado adulto. A
fase de desenvolvimento larvar passa por quatro estados. Nas larvas, a cabeca € mais
quitinizada e contém sedas varias que auxiliam na identificacdo especifica. O torax é
globoso contendo sedas de dimensdo variavel, seguindo-se o abdémen, mais estreito,
dividido por 8 segmentos. No final do abdémen, nas subfamilias Culicinae e
Toxorhynchitinae, é possivel observar uma estrutura saliente e alongada, o sifdo
destinado a respiracdo. Na subfamilia Anophelinae esta estrutura esta ausente e 0s
espiraculos respiratorios abrem diretamente na superficie tergal do final do abdémen
(Almeida, 2011; Marquardt et al., 2005).

A morfologia geral de um culicidio adulto é caracterizada por um tamanho
médio entre 3-6 mm, corpo coberto de escamas com diferentes cores e padrdes que
ajudam na identificacdo das espécies, patas longas e finas e um par de asas
membranosas compridas e estreitas. A cabeca é pequena e esférica com olhos dicéticos,
possui palpos e antenas que permitem a diferenciacdo sexual, que s@o pilosas nas
fémeas e plumosas nos machos (Almeida, 2011; Marquardt et al., 2005). A alimentacéo
do adulto é efetuada atraves do proboéscis. Nas fémeas € uma estrutura alongada,
picadora-sugadora adaptada a hematofagia por solenofagia, ou seja, a perfuracdo da pele
do hospedeiro e succdo do sangue diretamente dos vasos sanguineos, além da ingestéo

de néctares e sucos de plantas. Os machos também possuem probdscis que esta



destinado exclusivamente a sucgdo de néctares e sucos das plantas (Aradjo et al 2012;
Marquardt et al., 2005).

O mosquito Ae. aegypti é facilmente identificavel (Figura 1). A coloracéo
escura, preta ou castanha, e o térax com um desenho em escamas brancas que se
assemelha a uma lira, com duas linhas médias transversais, sdo caracteristicas desta
espécie (Andrew & Bar, 2013).

Figura 1: Ae. aegypti adulto. (a) Vista geral de um macho; (b) pormenor do térax com o desenho da lira e

as duas linhas médias. (fotografias da autora)

A refeicdo sanguinea € necessaria para que ocorra a maturacdo ovarica e
subsequente producdo de ovos, embora algumas espécies sejam capazes de efetuar o
primeiro ciclo gonotrofico na auséncia de uma refeicdo de sangue, denominadas por
autogénicas (Attardo et al.,, 2005). A biologia de reproducdo dos mosquitos esta
diretamente relacionada com a transmissdo de doencas vetoriais, visto que é no decorrer
da refeicdo sanguinea que os agentes patogénicos sdo inoculados conjuntamente com a
saliva que contém vasodilatadores e anticoagulantes que facilitam a refei¢cdo sanguinea
(Almeida, 2011; Attardo et al., 2005).

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linneaus, 1762) é uma das espécies
com maior importancia médica dado que é o vetor primario de febre-amarela urbana,
dengue e chikungunya (Marquardt et al., 2005; Staples et al., 2009). E uma espécie
associada a ambientes urbanos, e muito antropofilica, sendo que as fémeas tém
preferéncia hematica de sangue humano. Além disso, tende a realizar as refeicdes por
sangue e repousar no interior das habitacdes, sendo, por isso, um mosquito endofagico e
endofilico. Ao contrario de outras especies, Ae. aegypti tem habitos diurnos, com dois

picos de actividade, um a meio da manhd e outro ao fim da tarde, e alimenta-se



frequentemente de varios hospedeiros no mesmo ciclo gonotréfico (Halstead, 2008;
Jansen & Beebe, 2010). Esta espécie ndo se dispersa por longas distancias mantendo-se
préximo do local de emergéncia, e, normalmente o alcance de voo ndo excede os 200
metros. No entanto a procura de locais de postura pode levar as fémeas a dispersar por
maiores distancias (Bergero et al., 2013). Quanto a longevidade, as fémeas sobrevivem
entre 8-15 dias, em regra, e 0s machos entre 3-6 dias, embora o tempo de vida seja
variavel, podendo chegar até um més, de acordo com as condicGes de temperatura,
humidade e disponibilidade de alimento (Halstead, 2008).

1.1.1. Ciclo de vida de Aedes aegypti

O ciclo de vida de Ae. aegypti decorre em dois meios distintos: aquatico, durante
as fases imaturas de ovo, larva e pupa, e aéreo, na fase adulta. Como foi anteriormente
referido, € um inseto holometabodlico, visto que passa por metamorfoses completas
durante o seu desenvolvimento (Almeida, 2011; Christophers, 1960).

Um novo ciclo é iniciado no ato de oviposi¢do. Sendo um mosquito urbano, os
bidtopos larvares sdo essencialmente recipientes artificiais e temporarios, que se
encontram dentro ou fora das habitacdes. Os criadouros escolhidos sdo essencialmente
peridomésticos, que podem ser pratos de vasos de plantas, quaisquer objetos que
acumulem &gua, como pneus, embora também possam ser de origem natural, como, por
exemplo, as axilas de plantas que acumulem agua. A fémea gravida apds selecionar o
local de postura alinha-se a superficie da dgua, ou na parede do recipiente, fletindo o
abdémen para baixo por forma a tocar com o dltimo segmento na agua ou
imediatamente acima da superficie da agua. A fémea deposita cerca de 20 ovos, e, apos
repouso, procura outro criadouro para repetir o processo. Deste modo, em cada postura
uma fémea utiliza, em regra, mais do que um criadouro larvar. (Christophers, 1960).

Os ovos postos sdo brancos e translicidos, escurecendo gradualmente até se
tornarem pretos. Na sua forma madura, os ovos tém uma forma alongada e oval, que se
assemelha a um torpedo, com manchas poligonais que visualmente formam uma rede de
linhas brancas. Os ovos sao resistentes a dessecacdo e mantém-se viaveis até um ano,
caracteristica que conjuntamente com o comportamento peridoméstico do mosquito,
contribuem para a dispersdo passiva da espécie para outros locais (Christophers, 1960;
Jansen & Beebe, 2010).



Quando as condi¢bes sdo propicias, e 0s 0vos entram em contacto com a agua,
as larvas eclodem apds um periodo de 2-4 dias a temperatura entre os 25-27°C. As
larvas eclodidas passam por quatro estados larvares e trés ecdises. As larvas alimentam-
se, por filtracdo, de particulas presentes na agua, ou roem e deglutem particulas de
maiores dimensdes. No seguimento do quarto estado larvar, surge a pupa. O
desenvolvimento da fase larvar, desde a eclosdo do ovo até a pupa, tem um periodo
médio de 7 dias a temperatura de 27°C. O estado de pupa é caracterizado por um
periodo de quiescéncia e de rearranjo tecidular sem alimentacédo, que pode durar entre 2-
4 dias a temperaturas entre 23-27°C. Terminado o desenvolvimento da pupa, o adulto
ird emergir num processo rapido que dura entre 10-15 minutos (Christophers, 1960).

Aedes aegypti esta entre as espécies de mosquitos com uma fase imatura de curta
duracdo, cuja caracteristica estd associada a utilizacdo de criadouros de pequenas
dimensdes, que podem secar rapidamente, o que promove um rapido desenvolvimento
das fases imaturas. Ap6s a emergéncia, 0s mosquitos copulam, e as fémeas procuram
realizar uma refeicdo de sangue para maturacao ovarica dando posteriormente origem a

um novo ciclo (Natal, 2002).

1.1.2. Origem e distribuicdo mundial

Atualmente séo conhecidas duas subespécies de Ae. aegypti, nomeadamente Ae.
aegypti aegypti e Ae. aegypti formosus. A subespécie Ae. aegypti aegypti € um mosquito
urbano e muito antropofilico que tera evoluido da subespécie silvatica Ae. aegypti
formosus. A forma silvatica e ancestral é enzodtica das florestas da Africa central e
subsariana. E uma espécie antropofilica, que se desenvolve em criadouros naturais,
como buracos de arvores e plantas. Apresenta uma tonalidade mais escura que a
subespécie urbana, e distingue-se desta pela auséncia de sedas brancas no primeiro
tergito do abdémen (Halstead, 2008; Powell & Tabachnick, 2013).

A adaptacdo de Ae. aegypti ao meio urbano deve-se provavelmente a dispersao
da forma silvatica das florestas africanas para o norte de Africa, que, pelo contacto com
as populacdes e recurso a criadouros artificiais terd dado origem a subespécie Ae.
aegypti aegypti (Failloux et al., 2002; Halstead, 2008). Posteriormente, as trocas
comerciais terdo levado a dispersdo de Ae. aegypti no Mediterraneo, incluindo Portugal

e Espanha, e no oeste e este de Africa (Failloux et al., 2002). A exploragdo maritima



portuguesa com o intercdmbio de mercadorias do oeste de Africa (ao longo da costa
Africana) para a Asia, e a importacio de escravos do oeste Africano para a América
levaram a dispersdo de Ae. aegypti para o continente Americano. A adaptacdo do
mosquito a criadouros artificiais e resisténcia dos ovos a dessecacdo permitiu que este
sobrevivesse nos barcos durante as longas viagens das rotas maritimas (Failloux et al.,
2002; Halstead, 2008; Powell & Tabachnick, 2013). O desenvolvimento das industrias
maritimas nos séculos XVIII e XIX levou & introducdo do mosquito de Africa para a
Australia (Failloux et al., 2002). J& no século XX, a Il Guerra Mundial com o
movimento das tropas contribuiu para a dispersdo de Ae. aegypti nas ilhas do Pacifico e
sudeste Asiatico (Failloux et al., 2002; Gubler, 2011).

Assim sendo, a expansdo geografica de Ae. aegypti tem acompanhado a
globalizacdo. O aumento da populacdo mundial, as migracdes e continuo crescimento
urbano conjuntamente com o0 comeércio internacional tém sido responsaveis pela
dispersdo de Ae. aegypti e o seu estabelecimento em novos locais (Unlu & Farajollahi,
2012). A distribuicdo desta espécie encontra-se, normalmente, em latitudes entre 35°N e
35°S, correspondendo a isotérmica de inverno de 10°C, e, embora ndo seja comum
encontrar-se acima dos 1000 metros de altitude, ja foi detetado a uma altitude de 2000

metros na india e na Colémbia (Braga & Valle, 2007).

1.1.2.1. Aedes aegypti em Portugal — Ilha da Madeira

O mosquito ja esteve presente em Portugal continental, tendo sido identificado
desde o distrito do Porto até as provincias mais a sul, incluindo a zona de Lisboa, onde
era abundante, ndo sendo registada a sua presenca desde 1956 (Almeida et al., 2007;
Almeida, 2011; Holstein, 1967).

No ano de 2004, na llha da Madeira comegaram a surgir queixas por parte da
populacdo da freguesia de Santa Luzia, no Funchal, relativamente a um mosquito de
elevada agressividade cujas picadas resultavam numa reacdo alérgica exacerbada com a
formacéo de papulas (Almeida et al., 2007). O mosquito foi identificado em 2005 como
sendo Ae. aegypti, ndo havendo registos da sua presenca nos rastreios entomologicos
anteriores (Seixas et al., 2013). Apos a identificagdo do mosquito, foi implementado um
programa de controlo, simultaneamente com o programa de vigilancia, por forma a

monitorizar a densidade populacional e dispersdo do mosquito na cidade do Funchal e



concelhos circundantes. Este programa decorreu entre 2006 e 2008 por forma a impedir
0 estabelecimento da espécie na ilha. Em 2009, verificou-se que a distribuicdo do
mosquito ja se estendia aos concelhos de Camara de Lobos e de Santa Cruz (Gongalves
et al.,, 2008). A expansdo de Ae. aegypti continuou ao longo da costa sul da ilha,
abrangendo os concelhos da Ribeira Brava e Ponta do Sol, a oeste, e Santa Cruz, a este.
Em 2011, o mosquito foi também detetado na costa norte da ilha no concelho de Porto
Moniz, embora ndo se tenha estabelecido nesse local, e no ano de 2012 o mosquito foi
também identificado nos concelhos da Calheta, a oeste, e Machico, a este (ECDC,
2014).
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Figura 2: Expansdo de Ae. aegypti na llha da Madeira desde a primeira notificagdo no Funchal em 2005
até 2012. (Adaptado de ECDC 2014)

A expansdo de Ae. aegypti na Ilha da Madeira deve-se a combinacdo de fatores
humanos e ecoldgicos. A densidade populacional nas areas urbanas e a disponibilidade
de criadouros artificiais peridomésticos, em conjunto com zonas verdes e vegetacdo
subtropical ao longo da costa sul da ilha reinem 6ptimas condicGes para a sobrevivéncia
e estabelecimento do mosquito (ECDC, 2013). O clima na Ilha da Madeira é temperado
e himido com precipitacdo anual abundante e um periodo seco curto no verdo, que
ocorre principalmente no més de Julho. As temperaturas médias anuais oscilam entre
14°C e os 18°C, que no verdo variam entre 0s 26°C e 28°C, e no inverno podem ser
superiores a 12°C (Agéncia Estatal de Meteorologia de Espanha & Instituto de
Meteorologia de Portugal 2012). Além disso, o habito cultural da populagdo em manter
inimeros vasos de plantas com pratos para a colecéo de agua nos seus jardins, varandas

e dentro das habitagfes, assim como a existéncia de casas inabitadas, sistemas de



drenagem de &gua, sarjetas e telhados planos, disponibilizam indmeros potenciais
criadouros para o desenvolvimento de Ae. aegypti (ECDC, 2013).

Relativamente a origem desta espécie na Ilha da Madeira, estudos genéticos ao
ADN mitocondrial (mtADN) e aos polimorfismos associados a mutacdo kdr sugerem
que este mosquito é oriundo da América do Sul, mais precisamente do Brasil ou da
Venezuela. Os dados obtidos pelas analises genéticas e 0 movimento populacional entre
a Madeira e os dois paises sul americanos devido as migracdes suportam a possivel

origem do mosquito (Seixas et al., 2013).

1.2. Importancia médica de Aedes aegypti

Aedes aegypti € vetor de arbovirus, destacando-se o virus da febre-amarela, o

virus da dengue e o virus chikungunya.

1.2.1. Febre-amarela

O agente etioldgico da febre-amarela (FA), tal como o nome indica, é o virus da
febre-amarela (VFA), que pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. A FA é
uma doenca infeciosa ndo contagiosa, que é considerada a febre hemorragica original
(\Vasconcelos, 2003). Esta arbovirose foi das doencas epidémicas letais mais temidas,
devido aos grandes surtos no Norte e Sul da América, Africa e Europa ao longo dos
séculos XV-XIX, até ao desenvolvimento de uma vacina eficaz em 1930 no séc. XX
(Barrett & Higgs, 2007; Bryant et al., 2007; Vasconcelos, 2003). O VFA ¢ endémico e
enzoGtico nas florestas tropicais da América do Sul e Africa causando epidemias ou
surtos isolados com impacto na Saude Publica. Os vetores do VFA pertencem aos
géneros Haemagogus e Aedes, na América Central e do Sul, e Aedes em Africa, com
especial relevancia para a espécie Ae. aegypti (Poletto et al., 2005; Vasconcelos, 2003).

Este arbovirus é originario de Africa e tera sido introduzido na América através
das exploracBes maritimas e importacdo de escravos. A frequéncia do comércio
internacional entre Africa, América e ilnhas das Caraibas levou a ocorréncia de
epidemias de FA na América Central e Sul, Estados Unidos e Europa, principalmente
nas cidades portuarias (Barrett & Higgs, 2007; Bryant et al., 2007). Em Portugal, a
ultima epidemia ocorreu em 1857 tendo sido registados 1800 casos e 600 mortos.



Pensa-se que Ae. aegypti terd sido o vector responsavel por esta epidemia (P. G. de
Almeida, 2011).

1.2.2. Dengue

O virus da dengue (DENV), que tal como o VFA pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus, pode causar uma infeccdo benigna, designada de febre
da dengue, ou febre hemorréagica que constitui um quadro clinico grave que pode ser
fatal. A infeccdo por DENV pode ocorrer por um dos 4 serotipos existentes,
nomeadamente: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Os vetores do virus da
dengue sdo 0s mosquitos das espécies Ae. aegypti e Aedes albopictus (Halstead, 2008;
Silvano & Abreu, 2014).

No decorrer dos séculos XVIII e XIX as epidemias de dengue eram esporadicas,
e confinavam-se aos locais recentemente povoados devido as exploragdes maritimas,
principalmente em Africa, subcontinente Indiano e no Sudeste Asiatico. No séc. XX
surgiu a pandemia de dengue com a Il Guerra Mundial, com a dispersdo do virus nas
ilhas do Pacifico e Sudeste Asiatico. Ap06s a guerra, seguiu-se um exponencial
crescimento urbano e economico e muitos dos paises do Sudeste Asiatico passaram a
apresentar a co-circulacdo dos 4 serotipos de dengue, tendo surgido os primeiros casos
de febre da dengue hemorréagica no periodo entre 1950-1970. No final dos anos 70, com
o elevado crescimento econdémico na América tropical, os ser6tipos de dengue
comecaram a ser re-introduzidos a partir da Asia, e em 1994 j& co-circulavam os quatro
serétipos. Apos 50 anos da Il Guerra Mundial tém ocorrido grandes surtos de dengue
hemorréagica nas llhas do Pacifico, América tropical e Sudeste Asiatico (Gubler, 2011;
Halstead, 2008).

Actualmente, a dengue é das arboviroses transmitidas por mosquitos de mais
rapida expansdo no mundo. Em 2009, ocorreram anualmente 50 milhdes de infeccbes
pelo virus da dengue, e 2,5 bilides de pessoas viviam em paises onde a doenca €
endémica. J& em 2012 esse numero aumentou, e estima-se que podera ascender os 100
milhGes de novos casos anuais nos paises endémicos. Para além da continua expanséo
da doenga para novas areas, tém vindo a surgir inimeros casos severos de dengue que
incluem mortes (WHO & TDR, 2009; WHO, 2012). Dado que néo existe vacina ou

tratamento especifico da dengue o seu tratamento incide no alivio dos sintomas, e a sua



prevencdo na implementagdo de programas de controlo vectorial dos mosquitos
transmissores do virus. O custo anual estimado para o tratamento de doentes
ambulatdrios ou internados nos servicos de salde ronda os 514-1394 US$ por pessoa
(Halstead, 2008; WHO, 2012).
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Figura  3: Mapa da  distribuicio  mundial dos  surtos de  dengue  (fonte:

http://www.healthmap.org/dengue/en/, acedido em 11/02/2015)

1.2.2.1. Dengue da Ilha da Madeira

Em Setembro de 2012 foram detectados o0s dois primeiros casos autdctones de
dengue na Regido Auténoma da Madeira. No dia 3 de Outubro desse ano foi declarado
o0 primeiro surto de dengue na Madeira, e testes realizados em laboratorio pelo Instituto
Nacional de Salde de Lisboa (INSA) detectaram o ser6tipo DENV-1 como agente
causal do surto (Alves et al., 2013; Sousa et al., 2012).

