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RESUMO

Este estudo avaliou o desempenho biolégico e reprodutivo de machos de Aedes
aegypti esterilizados por radiacdo gama e seu potencial para uso no controle da
espécie, através da técnica do inseto estéril (TIE). A eficicia de esterilizacdo de
diferentes doses de radiacdo gama, 30, 40 e 50 Gy, foi avaliada em machos
irradiados (MI) na fase de pupa. O seu efeito sobre a longevidade e competitividade
de acasalamento dos M, sobre a fecundidade e fertilidade das fémeas acasaladas
com estes machos, bem como de fémeas também irradiadas (Fl), foram parametros
analisados. Os testes de competitividade foram conduzidos em gaiolas teladas (2 X
2 m) em condi¢des simuladas de campo, onde foram liberados machos irradiados e
machos nao irradiados (MNI), nas seguintes proporc¢des: 5:1, 10:1 e 15:1. Os
resultados revelaram que o fithess biologico e reprodutivo dos mosquitos sao
afetados pela radiacdo, de modo que os efeitos séo diretamente proporcionais a
dose de radiacdo utilizada. O parametro de longevidade apresentou diferencas
significativas, tanto quando os MI foram analisados de forma individual quanto em
grupo. Para a maior dose, Ml e FI viveram em média 19,6 = 2,2 dias e 25,8 + 2,2
dias, respectivamente, enquanto que no grupo controle, estes valores foram de 24,9
+ 2,5 dias e 30,4 = 2,5 dias. Foi observado também um efeito da radiacdo na
fecundidade das fémeas irradiadas (Fl), visto que 100% delas n&o realizaram
postura e na fertilidade de machos irradiados (Ml), expostos as doses de 40 e 50 Gy,
cujo cruzamento com fémeas nao irradiadas promoveu cerca de 80% e 100% de
inviabilidade dos embrides. Nos experimentos de competitividade, na menor
proporcdo (5:1) apenas 24,5% dos ovos estavam inviaveis, enquanto que nas
proporcdes maiores (10:1 e 15:1) este percentual aumentou para cerca de 80%.
Estes resultados sugerem que para a supressao de A. aegypti pela TIE, em campo,
sera necessaria uma quantidade de machos estéreis, pelo menos, 10 vezes maior
do que a de machos selvagens. Em conclusdo, machos esterilizados por radiacéo
gama parecem ser competitivos e com potencial para uso nas condi¢cdes locais de
campo, como um método espécie-especifico de controle para A. aegypti.

Palavras chave: Aedes aegypti, controle genético, radiacdo gama.
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ABSTRACT

This study evaluated the biological and reproductive performance of Aedes aegypti
males sterilized by gamma radiation and its potential for use in controlling the
species through the Sterile Insect Technique (SIT). The sterilization efficacy of
different doses of gamma radiation, 30, 40 and 50 Gy, was assessed in irradiated
males (IM) in the pupal stage. The direct effects of gama radiation on the longevity
and competitiveness of IM, as well as the effect on the fecundity and fertility of
females mated with these males, and also irradiated females (IF), were analyzed.
The competitiveness was examined by tests conducted in large cage (2 x 2 meters)
in semi field conditions where irradiated males (IM) and non-irradiated males (NIM)
were released in the following proportions: 5:1, 10:1 and 15:1. The results revealed
that the biological and reproductive fitness of the mosquitoes are affected by
radiation, so that the effects are directly proportional to the radiation dose. The
longevity parameter showed significant differences, especially regarding the group
effect where, to the highest dose, IM and IF lived an average of 19.6 + 2,2 days and
25.8 + 2,2 days, respectively, while in the control, these values were 24.9 + 2,5 days
and 30.4 + 2,5 days. It was also observed an effect of radiation on IF fertility, since
100% of them did not perform oviposition and IM fertility, exposed to the doses 40
and 50 Gy, which promoted around 80% and 100% unviable embryos, respectively.
In semi field experiments in the minor proportion (5:1) only 24.5% of the eggs were
infertile, while the larger ratios (10:1 and 15:1) this percentage increased to about
80%. These results suggest that the A. aegypti suppression by SIT in the field will
require a large amount of the sterile males, at least 10 times higher than the wild
males. In conclusion, males sterilized by gamma radiation appear to be competitive
and with potential for use in local field conditions, as a species-specific control
method for A. aegypiti.

Keywords : Aedes aegypti, genetic control, gamma radiation.
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1 INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose transmitida por mosquitos de maior repercussao
epidemioldgica e expansdo geogréafica na atualidade. E estimado que cerca de 40%
da populacdo mundial viva em &reas endémicas para a doencga, resultando em mais
de 120 milhdes de pessoas infectadas anualmente (BHATT et al., 2013; CENTER
FOR DISEASES CONTROL, 2013; SHEPARD, 2011). O mosquito Aedes aegypti é 0
principal vetor envolvido na transmisséo do virus Dengue em varios paises, inclusive
no Brasil, cuja circulagdo dos quatro sorotipos tem causado uma situacdo de
hiperendemicidade da doenca no pais (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999).
Apesar dos resultados promissores nos estudos clinicos de fase Ill com a vacina
candidata tetravalente da Sanofir Pasteur, iniciado em 2011 (GUY et al., 2011), esta
ou outras ainda ndo estdo disponiveis, o que tem reforcado o importante papel do
controle vetorial como estratégia para reduzir a incidéncia da doenca e prevenir
surtos epidémicos (BHATT et al., 2013; GUBLER et al. 1994).

As acOes utilizadas para controle populacional de A. aegypti, em ambito
mundial, estdo centradas na eliminagcdo mecéanica de criadouros e na utilizacdo de
inseticidas quimicos (BHATT et al., 2013; BRAGA; VALLE 2007; DONALISIO, 2002;
GUBLER et al.,, 1994). Outros agentes/ferramentas de controle como larvicidas
bioldgicos, predadores (BECKER et al., 2003) e armadilhas (ovitrampas) para a
coleta e destruicdo de milhares de ovos do mosquito (REGIS et al., 2013), séo
utilizados como métodos alternativos, de forma bem restrita.

No Brasil, o uso de inseticidas quimicos como o temephos, cipermetrina,
deltametrina e outros tem levado a selecdo de populacdes de A. aegypti resistentes
e consequentemente, ampliado as dificuldades de controle vetorial no ambito do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) (ARAUJO et al., 2013;BRASIL,
2006; LIMA et al., 2003; MONTELLA et al., 2007).

Larvicidas biolégicos a base de bactérias entomopatogénicas como Bacillus
thuringiensis sorovariedade israelensis (Bti) foram utilizados no PNCD, no periodo
de 2000 a 2009, como medida de manejo da resisténcia ao temephos, pois, além de
ser eficiente contra A. aegypti, apresenta mecanismo de acédo seletivo e diferenciado
dos inseticidas quimicos (BECKER et al., 2003). Na sequencia, outros inseticidas
como, os inibidores de sintese de quitina (Diflubenzuron e Novaluron) e mais

recentemente, analogos do horménio juvenil (Pyriproxyfen) passaram a fazer parte
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do esquema de rotatividade entre compostos para o controle de formas jovens do
mosquito (ARAUJO et al., 2013 ABAD-FRANCH et al., 2015; BRAGA, VALLE 2007).

O tratamento dos criadouros com produtos larvicidas apesar de representar
a forma mais indicada de controle para a maioria das espécies de mosquitos, sua
efetividade estd diretamente relacionada ao percentual de cobertura, o que implica
dizer que, para manter as populacdes em baixas densidades por longos periodos, a
cobertura de tratamento dos criadouros deve ser muito elevada (BECKER et al.,
2003). Neste contexto, € importante ressaltar que o comportamento de oviposi¢cao
de A. aegypti, caracterizado pela capacidade de distribuir grupos de ovos em
qualquer tipo de objeto que possa acumular agua, favorece a multiplicidade de
criadouros (BECKER, 2000; REGIS et al.,, 2008) e a existéncia de criadouros
cripticos do mosquito, aspectos que podem dificultar ainda mais seu controle
populacional (AYRES et al., 2004).

Desta forma, a clara necessidade de agregar as atuais acbes de controle do
PNCD estratégias alternativas, dirigidas as outras fases de vida do mosquito,
inclusive aquelas baseadas no controle autocida, como a Técnica do Inseto Estéril
(TIE), geraram alguns estudos voltados a avaliacdo desta abordagem para o
controle de A. aegypti.

A TIE esta baseada no conceito de liberacdo de insetos estéreis para o
autocontrole das populagdes-alvo (KNIPLING, 1955). Compreende a criacao
massiva de insetos machos de uma determinada espécie, seguida de esterilizacéo e
liberacdo em uma area alvo. Os machos estéreis ao acasalarem com fémeas
selvagens inviabilizam suas proles, e os efeitos sdo mais evidentes quando as
fémeas sO acasalam uma vez ao longo da sua vida (ROBINSON, 2002). Por se
tratar de uma técnica baseada na reproducéo/acasalamento € considerada espécie-
especifica, sendo, portanto segura para outros organismos nao-alvo e
ambientalmente limpa, por ndo gerar residuos quimicos que possam se acumular no
ambiente (ALPHEY, 2002; DYCK et al., 2005; PAPATHANOS et al. 2009; PHUC et
al., 2007; OLIVEIRA, 2011; WILKE et al., 2009).

A esterilidade pode ser induzida expondo o inseto a agentes mutagénicos
tais como, a radiacdo gama, raios—x e quimioesterilizantes. Este tipo de exposi¢do
ocasiona danos nos genes, como fragmentacbes cromossOmicas, anomalias e

mutacdes letais, interferindo assim na funcdo e no desenvolvimento de algumas
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células, entre estas, os gametas, ocasionando esterilidade no individuo exposto
(BAKRI et al., 2005; ROBINSON, 2002).

Desde 1952, a técnica do inseto estéril tem sido utilizada com sucesso no
controle de pragas agricolas (KLASSEN; CURTIS, 2005) e algumas espécies de
vetores, como a Cochliomyia hominivorax (HENDRICHS et al. 1995). Avaliacdes do
potencial da TIE para controle populacional de A. aegypti foram iniciadas na década
de 1960 (BENEDICT; ROBSON, 2003). No entanto, limitacbes impostas pela
tecnologia da época e o pouco conhecimento sobre os aspectos bioecoldgicos desta
espécie, levaram a resultados inexpressivos de supressdo populacional. Com a
crescente popularizagcdo dos inseticidas quimicos nesta mesma época, a preferéncia
por estes compostos devido ao seu rapido efeito de controle sobre as espécies e
sua repercussao na reducao de casos de algumas doencas, preponderou, levando a
um abandono dos estudos com a TIE para controle de vetores (BECKER et al.,
2003).

Resultados significativos de controle populacional com o uso da TIE requerem
a superacao de alguns obstaculos decorrentes do processo de esterilizacdo. Doses
excessivas de radiacdo ionizante podem gerar um elevado custo biolégico aos
machos estéreis, interferindo em aspectos como competitividade para copular com
fémeas selvagens e longevidade/viabilidade no habitat natural (ALPHEY et al., 2009;
BAKRI et al., 2005). Portanto, é de suma importancia, avaliar a qualidade e
viabilidade biolégica do macho estéril, enquanto produto biotecnologico. Além disso,
implantar sistemas eficientes para producdo destes insetos em massa e para a
logistica de sua liberacdo em campo sdo requisitos ndo menos importantes para o
desenvolvimento e aplicabilidade da TIE (BARRY et al., 2003; HELINSKI et al.,
2009; PAPATHANOS, et al., 2009; WILKE et al., 2009).

Este trabalho, portanto, se prop6s a avaliar a viabilidade biol6gica de
mosquitos esterilizados por radiacdo gama para seu uso em programas de controle

populacional de A. aegypti.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

2.1 Aedes aegypti LINNAEUS, 1762

Aedes aegypti € um diptero da familia Culicidae, pertencente a subfamilia
Culicinae, cuja forma adulta, apresenta coloracdo geral enegrecida, com faixas
branco-prateadas no torax, formando um padréo de linhas caracteristico da espécie
gue se assemelha a uma “lira” (Figura 1) (BECKER et al.,, 2003; CONSOLI,
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

Figura 1 - Mosquito Aedes aegypti.

Fonte: Godoi (2008).
Nota: Destaque para o desenho em forma de “lira”.

Esta espécie é oriunda da Africa, tendo sido descrita inicialmente no Egito.
Encontra-se distribuida em regides tropicais, subtropicais e temperadas do globo
(CLEMENTS, 1992; CONSOLI, LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Sua distribuicao
e expansao geografica sao influenciadas por multiplos fatores ambientais, sobretudo
a temperatura (GLASSER; GOMES, 2002). Possivelmente, foi introduzida no Brasil
durante o periodo colonial, através do trafego de escravos provenientes de regides
onde o mosquito ja existia. A adaptacdo desta espécie aos ambientes urbanos esta
associada a presenca de multiplas areas adequadas ao desenvolvimento de suas
formas jovens e a seu elevado grau de domiciliacdo (ACIOLI, 2006).

A. aegypti apresenta um curto ciclo de vida, o qual pode se completar no
periodo de 15 a 30 dias em regides tropicais, e seu desenvolvimento, compreende
quatro estagios: ovo, larva (quatro estadios: L1, L2, L3 e L4), pupa e inseto adulto

(Figura 2). O tempo de desenvolvimento das larvas varia em funcao da temperatura
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da agua, disponibilidade de alimento e densidade populacional de individuos
presentes nos criadouros (CLEMENTS, 1992).

O primeiro estadio larval (L1 com ~ 2,5 mm) dura de 36 a 48 h, o segundo
(L2 com ~ 3,9 mm) de 24 a 36 h, o terceiro (L3 com ~ 5,05 mm) 36 a 48 h e 0 quarto
e ultimo (L4 com ~ 7,3 mm) de 48 a 72 h (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2009).
Apds o quarto e ultimo estadio larval, ocorre a primeira metamorfose e a passagem
para a fase de pupa. Nesta fase, os individuos ndo mais se alimentam e utilizam as
reservas energéticas, armazenadas durante o estagio larval para a realizacdo da
segunda metamorfose. Apds 48 a 72 h da pupa emerge a forma alada do mosquito
(BESERRA, et al., 2009).

Na forma de mosquitos adultos, machos e fémeas, buscam por fontes de
carboidratos, adquiridos na alimentacdo de seivas vegetais, essenciais ao seu
metabolismo basico. Além disso, as fémeas também necessitam de alimentacéo
sanguinea para a producdo de ovos. A maturidade sexual é alcancada
aproximadamente 24 h apdés a passagem para a fase adulta. A fémea esta
disponivel para o acasalamento uma Unica vez (monogamia), e nesta ocasiao,
geralmente copula com apenas um macho, reservando o conteddo espermatico
transferido em trés espermatecas. Estas estruturas s&o fundamentais para
armazenar de forma viavel os espermatozoides ao longo do periodo de vida da
fémea (CLEMENTS, 1992). Multiplas inseminac¢des sao menos frequentes e podem
ocorrer caso a fémea ndo tenha preenchido completamente as espermatecas. As
fémeas vivem em média 45 dias e os machos um pouco menos (CLEMENTS, 1992;
SILVA, 1999).

Fémeas, uma vez inseminadas, podem produzir uma quantidade abundante
de ovos férteis, desde que alimentadas com sangue. A. aegypti apresenta alto grau
de antropofilia. A atividade hematofagica é diurna e apds o repasto sanguineo a
fémea procura no ambiente, intra ou peridomiciliar, locais para repouso, enquanto
realiza a digestdo sanguinea, em um periodo de até 72 h. A fémea podera realizar
mais de um repasto para produzir e depositar uma mesma bateria de ovos,
caracterizando assim a discordancia gonadotrofica da espécie. Cerca de 90 a 120
ovos podem ser produzidos por uma fémea em cada ciclo de oviposi¢cdo. Os ovos
sado depositados de forma individual nas paredes internas dos recipientes, proximos
a lamina d’agua (CHRISTOPHERS, 1960; CONSOLI; LOURENGCO DE OLIVEIRA,
1994).
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Em condi¢gdes ambientais adversas, sobretudo relacionadas a auséncia de
agua, os ovos podem entrar em quiescéncia (dorméncia), um periodo de interrupgéo
temporaria do processo final de eclosao das larvas, podendo permanecer viaveis no
ambiente por periodos superiores ha um ano (SILVA, 1999). Este ultimo aspecto &
de grande importancia, por representar a principal forma de permanéncia e
dispersédo passiva de A. aegypti no ambiente. Além disto, as fémeas tém o habito de
distribuir pequenos grupos de ovos de um mesmo ciclo gonadotréfico em mais de
um criadouro, comportamento este que potencializa sua dispersédo e dificulta as
acOes de controle e vigilancia (BRAGA; VALLE, 2007; REITER et al.,1991).

Figura 2 - Fases que comp8em o ciclo bioldgico de Aedes aegypti

Fonte: Adaptado de University of Florida (2008).
Nota: Em sentido horério: Ovo, larva, pupa e adulto alado.

Os criadouros utilizados por A. aegypti podem ser naturais (internédios de
bambu, ocos em arvores, casca de frutas e outros) (Figura 3) ou artificiais,
originados por objetos deixados a céu aberto preenchidos por agua pluvial, como
pneus, latas, vasos de plantas, ou ainda aqueles utilizados pelo homem para
armazenar agua como, caixas d'agua, tonéis, tanques, cisternas, piscinas entre
outros (Figura 4) (FORATTINI, 2002).

A estratégia de rapido crescimento populacional de A. aegypti decorre
principalmente da sua capacidade de colonizar uma ampla diversidade de
criadouros, aliada ainda a sua elevada fecundidade e curto ciclo de desenvolvimento
pos-embrionario (REGIS, et al., 2013). Tais caracteristicas o definem como insetos
“r-estrategistas” cuja sobrevivéncia da populacdo esta baseada na capacidade de
colonizacdo de habitats instaveis, aliada a uma elevada fecundidade/fertilidade,

gerando acentuadas flutuacdes de densidade populacional (SCHOFIELD, 1991).
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Figura 3 - Criadouros naturais de Aedes aegypti

Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Da esquerda para direita: Internddios de bambu, oco de arvore, plantas.

Figura 4 - Criadouros artificiais de Aedes aegypti

Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Da esquerda para direita: Pneus sem uso, caixas d'agua, piscinas, vasos de plantas

2.2 Importancia epidemiolégica de  Aedes aegypti como vetor de dengue

O virus Dengue (DENV) é transmitido ao ser humano, através da picada de
fémeas de mosquitos infectados pertencentes ao subgénero Stegomyia, sendo que
a espécie A. aegypti € considerada a Unica implicada no ciclo de transmissédo da
doenca no Brasil (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O DENV aparenta ter evoluido originalmente na Asia, espalhando-se,
posteriormente, aos demais continentes (GUBLER, 1998). Pertencente ao género
Flavivirus e a familia Flaviviridae, o DENV possui quatro sorotipos virais bem
caracterizados, (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (GUBLER, 1998), com
possibilidade do quinto sorotipo (DENV-5), isolado na Malasia (CIDRAP, 2013).

A transmissdo horizontal do virus para 0 mosquito ocorre apds 0 repasto
sanguineo em um ser humano infectado. Cerca de sete dias ap0s este contato
(periodo de incubacgédo extrinseca) a fémea do mosquito fica apta a transmitir o virus
ao longo da sua vida, inclusive aos seus descendentes por transmissao vertical ou
transovariana (transmissao para os ovos) (KHIN; THAN, 1983; JOSHI et al., 1996).
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Figura 5 - Distribuicdo do virus dengue nos continentes.

Fonte: Centers of Disease and Prevention (2013).

Nota: Simbologia vermelha representa os registros de casos de dengue, enquanto
que as areas demarcadas em roxo e amarelo representam respectivamente regiées
de maior e menor risco para a doenca.

Atualmente, os diferentes sorotipos virais circulam em mais de 100 paises,
muitas vezes simultaneamente, resultando na ocorréncia de 50 a 100 milhdes de
casos anuais (Figura 5) (SHEPARD, 2011; CDC, 2014). Pacientes infectados podem
apresentar aspecto clinico de infecgcdo branda (dengue classico), até quadros de
hemorragia e choque hipovolémico (dengue hemorragico), podendo evoluir para
6bito (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

A difusdo do virus Dengue esta intimamente ligada a expansao do mosquito
A. aegypti no mundo, impulsionado pela intensa movimentagcdo humana, ocupacao
desordenada dos grandes centros urbanos e ineficiéncia dos sistemas de vigilancia
epidemiologica e controle vetorial. No Brasil, a primeira epidemia de dengue
classico, laboratorialmente diagnosticada, ocorreu no estado de Roraima, na cidade
de Boa Vista, em 1982. Entretanto, foi a partir da introdu¢do do DENV-1, no Rio de
Janeiro em 1986, que a doenca tomou propor¢cées maiores no pais (NOGUEIRA;
EPPINGHAUS, 2011).

No ano de 1998, todos os estados brasileiros encontravam-se infestados pelo
A. aegypti e em 19 deles, a transmisséo viral ja estava estabelecida, com circulacéo
simultanea de DENV-1 e 2, sobretudo nas regi6es Nordeste e Sudeste do pais
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 1999).
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Um fato que agravou a situacdo epidemiolégica da dengue no Brasil, foi a
introducdo do DENV-3 e DENV-4, concomitante a circulacdo dos demais sorotipos
no pais (Figura 6), caracterizando uma situacédo de hiperendemicidade, o que pode
aumentar ainda mais o numero de casos graves da doenca nos proOXimos anos.
Dados atualizados mostram que apenas no ano de 2013 no Brasil, houve cerca de
1.452.489 casos confirmados de dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

Figura 6 — Mapa da circulagéo do virus dengue no Brasil

Distribuicao dos sorotipos virais
Brasil, jan-mar/2013

w

orotipo Circulante
Sem identificacdo
DENV4

DENV1,4
DENV2, 4
DENV3,4
DENV1,24
DENV1,3.4

Sem informgéo

Fonte
CGLAB/DEVITISVS/MS

L] 8] | I6) [N

Qbs.*- Dados sujeitos a alteracles.

Fonte: Ministério da Saude (2013).
Nota: Distribuicdo dos sorotipos do virus dengue nos estados brasileiros no periodo de
janeiro a Marco de 2013.
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2.3 Controle vetorial de  Aedes aegypti

Um importante desafio, especialmente nos paises em desenvolvimento, é
reduzir o aparecimento de surtos epidémicos de dengue (GUBLER et al., 1994). A
indisponibilidade para o Sistema Unico de Saude (SUS) de uma vacina efetiva contra
todos os sorotipos virais, aliada ao rapido desenvolvimento do mosquito em areas
urbanas, tornou o controle do vetor a principal estratégia para prevenir novas
epidemias. O controle de insetos vetores em saude publica € realizado com o
objetivo de reduzir a densidade populacional de uma espécie-alvo, de forma
consistente e progressiva, minimizando a ocorréncia de surtos e epidemias (BRAGA;
VALLE, 2007).

Dentre os diversos meios de controle vetorial, os inseticidas quimicos tém
sido os mais utilizados. O uso de compostos quimicos com acao inseticida obteve
seu marco em 1939, com a introducdo do diclorodifeniltricloroetano, conhecido
popularmente como DDT. Este inseticida se tornou o0 composto quimico mais famoso
e mais utilizado do século 20. Logo em seguida, outros compostos com atividade
inseticida foram sintetizados como o0s organofosforados na Alemanha, os
carbamatos na Suica, e entre 1960-1970, os piretréides no Japdo e no Reino Unido
(BECKER et al., 2003). A priori, o controle por inseticidas mostrou-se bastante
eficaz, no entanto, foi observado com o tempo, que certas espécies tinham
habilidade de desenvolver mecanismos de resisténcia a diversas classes destes
compostos quimicos, especialmente em resposta ao uso excessivo dos mesmos em
campo (BECKER et al., 2003) A aplicacédo constante de um mesmo produto quimico
exerce uma pressao continua de selecdo, aumentando a frequéncia relativa de
alguns individuos "previamente adaptados" presentes em uma populacéo,
caracterizando assim um exemplo tipico de evolu¢éo Darwiniana.

Outros aspectos negativos associados ao uso dos inseticidas quimicos
acabaram sendo considerados, como o seu amplo espectro de acdo, o qual atinge
espécies animais nao-alvo, provocando um alto impacto ambiental e 0 aumento do
risco a salde humana, através da exposicao direta e indireta (alimentos e agua
contaminados) aos compostos quimicos. Esses fatores levaram a busca de agentes
de controle mais eficazes e, sobretudo mais seguros (BECKER et al.,, 2003;
BROGDON; MCALLISTER, 1998.)
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O controle biologico por meio do uso de peixes larvéfagos e principalmente
por biolarvicidas a base de bactérias entomopatogénicas, como Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus (atual Lysinibacillus
sphaericus), se tornou bastante eficaz para o controle de diferentes espécies de
dipteros aquéticos. Este meio alternativo de controle tem sido utilizado em vérios
paises, inclusive no Brasil para controle de simulideos (borrachudos) e mosquitos
(Culex quinquefasciatus e Aedes aegypt) (ARAUJO-COUTINHO, 1995;
DONALISIO, 2002; CAPALBO et al., 2008; MARDINI et al., 1999; 2000; REGIS et
al., 2001; 2013).

Os biolarvicidas possuem caracteristicas que favorecem sua utilizacdo em
programas de controle, tais como modo de acéo especifico, seguranca para o meio
ambiente e facilidade de producdo em larga escala (COUCH, 2000). Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus, sdo bactérias Gram-
positivas, saproéfitas de solos e ambientes aquaticos e, quando submetidas a
condi¢cbes adversas, produzem cristais proteicos durante a sua fase de esporulacéo,
em forma de protoxinas de alto poder inseticida (DE BARJAC, 1990). A adocéo
destes biolarvicidas representa um importante marco na historia do controle de
vetores em saude publica (REGIS et al., 2001).

Outro método de controle vetorial extremamente efetivo € o fisico/mecanico,
no qual acdes de saneamento, coleta de residuos soélidos do ambiente, regularidade
no abastecimento de agua e outras, levam a eliminacdo de criadouros reais e
potenciais das formas aquaticas do mosquito. Além destas outras medidas
complementares de controle direcionadas as atividades preventivas (campanhas
voltadas a populagcédo, recomendando praticas simples e eficazes direcionadas a
eliminacdo de criadouros do mosquito) e acbes de vigilancia e monitoramento,
também desempenham um papel decisivo na avaliagdo do impacto das medidas de
controle sobre a populagéo do inseto vetor e no redirecionamento destas a¢gdes no
pais (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

2.3.1 Controle de Aedes aegypti no Brasil: historico e cenario atual

O controle de A. aegypti, considerado vetor primario da febre amarela urbana

e da dengue, tem sido um dos maiores desafios direcionados a saude publica no
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Brasil. Varias campanhas foram realizadas na tentativa de erradicar esta espécie, a
primeira iniciada por Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro (1902-1907) (Figura 7).
Durante estas campanhas foram instituidas acdes sanitarias que tinham como
funcdo detectar e eliminar os focos deste mosquito. Em seguida, outras campanhas
foram realizadas entre 1930-1940, incentivadas pela Fundacéo Rockfeller atuando
sobre cidades litoraneas (BRAGA; VALLE, 2007). Nestas décadas, as principais
estratégias de controle estavam essencialmente baseadas no uso de produtos
guimicos como o0 acetoarsenito de cobre, um inseticida sintético inorganico de alta
toxicidade (SOPER, 1965).

Figura 7 - Charge “Oswaldo Cruz contra as doengas”

Fonte: Biblioteca virtual Oswaldo Cruz (2012).
Nota: Charge publicada na Franga em 1911 mostra Oswaldo Cruz
combatendo a febre amarela e a peste bubénica.

Em 1947, o Brasil participou da campanha de eliminacdo hemisférica de A.
aegypti conduzida pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (PAHO) junto com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), visando prevenir epidemias urbanas de
febre amarela. Este programa eliminou o mosquito vetor em 19 paises,
representando mais de 73% da area primeiramente infestada (GUBLER, 1997,
MONATH, 1994; SCHLEISSMAN; CALHEIRQOS, 1974).