Desde a declaragdo do surto foi implementado um programa de vigilancia
epidemioldgica e controlo (Sousa et al., 2012). O surto teve a duragdo de 12 semanas,
desde 3 de Outubro de 2012 a 3 de Fevereiro de 2013. No total, foram declarados 2168
casos provaveis de dengue, dos quais 1084 foram confirmados em laboratério. O total
de casos provaveis diz respeito a residentes na ilha da Madeira, e ndo foram
identificadas manifestagdes graves da doenga ou mortes (Rodrigues et al., 2014). O
surto na Ilha da Madeira foi a primeira epidemia na Europa de que se tem registo desde
1920, e nao foram registados mais casos autoctones desde que se declarou o término do
mesmo (Rodrigues et al., 2014; Seixas et al., 2013).

1.2.3. Chikungunya

O virus chikungunya (CHIKV) pertence a familia Togaviridae, género Alfavirus.
Os vetores que transmitem este arbovirus pertencem ao género Aedes, sendo que 0s


http://www.healthmap.org/dengue/en/

principais vetores em meios urbanos sdo as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus
(Staples et al., 2009; Thiberville et al., 2013).

A origem de CHIKV sera da Africa central e este, onde decorre o ciclo silvatico
entre primatas ndo humanos. Os primeiros casos de infecdo por CHIKV em humanos
ocorreram em Africa entre 1952-53, e resultaram numa epidemia ao longo da Tanzénia
e Mogambique. A primeira epidemia de CHIKV na Asia ocorreu em Bangkok, na
Tailandia, em 1958, tendo-se seguido indmeros surtos nas Filipinas, Camboja,
Vietname, Laos, Mianmar, Malasia e Indonésia. Desde que foi identificado em 1955,
tém vindo a surgir surtos epidémicos de CHIKV em varios paises Africanos, na regido
do Oceano Indico e Sudeste asiatico. Entre 2004-2006, na costa do Quénia, ocorreu um
grande surto epidémico de CHIKV, que se propagou ao longo das ilhas do oceano
indico, india e Sudeste Asiatico, tendo sido reportados inimeros casos importados na
Europa, América do Norte, e em Varios paises Asiaticos. Outro grande surto ocorreu
entre 2005-2006 nas ilhas francesas La Reunion no oceano indico, que afetou mais de
um terco da populacdo, seguindo-se, em 2006, uma epidemia na India em que foram
estimados um milhdo de casos. Na Europa, o primeiro surto de CHIKV decorreu em
2007 na Italia, regido de Romagna, cuja origem esteve num Unico caso importado da
india, com 248 casos autdctones. O vetor responsavel por esse surto foi Ae. albopictus
que j& se encontrava estabelecido no pais. Em 2010, foram também confirmados dois
casos de transmissdao autéctone em Franca (Cavrini et al., 2009; Staples et al., 2009;
Thiberville et al., 2013).

Atualmente ndo existe profilaxia ou tratamento especificos para CHIKV, sendo
que o tratamento incide no alivio dos sintomas, dado que a doenca é autolimitada, no
entanto é de dificil recuperacdo podendo apresentar elevados niveis de morbilidade.
Embora estejam a decorrer investigacdes para o desenvolvimento de uma vacina, a
prevencdo assenta no controlo dos vetores com o objetivo de diminuir o contacto da
populacdo com 0s mesmos, e, consequentemente, a transmissdo do virus (Thiboutot et
al., 2010).

1.3. Controlo vetorial

As doengas transmitidas por vectores constituem um risco para a saude humana

além de afetarem o desenvolvimento socioeconomico. Atualmente, a inexisténcia de
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vacinas e 0 aparecimento de resisténcias aos farmacos disponiveis, tornam o controlo
vetorial na medida primaéria para o controlo e prevencao dessas doencas. Esta estratégia
que visa reduzir o contacto entre os vectores e as populacdes, a densidade populacional
dos vetores e a sua sobrevivéncia, tem vindo a ser também afetada pelo
desenvolvimento de resisténcias a inseticidas por parte dos vetores (WHO, 2004).

As medidas de controlo vetorial que se tém vindo a consolidar desde o inicio do
séc. XXI sdo: a gestdo ambiental, o controlo quimico, o controlo bioldgico e o controlo

genético (Wermelinger & Ferreira, 2013)

1.3.1. Controlo vetorial de Aedes aegypti

Como ja foi referido anteriormente, a prevencdo da transmissdao da dengue
assenta essencialmente no controlo dos vetores que transmitem o virus, nomeadamente
Ae. aegypti que € o principal vetor desta doenca. O controlo de Ae. aegypti tem vindo a
ser um desafio. No periodo entre 1940-1970 as densidades do mosquito na América
Central e Sul foram reduzidas com sucesso através da implementacdo de um extenso
programa de controlo. As medidas implementadas nesse programa incidiram no
controlo das colecdes de agua e na utilizacdo de inseticidas, que preveniram a
transmissdo epidémica de dengue durante 30 anos. No entanto, 0 sucesso rapidamente
se transformou em insucesso, visto que, na auséncia de epidemias de dengue, um
programa extenso de controlo ja ndo era considerado uma prioridade e tera sido
abandonado. Rapidamente, no periodo entre 1970-1980, Ae. aegypti foi reintroduzido na
maioria dos paises de onde teria sido eliminado, levando a emergéncia e
hiperendemicidade de dengue (Gubler, 2011; Spiegel et al., 2005).

Em 2012, a dengue foi considerada a doenca vetorial transmitida por mosquitos
de maior impacte no mundo. Dada a importancia da dengue como epidemia global, é
necessario que se tomem medidas a fim de reduzir a morbilidade e mortalidade
associadas a esta doenca. Sendo a dengue uma doenca negligenciada, poucos esforcos
tém sido feitos para contrariar 0s seus efeitos negativos no mundo. Desta forma, foi
criada, em 2012, a estratégia global para a prevencdo de controlo da dengue que
pretende diminuir o peso desta doenca. Os objetivos especificos desta estratégia global
visam reduzir a morbilidade e mortalidade em, pelo menos, 25% e 50%, respetivamente,
até 2020 (WHO, 2012).
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Atualmente, o controlo de Ae. aegypti assenta essencialmente em medidas de
gestdo ambiental, controlo bioldgico e controlo quimico. Os métodos utilizados na
gestdo ambiental assentam na remocdo, alteracdo, destruicdo ou reciclagem de
contentores e colecOes de agua passiveis de serem potenciais criadouros larvares de Ae.
aegypti (Halstead, 2008; WHO & TDR, 2009). O controlo bioldgico tem vindo a ser
efetuado a partir da introducdo de predadores das formas imaturas do mosquito,
nomeadamente espécies de peixes larvivoras e de copépodes ciclopoides, que sdo
pequenos crustaceos de agua doce (WHO & TDR, 2009). Por dltimo, o controlo
quimico téem sido a estratégia mais utilizada (Berg et al., 2012), a qual se ira prestar
especial énfase de seguida.

Os programas de controlo devem considerar os fatores ecoldgicos e bioldgicos
do mosquito, o contexto cultural e fatores socioecondémicos onde sdo implementados,
assim como os recursos disponiveis para a sua aplicacdo, a fim de serem sustentaveis e
executados em tempo util (WHO & TDR, 2009).

1.3.2. Controlo quimico

O controlo quimico tem sido das medidas de controlo mais utilizadas para o
combate de vetores, para prevenir a transmissao de doencas vetoriais principalmente
aquelas que séo transmitidas por mosquitos (Berg et al., 2012).

A utilizacdo de compostos quimicos € a ferramenta que tem vindo a ser mais
amplamente utilizada no combate ao mosquito Ae. aegypti. O controlo quimico pode ser
implementado através da utilizacdo de larvicidas e adulticidas, que sdo inseticidas
direcionados para o combate das formas imaturas e adultas respetivamente. A aplicagéo
de larvicidas incide num controlo focal, e sdo principalmente utilizados no tratamento
de contentores peridomeésticos. Outro tipo de tratamento é o residual, peri-focal, através
da utilizacdo de sprays que afetam ndo s6 as formas imaturas como as adultas, ndo
devendo ser utilizados em contentores de agua potavel. A utilizacdo de larvicidas deve
ser considerada como uma medida complementar a gestdo ambiental, que se deve
restringir aos contentores que nao podem ser eliminados ou geridos. Por Gltimo ha a
pulverizacdo espacial de adulticidas, que é recomendada na presenga ou eminéncia de
uma epidemia, cuja aplicacdo massiva visa uma rapida diminuicdo da populacéo vetora
adulta (Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013; WHO & TDR, 2009).
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Existem quatro grandes classes de inseticidas mais comumente utilizados no
controlo vetorial: organoclorados, organofosforados, carbamatos e os piretroides. Mais
recentemente, tem-se explorado a possibilidade de utilizar compostos quimicos
mimetizantes dos reguladores de crescimento de insetos (RCI), que diferem das
restantes classes referidas por interferirem no desenvolvimento dos insetos (Manjarres-
Suarez & Olivero-Verbel, 2013; Tunaz & Uygun, 2004).

1.3.2.1. Organoclorados

Os organoclorados (OC) contém carbono, hidrogénio e cloro na sua composi¢édo
quimica. Dentro desta classe salienta-se o grupo dos difenil-alifaticos, do qual se
destaca o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Braga & Valle, 2007). O DDT foi
sintetizado em 1874, e as suas propriedades inseticidas descobertas em 1939. Este
quimico foi amplamente utilizado no decorrer da Il Guerra Mundial, século XX, no
combate a malaria, febre tifoide, e piolhos (Crinnion, 2000). Este inseticida foi o
primeiro de longa duracéo a ser produzido, e permanece ativo durante meses apds a sua
aplicacdo nas habitagdes. Embora o mecanismo de acdo do DDT ndo seja inteiramente
compreendido, sabe-se que este tem acdo neurotdxica por interferir com os canais de
sodio, abrindo-o0s, 0 que, consequentemente, afeta o equilibrio i6nico de sddio-potassio
e impossibilita a normal transmissdo dos impulsos nervosos. Os OC tém sido
amplamente utilizados no controlo de pestes e em programas de controlo de doencas
transmitidas por vetores, como no caso da malaria, no entanto a sua utilizacdo tem vindo
a ser descontinuada e proibida. Estes quimicos sdo compostos organicos persistentes,
toxicos por contato e ingestdo, que se acumulam nos tecidos bioldgicos além de
persistem no meio ambiente. As restricdes atualmente impostas quanto a utilizacdo de
OC incidem principalmente na sua aplicacdo agricola, embora a OMS ainda os

recomende para o controlo de vetores (Braga & Valle, 2007; WHO, 2011c).

1.3.2.2. Organofosforados

Os inseticidas que contém fésforo na sua composi¢do quimica denominam-se de
organofosforados (OP) (Braga & Valle, 2007). Estes quimicos foram sintetizados em
1820, no entanto as suas propriedades inseticidas foram descobertas posteriormente aos

organoclorados, tendo sido utilizados pela primeira vez como pesticidas entre 1941-
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1944 (Crinnion, 2000). Esta classe € muito utilizada no ambito da Salde Publica por
apresentarem vantagens relativamente aos OC, visto que ndo se acumulam nos tecidos
bioldgicos e sdo biodegradaveis. Apesar disso, tém uma toxicidade mais elevada,
mesmo em menores concentracdes, € S40 menos estaveis o que significa que tém de ser
reaplicados com maior frequéncia (Braga & Valle, 2007). Os OP interferem com a
transmissdo axonal dos neurdnios por inibigdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase
(AChE). A inibicdo da AChE leva a acumulacao do neurotransmissor acetilcolina, o que
faz com que o sistema nervoso seja continuamente estimulado. Este mecanismo vai
desencadear um processo de paralisia que leva a morte do inseto (Braga & Valle, 2007;
Crinnion, 2000). Dos inseticidas OP destaca-se o temephos, que € maioritariamente
usado como larvicida em diversos ambientes aquaticos. Devido a sua baixa toxicidade
em mamiferos, é recomendado pela OMS para ser aplicado na agua para consumo
humano, na concentracdo maxima de 1mg/L, como medida de controlo de mosquitos
(WHO, 2011a).

1.3.2.3. Carbamatos

Os carbamatos, como o bendiocarb, derivam do &cido carbamico. Esta classe de
inseticidas comecou a ser produzida em 1960, e, como o0s inseticidas OP, o seu
mecanismo de agdo incide na enzima AChE. A semelhanga com os inseticidas OP, 0s
carbamatos atuam rapidamente sobre os insetos e possuem um reduzido poder residual,
sdo biodegradaveis e ndo se acumulam em tecidos bioldgicos. A principal diferenca dos
carbamatos face aos OP é que a inibicdo da AChE € reversivel, sendo que 0s insetos
podem recuperar da acao destes inseticidas quando expostos a doses reduzidas (Braga &
Valle, 2007; Manjarres-Suarez & Olivero-Verbel, 2013).

1.3.2.4. Piretréides

Os piretrdides (PY) sdo uma classe de inseticidas sintéticos mais recentes,
sintetizados na década de 1970, a partir do composto natural das flores de
Chrisanthenum cinerariaefolium, o piretro. Estes quimicos tém vindo a ser amplamente
utilizados devido as suas elevadas propriedades inseticidas a doses reduzidas, além de
serem biodegradaveis e ndo cumulativos. Alem disso, a sua toxicidade é reduzida nos

mamiferos, embora esta seja elevada para a fauna aquatica. Os PY séo utilizados como
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inseticidas domiciliarios, principalmente impregnados nas redes mosquiteiras como
medida de controlo de doencas transmissiveis por vetores. O mecanismo de a¢do dos
PY ¢é semelhante ao do DDT, atuando nos canais de sodio, abrindo-os, afetando o

sistema nervoso dos insetos (Braga & Valle, 2007; Costa et al., 2008).

1.3.2.5. Reguladores de crescimento de insetos

Os reguladores de crescimento de insetos (RCI), ao contrério de outros
inseticidas sintéticos, interferem com processos fisioldgicos que estdo envolvidos no
desenvolvimento dos insetos, por mimetizacdo da hormona juvenil (HJ), e sdo bastante
seletivos. Esta classe de quimicos ndo necessita de ser toxico para 0 organismo alvo,
mas a sua agao resulta na ocorréncia de anormalidades no decorrer do desenvolvimento
dos insetos, que interferem com a sua sobrevivéncia (Staal, 1975; Tunaz & Uygun,
2004).

No ciclo de vida dos insetos ocorrem periodos gque sdo sensiveis, ou insensiveis,
a acao da HJ. O crescimento e desenvolvimento dos insetos sdo regulados por duas
hormonas, a ecdisona e a HJ. A ecdisona é secretada pela glandula protoracica, cuja
acao inicia e regula o processo de muda entre os varios estadios larvares, enquanto que a
HJ é secretada pela glandula enddcrina corpus allata, que desempenha um papel
essencial do processo de metamorfose e desenvolvimento embrionario. A HJ esta
presente durante a fase larvar, regulando a acéo da ecdisona, o0 que permite a ocorréncia
das ecdises sem que seja iniciado o processo de metamorfose. No decorrer do Ultimo
estado de larva, a HJ declina para niveis muito baixos, por cessacao do corpus allata. O
decréscimo da HJ leva a estimulacéo e libertacdo da ecdisona, que, na auséncia de HJ,
vai interromper a fase de alimentacdo da larva e iniciar a fase de pupa. Nos insetos
holometabdlicos, como no caso dos mosquitos, os niveis de HJ voltam a subir na fase de
pré-pupa com o objetivo de prevenir a metamorfose precoce de alguns tecidos. De
seguida, os niveis de HJ decrescem novamente, e aumenta a segregacao da ecdisona,
que leva ao rearranjo e diferenciacdo tecidular para o desenvolvimento da fase adulta e
emergéncia do mosquito (Riddiford, 2012; Slama, 1971; Staal, 1975).

O crescimento e desenvolvimento dos insetos estdo intimamente dependente da
regulacdo de ecdisona e HJ, além de outras neuro-hormonas. Qualquer distdrbio de

origem externa por analogos sintéticos na homeostasia de uma, ou mais hormonas,
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poderd resultar num desenvolvimento e crescimento anormal no inseto alvo (Dhadialla
etal., 1998).

1.3.2.5.1. Piriproxifeno

Existem varios RCI, no entanto, neste trabalho, da-se destaque ao piriproxifeno
(PPF). Piriproxifeno € um quimico que mimetiza a HJ dos insetos, sendo, por isso,
considerado um andlogo da HJ dos insetos. Este quimico exerce a sua agdo nos
processos de morfogénese, reproducdo e embriogénese. Os efeitos morfogénicos
ocorrem principalmente na transicdo da fase de larva para pupa, onde mecanismo é
regulado pelo aumento da segregacdo da hormona ecdisona e auséncia da HJ. A
persisténcia de um analogo da HJ durante esta transicdo ird causar um distdrbio nessa
fase do ciclo de vida. Piriproxifeno é considerado um larvicida dado que a morte ocorre
na fase imatura, principalmente na fase de pupa, sendo tal, por vezes, denominado de
pupicida, o que leva a inibicdo da emergéncia dos adultos (Dhadialla et al., 1998; Invest
& Lucas, 2008).

Piriproxifeno é um regulador do crescimento de insetos de largo espectro que
pode ser utilizado como larvicida no controlo de pestes e vetores. Este quimico €
considerado seguro dado que foi avaliado como sendo nao genotdxico ou carcinogénico,
de baixa toxicidade para mamiferos (WHO, 2011a), embora moderadamente tdxico para
peixes, e muito tdxico para zooplancton (IPCS & IOMC, 2010). A dose recomendada
pela OMS para a utilizacdo de PPF em contentores de agua potavel é de 0,01mg/I
(WHO, 2011a) sob a férmula de granulo (WHOPES, 2013).

1.3.2.5.1.1. Piriproxifeno para o controlo de Aedes
aegypti

O controlo vetorial direcionado para mosquitos que habitam zonas urbanas ou
semi-urbanas tém levado ao desenvolvimento de novas iniciativas que combinem
medidas de controlo das formas adulta com metodologias que incluam a utilizagdo de
larvicidas. A escolha de um larvicida a ser utilizado num programa de controlo vetorial
deve reunir 0s seguintes critérios: ter baixa toxicidade para mamiferos, reduzido
impacto ambiental e longo efeito de acdo, para reduzir o numero de aplicacGes (Invest
& Lucas, 2008).
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Piriproxifeno é um larvicida que redne os critérios acima mencionados, que tem
a particularidade de ndo so interferir com o desenvolvimento e causar a morte das fases
imaturas, inibindo a emergéncia dos adultos, como interfere na reproducdo (Invest &
Lucas, 2008; Ohba et al., 2013). A utilizacdo de PPF é particularmente indicada para o
controlo do mosquito Ae. aegypti, que pode ser aplicado nos criadouros artificiais,
mesmo em contentores de agua que se destinem para o consumo humano (WHO, 2011a;
WHOPES, 2006).

O principal desafio na implementacdo de medidas de controlo é conseguir uma
cobertura suficiente da populacdo de mosquitos. A gestdo de bidtopos larvares para ser
efetiva deve incidir o seu impacto na densidade da populacdo de mosquitos que se
pretende controlar. A utilizacdo de larvicidas no controlo de Ae. aegypti pode contribuir
para diminuir a transmissdo da dengue, no entanto a sua aplicacdo é um desafio dada a
dificuldade em identificar e atingir uma cobertura total dos criadouros, que nas areas
urbanas sao essencialmente pequenos contentores peri-domésticos de grande variedade
(Devine et al., 2009).

A utilizacdo de PPF no controlo de Ae. aegypti incide numa estratégia que visa
explorar os comportamentos inatos dos mosquitos. Esta nova abordagem esta assente no
pressuposto de que mosquitos expostos a uma superficie contaminada com PPF sdo
capazes de o auto-disseminar para o0s seus proprios criadouros. A estratégia denominada
de ‘“auto-disseminag¢do” explora, desta forma, os comportamentos associados a
oviposicdo e repouso dos proprios mosquitos para que este larvicida seja disseminado.
Assim, é o préprio mosquito que dispersa este quimico que afeta as formas imaturas
presentes nos criadouros que sdo contaminados, assim como a descendéncia que advém
dos ovos postos nesses mesmos criadouros (Caputo et al., 2012; Devine et al., 2009). A
exposicdo da populacdo de mosquitos ao larvicida € conseguida através da utilizacdo de
estruturas artificiais, denominadas de estagdes de disseminacgéo, que simulam criadouros
de mosquitos, atraindo-os. Os mosquitos, apos entrarem em contato com a superficie
contaminada com PPF nas estacGes de disseminacdo, vao transportar no seu corpo e
patas particulas de PPF que irdo disseminar para outros criadouros no ato de oviposi¢do
ou repouso. Esta estratégia, quando direcionada para mosquitos transmissores da
dengue, nomeadamente Ae. aegypti e Ae. albopictus é potenciada pelo comportamento

de oviposigdo destas espécies, dado que estes distribuem os ovos de uma mesma postura
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por varios criadouros. As carateristicas comportamentais do mosquito Ae. aegypti, em
conjunto com as reduzidas doses de atuacdo de PPF (Caputo et al., 2012), CL50=0,011
p.p.b. (Itoh et al., 1994), e o fato deste larvicida néo ter efeitos repelentes nem afetar a
longevidade e comportamentos das fases adultas (Devine & Killeen, 2010), rednem
condigdes para que esta abordagem seja promissora no controlo deste vetor nas areas
urbanas. Esta abordagem tem o potencial de atingir uma maior cobertura de criadouros,
cuja é dificil através dos métodos convencionais de aplicacdo de larvicidas (Caputo et
al., 2012).

1.3.3. Controlo vetorial de Aedes aegypti na Ilha da Madeira

As medidas de controlo vetorial direccionadas para 0 mosquito Ae. aegypti na
Ilha da Madeira comegaram a ser implementadas apés a identificacdo desta espécie na
regido, que podem ser divididas por dois periodos: pré-surto (2005-2012) e surto (2012).
As primeiras medidas implementadas incidiram na utilizacdo de inseticidas e
implementacdo de campanhas de sensibilizagdo para prospecao e reducdo de biodtopos
larvares do mosquito (ECDC, 2014). As medidas de controlo quimico, que decorreram
entre 2006 e 2008, foram direcionadas para as fases adulta e larvar, e consistiram na
pulverizacdo intradomeciliar com alfa-cipermetrina (Fendona®), nebulizacdo ULV
(Ultra-Low-Volume) extradomiciliar com tetrametrina e d-fenotrina (Killigerm®
ULV500), tratamento de espagos publicos e armazéns com piretrina (Pybuthrin®), e
aplicacdo de Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) em contentores com
agua estagnada (Melim, 2009). Entre 2009-2010, foram realizados testes de
suscetibilidade a inseticidas, recorrendo aos protocolos da OMS, por forma a averiguar
se a populacdo de Ae. aegypti na Madeira era resistente a inseticidas, cujo tema sera
explorado mais adiante.

Apds terem surgido os primeiros casos de dengue na Madeira em 2012, as
medidas de controlo foram amplificadas. Relativamente ao controlo das fases imaturas,
voltou-se a incidir na procura e eliminacgdo de criadouros e aplicacdo de Bti, além de se
ter iniciado a deposi¢do de sal e agua salgada nas sargetas e sistemas de drenagem de
agua para eliminagdo das formas larvares. Quanto ao controlo da fase adulta, recorreu-
se novamente a aplicacdo de adulticidas, atraves de pulverizacdes e nebulizacOes

extradomiciliares, e nebulizagdes intradomiciliares. Em conjunto foram implementadas
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campanhas informativas sobre a reducdo das fontes de Ae. aegypti e protecdo contra
picadas de mosquito com a promocdo da utilizacdo de repelentes (ECDC, 2014). No
sentido de aumentar a eficicia das medidas até entdo implementadas, em Dezembro de
2012, a Camara Municipal do Funchal desenvolveu e implementou o Plano Municipal
de Combate ao Mosquito Vetor de Transmissdo da Dengue, que teve por objetivo
contribuir para o combate do surto de dengue atraves da eliminagdo dos focos de
mosquitos com envolvimento da populacdo residente. A intervencdo foi desenvolvida
para ser aplicada durante dois anos, e cobriu toda a area urbana do concelho do Funchal
(Camara Municipal do Funchal 2015).

Em conjunto com as medidas desenvolvidas por forma a controlar 0 mosquito
Ae. aegypti, e o surto, foram tomadas precaucdes no sentido de impedir a exportacdo do
mosquito para territério continental. Desde 2005 que tém sido publicados documentos
com recomendacgOes e medidas de controlo vetorial que foram adoptadas nos portos e
aeroportos, assim como diretrizes para o transporte de lixo, como pneus e embalagens,

além de produtos de exportcao, tais como bananas e plantas (ECDC, 2014).

1.4 Vigilancia entomoldgica de Aedes aegypti na Ilha da

Madeira

A vigilancia entomoldgica de Ae. aegypti teve inicio em 2005, apdés a
identificacio do mosquito na Ilha da Madeira. Inicialmente, foram distribuidas
armadilhas de oviposi¢do, ovitraps, no municipio do Funchal para monitorizar a
populacdo adulta do mosquito. A rede de vigilancia por intermédio de ovitraps foi
progressivamente aumentada até ao aeroporto, localizado em Agua de Pena, e ao porto
comercial, que se encontra no Canigal (ECDC, 2014).

No ano de 2009, foi aprovado o projeto MOSQUIMAC — Gestdo Integrada do
vetor Aedes aegypti, do programa Madeira-Acores-Canarias (MAC) 2007-2013, e foram
introduzidas novas ovitraps, 27 no Funchal e 18 distribuidas nos restantes 10 concelhos,
para dar continuidade ao programa de monitorizacdo. Nesta fase, foram também
iniciados ensaios com novas armadilhas, desta vez direcionadas para a captura de
adultos (Funchal, n.d.). Para compreender a disperséo e distribuicdo de Ae. aegypti na
Ilha da Madeira e em Porto Santo, foi realizado um estudo transversal, em 2011,

recorrendo as ovitraps que foram distribuidas por todo o territorio da Ilha da Madeira. e

19



verificou-se que o mosquito ja se tinha expandido para oeste da ilha, e ndo foi detetada a
sua presenca em Porto Santo (ECDC, 2014).

No ano seguinte, em 2012, foi iniciada a vigilancia por intermédio de armadilhas
Biogents-Sentinel Traps® (BGs) direcionadas para a captura de adultos. Para além da
colheita semanal de ovos nas ovitraps que se encontravam distribuidas na ilha até entéo,
foram distribuidas 15 armadilhas BGs, 13 no concelho do Funchal e 2 no concelho de
Camara de Lobos. A colheita dos exemplares nestas armadilhas ocorreu com a
frequéncia de dois dias por semana. Em adicdo, a Rede de Vigilancia de Vetores
(REVIVE), no dmbito do Programa Nacional de Vigilancia de Vetores e Culicideos,
passou a efetuar, nos meses de Julho, Setembro e Novembro, realizou uma atividade
bimestral de captura de exemplares adultos de Ae. aegypti para estudar e caracterizar a
populacdo dessa espécie presente na llha da Madeira (IASAUDE, 2012).

Face a ocorréncia do surto de dengue na regido, as medidas de vigilancia foram
aumentadas, tendo sido distribuidas 135 ovitraps nas localidades com maior densidade
de mosquitos, e as armadilhas BGs passaram a ser monitorizadas diariamente. Para além
da colheita de dados por intermédio destes dois tipos de armadilhas, foram elaborados
estudos entomoldgicos de porta em porta para estimar os indices de infestacdo de Ae.
aegypti nas habitagdes. A prospecdo de sargetas e sistemas de drenagem de &gua foi
também efetuada por forma a identificar a presenca de formas imaturas de Ae. aegypti e
identificar potenciais criadouros larvares (ECDC, 2014).

Apds término do surto, as armadilhas ovitraps e BGs continuaram a ser
utilizadas para a monitorizagcdo da populacdo de Ae. aegypti na llha da Madeira. As
capturas de ovos e exemplares adultos sdo registadas semanalmente em bases de dados

para o efeito.

1.5. Resisténcia a inseticidas

O controlo quimico é a estratégia mais utilizadas no controlo de mosquitos
vetores de doencas. Os inseticidas da classe dos piretréides, por exemplo, tém sido os
mais utilizados nas pulverizagds intra-domiciliares em todo o mundo, além de serem
utilizados para tratar redes mosquiteiras (Liu, 2015). O aparecimento e aumento de
resisténcias a inseticidas tornam necessario que se desenvolvam estratégias efetivas de

controlo, visto que o numero de populacGes de mosquitos resistentes tem vindo a
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aumentar, o que, por sua vez, diminui os recursos inseticidas disponiveis. Avangos no
conhecimento da bioquimica, genética molecular, ecologia, dindmica populacional e
monitorizacao das espécies de mosquitos vetores de doencas tém sido cruciais para que
se possam desenvolver estratégias alternativas e contornar o problema crescente das
resisténcias a inseticidas. Desta forma, a selecdo de uma estratégia de controlo deve
incidir no conhecimento das resisténcias referentes aos inseticidas que sdo selecionados
para aplicar numa determinada populagédo vetora, assim como da biologia e ecologia da
espécie em questdo (Georghiou, 1994).

O termo “resisténcia” ¢ definido como “a habilidade de uma populacgdo vetora de
insetos tolerar uma dose de inseticida que, em condi¢des normais, causaria a sua morte”.
A resisténcia € uma caracteristica genética (Braga & Valle, 2007), que pode ser natural,
sendo um fendmeno pré-adaptativo da ocorréncia de variagfes genéticas que conferem a
capacidade de resisténcia sem que tenha ocorrido exposi¢cdo prévia ao inseticida (Liu,
2015), ou adquirida, quando é desenvolvida a capacidade de resisténcia posteriormente
a exposicdo. Assim, sdo identificadas trés causas que podem levar a resisténcia numa
populacdo vetora: a exposicdo do mosquito a doses sub-letais de inseticidas, a selecao
natural devido a pré-existéncia de genes que conferem resisténcia e permitem a
sobrevivéncia dos exemplares resistentes na presenca dos inseticidas, e, por Gltimo, a
ocorréncia de mutacdes genéticas ap0s exposicao aos agentes quimicos (George, 1957).

As alteracdes genéticas que conferem resisténcia aos inseticidas podem ocorrer
por mecanismos de destoxicacdo de inseticidas (resisténcia metabolica), ou por perda de
sensibilidade nos locais alvo (resisténcia local-alvo). A resisténcia metabdlica é a mais
comum e consiste em mecanismos de destoxicacdo de xenobidticos que sdo degradados,
através de vias enzimaticas, em moléculas nao toxicas. As enzimas que estdo envolvidas
no metabolismo dos xenobioticos encontram-se divididas por enzimas de Fase | e
enzimas de Fase Il. As enzimas de Fase I, como as do citocromo P450 e esterases,
desempenham a funcgdo de reconhecer e atuar diretamente sobre o composto exdgeno,
como um inseticida, metabolizando-o0 no substrato que sera utilizado pelas enzimas de
Fase Il, como as glutatido-S-transferases. Os inseticidas descritos anteriormente neste
trabalho atuam no sistema nervoso central dos insetos. A resisténcia local-alvo resulta
da ocorréncia de mutacdes pontuais ou modificaces estruturais no sitios-alvo que

interagem com o0s inseticidas, 0 que impede que estes se consigam ligar a0 composto
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exogeno. Este mecanismo de resisténcia esta associado a alteracBes: na enzima
acetilcolinesterase (AChE), que degrada a acetilcolina, neurotransmissor que promove a
propagacdo do impulso nervoso; nos canais de sodio, que permitem a transmissdo dos
impulsos nervosos; e, por ultimo, nos recetores do acido gama-aminobutirico (GABA)

que estdo envolvidos no controlo neuromuscular (Braga & Valle, 2007; Liu, 2015).

1.5.1. Resisténcia a inseticidas na populagcdo de Aedes aegypti na
Ilha da Madeira

O aparecimento e expansdo das resisténcias a inseticidas nas populacdes de
mosquitos vetores, como em Ae. aegypti, constitui uma preocupacdo constante
relativamente ao controlo de doencgas transmissiveis por esses mesmos vetores.
Atualmente, as medidas mais utilizadas nos programas de controlo assentam
essencialmente na utilizacdo de duas das quatro classes de inseticidas disponiveis,
nomeadamente o0s piretrdides e organofosfatos. Assim, €& importante que haja
conhecimento e monitorizacdo das resisténcias a inseticidas na populacdo vetora alvo,
para que se possam implementar estratégias de controlo adequadas e eficazes (Ranson et
al, 2010).

O controlo vetorial de Ae. aegypti na Madeira incluiu, no decorrer dos anos
2009-2010, a pesquisa de resisténcias a varios inseticidas recorrendo aos testes de
suscetibilidade da OMS e de garrafa CDC, direcionados para as formas adultas (Seixas,
2012).

Os inseticidas testados nos testes de suscetibilidade da OMS foram: DDT (4%),
malatido (5%), permetrina (0,75%) e deltametrina (0,05%). Os resultados revelaram que
a populacdo de Ae. aegypti da Madeira é resistente ao DDT e a deltametrina, com taxas
de mortalidade de 29,4% e 65,2% respetivamente, moderadamente resistente a
permetrina e suscetivel ao malatido, com mortalidade de 33,3% e 99,0% respetivamente
(ECDC, 2014; Seixas, 2012).

Os canais de sodio sdo os principais alvos dos inseticidas piretréides e DDT, que
ao ligarem-se mantém os canais na sua conformacéo aberta, o que resulta na propagacgéo
continua do impulso nervoso, que pode levar a morte do inseto. O mecanismo de
resisténcia local-alvo associado aos canais de sodio resulta numa dessensibilizagdo a

esses inseticidas que ja ndo se conseguem ligar aos mesmos. Este mecanismo de
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resisténcia resulta de mutacGes pontuais, conhecidas como resisténcia knockdown, ou
mutacdes kdr. Devido a resisténcia cruzada entre os inseticidas DDT e piretroides
(Braga & Valle, 2007), a identificacdo das resisténcias segundo o0s ensaios de
suscetibilidade a inseticidas realizados, sugere a existéncia de mutagéo do tipo kdr. No
entanto, a data de 2012 apenas uma mutacao kdr tinha sido identificada na populagéo de
Ae. aegypti da llha da Madeira. Esta mutacdo estando presente numa muito baixa
frequéncia alélica nos mosquitos testados (6%) remete para a existéncia de outros
mecanismos que conferem as resisténcias ao DDT, a permetrina e deltametrina (ECDC,
2014; Seixas, 2012).

Entre 2013 e 2014, foram realizados ensaios direcionados para as formas
larvares, a fim de testar os efeitos inseticidas de outros produtos, alguns dos quais ja
tinham sido utilizados no controlo vetorial de Ae. aegypti na Madeira, tais como: cloreto
de sodio (sal), espinosade (Spintor® 480 SC, 480 g/L IA, Dow Agrosciences), Bacillus
thuringiensis subespécie israelensis, serotipo H14 (Bti) (Vectobac® G, 2,8% Al, 200
UTI/mg, Valent Biosciences) e PPF (PPF®; padrdo analitico >99%, lote SZBC220XV,
Sigma-Aldrich). Relativamente ao cloreto de sédio (sal), os resultados sugerem que
alteracdes na salinidade dos criadouros podem eliminar as formas imaturas de Ae.
aegypti, ainda que ndo se conhecam as concentracbes de sal nos biétopos larvares na
regido da Madeira. Quanto ao espinosade, foi observada uma diminui¢do da
sensibilidade a este composto, 0 que podera advir da exposi¢cdo de concentragcdes sub-
letais a este larvicida, ou da tolerancia pré-existente da populacdo de Ae. aegypti que foi
introduzida na Madeira. O Bti demonstrou ser eficaz, dado que os resultados obtidos
sugerem a suscetibilidade da populacdo de Ae. aegypti da Ilha da Madeira a este
composto na sua formulacdo comercial Vectobac® G. Por ultimo, os ensaios
preliminares para determinar a suscetibilidade ao PPF demonstraram que a mortalidade
larvar para a populagéo da Madeira foi de 5% e que o efeito pupicida foi observado para
todas as doses testadas (G. Alves, 2014).
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2. OBJETIVOS

Desde que o mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) foi identificado na Ilha da
Madeira, em 2005, que as autoridades locais tém vindo a implementar medidas de
controlo vetorial, por forma a minimizar a densidade da populagdo desta espécie e evitar
a sua expansao na regiéo.

No entanto, 0 mosquito rapidamente se dispersou ao longo da costa sul da ilha, e
a identificacdo de resisténcias a inseticidas em conjunto com a dificuldade na
eliminacdo de biotopos larvares, tém dificultado o sucesso das medidas de controlo até
entdo aplicadas.

O primeiro surto de dengue na ilha decorreu em 2012, e, apesar de nédo terem
sido identificados mais casos autdctones de dengue desde o término do mesmo, a
presenca de Ae. aegypti na Madeira constitui um risco constante para o surgimento de
novos surtos da doenga, provocada pelo mesmo serotipo (DENV-1) ou por um dos
restantes trés. Deve-se, também, considerar a possibilidade da introdugdo de outros
arbovirus, como o virus da febre-amarela, e o virus chickungunya.

Assim, foi proposto no ambito de Tese de Mestrado em Ciéncias Biomédicas —
Especialidade em Parasitologia Médica, lecionado no Instituto de Higiene e Medicina
Tropical — Universidade Nova de Lisboa, explorar uma nova abordagem de controlo
vetorial através da implementacdo de um pequeno estudo piloto, que incide na
utilizacdo de um larvicida analogo da hormona juvenil dos insetos, o piriproxifeno. Para

isso, foram tracados os seguintes objetivos.

2.1. Objetivo geral

Avaliar a eficécia da auto-disseminacdo de piriproxifeno pela populagdo de Ae.
aegypti (L. 1762) na freguesia do Paul do Mar, concelho da Calheta, na llha da Madeira,

como metodologia de controlo vetorial.