Durante a mesma época, a utilizacao de inseticidas sintéticos organicos que
apresentavam amplo espectro de atividade e baixo custo, como o DDT, foi
amplamente difundida. Em 1967, a eliminacédo do A. aegypti havia sido considerada

um sucesso, até o reaparecimento do mosquito em alguns estados do pais em 1976
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(ROZENDAAL, 1997) Naquele ano, como consequéncia de mudangas sociais e
ambientais decorrentes da urbanizacdo, e de falhas nos programas de vigilancia
epidemiologica, foi confirmada a reintroducdo do A. aegypti em varias regides do
Brasil (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). A utilizacdo exclusiva de
organofosforados por quase 20 anos de forma intensiva, teve como consequéncia, 0
aparecimento de populacdes de A. aegypti resistentes aos compostos, em diversos
paises, dificultado a reducédo populacional do vetor, levando a um aumento dos
casos de dengue (CRINNION, 2000).

Com o agravamento epidemiolégico da dengue no Brasil, em 1996 foi
implantado o Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa), resultando no
fortalecimento das acbes de combate ao vetor, com um significativo aumento dos
recursos utilizados para essas atividades (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE,
1996). As acbes de prevencado e combate ao A. aegypti em campo, estavam quase
que exclusivamente centradas no uso de inseticidas quimicos.

A circulacdo intensa de um ou dois sorotipos do virus Dengue em quase
todos os estados brasileiros a partir de 1998, seguida da introducdo de novos
sorotipos, denunciavam o elevado risco de epidemias de dengue, e culminaram em
2001 com a elaboragédo do Plano de Intensificagcdo das Ac¢bOes de Controle da
Dengue (PIACD). Este plano estava voltado a reducdo dos niveis de infestacédo
vetorial e a intensificacdo das medidas de controle em areas consideradas mais
criticas, cerca de 600 municipios brasileiros. Diferente do observado com a
campanha contra a febre amarela, essa estratégia se mostrou incapaz de responder
a complexidade epidemiolégica da dengue no pais. Mais uma vez, as a¢des nao
alcancaram resultados que modificassem o0 cenario epidemiolégico da dengue
(BRAGA: VALLE, 2007), o que levou, em 2002, ao abandono definitivo da proposta
de erradicacao do mosquito e a estruturacdo do Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD), vigente até o momento, cujas a¢fes estdo voltadas ao controle
populacional de A. aegypti (ARAUJO et al., 2013; BRAGA: VALLE, 2007;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

Em 1999, foi criada a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia do
Aedes aegypti a Inseticidas (Rede MoReNAa), coordenada pelo Ministério da
Saude, responsavel pelo monitoramento da susceptibilidade das populacdes de A.
aegypti aos inseticidas quimicos, larvicidas e adulticidas, empregados em seu
controle (ARAUJO et al,, 2013; BRAGA, VALLE 2007).
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Populacbes de A. aegypti resistentes, sobretudo ao larvicida temephos,
passaram a ser detectadas em campo a partir de 2000. Desde entdo, a principal
estratégia encontrada para o manejo da resisténcia aos inseticidas empregados no
PNCD tem sido a rotatividade entre compostos que apresentam diferentes modos de
acao, especialmente para o tratamento focal dos criadouros das formas jovens do
mosquito. Biolarvicidas a base de Bti foram o0s primeiros a serem amplamente
utilizado em substituicdo ao temephos no periodo de 2000 até 2009, seguido dos
inibidores de sintese de quitina (Diflubenzuron e Novaluron) em 2010/2014 e mais
recentemente, 2014/2015, dos analogos do hormonio juvenil (Pyriproxyfen) (ABAD-
FRANCH et al., 2015; ARAUJO et al., 2013; BRAGA, VALLE 2007; CAPALBO et al.,
2008).

2.4 Alternativas ao controle de insetos: Uma breve historia da Técnica do

inseto estéril

O final do século XIX foi marcado por grandes descobertas cientificas, entre
elas, a radioatividade e os raios X. Esse fato gerou uma verdadeira revolugédo no
pensamento cientifico da época, pois, até entdo se achava que o atomo era algo
impenetravel e imutavel (NAVARRO et al., 2008). A partir destes achados, o uso das
radiacOes ionizantes se estendeu a diversas areas, sendo aplicada inicialmente na
medicina e logo em seguida, empregada em areas como engenharia e agricultura
(MOULD, 1995).

Runner (1916) demonstrou os primeiros efeitos da radiacdo ionizante em
insetos, no coledptero Lasioderma serricorne, pertencente a familia dos Anobideos,
0 mesmo era praga das plantacdes de tabaco, considerada na época o0 mais
importante cultivo ndo comestivel do mundo. Utilizando doses de raios X, Runner
tornou estes insetos incapazes de se reproduzir (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION, 1989; MASTRANGELO; RUNNER, 1916; WALDER, 2011).

Muller em 1927 demonstrou que a radiagao ionizante provocava um grande
namero de mutacdes letais na mosca Drosophila melanogaster, sendo uma das
principais consequéncias a infertiidade nas fémeas (MULLER, 1927; KLASSEN;
CURTIS, 2005).
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Nos anos seguintes, a ideia de introduzir a esterilidade em insetos foi
amplamente difundida no mundo. Diferentes meios para induzir esterilidade foram
descobertos, como os quimioesterilizantes (alquilantes e triazinas), radiacdo gama
(Cobalto-60), translocacdo cromossémica e incompatibilidade citoplasmatica
(bactérias simbiontes) (BENEDICT; ROBINDSON, 2003). Mais de 2.800 referéncias
na literatura foram publicadas ao longo das ultimas seis décadas, contendo estudos
com mais de 300 espécies de artropodos, muitas delas de grande importancia
econbmica, ja que boa parte dos prejuizos, especialmente na area agricola, era
ocasionada pelo alastramento de pragas em plantacdes e animais (BAKRI et al.,
2005).

Nos anos de 1950, no entanto, foi 0 momento em que a técnica do inseto
estéril obteve o éxito mais significativo, quando a mesma foi integrada a um
programa de controle de pragas que tinha como objetivo reduzir a populacdo de
Cochliomyia hominivorax, uma espécie de mosca que possui como caracteristica, o
habito de depositar seus ovos em tecidos lesionados de animais de sangue quente
para o desenvolvimento de suas larvas. Esta mosca possuia uma alta incidéncia no
continente americano e afetava principalmente a bovinocultura da época (KLASSEN;
CURTIS, 2005).

Desde 1930, j4 se faziam estudos sobre a C. hominivorax, tendo sido o
primeiro inseto criado com dietas artificiais em laboratorio, possibilitando sua criacao
em massa e estudos (MELVIN; BUSHLAND, 1936). Isto permitiu a Knipling, um dos
pesquisadores responsaveis pela criagdo da técnica do inseto estéril e seus
principais conceitos, em 1951, observar e estudar tracos comportamentais da C.
hominivorax, como por exemplo, o aspecto monogamico das fémeas desta espécie,
que copulam uma unica vez durante sua vida. Este fato possibilitou a formulacdo de
um modelo, o qual considerava, que se a esterilidade fosse capaz de ser induzida
em insetos machos, um grande numero destes poderia ser liberado em campo,
inviabilizando assim os descendentes da espécie (KNIPLING, 1955; OLIVEIRA,
1980).

Um estudo publicado por Bushland; Hopkins (1953) descreveu os resultados
do uso de radiacdo ionizante (raios — X) em pupas de C. hominivorax. Os dois
pesquisadores observaram que os machos adultos apés serem submetidos a uma

dose radioativa de 50 Grays (Gy) durante a fase de pupa, apresentavam morfologia
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aparentemente normal, porém, quando copulavam com fémeas virgens, as mesmas
nao geravam ovos férteis (BUSHLAND; HOPKINS, 1953).

Em 1954 na ilha de Curacao, localizada a 65 quildbmetros da Venezuela,
Knipling realizou a liberacédo de pupas irradiadas de C. hominivorax em uma area de
aproximadamente 435 Km?, no periodo de duas vezes por semana. A liberacéo de
machos estéreis alcancou uma frequéncia de 155 machos/ Km?%semana,
promovendo um “valor estéril” inicial de 69%, que aumentou posteriormente,
chegando a desejaveis 100%. Esta atividade foi mantida por 14 semanas, até obter
um grau satisfatorio de eliminacao do vetor (KLASSEN; CURTIS, 2005).

Com o sucesso obtido em Curagao, Bushland, Knipling e colaboradores,
incorporam a técnica do inseto estéril a um programa integrado para o manejo de
pragas em area extensa (originalmente, em inglés, “Area-wide Integrated Pest
Management” ou AW-IPM), onde foi elaborada uma série de projetos para a
eliminacao de C .hominivorax em outras regides do globo. Os locais que se tornaram
livres desta peste durante a implantacdo do projeto foram: Florida em 1958;
Sudoeste dos Estados Unidos e México em 1962; América central em 1984 - Belize
e Guatemala 1994, El Salvador 1995, Honduras 1996, Nicaragua 1999, Costa Rica
2000, e Panaméa 2001; Africa do Norte em 1989; e a regido do Caribe em 1975 —
Porto Rico e Ilhas Virginias (BUSHLAND, 1985; HENDRICHS, 2000; HENDRICHS et
al.,, 1995; KNIPLING, 1955; MEYER; SIMPSON 1995; MASTRANGELO, 2011,
WYSS, 2000).

Apos a erradicacdo de C. hominivorax nas Americas, a TIE foi direcionada a
outras espécies, sobretudo as que compartilhavam caracteristicas ecobiol6gicas em
comum com a C. hominivorax, como: capacidade de explorar amplo niamero de
hospedeiros; fator de dispersdo e sobrevivéncia na forma de adultos; reproducao
monogamica e elevada capacidade reprodutiva. Estes estudos contribuiram para a
integracdo definitiva da TIE em programas de controle vetorial. Entre as espécies
erradicadas, podemos citar como exemplo: Anastrepha ludens no sudoeste da
Califérna em 1954; Bactrocera tryoni na Australia em 1962; e Bactrocera cucurbitae
nas ilhas sudoestes do Japao (Figura 8) (ENKERLIN, 2005; KOYAMA et al., 2004,
KUBA et al., 1996, LANCE; McINNIS, 2005; SMALLRIDGE et al., 2002).



Lima, K. F. A. Avaliacdo biolégica de machos...

31

Figura 8 - Espécies de insetos erradicadas pela TIE

Fonte: Oxitec (2013).
Nota: Da esquerda para a direita: Anastrepha ludens, Bactrocera tryoni, Bactrocera
cucurbitae.

2.4.1 Aplicacéo da técnica do inseto estéril em mosquitos vetores.

Estudos com TIE aplicada ao controle de mosquitos tém sido conduzidos
desde a década de 1960. As primeiras liberacdes de mosquitos estéreis foram
realizadas em 1959 e 1960, em regides do sul da Florida, utilizando machos que
emergiram de pupas irradiadas de Anopheles quadrimaculatus. Neste estudo,
porém, ndo foram alcancados niveis satisfatérios de supressao populacional. Uma
das hipoteses levantadas sugere que mudancas comportamentais de machos
estéreis podem ter sido determinantes na reducdo do numero de acasalamentos
com fémeas selvagens, conduzindo desta forma ao insucesso do estudo (ALPHEY
et al., 2009; MORLAN et al., 1962)

Resultados promissores surgiram apenas em 1967, com a eliminagdo de
mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus em Myanmar. O projeto utilizou
mosquitos esterilizados por meio de incompatibilidade citoplasmatica, através da
bactéria Wolbachia pipientis (BENEDICT; ROBINSON, 2003; LAVEN, 1967). O
projeto mais ambicioso realizado com a técnica do inseto estéril em mosquitos foi em
1974, através de uma parceria entre a Organizacao Mundial de Saude e o Conselho
Indiano de Pesquisas Médicas (PAL, 1974). Durante o projeto foram utilizadas
diferentes abordagens, relacionando estudos ecoldgicos e genéticos com principios
modernos de gestao, tendo como objetivo, a reducéo populacional das espécies C.
quinquefasciatus, A. aegypti e Anopheles stephensis na india. Apesar do uso de
varias abordagens operacionais e cientificas, efeitos modestos de supressao
populacional foram observados. Tal fato ocorreu devido principalmente a inesperada
migracdo de fémeas ao longo de varios quildbmetros adentro das &reas de controle
(BENEDICT; ROBINSON, 2003).
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Em relacdo a espécie A. aegypti, os primeiros testes utilizando machos
estéreis foram realizados por Harvey e colaboradores na cidade de Pensacola,
Flérida — Estados Unidos no biénio de 1960/1961. Foi utilizada uma dose de 180 Gy
de radiacdo gama através do elemento Cobalto — 60. No entanto, niveis satisfatorios
de supressdo populacional ndo foram atingidos. A diminuicdo consideravel da
competitividade dos mosquitos, resultante da elevada dose de radiagdo a que foram
expostos, foi a causa do insucesso no programa de controle vetorial (ALPHEY et al.,
2009).

A partir destes estudos, outras tentativas subsequentes com A. aegypti e
outras espécies obtiveram resultados diversificados (Tabela 1), mas de maneira
geral todos relatam que, os sistemas e a tecnologia utilizada na época
apresentavam falhas como: (1) Producédo de mosquitos abaixo dos niveis desejados,
devido a auséncia de tecnologias para sexagem, gerando atrasos na producéo; e
(2), falta de calibracdo da dosagem radioativa, provocando perda do fitness biolégico
dos machos e os tornando menos eficientes e competitivos (BENEDICT,;
ROBINSON, 2003).

Até meados dos anos 80, varios projetos de pesquisa envolvendo o uso TIE
em mosquitos foram realizados, porém, nos anos seguintes, o interesse por este
meio alternativo de controle acabou ofuscado pela continuidade do uso de
inseticidas quimicos, em larga escala (BECKER et al., 2003). Ao longo dos anos,
com o advento de novas tecnologias e um melhor entendimento sobre a bioecologia
das espécies-alvo, a incorporacdo de técnicas estéreis em programas de controle
vetorial passou a ser novamente considerada (KLASSEN; CURTIS, 2005).
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Quadro 1 - Registros de utilizagdo da Técnica do Inseto Estéril (TIE) em culicideos.