2.2. Objetivos especificos

e Otimizacdo da metodologia a aplicar no Pall do Mar

a) Avaliar a eficacia das armadilhas Biogents Gravid Aedes Trap®
(GAT) e Biogents-Sentinel Trap® (BGs) para a colheita de
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exemplares de Ae. aegypti na area em estudo no Paul do Mar e,
também, em Santa Luzia;

b) Realizar testes de suscetibilidade a adulticidas a populacao local de
Ae. aegypti segundo os testes padronizados da OMS (WHO, 2013);

c) Testar a eficacia das redes impregnadas com inseticida das
armadilhas GAT segundo os testes padronizados da OMS, como
complemento ao passo a), para a monitorizacdo da durabilidade de
redes impregnadas com inseticidas (WHO, 2011b);

d) Avaliar as armadilhas BGs como meio de disseminacdo de
piriproxifeno na area em estudo.

Estudo piloto de auto-disseminacdo de PPF no Paul do Mar

a) Disseminagdo de piriproxifeno (Sumilarv 0,5G®) na &rea em estudo
no Paul do Mar;
b) Avaliacdo da densidade de mosquitos apds a disseminacdo de

piriproxifeno.

Bioensaio de transferéncia de piriproxifeno de mosquitos Ae. aegypti machos
para fémeas
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Ilha da Madeira

A Regido Auténoma da Madeira (RAM) é um arquipélago de territério nacional
que esta localizado no oceano Atlantico e a sudoeste da Peninsula Ibérica, a cerca de
1000km de Portugal continental e 500km da costa norte africana, entre as latitudes
32°38’ € 32°52° N, e longitudes 16°39° ¢ 17°16” W. A RAM ¢ constituida por duas ilhas
habitadas, a ilha da Madeira, maior e principal ilha do arquipélago, e a ilha de Porto
Santo, e pelas ilhas Desertas (llhéu Chédo, Deserta Grande e Bugio) e Selvagens
(Selvagem Grande, Selvagem Pequena e Ilhéu de Fora), desabitadas (Borges et al.,
2008; Gongalves et al., 2008; Sousa et al., 2012).

A RAM tem 267 785 habitantes e é constituida por 11 municipios, 10 na ilha da
Madeira, e 1 na ilha de Porto Santo (INE, 2012). De acordo com a classificacdo
climatica de Koppen-Geiger o clima na ilha da Madeira é do tipo temperado a
subtropical com verdes secos, poucas oscilagdes de temperatura ao longo do ano, que
normalmente varia entre os 15°C no inverno e 25°C no verdo, e humidade relativa de
70% (Goncalves et al. 2008; Agéncia Estatal de Meteorologia de Espanha & Instituto de
Meteorologia de Portugal 2012).

Madeira

-

Canarias

v .

-

Figura 4: Localizagdo geogréafica do arquipélago da Madeira
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3.1.1. Concelho da Calheta - Freguesia do Paul do Mar

A implementacdo do estudo piloto de auto-disseminacdo de PPF decorreu na
freguesia do Paul do Mar, situado no concelho da Calheta. O concelho da Calheta esta
localizado entre o sul e o extremo oeste da ilha da Madeira, onde residem 11 521
pessoas. E o maior concelho do arquipélago que abrange uma area de 111,5 km?, o que
corresponde a 15% da superficie da ilha. Do concelho da Calheta fazem parte 8
freguesias, nomeadamente: Arco da Calheta, Calheta, Estreito da Calheta, Jardim do
Mar, Paul do Mar, Prazeres, Faja da Ovelha e Ponta do Pargo (DREM 2011; Camara
Municipal da Calheta 2015). A freguesia do Paul do Mar é a segunda menor freguesia
do concelho da Calheta, com 1,40km?, onde residem 868 pessoas (DREM, 2011). O
Paul do Mar foi o local escolhido para a implementacdo do estudo piloto de auto-
disseminacdo de PPF nédo so por ser uma aldeia isolada, situada entre o mar e falésias,
cujos acessos sdo um tanel de aproximadamente 2km, a este, e uma estrada, a norte,

como também devido as elevadas densidades do mosquito Ae. aegypti no ano de 2013.

Legenda: 1- Arco da Calheta; 2- Calheta; 3- Estreito da Calheta; 4- Prazeres; 5- Jardim do Mar; 6- Padl
do Mar; 7- Fajé da Ovelha; 8- Ponta do Pargo

Figura 5: Concelho da Calheta e as respetivas freguesias. (Imagem adaptada do Roteiro Turistico do
Concelho da Calheta: http://www.cmcalheta.pt/wordpress/?p=518, acedido a 16/03/2015.
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Figura 6: Freguesia do Padl do Mar (fonte: Google Maps, imagem de satélite).

3.2. Colénia de mosquitos

Foram implementadas e mantidas trés populacGes de Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) (Diptera: Culicidae) nos insectarios da Direcdo Regional de Agricultura e
Desenvolvimento Rural da RAM (DRADR-RAM) em condicdes 6timas de temperatura
(26£2°C), humidade relativa (70£5% HR) e fotoperiodo (12h/12h claro/escuro).

A populagdo de referéncia utilizada foi Rockefeller (Rock), que tem sido
mantida em insectario desde 1930, e, por isso, ndo apresenta quaisquer mecanismos de
resisténcia a inseticidas (Kuno, 2010). A colonia de referéncia foi iniciada a partir de
ovos cedidos pelo “Instituto Venezoelano de Investigaciones Cientificas”. AS duas
colonias de estudo, populacdo do Funchal (Fx) e populacdo do Padl do Mar (PdM),
foram obtidas a partir de ovos colhidos em armadilhas ovitraps, para posturas, que se
encontram distribuidas na cidade do Funchal e na freguesia do Paul do Mar e que sdo
monitorizadas pelas equipas da Unidade de Satde Ambiental do IASAUDE. Os ovos
colhidos, ap6s contagem e identificacdo morfol6gica, foram levados para os insectarios
da DRADR-RAM. Os ovos da populacéo Fx foram colhidos entre as semanas 26 e 48, e

0s ovos da populacdo PdM entre as semanas 26 e 40.
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Os ovos pertencentes as trés populaces foram mergulhados em tinas de plastico
com &gua desclorada para ecloséo das larvas, que foram alimentadas com flocos para
peixes de agua quente Sera Vipan®. Os adultos, provenientes destas larvas, foram
mantidos em gaiolas entomoldgicas e alimentados ad libitum com solugdo aquosa de
acucar a 10%. Para a maturacdo ovarica das fémeas, foi fornecida, 2 a 3 vezes por
semana, a possibilidade das fémeas realizarem refeicdo de sangue a partir de
Mesocricetus auratus, previamente anestesiados com uma injecdo intraperitonial de
uma solucdo combinada de xilazina (Rompun® 2%, Bayer, Canada) e quetamina
(Imalgene® 1000, Merial, Portugal), com proporcéo adequada a espécie e tamanho do
animal (Hedenqgvist & Hellebrekers, 2003). Os ovos obtidos nas posturas foram
posteriormente mergulhados em agua, para obtencdo de uma nova geracdo de adultos,
processo que decorreu até a geracdo F2 em tinas de plastico e gaiolas devidamente

identificadas.

3.3. Otimizacdo da metodologia a aplicar no Paul do Mar

Antes de se iniciar o estudo da auto-disseminacdo de PPF no Padl do Mar foi
elaborada a otimizacdo da metodologia a utilizar. Todos os bioensaios foram executados

nos laboratérios da DRADR entre os meses de Setembro e Dezembro de 2014.

3.3.1. Avaliacédo da eficacia das armadilhas GAT e BGs na area
em estudo no Paul do Mar e em Santa Luzia

A armadilha BGs (consultar figura 7 abaixo) foi especialmente desenvolvida
para a monitorizacdo dos mosquitos vetores da febre-amarela e dengue, nomeadamente
Ae. aegypti e Ae. albopictus. Esta armadilha estd direcionada para a captura de
mosquitos que procurem realizar uma refeicdo de sangue. E um aparelho leve, de
transporte facil, que necessita de energia elétrica (12V) para funcionar, e pode ser
utilizada no interior ou exterior das habitacGes. A armadilha tem um formato cilindrico,
constituida por material plastico branco, e € isolada no topo por uma gaze branca com
um funil preto plastico ao centro que permite a entrada dos mosquitos. No seu interior
contém uma ventoinha, o cabo com ligagdo ao exterior para o funcionamento da mesma,
0 saco de captura e uma pequena rede para facilitar a entrada e captura dos exemplares

sem os danificar. Quando ligada, o ar entra na armadilha por suc¢do pela ventoinha e é

29



expelido num movimento de conveccdo através gaze branca no topo. As armadilhas
BGs funcionaram com o atratante BG-Lure que mimetiza os odores corporais humanos.
Estas armadilhas sdo consideradas ecoldgicas visto que nao atraem insetos

polinizadores, ndo emitem quimicos e ndo necessitam de inseticidas (Biogents 2015a).

Figura 7: Armadilha BGs no patio de uma casa no Paul do Mar (fotografia da autora).

As armadilhas GAT (consultar figura 8 abaixo) sdo armadilhas passivas e de
transporte facil, direcionadas para a captura de fémeas gravidas do género Aedes. Estas
armadilhas sdo constituidas por um balde de plastico preto, no qual se encaixa uma
camara plastica transparente e um funil preto no topo para a entrada dos exemplares. No
interior sdo colocadas agua e duas redes redondas, uma de cor preta ndo impregnada
com inseticida e uma de cor azul impregnada com inseticida. As redes impedem que 0s
mosquitos que entram na armadilha consigam chegar a &gua e realizar a oviposi¢cdo. A
camara transparente em conjunto com uma terceira rede de cor azul, esta também
impregnada com inseticida e de forma retangular que é colocada a volta do funil preto,
impedem a saida dos exemplares que entram na GAT. O formato e cores da armadilha
foram desenhados no sentido de simularem criadouros de mosquitos do género Aedes
atraindo-os (Biogents 2015b).

30



Figura 8: Armadilhas GAT colocadas em patios de casas no Paul do Mar (fotografias da autora)

As armadilhas BGs, ao invés das armadilhas GAT, ja séo utilizadas na ilha da
Madeira como ferramenta de vigilancia entomoldgica. Desta forma, foi decidido
comparar a eficicia de ambas as armadilhas na captura de Ae. aegypti na area de estudo
no Paul do Mar e, também, em Santa Luzia onde as densidades do mosquito sao as mais
elevadas que se tem registado na ilha.

A avaliacdo das armadilhas no Paul do Mar decorreu de 20/09/2014 a
30/09/2014, onde foram distribuidas numa &rea de 27138m?, 7 armadilhas BGs e 38
armadilhas GAT (consultar a figura 9 abaixo). Relativamente a Santa Luzia, a avaliagio
decorreu de 21/10/2014 a 04/11/2014 numa é&rea de 126,335m? na qual ja se
encontravam distribuidas 4 armadilhas BGs pertencentes ao Instituto de Administracédo
da Satde e Assuntos Sociais (IASAUDE), e, por isso, apenas foram distribuidas 20
armadilhas GAT (consultar a figura 10 abaixo). Em ambos os locais, as armadilhas BGs
funcionaram com atratante e em ciclos continuos, e a colheita dos exemplares foi
efetuada diariamente. Quanto as armadilhas GAT, foi introduzida no seu interior 2L de
agua desclorada e alfafa, que serviu de atractante de mosquitos, e as colheitas foram

efetuadas em intervalos de 72h.
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Distribuicao das armadilhas BG-Sentinel e GAT

Legenda

Armadilhas GAT
® Armadilhas BG-sentinel
Areas
Area de estudo

0 25 50 75m
| s

Figura 9: Distribui¢do das armadilhas BGs e GAT na area em estudo no Padl do Mar (mapa elaborado em
colaboracéo com o IASAUDE)

\.L‘_‘ Legenda
9 Armadilhas GAT

< Armadilhas Ovitrap

Area de estudo

Raio(m) | Area(m2) [ Perimetro(m)
200 126335.82 1256.55
0 50 100 150 m

Figura 10: Distribuicdo das armadilhas GAT em Santa Luzia, Funchal, conjuntamente com armadilhas
BGs e ovitraps distribuidas pelas equipas da Unidade de Salde Ambiental do IASAUDE (mapa
elaborado em colaboracdo com o IASAUDE)
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3.3.2. Testes diagndstico da OMS de suscetibilidade a adulticidas

O conhecimento das resisténcias a inseticidas numa populacdo vetora é crucial
para que se possam implementar medidas e estratégias de controlo eficazes (WHO,
2013). A populacédo de Ae. aegypti na Ilha da Madeira € resistente a inseticidas da classe
dos piretroides e ao DDT. Visto que as armadilhas GAT contém uma rede impregnada
com um inseticida pireterdide, a alfa-cipermetrina, foram realizados testes de
suscetibilidade a inseticidas recorrendo aos kits e testes padronizados da OMS, por
forma a compreender se as populagfes PdM e Fx sdo resistentes (WHO, 2013).

Os inseticidas testados, nas concentracdes designadas como diagnosticantes pela
OMS (WHO, 2013), foram: permetrina, 0,75% (piretréide de classe 1), ciflutrina, 0,15%
(piretroide de classe II), bendiocarb, 0,1% (carbamato) e fenitrotiona, 1%
(organofosforado). Visto que os testes OMS ndo possuem papeis impregnados com alfa-
cipermetrina, foi testada, em alternativa, a suscetibilidade de ambas as populacGes a
ciflutrina, que pertence a mesma classe de piretroides.

Os ensaios foram realizados de acordo com o0s protocolos padronizados pela
OMS (WHO, 2013). Foram selecionadas para a exposicdo aos inseticidas fémeas néo
alimentadas com 2 a 5 dias de vida, e utilizaram-se machos da mesma idade para 0s
controlos. Desta forma, foram expostos a papéis impregnados com os inseticidas
anteriormente referidos, grupos de 25 mosquitos, por forma a perfazer um minimo de
100 fémeas por inseticida testado. Verificou-se uma excecdo as recomendacfes da
OMS, visto que o nimero maximo recomendado de mosquitos por tubo nem sempre foi
respeitado, sendo que o numero minimo de mosquitos ensaiados que se observou foi 20
e 0 maximo 26. O tempo de exposicdo das fémeas a cada um dos inseticidas foi o
recomendado pela OMS, ou seja, 1 hora, tendo sido registado o nUmero de mosquitos
tombados na base dos tubos de exposi¢do aos 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos.
Terminado o tempo de exposicao, os mosquitos foram devolvidos ao tubo de repouso
onde permaneceram durante 24h. ApoOs 24h, os resultados foram analisados, e
efetuaram-se os seguintes calculos para a totalidade de fémeas mortas expostas a um

inseticida:
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1)

2)

3)

Calcula-se a percentagem de mortalidade para o tubo-controlo segundo a

seguinte férmula:

n? de mosquitos mortos no tubo controlo 100

n? de mosquitos ensaiados no tubo controlo
Se a percentagem de mortalidade no tubo-controlo for inferior a 5% entéo a
percentagem de mortalidade das fémeas expostas ao inseticida é calculada

através da formula:

Soma do n? de fémeas mortas no tubo teste

= - 100
Soma do n? de fémeas ensaiadas no tubo teste

Caso a percentagem de mortalidade no tubo-controlo variar entre 5-20%, o
calculo da mortalidade nos tubos-teste devera ser corrigida de acordo com a
formula de Abbott. A percentagem da mortalidade nos tubos-controlo e nos
tubos-teste € calculada como foi referido, e, de seguida, o calculo corrigido é

efetuado segundo a formula:

% mortalidade tubos teste — % mortalidade tubo controlo X 100

100 — % mortalidade tubo controlo

Se a percentagem de mortalidade nos tubos-controlo for superior a 20%, o

ensaio devera ser eliminado, ndo entrando para os calculos acima referidos.

De acordo com as recomendacdes da OMS, a definicdo da existéncia de

resisténcia aos inseticidas testados depende do valor da percentagem de mortalidade

obtida para o conjunto dos tubos teste. Assim, se o valor variar entre:

98-100 % de mortalidade — considera-se que a populacdo € suscetivel;
< 98 % de mortalidade — sugere a existéncia de resisténcia;
90-97 % de mortalidade — deve-se averiguar a presenca de resisténcia através de

testes dose-resposta;
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e <90 % de mortalidade a populacdo em causa é considerada resistente desde que
tenham sido testados um minimo de 100 mosquitos para cada populacao.

3.3.3. Testes de cone da OMS para avaliacao da eficacia das redes
impregnadas com alfa-cipermetrina das armadilhas GAT

Para avaliar a eficacia das redes impregnadas com alfa-cipermetrina das
armadilhas GAT, recorreu-se aos Testes de Cone segundo as recomendacgfes da OMS
para monotorizar a durabilidade de redes impregnadas com inseticida (WHO, 2011b).
As populacBes de mosquitos testadas foram: Rockefeller, Paul do Mar e Funchal.

Foram selecionadas aleatoriamente 5 redes impregnadas com inseticida das
armadilhas GAT e fixadas por intermédio de pins em 5 placas de esferovite. Em cada

uma das redes colocaram-se dois cones como € demonstrado na figura 11 abaixo.

Figura 11: Testes de Cone realizados para as redes impregnadas com inseticida das armadilhas GAT

Introduziram-se grupos de 5 fémeas ndo alimentadas com 2 a 5 dias de vida em
cada um dos cones onde permaneceram durante 3 minutos. Apés o tempo de exposicao,
cada grupo de fémeas foi removido dos cones e colocado em tubos de repouso OMS,
onde permaneceram durante 24h. O mesmo procedimento foi realizado para as fémeas

controlo, que foram expostas a uma rede ndo impregnada com inseticida. Apés 24h a
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taxa de mortalidade nos cones teste foi calculada de acordo com as formulas
anteriormente referidas nos testes de diagndstico de suscetibilidade a inseticidas.

De acordo com as recomendacfes da OMS, uma rede impregnada com inseticida
é considerada eficaz se os valores de “knock-down” < 95%, ou as taxas de mortalidade

> 80%, sendo que estes valores sdo estimados para o total de redes e cones testados.

3.3.4. Avaliacdo das armadilhas BGs como meio de disseminacao
de piriproxifeno

Na proposta inicial do estudo de auto-disseminacdo de PPF no Paul do Mar, foi
sugerido utilizar as armadilhas GAT como meio de disseminacdo de PPF. De acordo
com os resultados obtidos, que serdo apresentados mais adiante, foi decidido utilizar as
armadilhas BGs ao invés das armadilhas GAT para disseminar PPF. Para garantir que as
armadilhas BGs fossem eficazes, realizou-se um ensaio de pequena escala em condigdes
de laboratorio a fim de simular a metodologia a aplicar no Paul do Mar. Desta forma,
colocou-se uma armadilha BGs numa sala isolada (+ 9m?) & temperatura ambiente e
fotoperiodo de 12h/12h claro/escuro, que funcionou em ciclos de 1h ligada/lh
desligada. O saco de captura desta armadilha foi previamente pulverizado com pé-
fluorescente. Os ciclos de funcionamento de 1h ligada/desligada foram conseguidos por
intermédio de um relé programado para o efeito que foi conectado a armadilha. Foram
selecionados no total 25 fémeas ndo alimentadas e 25 machos, da populagdo Fx, e
libertados nessa mesma sala onde permaneceram durante 24h. Terminado o periodo de
24h, cada mosquito foi capturado individualmente por intermédio de aspiradores de
boca. Este processo teve por objetivo prevenir que os mosquitos marcados com po-
fluorescente perdessem o pO no processo de captura, ou que o transferissem para
mosquitos ndo marcados com o0 mesmo, mantendo, desta forma, a integridade dos
resultados. Para a visualizacdo da fluorescéncia, cada mosquito foi observado

individualmente ao estéreomicroscopio sob a incidéncia de luz ultravioleta.
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3.4. Estudo piloto de auto-disseminacdo de piriproxifeno no Paul
do Mar

O estudo de auto-disseminacdo compreendeu trés fases: pré-tratamento (sem
disseminacdo de PPF), tratamento (que corresponde a disseminacdo de PPF) e pds-
tratamento (avaliacdo das densidades de mosquitos apés a disseminacéo de PPF).

A estratégia utilizada neste estudo piloto visa explorar os comportamentos inatos
dos mosquitos. Esta abordagem denominada de “auto-disseminagdo” estd baseada na
capacidade de os mosquitos transferirem PPF a partir de uma estacdo de disseminagéo
para 0s seus criadouros no ato de oviposi¢éo ou repouso. Visto que PPF ndo tem efeitos
letais ou repelentes na fase adulta, 0s comportamentos necessarios para que ocorra a
auto-disseminacao de PPF ndo sdo afetados. O mosquito Ae. aegypti, durante 0 mesmo
ciclo gonotréfico, realiza a oviposi¢cdo em varios criadouros, que em conjunto com as
reduzidas concentragcOes de atuacdo do PPF permitem uma cobertura abrangente deste
analogo da HJ a partir de uma pequena area de disseminacdo (Caputo et al., 2012;
Devine et al., 2009).

1) Primeira fase - Pré-tratamento

O estudo de auto-disseminacao de PPF teve inicio com o pré-tratamento, em que
ndo houve disseminacdo de PPF. Piriproxifeno atua nas fases imaturas dos insetos,
inibindo a emergéncia dos adultos, logo, primeiramente, foi estudado o
desenvolvimento normal de Ae. aegypti na area em estudo, ou seja, na auséncia do
piriproxifeno. Assim, no pre-tratamento obtiveram-se os dados que serviram de controlo
deste estudo. E importante referir que os dados obtidos através da avaliacdo da eficacia
das armadilhas BGs, efetuada no inicio deste trabalho serviram, também, para avaliar as
densidades de adultos de Ae. aegypti na area em estudo antes da disseminacéo de PPF.

Para estudar o desenvolvimento das fases imaturas, que decorreu de 04/10/2014
a 09/10/14, foram distribuidos um total de 37 criadouros artificiais na area em estudo,
cada um com 250 ml de &gua desclorada e 20 larvas no terceiro estado de
desenvolvimento da populacdo Fx, criadas em insectario. Em cada criadouro, foi
colocado meio biscoito de gato para a alimentacdo das larvas. Os criadouros foram
visitados em intervalos de 48h por forma a acompanhar o desenvolvimento das formas
imaturas. As pupas foram colhidas e levadas para laboratério a fim de se observarem as

emergéncias. Todas as larvas e pupas encontradas mortas nos criadouros foram também
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removidas e registadas, assim como as posturas, quando presentes. A medida que a
colheita dos imaturos terminava, os criadouros foram sendo removidos, e quando 0s

imaturos de todos os criadouros foram colhidos, passou-se a fase seguinte.

2) Segunda fase — Tratamento

A fase de tratamento consistiu na disseminacdo de PPF na area em estudo e
compreendeu duas rondas, denominadas de 1° tratamento e 2° tratamento. A
disseminacéo de PPF decorreu por intermédio das mesmas armadilhas BGs utilizadas na
avaliacdo da eficicia das mesmas, no decorrer da otimizagdo da metodologia a aplicar
neste estudo, que se mantiveram distribuidas nos mesmos locais desde entdo. As
armadilhas BGs funcionaram em ciclos de 1h ligadas/ 1h desligadas, e os sacos de
captura foram previamente pulverizados com uma formulacdo de 0,5G de PPF na
concentracdo de 10% (Sumilarv 0,5G®, moido a particulas de 20-30 pm). A utilizaco
das armadilhas BGs como meio de disseminacdo de PPF explora os comportamentos de
alimentacdo de Ae. aegypti. Os mosquitos sao atraidos para as armadilhas e sugados
para 0 saco de captura, entram em contato com as particulas de PPF, e transportam-nas
quando sdo libertados, apds a armadilha se desligar.

Piriproxifeno atua em doses muito reduzidas na ordem das partes por trilido.
Como ndo existem métodos capazes de medir a presenca deste quimico na &gua dos
criadouros, a sua detecao ocorre por observacao do desenvolvimento das fases imaturas,
mais precisamente, através da inibicdo das emergéncias (Caputo et al., 2012; Devine et
al., 2009).

O 1° tratamento decorreu de 09/10/14, que correspondeu ao ultimo dia do pré
tratamento, até 17/10/14; e o 2° tratamento de 20/10/2014 até 17/11/2014. O 2°
tratamento deveria ter sido iniciado no altimo dia do 1° tratamento, no entanto as larvas
ndo se encontravam ainda no 3° estadio de desenvolvimento e devido as méas condicdes
meteoroldgicas, o inicio do 2° tratamento teve de ser adiado para dia 20/10/2014. A
metodologia aplicada em ambas as rondas da fase de tratamento foi a mesma do pré-
tratamento, sendo que os criadouros artificiais foram colocados nos mesmos locais, com
execdo de que no 2° tratamento foi adicionada 3ml de uma solucdo de alfafa nos

criadouros artificiais ao invés de biscoitos de gato.
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Por ultimo, a disseminacdo de PPF pelas armadilhas BGs decorreu desde o inicio
do 1° tratamento, no dia 09/10/14, até 26/10/2014, em que foram desligadas e os sacos

de captura pulverizados com PPF removidos.

3) Terceira fase — pos-tratamento

Apos a disseminagdo de PPF na area em estudo, foi avaliada a densidade de Ae.
aegypti a fim de se averiguar se a disseminacdo de PPF na area em estudo teve algum
impacto na abundéancia da populacéo local de mosquitos.

As armadilhas BGs capturam mosquitos fémeas e machos em quantidades
similares e tém demonstrado ser eficazes tanto na avaliacdo répida das densidades de
Ae. aegypti como na sua monitorizacdo de rotina (Williams et al., 2007; Williams,
Long, Russell, & Scott, 2006). Desta forma, foram utilizadas as mesmas armadilhas que
ja se encontravam distribuidas no Paul do Mar para avaliar as densidades de Ae. aegypti
local apds a disseminacdo de PPF. As armadilhas BGs foram novamente ligadas e
funcionaram com atractante BG-lure em ciclos continuos. Utilizaram-se sacos de
captura novos, ndo conspurcados com PPF, e as colheitas dos exemplares decorreu
diariamente de 12/11/14 até 21/11/14.

3.5. Bioensaio de transferéncia de piriproxifeno de machos

adultos para fémeas

As armadilhas BGs foram utilizadas como meio de disseminacdo de PPF no
estudo de auto-disseminacdo no Paul do Mar. Estas armadilhas capturam nédo sé fémeas,
que procuram realizar uma refeicdo de sangue, como machos. Desta forma, foi realizado
um bioensaio em condig¢des de insectario que visa compreender se machos expostos ao
PPF nas armadilnas BGs sdo capazes de o transferir para fémeas ndo expostas,
causando, posteriormente, impacto na fertilidade das mesmas.

O ensaio consistiu numa ronda com 4 réplicas e 1 controlo. Foram selecionados
um total de 75 machos da populacdo Fx, do mesmo lote de pupas, com 3 a 4 dias de
vida.

1) Exposicdo dos machos ao piriproxifeno

Cinco grupos de 15 machos foram divididos para copos de plastico individuais

isolados com tule. Quatro dos 5 copos contendo os machos foram pulverizados com a
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mesma formulagdo de PPF (Sumilarv 0,5G®, moido a particulas de 20-30 pm) utilizada
no estudo de auto-disseminacdo no Paul do Mar. O copo que ndo foi pulverizado
corresponde aos machos do grupo controlo. Os mosquitos permaneceram nos COpos
durante 1h, como esté ilustrado na figura 12 abaixo, por forma a simular o contato com

0 PPF nos sacos de captura das armadilhas BGs.

Figura 12: Exposi¢do dos machos Ae. aegypti a formulacéo de piriproxifeno (fotografia da autora).

2) Remocdo dos machos dos copos

Terminada a hora de exposi¢do, 0s copos contendo os machos foram arrefecidos
numa caixa de esferovite com placas de gelo, durante 30 segundos, por forma a
provocar o “knock-down” dos mosquitos. De seguida, cada grupo de machos foi
gentilmente removido dos copos, por intermédio de uma pinca, para placas de petri
individuais. Todo o processo decorreu primeiramente e de igual forma para os machos
do grupo controlo por forma a evitar contaminacoes.
3) Contato dos machos expostos ao PPF com fémeas ndo expostas

Cinco grupos de 30 fémeas do mesmo lote de pupas, ndo alimentadas e com 3 a
4 dias de vida da populacdo Fx, foram divididos por 5 gaiolas: 1 gaiola controlo e 4
gaiolas teste. As caixas de petri contendo os machos tombados foram colocadas dentro
das gaiolas correspondentes, controlo e testes. De seguida, 0os mosquitos foram
observados durante 1h para garantir que os machos tombados recuperavam do processo

de arrefecimento.
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Os mosquitos foram deixados a copular durante 24h e alimentados ad libitum
com solucdo aquosa de agucar a 10%. ApoOs o periodo de 24h, os machos foram

removidos das gaiolas, permanecendo unicamente as fémeas.

4) Avaliacdo da fertilidade

Apobs remogao dos machos, foi fornecida as fémeas duas refei¢bes de sangue de
Mesocricetus auratus com 48h de intervalo. Apos a segunda refeicdo de sangue, foi
colocado 1 copo em cada uma das gaiolas contendo 150ml de dgua desclorada e papel
de filtro para a oviposi¢do. As fémeas mantiveram-se alimentadas ad libitum com
solucdo aquosa de agucar a 10%, e a contagem dos ovos e substituicdo dos papéis de
filtro decorreu diariamente. Apds 48h de secagem, os papeéis de filtro contendo ovos
foram mergulhados em tinas de plastico com agua desclorada a fim de se observarem as
eclosdes. Os papéis de filtro ficaram mergulhados nas tinas por um periodo de 5 dias,
apos o qual foram removidos. As larvas eclodidas foram colhidas e contadas durante um
periodo de 9 dias apds a primeira emersdo de ovos na agua. A oviposi¢do decorreu
durante um periodo de 10 dias, ap6s o qual as fémeas foram mortas e preservadas para

subsequente dissecéo.

3.6. Analise estatistica

As analises estatisticas foram efetuadas recorrendo ao software GraphPad Prism
(versdo 5,03 GraphPad Prism®). Foi estabelecido, para todas as analises, um nivel de
significancia de 0,05 (P), e rejeitaram-se as hipoteses nulas quando P<0,05.

A elaboracdo dos mapas foi realizada em colaboragdo com o IASAUDE
recorrendo ao programa informéatico QGis (QGis® versdo 2.8).
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4. RESULTADOS

4.1.

Otimizacdo da metodologia a aplicar no Paul do Mar

4.1.1. Avaliacdo da eficacia das armadilhas GAT e BGs na &rea
em estudo no Paul do Mar e em Santa Luzia

A avaliacdo das armadilhas GAT e BGs em ambos os locais permitiu comparar a

eficacia de ambas as armadilhas na captura de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Os

resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 1 e 2, e figura 13 adiante.

Tabela 1: Nimero médio de exemplares Ae. aegypti (fémeas+machos) capturados por armadilha, por dia,

no Paul do Mar e em Santa Luzia.

Média Média
Fémeas . Fémeas . -
Armadilha Local +machos Desvlo +machos Desvlo i 5 IR
. Padréao . Padrao | P-value P-value
/armadilha/ larmadilha/
dia dia
Paul
do 0.04 0.02
GAT Mar 0.1283 0.1 0_'2488
Santa P=0.200
L uzia 0.2167 0.05 5.68
Paul P=0.0002
do 35 1.19
BG Mar 4.453 1.86 0;2179
Sant P=0.200
anta 5.4 2.134
Luzia

*Teste Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 2: Nimero médio de fémeas Ae. aegypti capturadas por armadilha, por dia, no Padl do Mar e em

Santa Luzia
Média Média
Armadilha Local fémeas Desvio fémeas Desvio K.S.* Teste-t
/armadilha/ | Padrédo | /armadilha/ Padrao P-value P-value
dia dia
Paul do 0.037 0.015
Mar 0.2710
GAT 0.13 0.1 _
Santa 0.22 0.05 P=0.200
Luzia ' ' 12.0
Padl do 1.04 0.17 P<0.0001
Mar 0.1713
BG Santa 112 0.17 1 p=0.200
X 1.2 0.17 e
Luzia

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade
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Figura 13: Capturas de Ae. aegypti(fémeas+machos)(figura 13.a) e capturas de Ae. aegypti fémeas

(figura 13.b) por armadilha, por dia, no Padl do Mar e em Santa Luzia

Ao comparar as capturas de Ae. aegypti por ambas as armadilhas, verifica-se que
as armadilhas BGs foram mais eficazes do que as armadilhas GAT.

Quanto as capturas pelas armadilhas GAT, de acordo com os resultados que se
podem observar na tabela 3 que se segue, verificou-se que houve diferencgas
significativas na captura de Ae. aegypti em ambos os locais.

Tabela 3: Comparacéo das capturas de Ae. aegypti pelas GAT entre o Padl do Mar e Santa Luzia

Teste do Qui-quadrado
GAT -
X P
Paul do Mar vs Sta. Luzia (Fémeas+machos) | 21.497 < 0.0001
Paul do Mar vs Sta. Luzia (Fémeas) 23.52 <0,0001

*teste do Qui-quadrado com a correcdo de Yates
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4.1.2. Testes de suscetibilidade a adulticidas

Os resultados obtidos pelos testes de suscetibilidade a inseticidas da OMS para
as populacdes do Paul do Mar (PdM) e Funchal (Fx) encontram-se descritos nas tabelas

seguintes.

Tabela 4: Resultados dos testes diagnostico OMS de suscetibilidade das popula¢des Padl do Mar (PdM) e

Funchal (Fx) a permetrina

B Permetrina 0,75% Controlo
PR Mortos | Sobreviventes | Mortos | Sobreviventes
Réplica 1 9 14
Réplica 2 5 18
Réplica 3 3 22 0 20
PdM Replica 4 7 16
Réplica 5 6 19
Total 30 89 0 20
% Mortalidade 25% 0%
Réplica 1 2 24
Réplica 2 5 20
Réplica 3 3 21 0 25
Fx Réplica 4 7 16
Réplica 5 4 22
Total 21 103 0 25
% Mortalidade 17% 0%
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Tabela 5: Resultados dos testes de diagnéstico OMS de suscetibilidade das populagdes Paul do Mar
(PdM) e Funchal (Fx) a ciflutrina

B Ciflutrina 0,15% Controlo
Populagéo i i
Mortos | Sobreviventes | Mortos | Sobreviventes

Réplica 1 23 2
Réplica 2 20 4

Réplica 3 21 4 2 21

Réplica 4

PAM ,IO . 18 4
Reéplica 5 19 5

Total 101 19 2 21

% Mortalidade 84% 5%
% Mortalidade corrigida 83% -

Réplica 1 11 14
Réplica 2 14 15

i 0 25
Réplica 3 15 9

Fx -

Réplica 4 14 11

Total 21 49 0 21

% Mortalidade 30% 0%

Tabela 6: Resultados dos testes diagnéstico OMS de suscetibilidade das popula¢des Padl do Mar (PdM) e

Funchal (Fx) ao bendiocarb

Bendiocarb 0,1% Controlo
Populacéo _ i
Mortos Sobreviventes Mortos Sobreviventes
Réplica 1 10 15
Réplica 2 11 15
Replica 3 12 13 0 25
PdM Réplica 4 16 9
Réplica 5 24 2
Total 73 54 0 25
% Mortalidade 57% 0%
Réplica 1 16 7
Réplica 2 20 6
_ 0 25
Réplica 3 19 6
Fx _
Réplica 4 14 9
Total 69 28 0 25
% Mortalidade 71% 0%
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Tabela 7: Resultados dos testes diagndstico OMS de suscetibilidade das populagdes Pall do Mar (PdM) e

Funchal (Fx) a fenitrotiona

Fenitrotiona 1% Controlo
Populagéo i i
Mortos | Sobreviventes Mortos Sobreviventes
Réplica 1 24 0
Réplica 2 29 1
Réplica 3 25 0 0 24
PdM Réplica 4 25 0
Réplica 5 24 1
Total 120 2 0 24
% Mortalidade 98% 0%
Réplica 1 22 2
Réplica 2 25 1
i 0 25
Réplica 3 25 0
Fx _
Réplica 4 20 0
Total 92 3 0 25
% Mortalidade 97% 0%

Segundo os resultados obtidos pelos testes de suscetibilidade aos inseticidas
testados, ambas as populacfes PdM e Fx sdo resistentes aos piretréides permetrina e
ciflutrina, assim como ao bendiocarb, visto que as taxas de mortalidade foram <90%.
Relativamente a fenitrotiona, a populacdo PdM é suscetivel, dado que a taxa de
mortalidade foi de 98%, e a populacdo Fx sugere ser resistente, visto que a taxa de
mortalidade foi de 97%. No entanto para confirmar a resisténcia da populacdo Fx a

fenitrotiona seria necessario efetuar exames genéticos para pesquisa da resisténcia.