Total de machos

Espécie Ano Local Meio esterilizagdo liberados Tempo de liberagdo
1960-1961 EUA Radiacdo Gama 4,6 milhdes 43 semanas
(RIS BRI 1974 india Quimioesterilizante 40 mil 03 semanas
1975 Quénia Quimioesterilizante 57 mil 10 semanas
2009-2011 Ilhas Cayman RIDL/ OX513A 3,3 mulhdes 96 semanas
2011-2012 Brasil RIDL/ OX513A 1 milh&o
Aedes albopictus 2005-2009 Italia Radiacdo Gama 12 milhdes 25 semanas
Culex pipens 1970 Franca Translocac@o cromossémica Milhares 08 semanas
Culex tritaeniorhynchus 1977 Paquistao Translocagéo cromossdmica 167 mil 02 semanas
1967 Myanmar Incompatibilidade citoplasmatica 315 mil 09 semanas
1968 EUA Quimioesterilizante 2.500 12 semanas
Culex quinquefasciatus 1969 EUA Quimioesterilizante 930 mil 12 semanas
1973 india Incompatibilidade citoplasmatica 11.400 02 semanas
1973 india Incompatibilidade citoplasmatica 23 milhdes 14 semanas
1977 EUA Translocagéo cromossdmica 76 mil 04 semanas
Culex tarsalis 1978 EUA Translocagéo cromoss6mica 180 mil 09 semanas
1981 EUA Quimioesterilizante 85 mil 08 semanas
Anopheles albimanus 1972 El Salvador Quimioesterilizante 4,4 milhGes 22 semanas
Anopheles gambiae 1968-1969 Burkina Faso Translocagéo cromossomica 240 mil 09 semanas
Anopheles quadrimaculatus 1959-1960 EUA Quimioesterilizante 400 mil 48 semanas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A introducdo de novas tecnologias para producdo em massa de machos
estéreis utilizando, por exemplo, meios menos laboriosos de sexagem (marcadores
moleculares e separadores de pupas) e a otimizacdo do sistema de criacao
(alimentacdo adaptada e modelos matematicos) foram essenciais para obter um
controle de qualidade na TIE (BAKRI; MEHTA, 2005; BALESTRINO et al., 2014;
BALESTRINO et al., 2010; BENEDICT et al.,, 2009; CARVALHO et al.; 2014;
CHADEE et al.,, 2014; FRANZ, 2002; HAMADY et al., 2013; HELINSKI; KNOLS,
2008).

Entre os anos de 2009 a 2013 resultados expressivos de supressao
populacional foram obtidos com o uso da técnica estéril em mosquitos, envolvendo
espécies como Aedes albopictus, A. aegypti e Anopheles gambiae. A experiéncia de
controle por TIE de A. albopictus, em areas urbanas da Italia, revelou esterilidade de
70% a 80% na populagdo local, demonstrando que a técnica pode e deve ser
incluida nos programas atuais de controle (BELLINI et al., 2010; 2013).

As técnicas de esterilizacdo para A. aegypti tém sido centradas no uso de
radiacbes ionizantes (gama e raios X) e quimiesterilizantes. Outras técnicas
genéticas para controle populacional residem no uso de transgénicos, através do
sistema RIDL (liberacdo de insetos portadores de um gene letal). Empresas que tem
como foco o desenvolvimento de tecnologia para o combate de insetos como a
Moscamed e a Oxford insect technology (Oxitec Ltd.) tém desenvolvido técnicas
aprimoradas para a producéo e liberacdo de mosquitos transgénicos (CARVALHO,
et al., 2014).

2.5 Técnica do inseto estéril: conceito e método

A Técnica do Inseto Estéril (TIE) proposta em 1950 por Bushland e Knipling,
compreende a criagdo massiva de insetos machos de uma determinada espécie,
seguida de esterilizacdo e liberagcdo desse produto em uma area alvo, assim,
machos estéreis copulam com fémeas selvagens e a prole gerada desse
cruzamento se tornard inviavel. Esta € uma técnica considerada espécie-especifica,
nao envolvendo outros organismos (ALPHEY 2002; DYCK et al,. 2005; KNIPLING,
1952; OLIVEIRA, 2011; PHUC et al., 2007; PAPATHANOS et al., 2009; WILKE et
al., 2009).
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Figura 9 — Técnica do inseto estéril

1 2 3
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Fonte: Adaptado de Wilke; Marrelli (2012)

Nota: A técnica do inseto estéril compreende as etapas de: (1) Criagdo em massa de
insetos; (2) Sexagem, pois para a TIE s6 interessa a liberacdo de machos; (3) Irradiacdo
por agentes mutagénicos para induzir esterilidade; (4) Liberacdo de machos estéreis na
area alvo e acasalamento com fémeas selvagens.

A técnica do inseto estéril é geralmente direcionada a espécies que
apresentam caracteristicas como: Reproducdo sexual exclusiva (técnica espécie-
especifica), espécies “R” estrategistas (producdo em massa) desenvolvimento
holometabolo (fase de pupa facilita o processo de esterilizagdo e manuseio). Tais
caracteristicas agem como fatores facilitadores no processo de supresséo
populacional (LANCE; McINIIS, 2005).

A TIE apresenta algumas vantagens em relacdo a outros métodos de controle
por ser uma técnica ambientalmente segura, pois ndo envolve outros organismos e
nao gera residuos toxicos, além de ser compativel com outros meios de controle
vetorial, podendo ser integrada a um programa junto a outras técnicas (TWEEN;
MOSCAMED, 2014).

Inicialmente, os meios utilizados para induzir esterilidade na TIE consistiam
no uso de radiacdo ionizante (raios — X e radiacdo gama) e quimioesterilizantes
(alquilantes e triazinas) (BENEDICT; ROBINDSON, 2003). Com a introducdo de
novas tecnologias, sobretudo na &area de biologia molecular, utilizando bactérias
simbiontes e organismos transgénicos, a TIE passou a ser classificada de acordo
com o método esterilizante. Na TIE classica, que tem esta denominacao, pois, 0
emprego destas tecnologias € utilizado desde a concepcédo da técnica em 1950, as
seguintes metodologias séo utilizadas para esterilizagédo de insetos:

Quimoesterilizantes: Sao conhecidas cerca de 400 substancias quimicas que

causam esterilidade reprodutiva em insetos (MAYER, 1998). Alguns desses
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compostos inibem o desenvolvimento ovariano ou induzem alteragcdes na estrutura
de acidos nucléicos (DNA e RNA). Os quimioesterilizantes podem ser aplicados
diretamente sobre os insetos ou incorporados ao alimento dos mesmos. Alguns
exemplos de quimioesterilizantes sdo: agentes alquilantes (metepa e afolato),
antimetabolitos (fluorascila e aminopterina), organotinas, antibiéticos (porfiromicina,
ciclohexamida), alcaloides (monocrotalina e colchicina), triazinas (tiouréia), entre
outros (MAYER, 1998).

Dentre os diversos compostos, alquilantes e triazinas, tém sido os mais
testados como métodos de inducdo de esteriidade em mosquitos. Trabalhos
contendo o uso destes compostos em C. quinquefasciatus e Anopheles albimanus
sdo relatados, no entanto, atualmente, os quimioesterilizantes ndo sdo muito
utilizados por envolver substancias carcinogénicas, mutagénicas e/ou teratogénicas,
podendo ocasionar contaminagdo ambiental (BENEDICT; ROBINSON, 2003).

Radiacdo ionizante: Constitui 0 método esterilizante mais antigo e utilizado
em varios programas de controle vetorial. As radiacdes ionizantes utilizadas séo
geralmente raios X e gama. Desses, a esterilizacdo por raios gama € a mais comum.
Como fonte radioativa, sdo utilizados radiois6topos como o Cobalto 60 e a dose
utilizada é calculada através de irradiadores que determinam a taxa de dose (BAKRI
et al., 2005). O potencial da radiacdo ionizante de interagir com numerosos
materiais, provocando a quebra e mudancas estruturais em varias moléculas,
proporciona sua aplicacdo em varias areas, sobretudo na técnica do inseto estéril
(ALPHEY, 2002).

O uso de radiacdo para esterilizar insetos inclui vantagens como: (1) O
aumento de temperatura durante o processo € insignificante, (2) insetos estéreis
podem ser liberados imediatamente apdés a irradiacdo, e (3) a radiacado pode passar
através de diversos materiais, permitindo que os insetos sejam irradiados, mesmo
apos terem sido embalados (BAKRI et al., 2005).

A TIE moderna, no entanto, utiliza tecnologias recentes de biologia molecular
como organismos transgénicos e paratransgénesis para impedir a reproducdo de
insetos.

Paratransgénesis: Inclui a manipulacdo de organismos simbiontes presentes
na espécie-alvo para induzir esterilidade. Entre estes simbiontes, o0 mais relacionado
a inducédo de esterilidade em mosquitos é a bactéria Wolbachia pipientis. Esta

bactéria esta presente em 76% das espécies de inseto, e por esta relacao
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simbidtica, é tida como um candidato ideal ao procedimento de paratransgénesis
(ROBINSON; HENDRICHS, 2005).

O fendtipo mais comum associado a infec¢do por Wolbachia em insetos € a
incompatibilidade citoplasmatica (IC), uma forma de falha reprodutiva pos-
fecundacdo. A IC é expressa quando um mosquito macho infectado acasala com
uma fémea néo infectada. Embora o espermatozdide consiga penetrar com sucesso
no o6vulo, ndo ha a descondensacdo correta dos cromossomos paternos,
ocasionando a fusdo com o0s cromossomos maternos antes da primeira divisdo
mitotica (SINKINS, 2004). Este fendmeno causa mudancas estruturais na cromatina,
ocasionando a morte do embrido. (GUBLER; LASSY; KARR, 1996). Apesar das
Wolbachia spp. estarem presentes em 40% de todas as espécies de insetos (ZUG;
HAMMERSTEIN, 2012), elas ndo sdo endossimbiontes naturais de A. aegypti.
Assim, pesquisas recentes levaram ao desenvolvimento da linhagem desta espécie
transfectadas com Wolbachia, wMel, refrataria a infeccdo por virus Dengue
(WALKER et al., 2011). Testes para avaliar seu potencial como ferramenta de
controle biolégico estdo em curso em diversos paises, inclusive no Brasil, no ambito

do Programa Eliminate Dengue (www.eliminatedengue.org). A estratégia consiste

em liberar uma grande quantidade de individuos portadores da Wolbachia, cujos
machos infectados ao copularem com fémeas selvagens inviabilizardo suas proles,
enquanto que as fémeas infectadas acasaladas com machos selvagens produzirdo
novos descendentes infectados com a Wolbachia, de forma que, ao longo do tempo,
ocorrerd a substituicdo da populagdo natural. Apesar de ndo ser esperada a
eliminacao da presenca de A. aegypti em campo, a substituicdo por uma linhagem
refrataria a infeccdo com o virus Dengue, levara ao longo do tempo a uma reducao
do numero de casos da doenca (DUTRA et al.,, 2015). O sistema genético —
molecular também conhecido como sistema RIDL (liberagdo de insetos portadores
de um gene letal dominante, originalmente no inglés “Release of Insects with
Dominant Lethality), € um dos métodos de esterilizacdo mais recentes utilizado para
o controle de vetores. Este sistema compreende a liberagdo de machos portadores
de um gene letal que sera expresso apenas em uma determinada condicdo
ambiental. Os machos transgénicos ao copularem com fémeas selvagens
transmitem este gene letal para prole, impedindo o individuo de alcancar a fase
adulta (OLIVEIRA, 2011). No Brasil, a tecnologia RIDL, voltada a supresséo
populacional, ja esta sendo testada por empresas como a Moscamed e possui
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resultados importantes em dois bairros de Juazeiro (BA) — Mandacaru e Itaberaba,
onde foi registrada uma reducdo de 90% da populacdo de A. aegypti em seis meses
(www.moscamed.org.br) (PORTAL DA SAUDE, 2012).

2.5.1 Esterilizag&o por irradiacio

Para a irradiacao de insetos, geralmente sdo utilizados irradiadores de raios
gama, devido a sua alta energia e penetracdo (KLASSEN, 2005). As fontes mais
comuns de raios gama sao os radioisotopos Cobalto 60 e Césio 137, como ambos
tém uma meia-vida longa (5,6 anos e 30 anos respectivamente) e emitem raios
gama de alta energia, sendo o Co 60 mais facilmente fabricado e utilizado com mais
frequéncia. No irradiador, mais especificamente em sua base, esta o local onde
ocorrerd a irradiacdo. Este local encontra-se tipicamente preenchido por vérias
“pastilhas” em formato cilindrico, de cobalto ou de césio. A taxa de dose é pré-
determinada pela atividade atual da fonte radioativa e o operador controla a dose
que sera absorvida pela amostra, ajustando o tempo de exposicédo (HELINSKI, et al.,
2009). Normalmente, ha dois tipos de irradiadores gama usados em programas de
liberacé@o de insetos estéreis: irradiadores de armazenamento a seco e irradiadores
panoramicos de larga escala.

Os irradiadores de armazenamento a seco (Figura 10) sdo os mais utilizados
em laboratorios de pesquisa e industrias de pequeno porte. Estes dispositivos
abrigam a fonte radioativa dentro de um escudo protetor de chumbo e geralmente
possuem um mecanismo para 0 manuseio das amostras. Através de um dispositivo
denominado “canister”, a amostra bioldgica € armazenada e colocada em contato
com a fonte radioativa. Estes canisters sdo reutilizaveis (geralmente feitos de aco,
aluminio ou plastico) e sdo organizados de tal modo a manter os recipientes onde
estdo as amostras, imobilizados durante o procedimento de irradiagéo. O recipiente
entdo é colocado na camara de irradiacéo e o temporizador € ajustado para fornecer
a dose pré-selecionada. Na maioria destes irradiadores, o local da irradiacéo esta no
centro de uma matriz circular, onde contém a fonte de radiacdo encapsulada. Com
este design, a dose é relativamente uniforme no interior da camara de irradiacao,
permitindo uma uniformidade de dose nas amostras (BAKRI et al., 2005).

Os irradiadores panoramicos de larga escala (Figura 11) sdo o0s mais

adequados para um grande volume de amostras. A fonte radioativa consiste de
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vérias hastes de Co 60 dispostos em um plano e localizadas ao fundo de um poco
coberto por agua ou chumbo. No momento da irradiagdo, as amostras sao
colocadas em uma camara, e em seguida, ao comando do operador, elas séo
direcionadas ao poco onde estdo as hastes contendo a fonte radioativa e
permanecem nesta condi¢ao pelo tempo definido pelo operador (BAKRI, 2005).