4.1.3. Testes de Cone para avaliar a eficacia das redes
impregnadas com alfa cipermetrina das armadilhas GAT

Os resultados obtidos pelos Testes de Cone as populacdes Rockefeller, Funchal

e Paul do Mar, encontram-se nas tabelas 8, 9 e 10, respetivamente, que se seguem.
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Tabela 8: Resultados obtidos pelos Testes de Cone para a populacdo Rockefeller (Rock)

Rock
Mosquitos % %
. % % .
Rede ensaiados/ | Mortos/rede Total Mortalidade
Tombados/rede | Mortos/rede
rede Tombados Total
Controlo 30 0 0% 0% 0% 0%
1 29 24 100 % 83 %
2 29 21 100 % 72 %
3 29 22 86 % 76 % 96 % 81%
4 30 28 97 % 93 %
5 30 24 97 % 80 %
Tabela 9: Resultados obtidos pelos Testes de Cone para a populagéo Funchal (Fx)
Fx
Mosquitos % %
. % % .
Rede ensaiados/ | Mortos/rede Total Mortalidade
Tombados/rede | Mortos/rede
rede Tombados Total
Controlo 30 0 0% 0% 0% 0%
1 27 5 52 % 19 %
2 28 9 39% 32%
3 27 10 59 % 37 % 49 % 30 %
4 30 10 50 % 33%
5 29 9 45 % 31%
Tabela 10: Resultados obtidos pelos Testes de Cone para a populagdo Paul do Mar (PdM)
PdM
Mosquitos % %
. % % .
Rede ensaiados/ | Mortos/rede Total Mortalidade
Tombados/rede | Mortos/rede
rede Tombados Total
Controlo 30 0 0% 0% 0% 0%
1 28 1 14 % 4 %
2 28 1 25 % 4 %
3 30 1 17 % 3% 16 % 5%
4 30 1 7% 3%
5 30 3 17 % 10 %
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Pela andlise dos resultados verifica-se que a mortalidade variou dentro das trés
populacgdes testadas, sendo superior na populacdo Rock, 81%, e inferior na populagéo
PdM, 5%. As populacdes resistentes Fx e PdM tiveram taxas de mortalidades de 30% e
5% respetivamente, valores que estdo bastante abaixo do valor minimo recomendado
pela OMS para que as redes impregnadas com inseticida sejam consideradas eficazes (>
80%). Para compreender se existem diferencas significativas nas mortalidades entre as
trés populacdes testadas, e entre as 5 redes impregnadas das GAT, foram realizados
testes estatisticos de Kruskall-wallis, cujos resultados podem ser analisados nas tabelas

11 e 12 que se seguem.

Tabela 11: Comparacéo das taxas de mortalidade entre as trés populaces testadas: Rockefeller (Rock),
Funchal (Fx) e Paul do Mar (PdM)

K.S.*
Populacdo Teste Kruskall-Wallis P-value
P-value
0,2717
Rock
P< 0,0001
0,1730
Fx 63,36 <0,0001
P=0,0224
0,4783
PdM
P< 0,0001

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 12: Comparacéo das taxas de mortalidade entre as 5 redes impregnadas das GAT testadas

Rede g Teste Kruskall-Wallis | P-value
P —value
1 0,2692
P=0,0013
5 0,2361
P=0,0091
0,1985
3 P=0,0589 0,5295 0,9706
4 0,2139
P=0,0288
5 0,2026
P=0,0491

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade
De acordo com a analise estatistica, existem diferencas significativas entre as
mortalidades das trés populagdes testadas. Quanto as redes impregnadas, embora as

taxas de mortalidade por rede tenham variado, 0 que sugere que as redes possam ter
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impregnagOes de inseticidas diferentes, ndo houve diferengas significativas entre as 5

redes testadas.

4.1.4. Avaliacdo das armadilhas BGs como meio de disseminacao
de piriproxifeno
Dos 50 mosquitos libertados na sala isolada foram recapturados 42, dos quais 25
fémeas e 17 machos. Apds observacdo dos exemplares ao estéreomicroscopio com
exposicdo de luz ultravioleta, verificou-se que todos 0s mosquitos estavam marcados

com o po-fluorescente, como se pode observar na figura 14 que se segue.

Figura 14: Mosquitos recapturados (macho a esquerda e fémea a direita) marcados com o po-

fluorescente (fotografias da autora).

4.2. Estudo piloto de auto-disseminacado de piriproxifeno no Paul
do Mar

Os resultados obtidos nas fases de pré-tratamento e tratamento estdo descritos na

tabela 13, e encontram-se ilustrados nas figuras 15, 16 e 17 que Se seguem.

Tabela 13: Resultados obtidos nas fases de pré-tratamento e tratamento

Total de larvas colocadas nos | Imaturos | Adultos .
) o ) % Mortalidade
criadouros artificiais Mortos | Emergidos
Pré-tratamento 608 25 583 4 %
1° Tratamento 630 140 490 22 %
2° Tratamento 401 122 279 30 %
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Legenda

Armadilhas BG-Sentinel
% de mortalidade nos criadouros artificiais
®  Sem Dados
e [0%-25%[
[ 25% - 50% [
[ 50% - 75% [
[ 75% - 100% [
Area de Trabalho (27138 m2)

Figura 15: Taxas de mortalidade obtidas nos criadouros artificiais na fase de pré-tratamento. Nota: as linhas representam uma interpolacdo entre as taxas de
mortalidade registadas nos criadouros artificiais (mapa elaborado em colaboracdo com o IASAUDE).
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Legenda

Armadilhas BG-Sentinel
% de mortalidade nos criadouros artificiais
®  Sem Dados
e [0%-25% [
[ 25% - 50% [
® [ 50% - 75% [
® [75%-100% [
Area de Trabalho (27138 m2)

Figura 16: Taxas de mortalidade obtidas nos criadouros artificiais no 1° tratamento. Nota: as linhas representam uma interpolacdo entre as taxas de mortalidade
registadas nos criadouros artificiais (mapa elaborado em colabora¢do com o IASAUDE)
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Armadilhas BG-Sentinel
% de mortalidade nos criadouros artificiais
° Sem Dados
® [ 0% - 25% [
[ 25% - 50% [
[ 50% - 75% [
[ 75% - 100% [
Area de Trabalho (27138 m2)

Figura 17: Taxas de mortalidade obtidas nos criadouros artificiais no 2° tratamento. Nota: as linhas representam uma interpolacdo entre as taxas de mortalidade
registadas nos criadouros artificiais (mapa elaborado em colabora¢do com o IASAUDE).
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Na fase de pré-tratamento, a taxa de mortalidade foi de 4%. Quando foi
introduzida a disseminacdo de PPF na area em estudo, as taxas de mortalidade
aumentarem para 22%, no 1° tratamento, e 30%, no 2° tratamento. Por observacdo das
figuras 15 e 16, verifica-se que no 1° tratamento a mortalidade das formas imaturos
ocorreu maioritariamente nos criadouros artificiais préximos das estacbes de
disseminacéo, enquanto que no 2° tratamento a mortalidade dos imaturos ocorreu ndo so6
nos criadouros artificiais proximos das estacdes de disseminacdo, como noutros mais
distantes.

A duracéo do periodo de colheita dos imaturos, que corresponde ao numero de
dias entre a colocacdo dos criadouros artificiais com as 20 larvas no 3° estadio de
desenvolvimento e a colheita da Gltima pupa, diferiu entre as fases de pré-tratamento e
tratamento. O periodo de colheita do pré-tratamento decorreu durante 6 dias, enquanto
que na fase de tratamento, esse periodo decorreu por 9 dias, no 1° tratamento, e 29 dias

no 2° tratamento.

Para compreender se houve diferencas nas taxas de mortalidade nos criadouros
artificiais com a disseminagdo de PPF, compararam-se os resultados obtidos entre as
fases de pré-tratamento e tratamento, que estdo apresentados na tabela 14 que se segue.

Tabela 14: Teste estatistico do Qui-quadrado para comparar os resultados referentes a taxa de

mortalidade obtida nas fases de pré-tratamento e tratamento.

Teste do Qui-quadrado
Xz P-value
Pré-tratamento e 1° Tratamento | 86.288 < 0.0001
Pré-tratamento e 2° Tratamento | 132.3 < 0,0001
1° Tratamento e 2° Tratamento | 8.269 0,004

*Teste do Qui-quadrado com a corregdo de Yates

Verifica-se que houve diferencas bastante significativas nas taxas de mortalidade

nos criadouros artificiais entre a primeira fase (pré-tratamento) e a segunda fase

53



(tratamento), para ambas as rondas de 1° tratamento e 2° tratamento, e diferencas
significativas entre as duas rondas da fase de tratamento.

A avaliacdo da abundéncia de mosquitos apos a disseminacdo de PPF decorreu
no término da segunda ronda da fase de tratamento, 2° tratamento. Os resultados obtidos
pelas capturas na terceira fase e a sua comparacdo com as capturas obtidas antes de se
iniciar o estudo de disseminacdo de PPF estdo descritos nas tabelas 15 e 16 que se

seguem.

Tabela 15: Resultados das capturas de Ae. aegypti pelas armadilhas BGs antes e ap6s a disseminagdo de
PPF

NUmero médio K S ** NUmero médio K **
machos+fémeas/ D.p* - fémeas/BGs/ D.p* o
. P-value - P-value
BGs/dia dia

Pré- 0.182 0.189
treatamento 3.289 1.106 P =0.200 1.094 0.473 P =0.200

Pés- 0.1785 0.263
tratamento 1814 1.128 P =0.200 0.9268 0.593 P =0.049

*DP — desvio padrdo; **K.S. — Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 16: Teste de Mann-Whitney para comparacdo das capturas de Ae. aegypti antes e apds a

disseminacéo de PPF

BGs pré-tratamento vs BG Teste de Mann-Whitney (U) / P-value

pés-tratamento Teste t (t)
Machos + Fémeas t=2.951 0.0086
Fémeas U =40.50 0.4933

De acordo com os resultados obtidos, apenas houve diferencas significativas
relativamente ao ndmero total de mosquitos Ae. aegypti capturados em ambos o0s
periodos, mas ndo quanto ao nimero de fémeas.

Visto que ndo existem diferencas entre o nimero de fémeas capturadas antes e
apos a disseminacdo de PPF, compararam-se as capturas pelas armadilhas BGs
distribuidas no Funchal nos dias correspondentes as capturas no Paul do Mar. Os

resultados estdo apresentados nas tabelas seguintes.
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Tabela 17: Teste t para comparer as capturas de Ae. aegypti pelas armadilhas BGs no Funchal, antes e

apos a disseminagdo de PPF no Paul do Mar

Capturas Ae. aegypti K.S.*
A Teste t (t) | P-value
Machos + Fémeas P-value
] 0,2319
Funchal pré-tratamento
P=0,2000
t=2,480 | 0,0326
0,1737
Funchal pos-tratamento
P=0,2000

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a hormalidade

Tabela 18: Teste t para comparar as capturas de fémeas Ae. aegypti pelas armadilhas BGs no Funchal,

antes e apo6s a disseminacéo de PPF no Padl do Mar

Capturas Ae. aegypti K.S.*
A Teste t (t) | P-value
Fémeas P-value
) 0,2520
Funchal pré-tratamento
P=0,2000
t=0,5191 | 0,6150
0,1270
Funchal pos-tratamento
P=0,2000

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 19: Teste t para comparar as capturas de Ae. aegypti entre o Pall do Mar e o Funchal antes da

disseminacéo de PPF

Capturas Ae. aegypti K.S.*
. Teste t (t) | P-value
Machos + Fémeas P-value
Paul do Mar 0,3260
pré-tratamento P=0,0886
t=0,6603 | 0,4563
Funchal 0,2319
pré-tratamento P=0,2000

*Teste de Kolmogorov-smirnov para a normalidade
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antes da disseminacdo de PPF

Capturas Ae. aegypti K.S.*
. Teste t (t) | P-value

Fémeas P-value

Paul do Mar 0,3181

pré-tratamento P=0,1093
t=0,2149 | 0,8352

Funchal 0,2520

pré-tratamento P=0,2000

Tabela 20: Teste t para comparar as capturas de fémeas Ae. aegypti entre o Padl do Mar e o Funchal

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 21: Teste t para comparar as capturas de Ae. aegypti entre o Paul do Mar e o Funchal apés a

disseminacéo de PPF

Capturas Ae. aegypti K.S.*
A Teste t (t) | P-value
Machos + Fémeas P-value
Paul do Mar 0,2150
pés-tratamento P=0,2000
t=0,4138 | 0,6863
Funchal 0,1737
pés-tratamento P=0,2000

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Tabela 22: Teste de Mann Whitney para comparar as capturas de fémeas Ae. aegypti entre o Padl do Mar

e 0 Funchal ap6s a disseminagdo de PPF

Capturas Ae. aegypti K.S.* )
Teste de Mann-Whitney (U) | P-value
Fémeas P-value
Paul do Mar 0,3086
pés-tratamento P=0,0427
U=18,50 0,4755
Funchal 0,1270
pés-tratamento P=0,2000

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade

Pela analise dos resultados das capturas no Funchal, tal como no Padl do Mar,
apenas houve diferencas significativas relativamente ao total de capturas de Ae. aegypti,

e ndo quanto as capturas de fémeas. Além disso, também ndo houve diferengas quando
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se compararam as capturas totais de Ae. aegypti e as capturas de fémeas entre o Paul do
Mar e o Funchal antes (pré-tratamento) e apds (pds-tratamento) a disseminagdo de PPF.

4.3. Bioensaio de transferéncia de piriproxifeno de machos
adultos para fémeas
Os resultados obtidos relativamente & producdo de ovos, que inclui 0os ovos
postos e retidos, pelas fémeas do bioensaio de transferéncia de PPF encontram-se

descritos na tabela 23 que se segue.

Tabela 23: Numero de ovos postos e retidos pelas fémeas que copularam com os machos expostos e ndo
expostos (grupo controlo) ao PPF

Grupo
p N de Producéo Numero % OVOS Ovos Ovos Produgéo de
de R total total de ovos postos/ retidos/ ovos/
fémeas * postos A A A
fémeas de ovos postos fémea fémea fémea
Controlo 29 1181 713 60% 24 16 41
Teste 1 29 1712 861 50% 30 29 59
Teste 2 29 1068 956 90% 33 4 37
Teste 3 22 1382 660 48% 30 32 63
Teste 4 25 1522 911 60% 36 24 61

*Somatdrio dos ovos postos e retidos por grupo de fémeas

Segundo os resultados, com excecéo do grupo teste 2, as fémeas que copularam
com 0s machos expostos ao PPF produziram mais ovos que as fémeas do grupo
controlo. Verificou-se que a producdo total de ovos nos grupos de fémeas teste foi
superior, assim como o nimero de ovos postos e retidos por fémea. Para comparar o
namero médio de ovos postos em cada grupo de fémeas teste com o grupo de fémeas
controlo recorreu-se ao teste estatistico de Kruskal-Wallis. O ndmero de ovos retidos
pelas fémeas dos grupos teste e do grupo controlo também foi comparado através do
teste estatistico do Qui-quadrado. Os resultados obtidos encontram-se nas tabelas 24 e

25 que se seguem.
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Tabela 24: Comparagdo do nimero médio de ovos postos/fémea entre as fémeas dos grupos teste e as

fémeas do grupo controlo

Grupo de fémeas PP—(\jI.:e Teste de Kruskall-Wallis P-value
Controlo Pgozgf);Q
Teste 1 Pg(%gi3

Teste 2 ot 0009 3,767 05834
Teste 3 Pg()zggg3
Teste 4 ngéggg

*Teste de Kolmogorov-Smirnov para a hormalidade

Tabela 25: Comparacéo entre o nimero de ovos retidos pelas fémeas dos grupos teste e pelas fémeas do

grupo controlo

Teste do Qui-quadrado
X% P-value
Controlo vs Teste 1 0.191 0.662
Controlo vs Teste 2 3.861 0.049
Controlo vs Teste 3 0.292 0.589
Controlo vs Teste 4 0.029 0,864

*Teste do Qui-quadrado com a correcéo de Yates

De acordo com os resultados obtidos ndo houve diferencas significativas entre o
namero médio de ovos postos por fémea dos grupos teste e do grupo controlo. Quanto
ao numero de ovos retidos, apenas se verificaram diferencas significativas no nimero de
ovos retidos pelas fémeas do grupo teste 2, visto que tiveram muito menos ovos retidos
que as fémeas do grupo controlo.

Relativamente as eclosdes, apenas foi possivel observar a eclosdo dos ovos
postos nos primeiros 5 dias ap06s a refeicdo de sangue das fémeas. As larvas eclodidas

foram colhidas e contadas, e os resultados estdo descritos na tabela 26 que se segue.
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Tabela 26: Numero de eclostes apds 9 dias de emersdo dos papéis de filtro contendo ovos

. Total de ovos postos Total de larvas Total de ovos | % Larvas
Grupo de fémeas ) ] . ) )
em 5 dias eclodidas néo eclodidos | Eclodidas
Controlo 494 344 150 70%
Teste 1 661 459 202 69%
Teste 2 803 582 221 72%
Teste 3 398 174 224 44%
Teste 4 645 292 353 45%

Para comparar o numero de larvas eclodidas entre o grupo controlo e 0s grupos
teste recorreu-se ao teste do Qui-quadrado, cujos resultados se encontram na tabela 27

que se segue.

Tabela 27: Comparacéo entre o nimero de larvas eclodidas do grupo controlo e dos grupos teste.

Teste do Qui-quadrado
X2 P-value
Controlo vs Teste 1 4580e-005 0,9946
Controlo vs Teste 2 1.075 0,2998
Controlo vs Teste 3 59.75 < 0,0001
Controlo vs Teste 4 66.36 < 0,0001

Apenas se verificaram diferencas significativas no nimero de eclosfes em 2 dos
4 grupos teste, mais precisamente dos grupos teste 3 e 4, nos quais houve um menor

namero de larvas eclodidas que no grupo controlo.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSOES

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) foi identificado pela primeira vez na
ilha da Madeira, na cidade do Funchal, em 2005 (Goncalves et al., 2008). Desde a sua
detecdo, surgiu a preocupacdo das autoridades locais e nacionais relativamente a
presenca deste mosquito na Madeira, ndo s6 por ser comprovadamente vetor de
arbovirus (Marquardt et al., 2005), como também por constituir um risco para a
reintroducdo desta espécie a partir da ilha para o territorio europeu devido ao elevado
movimento de pessoas e bens (Almeida et al., 2007). Assim sendo, foi desenvolvido um
programa de controlo e vigilancia entomoldgica, que teve por objetivo reduzir a
densidade populacional do mosquito e compreender a sua distribuicdo na RAM. Este
programa incluiu varias medidas, desde a distribuicdo de armadilhas para a vigilancia de
Ae. aegypti, a aplicacdo de inseticidas, destruicdo e limpeza de recipientes passiveis de
serem biotopos larvares desta espécie, além da implementacdo de campanhas de
sensibilizacdo e educacdo para a populagdo em conjunto com a comunicagdo social
(Melim, 2012).

No entanto, apesar das medidas implementadas, em 2012 ocorreu 0 primeiro
surto de dengue na ilha da Madeira. O mosquito Ae. aegypti continua a abundar na ilha
0 que constitui uma ameaca constante para o surgimento de novos surtos de doencas
causadas por arbovirus que sdo transmitidos por esta espécie.

A utilizacdo de reguladores de crescimento de insetos, nomeadamente o PPF, é
uma medida promissora para o controlo de doencas transmissiveis por vetores. Desta
forma, o estudo piloto de auto-disseminacdo de PPF no Paul do Mar visou explorar uma
nova abordagem que, eventualmente, possa ser incluida como estratégia adicional no

programa de controlo do mosquito Ae. aegypti na Madeira.

5.1. Otimizac¢do da metodologia a aplicar no Paul do Mar

5.1.1. Avaliacdo da eficicia das armadilhas GAT e BGs na area
em estudo no Paul do Mar e em Santa Luzia

A otimizacdo da metodologia a aplicar no Paul do Mar teve por objetivo
assegurar de que o estudo piloto de auto-disseminacdo de PPF decorresse da melhor

forma possivel. Inicialmente, foi proposto utilizar as armadilhas GAT como meio de
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disseminacdo de PPF, no entanto, como ja foi referido anteriormente, este tipo de
armadilhas iriam ser utilizadas pela primeira vez na ilha da Madeira.

Os resultados obtidos revelaram que as armadilhas BGs sdo mais eficazes na
captura de Ae. aegypti do que as armadilhas GAT, dado que capturaram ndo s6 um
maior numero de fémeas, que sdo os adultos epidemiologicamente relevantes, assim
como um maior numero de machos. Estes resultados estdo de acordo com outro estudo
realizado por Ritchie et al (2014) na cidade de Cairns, Australia, em que a comparacao
de ambas as armadilhas revelou que as armadilhas BGs capturam um maior nimero de
fémeas que as armadilhas GAT (Ritchie et al., 2014). A eficéicia das armadilhas BGs na
captura de exemplares Ae. aegypti, fémeas e machos, assim como de outras espécies de
mosquitos, foi também demonstrada por Krdockel et al (2006), num estudo realizado na
cidade de Belo Horizonte no estado de Minas Gerais, Brasil (Krockel et al., 2006).

A discrepancia entre as capturas de Ae. aegypti pelas armadilhas GAT no Paul
do Mar e em Sta. Luzia poderéa ser devida a diferenca das densidades de mosquitos em
ambas as localidades. Ao consultar o numero de ovos recolhidos das armadilhas
ovitraps (dados gratuitamente cedidos pelo IASAUDE) que se encontram distribuidas
em ambos os locais, ilustrado na figura 18 mais abaixo, verifica-se de que houve um
menor de ovos recolhidos por ovitrap no periodo correspondente a avaliacdo da eficacia
das armadilhas no Padl do Mar, que decorreu nas semanas 39 e 40, do que em Santa
Luzia, cujo periodo de avaliacdo decorreu nas semanas 43 e 44. Assim, 0 nimero de
ovos recolhidos em Santa Luzia sugere a existéncia de uma maior densidade de
mosquitos neste local o que, por conseguinte, podera justificar a maior eficiéncia das
armadilhas GAT neste tipo de contexto entomolégico, ou seja, em locais de maior

densidade de mosquitos.
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Figura 18: Numero de ovos recolhidos por ovitrap por semana no Padl do Mar e em Santa. Luzia em
2014

5.1.2. Testes de suscetibilidade a adulticidas

O controlo quimico tem sido a estratégia mais utilizada no controlo e prevencéo
de doencas transmitidas por vetores. O uso extenso de inseticidas tem vindo a surgir
preocupacdes relativamente ao aparecimento de resisténcias que condicionam a eficacia
desta medida de controlo vetorial. Assim, € importante que seja elaborada uma
monitorizacdo constante das resisténcias existentes nas populacdes de mosquitos, por
forma a que se tenha conhecimento dessas e para que se possam implementar medidas
de controlo vetorial apropriadas. Relativamente ao mosquito Ae. aegypti ja foram
identificadas resisténcias as quatro classes de inseticidas, nomeadamente: piretroides,
carbamatos, organoclorados e organofosforados (Ranson et al.,, 2010). Quanto a
populacdo de Ae. aegypti da ilha da Madeira, esta é resistente ao DDT, e aos piretroides
permetrina e deltametrina (Seixas, 2012).

Os resultados obtidos pelos testes de suscetibilidade a inseticidas confirmaram a
resisténcia das populacdes PdAM e Fx a permetrina, além de serem também resistentes a
ciflutrina, que sdo ambos piretréides. Verificou-se, também, que ambas as populagdes
sdo resistentes ao bendiocarb, que é um carbamato. Quanto a fenitrotiona, que ¢ um
organofosforado, a populacdo PdM € suscetivel, no entanto, os resultados sugerem a
possivel resisténcia da populagdo Fx. Desta forma pode-se concluir que as populagdes

da ilha da Madeira séo genericamente resistentes aos inseticidas mais comuns.
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5.1.3. Testes de cone para avaliar a eficdcia das redes

impregnadas com alfa-cipermetrina das armadilhas GAT

As armadilhas GAT, ao contrario das armadilhas BGs, tém um baixo custo, sdo
de facil manutencdo e transporte, além de que ndo necessitam de eletricidade para
funcionar. Sdo armadilhas passivas, direcionadas para a captura de fémeas gravidas do
género Aedes, que permitem uma captura facil dos exemplares em campo, dado que ao
entrarem em contato com a rede impregnada com inseticida morrem e ficam retidos
dentro da armadilha. As caracteristicas deste método sdo vantajosas para a
monitorizacdo da dengue em paises em desenvolvimento cujos recursos sdo limitados
(Eiras et al., 2014; Ritchie et al., 2014).

De acordo com os resultados anteriormente referidos neste trabalho, a populacéo
de Ae. aegypti da ilha da Madeira € resistente a inseticidas, além de que as armadilhas
GAT demonstraram ser pouco eficazes em capturar esta espécie nas localidades onde
foram testadas. Estas armadilhas tém por objetivo de serem letais (Eiras et al., 2014), e,
desta forma, é importante garantir que as redes impregnadas com inseticida sdo eficazes
para a populagdo de mosquitos a qual sdo direcionadas. A durabilidade de uma rede
impregnada com inseticida esta dependente da manutencdo da integridade da propria
rede e da sua bioeficacia, ou atividade inseticida. Estes componentes sdo influenciados
por fatores intrinsecos, que incluem os procedimentos de fabricacdo da rede, e
extrinsecos, como o modo de utilizacdo e o tipo de clima, que condicionam a eficécia
das redes impregnadas assim como a sua deteriorizacdo e desgaste (WHO, 2011b).

Através dos testes de cone verificou-se que as redes impregnadas com alfa-
cipermetrina das armadilhas GAT néo sdo igualmente eficazes para as popula¢tes PdM
e Fx. Além disso, a mortalidade na populacdo de referéncia Rock variou entre 72-93%
nas 5 redes testadas. Estes resultados levam a conclusdo de que estas redes ndo sé sdo
ineficazes devido a resisténcia a inseticidas piretroides das populacGes Ae. aegypti da
ilha da Madeira, como também a impregnacdo do inseticida ndo é homogénea e a

concentracdo do mesmo esté abaixo da necessaria para matar mosquitos suscetiveis.
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5.1.4. Avaliagéo das armadilhas BGs como meio de disseminacéo

de piriproxifeno

A diferenca no numero de capturas entre as armadilhas BGs e GAT, em
conjunto com os resultados obtidos pelos testes de suscetibilidade a adulticidas da
populacdo de mosquitos local e dos testes de cone, levaram a decisdo de se utilizar as
armadilhas BGs como meio de disseminacdo de PPF no Paul do Mar.

No desenho experimental original (Devine et al., 2009), a disseminag&o de PPF é
conseguida através de estaces de disseminagdo, que sdo estruturas artificiais com uma
superficie contaminada com este quimico, que simulam criadouros de mosquitos. Os
mosquitos sdo atraidos para a estacdo de disseminacdo para realizar a oviposi¢do ou
repousar, e, ap0s entrarem em contato com a superficie contaminada e na
impossibilidade de porem ovos, vao procurar outros criadouros contaminando-0S com
as particulas de PPF que irdo transportar nas patas e no corpo (Devine et al., 2009).

Neste trabalho, foi decidido utilizar as armadilhas BGs como estacdes de
disseminacéo de PPF. Este tipo de armadilha visa atrair e capturar fémeas que procuram
realizar uma refeicdo de sangue (Maciel-de-freitas, Eiras, & Lourencgo-de-oliveira,
2006). Visto que as armadilhas BGs estéo direcionadas para uma fase do ciclo de vida
dos mosquitos diferente das estacdes de disseminacdo habitualmente utilizadas, foi
decidido testar a eficacia deste método alternativo antes de se prosseguir com a sua
utilizacdo no Paul do Mar.

O ensaio realizado para testar as armadilhas BGs como esta¢des de disseminagéo
de PPF confirmou que estas poderiam ser um método eficaz visto que todos o0s
mosquitos capturados no ensaio laboratorial estavam marcados com o po-fluorescente.
Desta forma, foi possivel concluir que os mosquitos atraidos e capturados por estas
armadilhas, tanto fémeas como machos, transportam as particulas de po-fluorescente
apos serem libertados. Em suma, os resultados sugerem que 0s mosquitos ao entrarem
em contato com o0s sacos de captura pulverizados com PPF no Padl do Mar sdo
eventualmente capazes de o transferir para os seus criadouros ap6s serem libertados

pelas armadilhas BGs.
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5.2. Estudo piloto de auto-disseminacdo de piriproxifeno no Paul
do Mar

A implementacdo do estudo piloto de auto-dissemina¢do no Paul do Mar foi
possivel devido a colaboragdo da populagdo local que nos permitiu colocar as
armadilhas e criadouros artificiais nas suas casas e visita-los sempre que necessario. Na
area em estudo existem inUmeras casas inacessiveis, por estarem abandonadas ou
pertencerem a emigrantes, o que impediu uma distribuicdo homogénea dos criadouros
artificiais. No decorrer das fases de pré-tratamento e tratamento, 0 nimero de imaturos
colhidos nos criadouros artificiais ndo correspondeu ao total de imaturos inicialmente
colocados. Durante o periodo de colheita, alguns criadouros artificiais foram
encontrados virados, provavelmente pela populacdo local, gatos ou vento, o0 que
resultou na perda total ou parcial dos imaturos desses criadouros.

Ao comparar a mortalidade dos imaturos, verificou-se de que ha diferencas
significativas entre as fases de pré-tratamento e de tratamento. Na fase de pré-
tratamento, como seria esperado, a mortalidade dos imaturos foi baixa, tendo
aumentado significativamente ap6s a disseminacao de PPF. Estes resultados encontram-
se de acordo com outro estudo de auto-disseminagédo de PPF realizado por Devine et al
(2009) em lquitos, Peru, em que a mortalidade dos imaturos Ae. aegypti obtida nos
criadouros foi entre 49-98% em oposicdo a mortalidade nos criadouros controlo, 7-8%.
Caputo et al (2012), num estudo direcionado para o controlo de Ae. albopictus em
Roma, Itélia, também vetor de dengue, obteve, em média, 20,9% de mortalidade das
formas imaturas em contraste com 2,4% nos criadouros controlo (Caputo et al., 2012;
Devine et al., 2009). Desta forma, a diferenca das mortalidades nos criadouros artificiais
distribuidos no Padl do Mar, de 4% na fase de pré-tratamento para 22% e 30% na fase
de tratamento, sugere que esses foram contaminados com PPF.

Os periodos de colheita também diferiram entre ambas as fases do estudo. Na
fase de tratamento as larvas demoraram mais tempo a desenvolver para pupa do que na
fase de pré-tratamento, resultando em periodos de colheita mais extensos. Piriproxifeno
¢ um regulador do crescimento de insetos que mimetiza a HJ, sendo, por isso, um
analogo da HJ. No ciclo de vida dos mosquitos hd duas fases importantes que sdo
sensiveis a acdo dos anélogos da HJ, nomeadamente o desenvolvimento embrionario e a

metamorfose. Na fase de desenvolvimento ocorrem periodos criticos no inicio de cada
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estddo larvar que sdo determinados por processos que envolvem a diferenciacéo
tecidular e o crescimento. Fatores como a fome, baixas temperaturas e inibicdo do
crescimento podem influenciar a duracdo destes periodos criticos, prolongando-os.
Piriproxifeno vai interferir na metamorfose de imaturos expostos a este andlogo da HJ,
0 que, por conseguinte, ird resultar num atraso e prolongamento do desenvolvimento
dos estados larvares até a fase de pupa (Sldma, 1971). Desta forma, é possivel que o
aumento do periodo de colheita na fase de tratamento seja devido a contaminacdo dos
criadouros artificiais com PPF.

O periodo de colheita do 2° tratamento, além de mais extenso que o do pré-
tratamento, foi bastante superior ao do 1° tratamento. No entanto, no 2° tratamento, néo
foi fornecida comida de gato as larvas, tendo sido apenas adicionada uma infusdo de
alfafa nos criadouros artificiais. A procura de um criadouro pelo mosquito Ae. aegypti é
influenciada por estimulos visuais, olfativos, tacteis e quimio-tacteis, que permitem
seleccionar o biétopo larvar mais adequado para a oviposi¢do. A decomposi¢do de
matéria organica e a producdo de determinados odores influenciam a escolha de
criadouros por parte dos mosquitos. A utilizacdo de infusdes de plantas, como a infusdo
de alfafa, tem sido utilizada como atractante nas armadilhas de oviposi¢do, como as
ovitraps, para vigilancia entomoldgica de mosquitos do género Aedes (Chadee et al.,
1993; Ponnusamy et al., 2010). Polson et al (2002) testou a eficicia da adicdo de uma
infusdo de alfafa na concentracdo de 10% em armadilhas ovitraps, num estudo de
vigilancia entomologica de Ae. aegypti realizado em Phnom Phen, Camboja, e
verificaram que as armadilhas com a infuséo continham o dobro de ovos das que tinham
apenas agua (Polson et al., 2002). Outro estudo realizado por Reiter et al (1991)
também demonstrou que na presenca de infusdo de alfafa ndo diluida (100%), e na
concentracdo de 10%, o numero de ovos nas ovitraps era superior as armadilhas que
continham apenas agua. A presenca de fauna microbiota oriunda da infusdo das plantas
¢ uma fonte de nutrientes que serve de alimentacdo das larvas e potencia a sua
sobrevivéncia, o que pode condicionar a escolha dos criadouros pelas fémeas gravidas
(Reiter et al., 1991).

Assim, a adi¢do da infusdo de alfafa teve como objetivo, ndo s6 fornecer
alimento as larvas como funcionar de atractante para as fémeas gravidas. No entanto,

esta alteracdo veio introduzir um novo elemento metodoldgico ao desenho
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experimental, e, consequentemente, é impossivel concluir que o prolongamento do
periodo de colheita dos imaturos assim como o aumento da mortalidade tenha ocorrido
exclusivamente devido a acdo de PPF. Todavia, foram identificadas posturas de Ae.
aegypti em alguns dos criadouros artificiais, o que ndo se verificou na fase de preé-
tratamento nem no 1° tratamento. Estas observacfes levam a conclusdo de que pelo
menos esses criadouros terdo sido certamente visitados por mosquitos, 0 que sera
referéncia da ocorréncia de auto-disseminacdo de PPF nesta segunda ronda de
tratamento.

Em suma, os resultados sugerem que houve auto-disseminagdo de PPF no Padl
do Mar, no entanto, em estudos futuros, a metodologia ndo deve ser modificada para
que ndo surjam duvidas na analise e interpretacdo dos resultados. Devera ser sempre
fornecida comida as larvas por forma a garantir que estas ndo morrem de fome, além da
adicdo de um atratante, como, por exemplo, a infuséo de alfafa, cujo odor aparenta
potenciar a atracdo desta espécie para os criadouros artificiais.

No 1° tratamento, a mortalidade das formas imaturas ocorreu principalmente nos
criadouros artificiais que estavam distribuidos préximos das estacdes de disseminacgéo
de PPF. Num estudo de disperséo de Ae. aegypti numa zona urbana em Buenos Aires,
Argentina, realizado por Bergero et al (2013), foi observado que estes mosquitos tém a
tendéncia de se manterem proximos do seu local de emergéncia, dado que a distancia
méaxima de dispersdo registada foi 40 metros. As preferéncias hematicas de Ae. aegypti
sdo essencialmente antropofilicas, logo a presenca de humanos condiciona a sua
distribuicdo e dispersdo. Esta espécie tem habitos de oviposicdo no exterior das
habitagdes, preferencialmente em locais onde existe abrigo, 0 que, em conjunto com a
presenca humana, faz com que 0s mosquitos ndo se dispersem muito além do seu local
de emergéncia (Bergero et al., 2013). Os criadouros artificiais distribuidos no Paul do
Mar estavam colocados no exterior das habitagcdes, em patios ou jardins, que contém
vegetacdo diversa e inimeros vasos com plantas, além da presenca constante de
humanos. Estas caracteristicas reinem as condi¢des necessarias para o desenvolvimento
do mosquito Ae. aegypti que tem acesso a criadouros, alimento e abrigo, néo
necessitado de se dispersar muito. Desta forma, estes fatores podem justificar que 0s
criadouros artificiais mais afetados no 1° tratamento tenham sido aqueles proximos das

estacOes de disseminacéo.
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No 2° tratamento, ao contrdrio do 1° tratamento, verificou-se uma maior
dispersdo da mortalidade, que abrangeu ndo sO6 os criadouros artificiais que se
encontravam proximos das estacfes de disseminacdo como outros mais distantes. A
méaxima distancia entre um criadouro artificial e uma estacdo de disseminacéo na area
em estudo foi de, aproximadamente, 129 metros. Estudos de disperséo com libertagéo e
captura de exemplares Ae. aegypti realizados por Maciel-de-Freitas e Lourengo-de-
Oliveira (2009) e David et al (2009) no Rio de Janeiro, Brasil, registaram que as fémeas
se dispersaram até 200 e 260 metros da estacdo de libertacdo, respetivamente. Assim, é
possivel que os criadouros mais distantes tenham sido efetivamente contaminados com
PPF (David, Lourenco-de-oliveira, & Freitas, 2009; Maciel-de-freitas & Lourengo-de-
oliveira, 2009). A auto-disseminacdo de PPF devera ter contaminado ndo sé os
criadouros artificiais que foram distribuidos no decorrer do estudo, como criadouros
naturais estaveis o que podera ter resultado num efeito cumulativo deste larvicida,
potenciando o seu efeito.

A mortalidade no 2° tratamento foi mais acentuada nos criadouros artificiais a
norte da area em estudo, onde por sua vez ha um maior nimero de casas habitadas. Uma
maior concentracdo de casas habitadas e movimento de humanos pode influenciar a
dispersdo e densidade dos mosquitos naquela zona, assim como a proximidade dos
criadouros artificiais a um maior numero de esta¢fes de disseminacdo. Além disso, a
prépria distribuicdo dos criadouros artificais podera ter tido influéncia nas diferencas de
mortalidades entre os criadouros. Devine et al (2009) no estudo realizado em Iquitos,
Peru, obteve mortalidades diferentes nos criadouros artificiais distribuidos nos dois
locais teste, nomeadamente 98% no local A, que tinha mais sombra e vegetacéo, e 59%
no local B. O local A por ser mais abrigado podera ter ser mais propicio para uma maior
abundancia de Ae. aegypti, que terd levado a uma maior frequéncia de visitas pelos
mosquitos aos criadouros artificiais e potenciado o nimero de eventos de contaminacgao
(Devine et al., 2009). A influéncia do tipo de ecologia e distribuicdo dos criadouros
artificiais na mortalidade das formas imaturas foi também notificada por Caputo et al
(2012), com Ae. albopictus, que obteve mortalidade média superior no local teste 1 do
que no local teste 2. O local teste 1 consistia num corredor subterraneo de criptas num
cemitério, de ecologia homogénea, enquanto que o local teste 2 era um jardim fechado,

préximo do cemitério, de ecologia bastante heterogénea e de maior area. No local teste
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2 a maioria da mortalidade das formas imaturas foi apenas observada em 50% dos
criadouros artificiais, enquanto que no local teste 1 foi obtida 40-100% de mortalidade
em todos os criadouros artificiais. Os criadouros distribuidos no local teste 1 podem ter
sido igualmente atrativos para 0s mosquitos, enquanto que a heterogenicidade e maior
area do local teste 2 podem ter condicionado a preferéncia das fémeas de Ae. albopictus
por uns criadouros e ndo outros (Caputo et al., 2012).