A esterilizagdo por radiagdo em insetos € um processo relativamente simples,
com procedimentos de controle de qualidade confiaveis. O parametro chave é a
dose absorvida de radiacéo, que € expressa no Sistema Internacional de Unidades
como Gray (Gy), onde 1 Gy é equivalente a um efeito de Joule (J) de energia
absorvida em 1 kg de um material especifico (1 Gy =1 J/ kg) (BAKRI et al., 2005). O
parametro de “dose absorvida” foi criado com o objetivo de se medir a energia
depositada por um feixe de fotons de alta energia (raios X ou raios gama) em um
tecido bioldgico e os seus efeitos sobre este tecido. A dose absorvida de radiacéo
depositada por quilograma de tecido é expressa em “rad” (radiation absorbed dose,
ou dose de radiacdo absorvida). Pelo sistema internacional de medidas, 1 Gy
equivale a 100 rad (D’IPPOLITO; MEDEIROS, 2005).

A escolha do estdgio de desenvolvimento e a idade em que o inseto sera
irradiado sédo baseadas no tempo de maturacdo dos seus 6rgaos reprodutivos. Esta
escolha influenciara diretamente nos procedimentos para manuseio, irradiagdo e
transporte de amostras (KLASSEN, 2005).

2.5.2 Efeito bioldgico das radiacdes ionizantes

O modo de acéo das radiacfes ionizantes em células vivas consiste em uma
cadeia de reacOes oxidativas que vao ocorrendo durante a irradiagdo, formando
metabolitos altamente reativos como radicais livres, ocasionando danos irreversiveis
ao DNA, como quebras cromossdémicas e mutacdes letais (MASTRANGELO;
WALDER, 2011). A radiacao ionizante € uma onda eletromagnética de alta energia
(raios X ou raios gama) que, ao interagir com a matéria, desencadeia uma série de
ionizacdes, transferindo energia aos atomos e moléculas presentes no campo
irradiado e promovendo, assim, alteracfes fisico-quimicas intracelulares (BIRAL,
2002; D'IPPOLITO; MEDEIRQOS, 2005).
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Figura 10 - Irradiador de armazenamento a seco e seus componentes

Fonte: Adaptado de Rodrigues (2010).

Figura 11 - Irradiador panoramico de larga escala

Fonte: United States Nuclear Regulatory Commission (2014).

Nota: Estruturas que comp®e o irradiador panoramico de larga escala. A — Hastes
radioativas; B — Pogo de armazenamento; C — Camara de irradiagéo; D —
Temporizador.
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A radiagao ionizante pode interagir diretamente com os componentes celulares
(efeito direto) ou de modo indireto (efeito de radidlise), resultando em alteracdes
celulares e moleculares (Figura 12) (SEGRETO et al., 2000).

Os efeitos das radiagcbes ionizantes podem ser soméaticos ou hereditarios.
Efeitos hereditarios ocorrem, sobretudo, nos descendentes do individuo irradiado,
engquanto que, efeitos somaticos ocorrerdo no proprio individuo exposto a radiacao.
Efeitos somaticos podem ainda serem divididos em efeitos estocasticos e efeitos
deterministicos (SEGRETO et al., 2000).

Figura 12 - Efeito da radiacao ionizante na molécula de DNA

==H, 0" +@" = 4*

OoR*

Fonte: Bonato e Elnecave (2011).

Nota: A leséo direta no DNA ocasiona a quebra de suas ligacdes estruturais. Na
leséo indireta, ha deslocamento de elétron (e-) da molécula da agua (H20), que
se torna um ion agua positivo (H20+). O elétron reagira com outra molécula de
agua formando H20-, que se dissocia em ion hidroxila (OH-) e radical livre
hidrogénio (H°). Os ions e radicais livres s&do altamente reativos com as
estruturas celulares.

Os efeitos deterministicos ocorrem consequentemente apds a exposi¢cao por
altas doses de radiacdo em um curto periodo de tempo, onde existe um limiar de
dose absorvida necessario para sua ocorréncia e cuja gravidade aumenta com o
aumento da dose radioativa (NAVARRO, et al., 2008). As reacfes teciduais séo
resultantes de doses altas radioativas e somente surgem quando ultrapassam o
limiar de dose, cujo valor depende do tipo de radiacéo e do tecido irradiado. Um dos

principais efeitos deterministicos é a morte celular (SEGRETO et al., 2000).
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Efeitos estocasticos, no entanto, sédo alteracdes que levam a transformacao
celular. Sado efeitos ndo aparentes, que estdo relacionados a baixas doses de
radiacdo. Estes efeitos se manifestam apdés um periodo maior de tempo, nao
permitindo estabelecer uma relacdo clara de “causa e efeito”. Em células
germinativas, efeitos genéticos ou hereditarios podem ocorrer (BIRAL, 2002;
D’IPPOLITO; MEDEIROS, 2005).

De acordo com a lei de Bergonie e Tribondeau, por uma caracteristica
denominada radiossensibilidade, as células mais sensiveis a radiacédo ionizante séo
aguelas que estdo em intenso processo de divisdo mitética, enquanto que células
somaticas sdo menos sensiveis devido a perda da capacidade de divisdo celular.
(SEGRETO, 2000).

2.5.3 Gametogénese e embriogénese em Aedes aegypti

A gametogénese € o0 processo pelo qual ocorre a formacdo e o
desenvolvimento das células germinativas especializadas, 0s gametas, em
organismos dotados de reproducdo sexuada (BOGDANOV, 1970). A gametogénese
pode ser caracterizada por trés etapas distintas denominadas multiplicagdo (mitose),
crescimento e maturacdo (meiose) e diferenciacdo/formacgéo de células germinativas
maduras (espermatogénese em machos e oogénese em fémeas). O evento
fundamental na gametogénese é a meiose, que reduzird pela metade a quantidade
de cromossomos de células diploides, originando células haploides. Na fecundacéo,
a fusdo de dois gametas haploides reconstituirda o numero dipléide caracteristico de
cada espécie (CLEMENTS, 2000).

2.5.3.1 Espermiogénese

No processo de gametogénese do A. aegypti macho, durante os estagios
sucessivos da espermatogénese, um pequeno numero de células germinativas
primordiais irdo sofrer multiplicacdo e diferenciacdo dando origem a milhares de
espermatozoides (CHRISTOPHERS, 1960). A espermatogénese inclui as seguintes
fases de desenvolvimento: periodo germinativo, no qual hd a formacédo e
multiplicacdo das células germinativas primordiais (espermatogbnias e

espermatdécitos); periodo de crescimento e maturacdo (formacgéo de espermétides) e
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diferenciacdo celular (formacdo das células espermaticas maduras, o0s
espermatozoides) (Figura 12) (CLEMENTS, 2000).

Pela lei de Bergonie e Tribondeau, a radiossensibilidade se fara mais
presente em espermatocitos e espermatogonias, que sédo células germinativas ainda
em intenso processo de divisdo celular (BAKRI et al., 2005). Quando uma pausa €é
induzida nos cromossomos de espermatozéides em desenvolvimento, esta condi¢ao
irA permanecer mesmo ap0s a maturacdo do espermatozoide e entrada do mesmo
no ovulo. Apos a fusdo do espermatozéide com a célula ovo, as divisbes nucleares
comecgam, e as rupturas cromossOmicas ocasionadas pela radiacdo, poderédo ter
efeitos drasticos sobre a viabilidade do embrido a medida que o desenvolvimento

avanca.

Figura 13 — Espermatogénese em mamiferos e insetos
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Fonte: Adaptado de Guyton e Hall (2006).

Durante o fenbmeno de divisdo celular, mais precisamente no inicio da
profase, cromossomos fragmentados sofrem replicacdo normal, porém, durante a
metéfase, as extremidades quebradas podem fundir-se, levando a formacdo de
cromossomos dicéntricos (dois centrébmeros) e/ou fragmentos acéntricos (sem
centrébmero). O fragmento acéntrico € freqientemente perdido, enquanto que o
fragmento dicéntrico pode ocasionar a formacdo de pontes durante a anafase,
levando a mais quebras cromossomicas (Figura 14). Todo este processo repete-se
em varios ciclos, levando a acumulacao de sérios desequilibrios, como mutacdes, na
molécula de DNA e consequentemente, comprometimento da informacdo genética

gue sera repassada as células filhas (ROBINSON, 2005).
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Figura 14 : Diferentes efeitos das radiacdes ionizantes sobre a ultra estrutura de cromossomos.
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Fonte: Adaptado de Robinson (2005).

2.5.3.2 Oogénese

Na estrutura dos ovarios, encontram-se agrupamentos celulares
caracteristicos chamados foliculos ovarianos. A gametogénese feminina
denominada oogénese ou ovogénese, inicia-se no interior dos foliculos ovarianos,
gue sao as unidades funcionais e fundamentais dos ovarios. Mosquitos hematéfagos
como o0 Ae. aegypti, possuem ovarios compostos por muitos foliculos ovarianos
individuais, cada um capaz de produzir um ovo viavel apds cada repasto sanguineo
(CLEMENTS, 2000; BARTHOLOMAY:; JENNINGS, 2011).

A oogénese pode ser dividida em trés etapas: Fase de multiplicacdo ou de
proliferacdo, caracterizada por mitoses consecutivas, quando as células
germinativas aumentam em quantidade e originam ovogonias; fase de crescimento,
ocorre logo que as ovogonias sao formadas e iniciam a primeira divisdo da meiose,
passando por um notavel crescimento, com aumento do citoplasma e grande
acumulacdo de substancias nutritivas. Esse depoésito citoplasmatico de nutrientes
chama-se vitelo, e serd responsavel pela nutricio do embrido durante seu
desenvolvimento;e Fase de maturacdo: Formagdo dos o0citos primarios e
secundarios (CLEMENTS, 2000).
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Grandes quantidades de proteinas, lipidios e acuUcares séo incorporadas nos
ovoécitos em crescimento durante a ovogénese. A principal proteina de reserva dos
ovos de artrépodes € a vitelina. A funcéo da vitelina € suprir o desenvolvimento do
embrido com aminoacidos, e sua utilizacao esta relacionada a acdo de proteases
especificas (FAGOTTO, 1990; LOGULLO et al., 1998; YAMAMOTO; TAKAHASHI,
1993). Em insetos, aminoéacidos derivados da alimentacdo sanguinea séo utilizados
por células do corpo gorduroso para a sintese de proteinas do vitelo. Tais proteinas
sintetizadas pelo corpo gorduroso sdo entdo secretadas na hemolinfa e
subsequentemente absorvidas pelos ovarios onde sédo depositadas nos ovocitos.
Este processo é denominado vitelogénese (RAIKHEI; DHADIALLA, 1992).

Varios genes estdo relacionados a regulacdo da oogénese em A. aegypti,
interferindo assim, no funcionamento correto das etapas de multiplicacdo de
ovogonias, maturacdo de o0citos e producdo de proteinas na vitelogénese,
necessarias a formacédo correta do embrido (UCHIDA et al., 2004). O uso da
radiacdo ionizante interferira nesses processos, justamente pelo seu alto grau de
interacdo com a mateéria, interagindo diretamente na molécula de DNA e
promovendo altera¢gdes na ultraestrutura de cromossomos.

Em células que se encontram em intensa atividade mitética, como células
germinativas (o0citos e ovoécitos) presentes nos ovarios, o fenbmeno de
radiossensibilidade se torna mais presente. Disturbios na estrutura dos foliculos
ovarianos comprometem significantemente a maturacdo de odcitos e
consequentemente, a fecundidade e fertilidade de fémeas expostas a irradiacdo
(BAKRY et al., 2005).

2.5.3.3 Embriogénese

O fendbmeno de embriogénese tém inicio apds a fertilizacdo, que ocorre no
momento da postura dos ovos pelas fémeas. Durante a oviposicdo, 0s
espermatozoides até entdo armazenados na espermateca sdo liberados e penetram
no ovo através de um orificio externo denominado micrépila. Ao mesmo tempo,
ocorre também a passagem do odcito, proveniente da ovulacdo, através da camara
genital. Apos a oviposicao, tem inicio a fusdo dos pro-ndcleos provenientes de cada
gameta, seguido de retomada da atividade meidtica e restauragdo do numero
diploide caracteristico da espécie (CLEMENTS, 2000).
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Os embrides desenvolvem-se basicamente de duas formas: os que tém a
embriogénese ocorrendo desde o inicio por divisdes mitéticas formando estruturas
semelhantes a morula, como € o caso de mamiferos; e os que formam um sincicio
com abrupta celularizacdo, como é observado comumente em dipteros (BATE;
ARIAS, 1993).

Apés a fecundacdo, o zigoto passa por rapidas divisbes mitdticas, em
seguida, o processo € realizado sem clivagem do citoplasma, resultando em uma
estrutura denominada sincicio, na qual muitos ndcleos estdo presentes em um
citoplasma comum. Até esse momento, o embrido € considerado unicelular. Apos
novas divisdes, resumidamente, ocorrera as etapas de formagcdo de membranas
embrionarias e organogénese, que, em condicdes ideias de temperatura e umidade,
se finaliza em aproximadamente 72 horas (RAMINANI; CUPP, 1975).

2.6 Viabilidade biolégica de machos estéreis e o co ntrole de qualidade na

técnica do inseto esteéril

De acordo com Robinson (2005), o controle de qualidade na criagcdo e
liberacdo de individuos estéreis pode ser dividido em duas categorias: (1) controle
de qualidade na producao, que envolve equipamentos, reagentes, amostra bioldgica,
processo de producdo, como condicbes ambientais, taxa de infestacdo, separacao
larval, sexagem das pupas e dose de irradiacdo. (2) controle de qualidade do
produto, etapa na qual, os insetos produzidos séo avaliados por sua efetividade em
completar o propdsito pelos quais eles foram requeridos (ROBINSON, 2005).

Dado que a supressao populacional pela TIE € essencialmente o resultado de
acasalamentos entre machos estéreis e fémeas selvagens (MCINNIS et al., 1994), a
capacidade dos machos estéreis liberados para competir por fémeas é fundamental.
A competitividade de machos estéreis € dada em funcdo da sua propensdo ao
acasalamento e compatibilidade para acasalar, isto €, a tendéncia para localizar uma
fémea selvagem, copular e inseminar, sendo, portanto, um componente essencial
para avaliar a qualidade da técnica do inseto estéril (WHITE; ROHANI; SAIT, 2010).