Desta forma, a distribui¢do dos criadouros artificiais no Paul do Mar podera ter
condicionado o numero de visitas pelos mosquitos. A diferenca de mortalidades entre os
criadouros artificiais podera ter sido influenciada pelos locais onde estavam colocados,
sendo que uns podem ter sido mais atrativos para Ae. aegypti do que outros. Um maior
nimero de eventos de contaminagdo nos criadouros leva a acumulacdo de PPF e
aumento da sua concentracao, potenciando o seu efeito.

Os resultados sugerem que houve auto-disseminacéo de PPF no Paul do mar. Os
criadouros contaminados com PPF deverdo levar a morte dos imaturos, o que, por
conseguinte, resulta num menor nimero de adultos emergidos. O sucesso de uma
medida de controlo é avaliado através da densidade da populacdo de mosquitos local
(Suman et al., 2014). A avaliacdo da abundancia apds a disseminacdo de PPF no Padl
do Mar revelou de que a intervengdo ndo resultou em quaisquer alteracbes nas
densidades de fémeas Ae. aegypti, que sdo os adultos epidemiologicamente relevantes.
Para compreender melhor estes resultados, consultaram-se 0s ovos recolhidos pelas
armadilhas ovitraps distribuidas no Paul do Mar (gratuitamente disponibilizados pelo
IASAUDE) (consultar a figura 19 abaixo), e verificou-se que ocorreu um abrupto
decréscimo no nimero de ovos da semana 46 para a semana 47, que corresponde a
ultima semana do 2° tratamento. A partir desta semana, 0 numero de ovos por ovitrap

manteve-se proXimo de zero ou mesmo zero.
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Figura 19: Numero de ovos recolhidos por ovitrap por semana no Padl do Mar em 2014

No sentido de compreender se este decréscimo é normal de acordo com a época
sazonal ou ndo, foram, também, consultados os ovos recolhidos no decorrer do ano
2013, dados igualmente fornecidos pelo IASAUDE, ilustrados na figura 20 que se

segue.
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Figura 20: Numero de ovos recolhidos por ovitrap por semana no Padl do Mar nos em 2013 e 2014
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Verificou-se que em 2013, no periodo entre as semanas 45 e 48 foi recolhido um
elevado nimero de ovos por ovitrap. O mesmo ndo aconteceu no decorrer deste estudo,
em que, apds a disseminacdo de PPF, o numero de ovos diminuiu cujo ndo voltou a
aumentar. Dado que ndo se verificaram diferencas nas densidades de mosquitos entre o
Paul do Mar e o Funchal, foram consultados os ovos recolhidos no Funchal desde 2012,
e entre o Funchal e o Pall do Mar em 2014 (consultar as figuras 21 e 22 abaixo
respectivamente) a fim de compreender se o decréscimo de ovos no Paul do Mar podera

significar algum efeito da acédo de PPF.
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Figura 21: Namero de ovos recolhidos por ovitrap por semana no Funchal em 2012, 2013 e 2014

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

B Paul do Mar 2014
15,00 ] = Funchal 2014

10,00 ]l
5,00
0,00 I Im. . I I |9 l l i I J I

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
Semanas

0VOS por ovitrap

Figura 22: Namero de ovos recolhidos por ovitrap no Padl do Mar e no Funchal em 2014
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Segundo os dados fornecidos pelas ovitraps, o decréscimo do nimero de ovos
observado no Padl do Mar e no Funchal esta de acordo com a variacéo da curva sazonal
que se tem vindo a observar nos dltimos anos. Todavia, no Funchal ndo ocorre a
diminuicdo abrupta no nimero de ovos a partir da semana 46 como se verificou no Paul
do Mar. Estes dados sugerem a acdo do efeito esterilizante de PPF, o que podera
justificar a diferengca no numero de ovos nas ovitraps entre o Padl do Mar e o Funchal,
enguanto a densidade de mosquitos se manteve inalterada. Ensaios realizados por Itoh et
al (1994) demonstraram que a exposicdo de fémeas Ae. aegypti ao PPF antes ou até 24h
apo6s uma refeicdo de sangue, inibia a maturacdo dos ovos, e que 0 nimero de ovos
postos por fémeas diminuia quando estas eram expostas antes das refei¢es sanguineas
(Itoh et al., 1994). Ohbah et al (2013) realizaram um estudo em condicGes semi-
laboratoriais, em que foram criados 2 microcosmos que simulavam jardins de
habitagdes, para determinar o efeito de redes mosquiteiras contaminadas com PPF em
Ae. albopictus. Os mosquitos libertados nos microcosmos tinham de passar por uma
rede contaminada com PPF para poderem realizar uma refeicdo de sangue, logo eram
expostas ao larvicida antes da refeicdo sanguinea. Estes autores observaram que o
ndmero de ovos postos pelas fémeas libertadas nos microcosmos contendo as redes
contaminadas foi inferior ao das fémeas controlo. No entanto, ndo houve diferencas nas
densidades de fémeas entre 0 microcosmo teste 1 e controlo, e entre 0 microcosmo teste
2 e 0 controlo até 27 dias apds libertacdo das fémeas. Em suma, os resultados revelaram
o efeito tardio da acdo de PPF, que reduz significativamente o numero de ovos, larvas,
pupas e adultos de geragdes seguintes, tanto pela inibicdo da producdo de ovos como
também por auto-disseminacdo do larvicida que causa a morte das formas imaturas
(Ohba et al., 2013).

Concluindo, é possivel que no Paul do Mar a utilizacdo de estacBes de
disseminacéo de PPF direcionadas para fémeas que procuram realizar uma refeicéo de
sangue, e que também atraem machos, tenha resultado na esterilizacdo dos mosquitos
expostos a este larvicida. Inicialmente, os mosquitos podem ter emergido de criadouros
gue ndo estavam ainda contaminados com PPF, mantendo os niveis da densidade, no
entanto, & medida que foram entrando em contato com PPF, quer nas estacdes de
disseminacédo, quer em criadouros contaminados, € possivel que o efeito esterilizante

deste larvicida tenha interferido na fertilidade das fémeas, e até mesmo na
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espermiogénese dos machos, impedido que estas fossem capazes de maturar ou por

0OVos.

5.3. Bioensaio de transferéncia de piriproxifeno de machos
adultos para fémeas

A metodologia utilizada para disseminar PPF neste trabalho seguiu uma
abordagem diferente daquela & qual se recorre convencionalmente. Utilizaram-se
armadilhas BGs, que estdo direcionadas para a captura de fémeas que procuram realizar
uma refeicdo de sangue, ao invés de armadilhas de oviposi¢cdo, ou contentores que
simulem criadouros de Ae. aegypti, que atraem fémeas gravidas. Além disso, tem sido
demonstrado que estas armadilhas capturam ndo s6 fémeas como machos em
quantidades semelhantes. Assim, no decorrer do estudo piloto de auto-disseminagao no
Paul do Mar, é provavel que tanto fémeas como machos tenham sido expostos as
particulas de PPF existentes nas armadilhas BGs.

Como ja foi referido anteriormente neste trabalho, o impacto de PPF numa
populacdo de mosquitos pode ocorrer através da esterilizacdo dos mosquitos que sdo
expostos a este larvicida, e/ou por transferéncia das particulas para 0s seus proprios
criadouros a partir de estacbes de disseminacdo. Desta forma, o bioensaio de
transferéncia de PPF visou explorar se a exposicdo de machos a este quimico nas
estacOes de disseminacdo no Paul do Mar podera contribuir, também, para o controlo da
populagéo de Ae. aegypti local. Mains et al (2015) testaram a capacidade de machos Ae.
aegypti contaminados com PPF em transferir este quimico tanto para criadouros como
para fémeas ndo expostas, e se a exposicdo ao PPF causava alguma alteracdo na
longevidade e sobrevivéncia nesses machos. Os resultados dos bioensaios
demonstraram que 0s machos conseguem transferir com sucesso as particulas de PPF
para fémeas ndo expostas, e que essa contaminacdo horizontal terd ocorrido através do
ato de copula ou tentativas de coOpula. Também verificaram que 0s machos
contaminados sdo capazes de transferir as particulas de PPF para criadouros em doses
suficientes para causar a mortalidade de formas imaturas e que a exposicao direta ao
PPF ndo demonstrou causar alteragdes na longevidade quando comparando com o grupo

de machos controlo (Mains et al., 2015). Assim, teoricamente, € possivel que 0s machos
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apos entrarem em contato com os sacos pulverizados com PPF nas armadilhas BGs no
Paul do Mar, sejam capazes de transferir este quimico para fémeas ndo expostas.

O bioensaio de transferéncia de PPF teve de ser interrompido por questdes
logisticas associadas ao prazo limitado da estadia na ilha da Madeira. Devido ao limite
de tempo disponivel, foi decidido que o periodo de oviposicdo decorreria durante 10
dias, apos o qual as fémeas foram capturadas e mortas pelo frio para posterior dissec¢do
dos ovérios. Quanto aos ovos postos durante esse periodo, apenas foi possivel
mergulhar os papéis de filtro contendo ovos correspondentes aos primeiros 5 dias de
oviposicéo, a fim de se observar a percentagem de larvas eclodidas.

Os resultados demonstraram que as fémeas expostas aos machos contaminados
com PPF produziram um maior nimero de ovos, sendo que ndo sé efetuaram a
oviposicdo de um maior numero de ovos como continham um maior nimero de ovos
retidos. No entanto, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas entre o
namero total de ovos produzidos (ovos postos e ovos retidos) entre o grupo de fémeas
controlo e os grupos de fémeas teste. A Unica exce¢do foi o grupo de fémeas teste 2,
cuja producdo de ovos foi inferior a do grupo de fémeas controlo, além de que
continham um menor ndmero de ovos retidos. Quanto as eclosdes, apenas se
verificaram diferencas significativas entre os grupos de fémeas teste 3 e 4, cujo numero
de eclosdes foi inferior as do grupo de fémeas controlo.

A possibilidade das fémeas realizarem refeicdes de sangue ocorreu 24h e 72h
apos a exposicdo aos machos contaminados com PPF. Verificou-se que na primeira
possibilidade de realizarem refeicdo de sangue, nem todas as fémeas se alimentaram,
tendo apenas recorrido a refeicdo de sangue ap6s 72h de contato com 0s machos.
Segundo os bioensaios realizados por Itoh et al (1994), quando fémeas Ae. aegypti
foram expostas a uma superficie contaminada com PPF 4 dias antes de realizarem
refeicdo de sangue, ou no proprio dia, o efeito na reducdo do nimero de ovos postos era
significativamente superior ao observado quando a exposicdo ocorria apos a
alimentacdo. Ohba et al (2013), com Ae. albopictus, verificaram que fémeas expostas no
proprio dia em que lhes era fornecida a oportunidade de realizarem uma refeicdo de
sangue, efetuavam posturas significativamente menores que as fémeas controlo além de

que a eclosdo dos mesmos era significativamente inferior.
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Outros estudos realizados no sentido de analisar o efeito esterilizante da
exposicao de mosquitos pertencentes a outros géneros e espécies, revelaram resultados
diferentes. Harris et al (2013) verificaram que a exposicdo de fémeas Anopheles
arabiensis (Patton, 1905), vetor de malaria, ao PPF 72h e 24h antes da refeicdo de
sangue, e 24h e 72h apds a refeicdo de sangue ndo resultava em quaisquer diferencas na
producdo total de ovos entre os grupos teste e controlo. Quanto ao nimero de ovos
postos e retidos, estes apenas observaram a reducdo na taxa de eclosdo e aumento no
nimero de ovos retidos no grupo teste exposto 24h apds a refeicdo de sangue. Os
grupos de fémeas que foram expostos ao PPF antes das refeicdes de sangue néo
demonstraram quaisquer alteragdes na fecundidade e fertilidade em comparagdo com os
grupos controlo (Harris et al., 2013). Noutro estudo realizado por Mbare et al (2014)
com Anopheles gambiae senso stricto (Giles, 1902), vetor de malaria, e Culex
quinquefasciatus (Say, 1823), vetor de arbovirus e filariose linfatica, demonstrou que a
exposicdo das fémeas ao PPF num intervalo entre 24h antes ou 24h apds a refeicéo de
sangue resultava na esterilizacdo das mesmas. O efeito da exposicdo ao PPF nesse
intervalo, em An. gambiae s.s., reduziu o nimero de fémeas que puseram ovos, 0O
namero de ovos postos e de eclosdes, enquanto que, em Cx. quinquefasciatus esse efeito
incidiu particularmente na reducdo do ndmero de fémeas que efetuaram posturas. No
geral, a exposicdo das fémeas ao PPF levou a reducdo de 91-94%, em An. gambiae s.s.,
e 60-75%, em Cx. quinquefasciatus, na prole gerada em comparacdo com 0S grupos
controlo (Mbare et al., 2014). No entanto, had que referir que todos estes estudos
analisam o efeito da aplicacédo direta de PPF em que fémeas fecundadas, e ndo avaliam
0 sucesso do PPF na fertilidade e fecundidade de fémeas cuja exposi¢do a este analogo
da HJ se efetua através da copula com machos contaminados com este quimico.

Quanto aos resultados obtidos no bioensaio de transferéncia de PPF, estes
podem ser considerados preliminares, dado que o bioensaio ndo pdde ser levado até ao
fim e nem todos os dados foram recolhidos na sua totalidade, como no caso das
eclosbes. Quando comparando com os estudos acima referenciados, parece haver
evidéncia de que a exposicdo de fémeas ao PPF antes das refei¢cGes de sangue leva a
reducdo da fertilidade e fecundidade. Embora o nimero de ovos produzidos, postos, e
retidos pelas fémeas expostas neste bioensaio tenha sido, na sua maioria, superior ao das

fémeas controlo, verificou-se uma diminui¢do na taxa de eclosdo em dois dos quatro
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grupos de fémeas teste. Ainda que essas fémeas tenham posto mais ovos que 0 grupo
controlo, houve diferengas significativas nas taxas de ecloséo, o que indica que nem
todos 0s ovos postos eram viaveis. Desta forma, apesar das fémeas terem posto mais
0vos, a exposicdo ao PPF aparenta interferir na maturacao dos ovos, levando a producéo
de ovos inviaveis.

Em suma, sdo necessarios mais estudos por forma a explorar os efeitos que a
exposicdo de PPF tem na fecundidade e fertilidade de Ae. aegypti. Seria interessante
repetir este bioensaio com um maior namero de réplicas e mais do que uma ronda, para
recolha de um maior e completo nimero de dados e resultados. Além disso, ndo
havendo limite de tempo, poder-se-ia acompanhar a oviposicdo até que as fémeas
deixassem de por ovos, em vez de se interromper 0 processo, e acompanhar o
desenvolvimento das formas imaturas, que advém da prole gerada ap0s a exposi¢ao das
fémeas ao PPF, até & emergéncia dos adultos. Por Gltimo, os ensaios realizados por
outros autores consultados na pesquisa bibliografica recorrem a superficies
contaminadas com PPF para expor das fémeas, ao invés da transferéncia entre
exemplares da mesma espécie, sendo que se poderia elaborar um bioensaio em que
ambas as vertentes fossem testadas por forma a comparar resultados, e averiguar se o

tipo de exposigéo causa efeitos diferentes na fertilidade e fecundidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) realiza a oviposicdo por Vvarios
criadouros no mesmo ciclo gonotrdéfico, distribuindo os seus ovos por forma a garantir a
sobrevivéncia da espécie. Visto que é um mosquito essencialmente urbano e
antropofilico, os seus criadouros sdo pequenos compartimentos de origem peri-
domeéstica que podem ir desde embalagens, pratos florais, pneus, entre outros. Estas
caracteristicas dificultam o sucesso de medidas de controlo vetoriais direcionadas para
as fases imaturas, devido a dificuldade na detecdo e eliminacdo de todos os criadouros
passiveis de serem bidtopos larvares de Ae. aegypti. A utilizacdo de um anélogo da HJ,
como PPF, é uma medida promissora para o controlo vetorial desta espécie pelas suas
caracteristicas comportamentais de oviposicdo (Devine et al., 2009).

Desde a ocorréncia do surto na llha da Madeira, em 2012, ndo tém sido
detetados mais casos autdctones na regido, apesar do mosquito continuar a apresentar
elevados niveis de densidade, particularmente na cidade do Funchal. A persisténcia do
mosquito na Madeira constitui um risco constante para o surgimento de novos surtos de
dengue, provocados pelo serotipo DENV-1, além da possivel introducdo de outros
serotipos de dengue, e de epidemias por outros arbovirus transmitidos por este vetor,
como o virus da febre-amarela e o virus chickungunya, devido ao elevado movimento
de pessoas e bens entre a ilha e paises onde estes arbovirus sdo endémicos, como o
Brasil (Villabona-Arenas et al., 2014), Venezuela (Urdaneta et al., 2005) e Angola
(Parreira et al., 2014). A utilizacdo deste larvicida associado a outras medidas de
controlo vetorial j& utilizadas na Ilha da Madeira podera contribuir para a diminuicéo
das densidades populacionais de Ae. aegypti nas areas urbanas. Assim, por forma a
reduzir o risco de transmissdo de dengue e de outras doencas que sdo transmitidas por
este vetor, é essencial que a populacdo de Ae. aegypti seja mantida em niveis densidade
reduzidos.

Piriproxifeno é classificado pela OMS como um composto de classe “U”, que é
considerado moderadamente toxico para peixes, e altamente toxico para zooplancton
(IPCS & IOMC, 2010), alem de poder interferir com outras populacfes de insetos.
Assim, é importante salientar que a abordagem de auto-disseminacgéo recorre a estagoes
de disseminacdo que simulam criadouros de Ae. aegypti, como as armadilhas ovitraps,

ou que atraem mosquitos que procuram realizar uma refeicdo de sangue, como as
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armadilhas BGs utilizadas neste estudo. Dado que os criadouros de Ae. aegypti séo
pequenos compartimentos de origem peri-doméstica localizados nas areas urbanas, e as
armadilhas estdo direcionadas para atrair mosquitos, a utilizacdo de PPF é facilmente
controlavel ndo devendo causar grande impacto na fauna aquatica, noutras populacdes
de insetos, e no ambiente em geral.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores e podem ser considerados
como um ponto de partida para a implementacdo de uma nova estratégia de controlo na
Ilha da Madeira. Se esta abordagem fosse aplicada numa area mais extensa, com maior
abundancia de mosquitos, como, por exemplo, na cidade do Funchal, e associada as
medidas ja atualmente aplicadas, & possivel que se consiga controlar e baixar

efetivamente a populacédo de Ae. aegypti na Ilha da Madeira.
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