A esterilidade genética ideal de insetos machos requer: (1) A producdo de
espermatozoide; (2) sua transferéncia para o sexo feminino selvagem durante
acasalamento; (3) sua utilizacdo na fertilizacdo dos ovos e (4) a incapacidade do

zigoto ser formado, evitando o desenvolvimento completo de um adulto fértil. Em



Lima, K. F. A. Avaliacdo biolégica de machos...

47

outras palavras, um inseto macho irradiado deve ser capaz de realizar todas as
funcdes de um inseto fértil normal (ROBINSON, 2005).

Portanto, sdo de suma importancia a analise de determinados parametros
biolégicos (fitness) dos insetos irradiados como: fecundidade, longevidade e
competitividade, para que se obtenha conhecimentos sobre a capacidade
reprodutiva dos mosquitos esterilizados; sucesso competitivo de populacdes estéreis
sob populacfes naturais; e criagcdo de sistemas eficientes para criacdo e liberacéo
em massa desses mosquitos (BARRY et al. 2003; HELINSKI et al. 2009;
PAPATHANQOS, et al. 2009; WILKE et al. 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente a dengue € uma das arboviroses de maior impacto para saude
publica nos paises tropicais. A indisponibilidade de uma vacina que garanta
imunidade contra os quatro sorotipos do virus Dengue, faz com que as estratégias
utilizadas para minimizar a incidéncia da doenca estejam, principalmente, ligadas ao
controle vetorial de espécies de mosquito implicadas em seu ciclo de transmisséao,
entre elas, Aedes aegypti.

No Brasil, as a¢fes de controle estdo relacionadas a eliminacdo mecéanica
de criadouros potenciais e reais para larvas do mosquito, a aplicacdo focal de
inseticidas quimicos, com efeito larvicida, em grandes reservatorios de agua, ou de
adulticidas sob a forma de borrifacdo espacial, em pontos estratégicos onde ha
demasiada prevaléncia do mosquito. No entanto, a recente detecgédo de resisténcia,
associada ao uso continuado destes inseticidas, aliada a falhas operacionais nos
programas de controle, ampliaram as dificuldades para a reducdo da densidade
populacional e contencdo da distribuicdo de A. aegypti em areas sensiveis ao virus
Dengue em todo o pais.

Espécies de mosquitos, como A. aegypti, apresentam como principal
estratégia de sobrevivéncia a dispersdo passiva de ovos resistentes a dessecacdo
no ambiente, capazes de permanecer viaveis por periodos superiores ha um ano,
em criadouros secos. As fémeas realizam a oviposi¢cdo em saltos, o que permite a
deposicdo de grupos de ovos, oriundos de um mesmo ciclo gonadotréfico, em
diversos criadouros. Este comportamento aliado a dificil localizagdo dos ovos no
ambiente e sua insensibilidade a maioria dos inseticidas ampliam ainda mais a
complexidade de controle desta espécie invasora. Assim, inviabilizar as progénies
desta espécie representaria uma importante acdo nos programas de controle.

Técnicas alternativas para o controle de insetos utilizando machos estéreis,
tém tido comprovada eficiéncia para espécies de importancia na area agricola e
veterinaria, entretanto, sua aplicagcdo para o controle de espécies de importancia
médico-veterinaria, como mosquitos vetores, tem sido bastante limitada.

O uso da radiacdo na producdo de mosquitos estéreis tem se mostrado o
método mais viavel para a producdo em larga escala destes insetos, apresentando
como principais vantagens, o fato de ser, ambientalmente segura e permitir o uso de

populacées locais da espécie-alvo.
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No entanto, o custo biologico associado a radiacdo ionizante, pode
comprometer a qualidade e eficiéncia da técnica, por gerar machos estéreis menos
competitivos do que os selvagens e levar a resultados pouco expressivos de
supressao populacional. Neste contexto, o projeto em questdo se prop6s a avaliar o
desempenho bioldgico e reprodutivo de machos de A. aegypti esterilizados por
radiacdo gama e gerar subsidios para a utilizacdo da técnica do inseto estéril, como

meétodo alternativo para seu controle em ambientes urbanos locais.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

O estabelecimento de melhores condi¢cdes para a obtencédo e producédo em
massa de machos de Aedes aegypti esterilizados por radiagcdo gama viabilizaria o
uso da técnica do inseto estéril para o controle populacional do mosquito, em areas
urbanas do Estado de Pernambuco?
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5 HIPOTESE

Obter machos de Aedes aegypti esterilizados por radiagcdo gama, viaveis e
competitivos, através do estabelecimento de condicbes adequadas para sua
producdo local em massa, viabiliza o controle da espécie pela técnica do inseto
estéril.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral

Avaliar a viabilidade bioldgica de mosquitos esterilizados por radiacdo gama

para uso na técnica do inseto estéril, para o controle populacional de Aedes aegypti.

6.2 Especificos

a) Avaliar a sobrevivéncia de pupas apés o procedimento de exposicdo a

radiacdo gama,

b) Verificar a eficacia de diferentes doses de radiacdo gama para a esterilizacédo

de machos de A. aegypti;

c) Analisar o potencial reprodutivo de fémeas expostas a radiacdo gama;

d) Avaliar parametros biolégicos relacionados ao fitness dos machos irradiados;

e) Avaliar a competitividade de acasalamento dos machos estéreis em

condi¢cbes simuladas de campo;

f) Determinar as condicbes adequadas para a produgdo em massa de machos
estéreis de A. aegypti, competitivos para sua liberacdo em campo, visando a

reducado populacional da espécie.
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7 MATERIAIS E METODOS

Os efeitos da radiacdo ionizante ocasionam além de esterilidade, um custo
biologico para a sobrevivéncia dos individuos expostos, que pode comprometer
diversos processos, tornando-os menos competitivos em campo. Assim, a escolha
da dose de radiacédo ideal, é essencial na producdo de machos estéreis.

Os experimentos iniciais foram dirigidos a definicdo da melhor fase do ciclo de
desenvolvimento do mosquito para esterilizacdo e da dose de radiagdo gama mais
adequada a obtencdo dos machos estéreis. Em seguida foram realizados os ensaios
para verificar as habilidades de sobrevivéncia e competividade entre machos
estéreis e ndo estéreis, além do efeito da radiacdo em fémeas. Um esquema geral

mostrando as etapas do trabalho esta ilustrado na figura 15.

Figura 15 Organograma representativo da metodologia utilizada no projeto.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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7.1 Colbnia de Aedes aegypti

No presente estudo, foi utilizada uma colbnia de Aedes aegypti Recife-
laboratorio (RecL) originaria do municipio do Recife - Pernambuco, Brasil, mantida
em condi¢gbes controladas de laboratorio no Insetario do Departamento de
Entomologia/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fiocruz, desde 1996 (MELO-
SANTOS, et al., 2009).

De um modo geral, a manutencéo desta colbnia inclui o processo regular de
inclusdo de ovos em agua com baixo teor de oxigénio dissolvido para obter a
eclosdo sincrénica de larvas de 1° estadio. As larvas sao distribuidas em bandejas
plasticas de 53 X 37 cm, contendo um litro de agua potavel. No intuito de padronizar
o tempo de desenvolvimento das larvas e minimizar a competicao por alimento entre
elas, evitando varidveis que podem influenciar o potencial reprodutivo dos individuos
adultos, foi utilizada a densidade de uma larva/2 ml nos recipientes de criagéo.

As larvas foram alimentadas com ragdo para gatos, macerada e
autoclavada, em uma quantidade conhecida e padronizada por dia (60, 80, 160, 310,
640, 320, 160 e 80 miligramas) por um periodo de oito dias consecutivos, até
atingirem o estagio de pupa. As pupas entdo foram removidas para cubas plasticas
de 23 X 11 cm, com capacidade para 750 ml e acondicionadas em gaiolas de
aluminio, teladas, para contenc¢do dos mosquitos adultos (Figura 18).

Mosquitos machos e fémeas foram alimentados com solucdo de acucar a
10%, ad libitun como fonte de carboidratos e, adicionalmente, as fémeas um repasto
com sangue de galinha (Gallus gallus), foi oferecido até duas vezes por semana,
para obtencdo das progénies. Todos os insetos foram mantidos em salas

climatizadas a 26 C° + 1 C°, umidade relativa de 50 a 60% e fotofase de 12 horas.

7.2 Sexagem pupal e preparacdo das amostras biologicas para irradiacao

O processo de sexagem foi baseado no tamanho relativo das pupas, levando
em conta que os machos sdo menores do que as fémeas (Figura 16) e sdo os
primeiros a entrarem no processo de pupacédo (CARVALHO et al., 2014). ApOs esta
etapa, as pupas com idade entre 24 e 40 horas foram transferidas, com auxilio de
uma pipeta de Pasteur, para placas de Petri forradas com papel de filtro umedecido,

para garantir a hidratacdo das pupas durante o procedimento de irradiacédo (Figura
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17). O confinamento das pupas em placas de Petri, sem agua, teve por objetivo
reduzir sua mobilidade e assegurar a uniformidade durante a exposi¢ao a radiacao.

O lIrradiador de armazenamento a seco (Gammacell) pertencente ao
Departamento de Energia Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco (DEN-
UFPE) foi utilizado para irradiar as amostras bioldgicas. A fonte radioativa utilizada
foi o Cobalto 60 e foram analisadas trés doses de radiacdo gama: 30, 40 e 50 Gray
(Gy). O tempo de exposicdo dos grupos de 50 pupas/placa as diferentes doses
variou de 39 a 50 segundos.

Figura 16 — Distincdo sexual entre pupas de Aedes aegypti.

Fonte: Carvalho et al. (2014).
Nota: A fémea (direita) apresenta um tamanho relativamente maior em relacdo ao macho
(esquerda).

Figura 17 - Acondicionamento de pupas para o procedimento de irradiacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Placas de Petri forradas com papel de filtro e algoddo umedecidos em agua,
contendo pupas de Aedes aegypti.
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7.3 Avaliacéo das doses de radiagdo gama

Para avaliar o nivel de esterilidade induzido nos mosquitos machos pelas
doses de 30, 40 e 50 Gy, foram formados Dois grupos: Grupo A (teste)
representado por casais de fémeas nédo irradiadas (Fémea-NI) com machos
irradiados (Macho-l); e Grupo B (controle) composto por casais de fémeas néao
irradiadas (Fémea-NI) com machos nao irradiados (Macho-NI).

A esterilidade foi avaliada de forma individual, em recipiente plastico
transparente (16 X 8 cm) , telado, contendo apenas um casal e de forma coletiva em
gaiola telada (15 X 20 cm), contendo 25 fémeas e 25 machos (Figura 11). Machos e
fémeas foram alimentados com solucdo de acucar a 10%, ad libitun e,
adicionalmente, as fémeas foi oferecido por um periodo de 20 minutos, um repasto
com sangue de galinha (Gallus gallus), para a obtencdo das progénies nos dois
grupos.

Para o acompanhamento dos casais em compartimento individual foram
formadas trés réplicas de 20 casais (totalizando 60 fémeas) para cada grupo e duas
repeticbes do experimento. Cada casal de mosquitos foi acondicionado no recipiente
e permaneceu sob esta condi¢do por trés dias consecutivos para permitir a copula.
Ao fim deste periodo, as fémeas de cada grupo foram transferidas para uma gaiola
comum para O repasto sanguineo e posteriormente, as que atingiram as
completamente engorgitadas foram novamente acondicionadas nos recipientes
individuais, devidamente identificados. Este procedimento permitiu a recuperacao
dos ovos correspondentes a cada uma das 60 fémeas analisadas.

Para o experimento coletivo, também foram formados dois grupos: Grupo A
(teste) representado por casais de Fémea-NI acasaladas com Macho I; e Grupo B
(controle) casais compostos por Fémea-NI e Macho-NI.

Foram observadas duas réplicas (totalizando 50 machos e 50 fémeas) em
duas repeticdes do experimento. O repasto sanguineo foi ofertado uma ou até duas
vezes na semana para ambos os grupos. Os ovos foram coletados utilizando um

papel filtro ajustado a um copo descartavel (50 ml), contendo 20 ml de agua.
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Figura 18 - Objetos utilizados para acondicionamento e acompanhamentos de casais.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Gaiola de experimento individual (esquerda) e experimento coletivo (direita)

Os ovos coletados dos dois testes (individual e coletivo) foram contados e
postos para a eclosdo das larvas, logo apés a finalizacdo da embriogénese (72 h)
seguindo a metodologia descrita no item 7.1. Ovos que ndo eclodiram apds o
estimulo com a agua, foram submetidos a técnica de clarificagdo para visualizagéo
do embrido. Uma amostra aleatoria de 30 ovos foi tomada de cada grupo. A
metodologia de Trips, adaptada por Hanson; Craig (1994), foi adotada para
clarificacdo dos ovos. O método utiliza uma solugdo composta por 3 g de clorito de
sédio, 2 ml de &cido acético glacial e 1000 ml de agua destilada, por um periodo de
aproximadamente 40 minutos, a qual leva a despigmentagcdo do ovo. Apoés

clarificacdo, os ovos foram submetidos a microscopia Optica convencional para

verificacdo da presenca ou nao de embrido.

7.4 Sobrevivéncia de pupas em placa de Petri

A sobrevivéncia das pupas irradiadas e sua passagem para a fase adulta foi
acompanhada quando além do acondicionamento em placas de Petri foram: 1)
expostas as doses de 30, 40, 50 Gy; 2) submetidas a diferentes densidades 50, 100
e 300 pupas/placa e 3) permanéncia por periodos prolongados de tempo, 6 e 12
horas na placa de Petri, ou seja longe do contato direto com a &gua. Cada
tratamento foi repetido duas vezes. Todas as placas foram mantidas nas mesmas
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condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo, j& referidos para a manutencao
dos mosquitos em laborat6rio no item 7.1.

7.5 Verificacdo dos parametros biologicos de Aedes aegypti apds processo de

esterilizagc&o por radiacéo

Os seguintes parametros biologicos foram observados nos grupos teste e
controle: a) longevidade , estimada em dias, equivalente ao tempo de sobrevivéncia
dos mosquitos adultos, machos e fémeas, alimentados com solugéo acucarada a
10%; b) fecundidade , estimada pelo nimero de ovos/fémea ap6s um repasto
sanguineo, para os cruzamentos referidos no item 7.3; e c) fertilidade , estimada

pelo nimero de Li/nimero de ovos/fémea para 0s mesmos cruzamentos.

7.6 Efeito da radiacdo gama sobre a reproducdo def émeas

Os mesmos parametros biolégicos foram avaliados apenas para as fémeas
irradiadas com 40 Gy. Para tanto as mesmas foram submetidas ao cruzamento com
machos néo irradiados (fémea | x macho NI) e comparadas ao grupo controle
(fémea NI x macho NI), para a definicdo do sucesso reprodutivo.

Os parametros também foram avaliados de forma individual e coletiva, tal
como referido no item 7.5, com excec¢do do numero de casais individuais que ao
invés de 20 foram 15. A avaliagdo individual foi realizada com trés réplicas de 15
casais (fémea | x macho NI) em dois experimentos independentes. Da mesma
forma, a avaliacdo coletiva, utilizou duas réplicas com 20 fémeas irradiadas e 20

machos nao irradiados em duas repeticoes.

7.7 Competitividade para o acasalamento: testes em condi¢bes simuladas de
campo (TCS)

Para realizar os experimentos de competitividade, os mosquitos foram
liberados em uma gaiola (compartimento) de madeira e tela, com grandes
dimensdes (2 x 2 metros), posicionada na area externa do CPgAM, em local
protegido da chuva mas, exposto as demais variaveis ambientais (temperatura,

umidade, exposicéo solar) (Figura 19). Assim, machos irradiados com 40 ou 50 Gy,
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portanto machos estéreis (ME) foram liberados no interior da gaiola junto com
machos ndo irradiados (MNI) e fémeas virgens também néo irradiadas (FNI), com
idade de dois a trés dias. As fémeas foram alimentadas com sangue (Gallus gallus)
por um periodo de 20 minutos, 24 h antes de serem liberadas na gaiola. As

seguintes propor¢des foram testadas:

a) 5ME : 1 MNI:1FNI (125:25:25) N = 150
b) 10 ME : 1 MNI : 1 FNI (250:25:25) N = 300
c) 15ME : 1 MNI: 1FNI (300:20:20) N = 340

Simultaneamente, também foram selecionados da mesma amostra, 15 ME e
10 FV, os quais serviram como controle positivo para confirmacédo da esterilidade.

Os machos foram introduzidos na gaiola TCS 15 minutos antes das fémeas.
Como fonte de carboidrato para 0s mosquitos, cinco suportes contendo algodao
embebido em solucdo acucarada a 10% foram afixados em diferentes pontos da
gaiola, onde ficaram disponiveis durante todo o experimento e foram repostos por
novos suportes a cada cinco dias (Figura 19 C,D).

Para potencializar o processo de oviposi¢cdo, ap0s o 5° dia da liberacdo dos
mosquitos, foram instaladas na gaiola quatro armadilhas para coleta de ovos
(ovitrampa). A armadilha seguiu o modelo descrito em REGIS et al., (2008) e era um
recipiente de cor preta, preenchido com 2,5 L de agua potavel, dois pedacos de
madeira porosa (eucatex) de 10 x 15 cm, que serviram as fémeas como suportes
para deposicdo dos ovos (Figura 19 A). As ovitrampas foram distribuidas nos quatro
angulos da gaiola e instaladas a 1 m do chao (Figura 19 B). As armadilhas foram
retiradas apds dez dias da liberacdo dos mosquitos na gaiola de TCS e os
mosquitos presentes na gaiola foram capturados por aspiracdo mecanica e
armazenados para identificagdo e contagem.

Antes da contagem dos ovos, as palhetas ainda permaneceram em contato
com a agua por trés dias para permitir a finalizacdo da embriogénese dos ovos que,
eventualmente, tivessem sido postos no dia de remocéo das ovitrampas. Ovos
integros e ovos ja rompidos foram contados separadamente. Depois desta primeira
contagem, as palhetas foram submersas em uma bandeja com agua, com baixo teor
de oxigénio dissolvido, para a ecloséo das larvas, por dois dias consecutivos, com 0

intuito de verificar o percentual final de eclosdo. Os experimentos de TCS foram
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realizados por um periodo de cinco meses (dezembro de 2014 a abril de 2015), com
duragéo de 15 dias para cada experimento. Para cada proporcao testada foram
realizadas duas repeticdes. Durante os testes as fémeas receberam apenas uma
alimentacdo sanguinea. Variaveis ambientais como temperatura, umidade relativa
do ar, insolacdo (horas de sol/dia) e pluviometria foram registradas com base nas
medicdes do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) na Estagcdo Curado, em

Recife, Pernambuco, Brasil.

Figura 19 - Gaiola utilizada em teste de competividade em ambiente simulado de campo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Esquerda: Relacdo de tamanho entre Gaiola TCS e uma pessoa de 1,70 m; Direita: Gaiola de
teste em campo simulado.

Figura 20 — Esquematiza¢do do ambiente interno do experimento de competitividade
em campo simulado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: A) Ovitrampa e seus componentes; B) Disposi¢cédo das ovitrampas na gaiola
TCS; C) Dispositivo usado para acondicionar a solucdo de sacarose; D)
Posicionamento dos dispositivos contendo a solucao de sacarose.
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7.8 Desenho experimental e andalise de dados

O delineamento experimental desse estudo foi inteiramente casualizado e a
analise comparativa dos resultados referentes aos testes de longevidade e
competividade para o acasalamento dos machos irradiados com diferentes doses de
radiacdo gama, bem como a fecundidade e fertilidade das fémeas acasaladas com
machos irradiados foi realizada pela analise de variancia (ANOVA), teste de Tukey a
posteriori, teste de Shapiro — Wilk, teste de Bartlett e teste de Kruskall — Wallis.
Todas as analises foram realizadas com o software STATISTICA 7.1, a um nivel de

significancia de 5%.
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8 RESULTADOS

8.1 Sobrevivéncia de pupas ao meio de acondicioname  nto para esterilizacao

Os resultados revelaram que as pupas sobreviveram as trés doses de
radiacdo gama testadas, 30, 40 e 50 Gy, independente do tempo de
acondicionamento em placas de Petri antes da exposicao, de seis ou doze horas, ou
das densidades testadas (Tabela 1). Para os grupos 40 Gy e 50 Gy, foi observada
uma mortalidade muito baixa de até 0,6%, nas placas com maior densidade de
pupas (300) (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de mortalidade de pupas acondicionadas em placas de Petri apos o
procedimento de irradiacao em diferentes periodos de tempo e densidade.

Variaveis ter(Tr:g)o Dose de radiacdo gama (Gy)
Controle 30 40 50
Densidade
de pupas 50 100 300 50 100 300 50 100 300 50 100 300
Mortalidade o 0 0 o 0 0 0 0 0 0 0 05%
12 0 0 0 0 0 0 0 0 0,2% 0 0 0,6%

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legendas: Gy — Gray.

8.2 Desempenho bioldgico de machos de  Aedes aegypti esterilizados por

radiacdo gama

8.2.1 Longevidade

A sobrevivéncia dos machos irradiados acondicionados individualmente com
fémeas virgens para as doses de 40 e 50 Gy foi significativamente menor (F= 31,51;
GI=3,191; p = 0,009) do que o grupo controle. A comparacgao entre as doses revelou
ainda que a sobrevivéncia foi inversamente proporcional a quantidade de radiacéo
usada para a exposicado (Tabela 3), logo, os individuos do grupo 50 Gy foram os

menos longevos (23,4 dias).
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Da mesma forma, nas amostras de machos mantidos em grupo foi observada
uma reducado significativa (F= 31,54; Gl =3,195; p = 0,007) da sobrevida dos
individuos irradiados demonstrando que a presenca de fémeas e consequentemente

a atividade de copula influenciam a longevidade dos machos (Figura 21).

Figura 21 - Longevidade de mosquitos irradiados em avaliacdo individual e em grupo
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= 25
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= 1 23,4

Eu Avaliagdo individual

=

S a0 Avaliacdo em grupo
15 .t

30 Gy 40 Gy 50 Gy
Dose de Radiagao gama (Gray)

Fonte: Elaborado pelo autor
Nota: Influéncia do tipo de acondicionamento (individual ou em grupo) em relacdo a
longevidade machos irradiados.

8.2.2 Fecundidade e fertilidade

A analise da fecundidade e fertilidade das fémeas acasaladas com machos
irradiados revelou, de forma indireta o efeito de esterilizacdo promovido pelas
diferentes doses de radiacdo gama. Os parametros analisados estdo dispostos na
tabela 2.
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Tabela 2 - Fecundidade e fertilidade de fémeas de Aedes aegypti acasaladas com machos
submetidos a esterilizagdo por radiacao gama e longevidade dos machos irradiados ou nao.

Dose d N N L idad
os:e ~e Amostras umero umero de ongevidade Fecundidade Fertilidade
radiagdo de ovos larvas (L1) (machos)
e Individual N =120 5631 1953 274dias+31”  639%" 34,6%"
Yy . B
Grupo N = 50 2745 1152 23,3 dias + 2,8 *NA 429% "
w0 Individual N =120 6153 985 23,6 dias + 3,28 56,29 " 16%°
v Grupo N =50 2480 471 21,2 dias + 2,78 *NA 19%°
c0c Individual N =120 5318 0 23,4 dias + 1,35 59,4% A 0°
Y Grupo N = 50 2120 0 19,6 dias + 2,2 “NA 0¢
controje | MdividualN=120 6966 4527 275dias +2,9”  63,9%" 63% °
t
ontrole Grupo N = 50 3127 2220 24,9 dias * 2,5° “NA 71%°

Fonte: Elaborado pelo autor

Nota: Analise do sucesso reprodutivo de fémeas acasaladas com machos irradiados. Fecundidade:
Percentual de fémeas que realizaram oviposicao; Fertilidade: Percentual de ovos viaveis (niUmero de
larvas L1). Legenda: Gy — Gray. NA — Nao se aplica. Médias seguidas da mesma letra nas colunas
nao diferem entre si pelo teste Kruskal — Wallis e Barllet (P < 0,05).

Para a andlise da fecundidade foi realizado inicialmente o teste de Barlett
para verificar a homogeneidade das variancias, cujo valor de p maior do que o nivel
de significancia de 5% (p = 0.6955) aceita a hipotese de igualdade das variancias,
permitindo o teste de analise de variancia. O teste de ANOVA revelou que nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos, concluindo que os tratamentos 30,
40, 50 Gy e controle possuem 0 mesmo comportamento no que diz respeito ao
namero de fémeas que realizaram a oviposicdo, bem como o numero de ovos
postos por grupo.

No entanto, para o parametro de fertilidade, ndo foi observado o mesmo
resultado. O teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, por compara¢cdes multiplas
entre os tratamentos, revelou que o numero de ovos embrionados, cujas larvas
eclodiram em resposta ao contato com a agua, foi reduzido em funcdo do aumento
da dose de radiagdo, até a completa inviabilidade, observada apenas na maior dose
(50 Gy), que diferiu significativamente dos grupos expostos as doses menores de
radiagdo (dif = 50 Gy - 30Gy = 124.13599 / 50 Gy - 40 Gy = 93.48998 ; p = 0,05).
Portanto, a esterilidade de todos os machos so foi alcangcada com a dose de 50 Gy
(Tabela 4).

A analise da clarificacdo dos ovos ainda integros, mesmo ap6s o contato por

dois dias consecutivos com a agua, revelou que todos estavam inférteis, ou seja,
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ndo estavam embrionados, inclusive os que pertenciam ao grupo controle. Além
disso, estes ovos também apresentavam morfologia externa alongada, néo
elipsoide, com aspecto deformado diferentes do observado nos ovos
férteis/embrionados do grupo controle (Figura 22). Os ovos inférteis, durante o
procedimento de clarificagdo, se romperam deixando extravasar uma substancia

amorfa translucida (Figura 22).

Figura 22 - Morfologia de ovos viaveis (embrionados) e inviaveis (néo fertilizados) submetidos a
técnica de clarificacdo para detectar a presenca de embriéo.

=
-

& D

Fonte: Elaborado pelo autor

Nota: A e B) Ovos ndo fertilizados de aspecto deformado, néo elipsoide, apresentando
visivel deterioracdo. C e D) Ovos fertilizados, apresentando forma elipsoide, sem
deterioracdo da estrutura e com presenca de embrido. Setas em vermelho destacando
0s segmentos abdominais do embrido.

8.3 Competitividade para o acasalamento: testes em condi¢cbes simuladas de

campo

Considerando que a analise da longevidade dos machos esterilizados com
ambas as doses nao diferiu significativamente, 50 Gy foi a dosagem escolhida para
os testes de competitividade sexual. Foram observadas diferencas significativas
para o parametro de fertilidade entre as propor¢des testadas (Tabela 3). A proporcao
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de 5:1 (ME:MNI) foi a que resultou no menor indice de esterilidade, inviabilizando
apenas 24,5% dos ovos analisados.

Utilizando a proporcdes de 10:1 (ME:MNI) observou-se uma reducéo de cerca
de 80% dos ovos viaveis e o percentual foi um pouco maior, 85% a 87%, na
proporcao de 15:1 (ME:MNI). Apesar disso, a eficiéncia de inviabilizacdo de ovos
nao diferiu significativamente da propor¢cao 10:1 (ME:MNI).

Tabela 3 - Experimento de competitividade entre machos de Aedes aegypti irradiados (estéreis) e
ndo irradiados para o acasalamento com fémeas em condi¢des simuladas de campo.

Proporcéo de Numero de mosquitos

; NUmero de Numero de Percentual de
mosquitos/ PR recapturados
) ovos/teste larvas oVvos inviaveis . .

Densidade (ap6s 15 dias)
5ME:1MNI:1FV A 31 Machos (21%)
125 : 25 : 25 L2es = 24,5% 17 Fémeas (68%)
10ME:1MNI:1FV os. B 47 Machos (16%)
250 : 25 :25 1.416 240 83.1% 21 Fémeas (84%)
. . B 55 Machos (18%)
250: 25 :25 860 175 79,6% 16 Fémeas (64%)
15ME:1MNI:1FV o B 69 Machos (23%)
300 : 20 :20 L3 el B7.3% 19 Fémeas (76%)

0,
300 : 20 :20 879 128 85,4%© 65 Machos (20%)

17 Fémeas (85%)

Fonte: Dados do autor

Nota: Dados dos testes de campo simulado para andlise da competitividade entre machos estéreis e
férteis; Percentual de ovos viaveis (numero de larvas L1). Legenda: Gy — Gray; ME — Macho Estéril;
MNI — Macho n&o irradiado; FV — Fémea Virgem.

O acompanhamento das variaveis ambientais durante o periodo dos testes de
campo simulado (TCS) revelou que em media a temperatura variou de 27 + 1,4 a 29
+0,4°C, com 70 + 1,2 a 80 = 1,6% de umidade relativa do ar, 8h a 10h de sol/dia e
29 + 1,1 a 9,3 + 3,1Imm de chuva (Tabela 4). Estes dados demonstram que a
variavel ambiental que mais sofreu alteracéo foi a pluviometria e que os valores mais
altos foram observados nos trés ultimos testes, realizados nos meses de fevereiro a
abril/2015. Assumindo que o0s machos nao irradiados apresentaram uma
longevidade media de 25 dias, portanto, significativamente maior do que a estimada
para os estéreis (19 dias) e que ndo houve marcacéao diferenciada para identificar os
machos destes dois grupos, foi deduzida da quantidade de machos recapturados 15
dias apods ser iniciado cada teste-TCS o niumero de machos néo irradiados liberados.
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Assim, teoricamente, o percentual de recaptura de machos estéreis nos testes de
campo simulado variou de 4,8% a 16,3%. De um modo geral, estes valores revelam
um baixo numero de machos recapturados entre as diversas proporcoes,

demonstrando que a maioria dos machos morre com menos de 20 dias de vida.
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Tabela 4 - Valores das varidveis ambientais inferidos ao longo dos experimentos de competitividade reprodutiva dos machos estéreis de Aedes aegypti, em
testes simulados de campo.

Variaveis Ambientais Teste em campo simulado/propor¢do macho estéril (ME ~ ): macho nao irradiado (MNI) (Periodo)
Sve:Ivne 10ve: 1mne 10ve:Lwne 15ye: Lwne 15ye: Lwne
Valores
(10/11/14 a 30/11/15) (11/12/14 a 30/12/15) (22/01 a 11/02/2015) (12/02 a 02/03/2015) (15/03 a 05/04/2015)

Min 25+2.2 23+3,2 23+5,2 24+£2.2 22 +£3,2

VM (5E) Méd 29404 27+14 27+17 27424 27+14

Max 31+£4,0 31+£1,0 32+£1,2 31+£3,0 31+£1,0

Min 60+0,5 60+0,2 60+0,3 60+0,4 70+£3,2

Umidade relativa (%) Méd 70+£1,7 70+£1,2 70+2,4 80x+1,6 75x4,2

Max 85+0,2 80+5,2 80 14,2 90 £3,2 90+3,2

Min 30x1,2 3+x2.2 15+£1,2 25%22 4,0+5,2

Insolagéo (horas/dia) Méd 8,0+2,0 8+34 10,0 £ 3,8 95+24 9544
Max 12,0+£1,9 10£1,6 10,5+1,0 10,0+ 3,6 10,0+ 3,6

Min 0,5+0,2 0,5+0,2 0,2+0,2 0,3+£0,2 04+04

Pluviometria (mm) Méd 2,9 * 1,1 2,3 * 1,1 8,3 + 3,1 5,3 s 1,1 9,3 + 3,1
Max 12,2+4,8 11,0+9,8 22+21 37,0+5,8 41,4+7,8

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Dados obtidos do Instituto Nacional de Metereologia (INMET) em Recife, Pernambuco, Brasil — Estacdo Curado. Legendas: C° - Celsius; mm —
Milimetros.
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8.4 Desempenho reprodutivo de fémeas submetidas ar  adiacdo gama

As fémeas irradiadas com 40 ou 50 Gy nao realizaram postura, mesmo apos
dois repastos sanguineos sucessivos. Em comparacado, cerca de 70% das fémeas
do grupo controle ovipositaram neste mesmo periodo. Os resultados foram
semelhantes nas avaliacbes de fémeas mantidas individualmente ou em grupo
(Tabela 5).

A longevidade das fémeas irradiadas, mantidas em gaiolas individuais ou

coletivas, nao diferiu significativamente do grupo controle (Tabela 6).

Tabela 5- Longevidade, fecundidade e fertilidade de fémeas irradiadas com 40 e 50 Gy.

Dose de

radiacio/Fémea Amostras Longevidade Fecundidade (%) Fertilidade (% )
206 Individual N = 90 28,3+3,2" 0" o#
y 27,4+2,7" A
Grupo N =40 NA 0
50 Individual N = 90 26,2 +1,3" o 0"
y B 258+2,2" A
Grupo N =40 NA 0
Control Individual N = 90 301+29" 72%°® 77%"®
Sl B 30,4+25" B
Grupo N =40 NA 81%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Analise do sucesso reprodutivo de fémeas irradiadas acasaladas com machos néo irradiados;
Fecundidade: Percentual de fémeas que realizaram oviposicdo; Fertilidade: Percentual de ovos
viaveis (nimero de larvas L1). Legenda: Gy — Gray; NA = nédo se aplica.
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9 DISCUSSAO

O presente estudo apresenta evidéncias da elevada efetividade de doses de
radiagcdo gama, iguais a 40 e 50 Gy, para a esterilizagdo de machos de Aedes
aegypti de laboratério e, a indicacdo de um baixo custo biolégico associado a seus
efeitos sobre a competitividade reprodutiva destes mosquitos, revelando seu
potencial para uso no controle genético de populacdes naturais desta espécie.

Estudos prévios demonstram que a exposicdo durante o estagio de pupa
permite que sejam utilizadas doses menores de radiacdo para induzir esterilidade na
fase adulta. Niveis de 95% de esterilidade em machos adultos seriam alcancados
com dosagens superiores a 70 Gy, enquanto que o mesmo resultado seria
observado com pupas expostas a apenas 40 Gy (BALESTRINO, HELINSKI et al.,
2009; DAME et al., 2013).

Nossos resultados confirmaram que mais de 94% das pupas acondicionadas
em papel de filtro umedecido em placa de Petri, mesmo em densidade de 300
pupas/placa mantidas sob esta condicéo por periodos de até 12h, sobreviveram ao
processo e emergiram com sucesso. Resultados similares foram referidos para
espécies de anofelinos, com densidades de 500 individuos/placa (HELINSKI et al.,
2009) e mais recentemente, para A. albopictus, cujas pupas foram irradiadas em
dispositivos que albergavam cerca de 20.000 individuos, sem acarretar perdas
elevadas associadas a mortalidade no processo de manipulacdo (BALESTRINO et
al.,, 2010). Assim, a manipulacdo na fase de pupa pode trazer vantagens
operacionais especialmente relacionadas a liberagdo de machos estéreis em larga
escala.

Durante o processo de esterilizacdo dos machos em nosso estudo foi
observado que as doses de 40 e 50 Gy induziram niveis bem diferenciados de
inviabilidade de ovos, a primeira eliminou apenas 85% dos individuos e a segunda
promoveu supressdo total dos descendentes. Além disso, um percentual
consideravel de fémeas acasaladas com machos estéreis 40 Gy conseguiram deixar
descendentes viaveis. Considerando que a longevidade dos machos esterilizados
com ambas as doses nao diferiu significativamente, 50 Gy foi a dosagem escolhida
para os testes de competitividade sexual. Uma base de dados internacional
desenvolvida por Bakri et al., (2005) sobre esterilizacao e desinfestacao de insetos,

a qual reune cerca de 2.750 referéncias sobre estudos com doses radioativas e
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programas de controle, demonstra que as doses utilizadas para induzir esterilidade
na ordem dos dipteros variam de 20 a 160 Gy, e, entre as familias de insetos deste
grupo, mais precisamente a Culicidae, sdo geralmente utilizadas doses que variam
entre 30 a 50 Gy (BAKRI et al, 2005).

Entre os parametros biolégicos analisados, foi notado que a longevidade de
machos estéreis foi diretamente influenciada pela radiacdo e também pela presenca
de fémeas no mesmo ambiente. Neste estudo, mosquitos irradiados apresentaram
uma média de sobrevida menor (23,5 dias) em comparacdo ao grupo controle (27,4
dias). Mosquitos expostos a maior dose de radiacao (50 Gy) em um ambiente sem a
presenca de fémeas, apresentaram uma sobrevida média de 23,5 dias, enquanto
que, na presenca delas a sobrevida média dos machos caiu para 19,6 dias.

Informacdes recentes com populagcbes de A. albopictus, demonstram que a
esterilidade ideal foi alcangcada com doses de 35 e 40 Gy, portanto, um pouco
menores do que as encontradas em nosso estudo. Também foram referidos
impactos negativos sobre a sobrevivéncia de machos estéreis relacionados a
exposicao a radiacdo e a atividade de cépula, devido ao gasto energético provocado
por ambos (BALESTRINO et al., 2010; OLIVA et al., 2012; 2013).

Em relagédo ao teste de competividade em campo simulado, foi demonstrado
em nosso estudo, que apenas proporcgdes equivalentes ou superiores a 10:1 (macho
irradiado: macho néo irradiado), levaram a reduc¢des significativas e proximas a 80%
na producao de ovos viaveis. Testes de competitividade com outras espécies, como
A. albopictus em laboratério e em testes de campo simulado, revelaram que
propor¢cdes de 5:1, podem ser praticadas, mas que uma reducao expressiva de ovos
viaveis somente é alcancada com o uso de propor¢cdes maiores (MADAKACHERRY
et al., 2013). Fatores como inseminacdo multipla ja verificada para esta espécie de
Aedes (LACROIX et al., 2012), alimentacéo, tipo de gaiola e manipulacdo humana,
acabam sendo variaveis significativas no processo de analise em testes de
competitividade (OLIVA, et al., 2013).

Durante os testes de campo simulado, foi também observado um baixo
namero de machos recapturados entre as diversas propor¢des. Como demonstrado
em estudos anteriores de soltura e recaptura de machos estéreis, fatores externos
como baixa umidade relativa, alta temperatura e intensa atividade solar, influenciam
diretamente em parametros como capacidade de dispersdo, aumento do

metabolismo energético e consequentemente maior procura por carboidratos
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(BELLINI et al., 2010; OLIVA et al., 2012; PONLAWAT, 2009). Estes fatores aliados
a presenca de fémeas e competividade por acasalamento resultam em diminuicédo
da longevidade dos machos em campo e em um baixo indice de recaptura,
reafirmando a necessidade da utilizacdo de proporcbes bem maiores de machos
estéreis em campo (PUGGIOLI et al., 2013; YAMADA, et al., 2014).

A técnica do inseto estéril prevé, a principio, apenas a liberacdo de machos
estéreis, utilizando diversos tipos de mecanismos para separar pupas do sexo
masculino e feminino (sexagem). No entanto, as limitacbes de alguns métodos de
sexagem, sobretudo os baseados na separagdo mecénica dos individuos, pode
levar a liberacdo de algumas fémeas menores junto com 0s machos estéreis.
Frequentemente, medidas adicionais de controle da qualidade do material produzido
e pronto para liberacdo sdo tomadas para reduzir o risco de soltura de fémeas.
Nesta perspectiva, os estudos também buscam avaliar o efeito da radiacdo sobre as
fémeas e o custo biolégico associado a este tipo de exposicdo (ROBINSON, 2005).

Em nosso estudo, pupas fémeas expostas as doses de 40 e 50 Gy, nao
apresentaram mortalidade durante o procedimento, desenvolvendo-se de forma
similar ao grupo ndo irradiado até a fase adulta. As fémeas irradiadas nao
demonstravam alteracdo de comportamento durante o repasto sanguineo ou a
copula. No entanto, apGs acasalarem com machos nao irradiados apresentavam
fecundidade e fertiidade completamente reprimida pela radiacdo, resultando em
completa esterilidade. Estudos recentes com fémeas de A. albopictus expostas a
irradiacdo de 20 Gy demonstraram uma baixissima viabilidade de ovos (1,8%) e
completa esterilidade em doses de 30 e 40 Gy (BALESTRINO et al.,, 2010). A
sensibilidade de pupas fémeas a radiacao ionizante foi também detectada em outras
espécies de inseto (BAKRY et al., 2005). Tal fato € devido a maior radiosensibilidade
dos tecidos compostos, principalmente, por células que se encontram em intensa
atividade mitética, como células germinativas (oécitos e ovQcitos) presentes nos
ovarios (KLASSEN; CURTIS, 2005).

Estudos anteriores envolvendo fémeas expostas a radiacdo sugerem que a
interrupcdo do ciclo reprodutivo, pode levar ao aumento do tempo de vida. Isso foi
correlacionado ao fato de que, ovocitos estéreis levam a uma paralisagdo da
oogénese, ocasionando um redirecionamento de energia e aumento da sobrevida
(HAFEZ; SHOUKRY, 1972). Em nosso estudo, observamos que a longevidade de
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fémeas irradiadas foi similar ao do controle, 30,1 e 30,4 dias, respectivamente, em
gaiolas individuais, e nao diferiu significativamente.

As informacdes geradas em nosso estudo revelam que os machos estéreis
suportaram as condicbes ambientais do grande Recife e se mostraram capazes de
competir pelas fémeas com machos nao irradiados, em campo simulado. Estes
achados permitem sugerir que a técnica do inseto estéril tem grande potencial como
ferramenta de controle populacional do mosquito A. aegypti. No entanto, testes
pilotos em areas urbanas serdo necessarios para avaliar o desempenho dos machos
estéreis em condigfes reais de campo e, mais que isso serd necessario conhecer o
nivel de infestacdo destas areas para definir a viabilidade de produ¢do massal dos

estéreis.



Lima, K. F. A. Avaliacdo biolégica de machos...

74

10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

Doses equivalentes a 40 e 50 Gy levaram a esterilidade dos machos e nao

comprometeram seu potencial competitivo para o acasalamento;

O custo bioldgico associado a exposicao a radiacdo gama foi observado
sobre a longevidade dos machos estéreis e o potencial reprodutivo de
fémeas, sobretudo, quando os individuos foram expostos as doses de 40
e 50 Gy;

Doses a partir de 40 Gy promovem completa esterilidade das fémeas,
aspecto que tende a minimizar riscos associados ao aumento populacional
da espécie-alvo, em caso de liberacdo conjunta com machos estéreis em

campo;

Efeitos de reducédo superiores a 80% na viabilidade de ovos s6 foram
encontrados quando a propor¢cdo de machos estéreis de A. aegypti foi

igual ou maior a 10 vezes do que a de machos néo irradiados;

Os resultados encontrados neste estudo trazem fortes evidencias de que
populacdes locais de A, aegypti, similares & RecL, podem ser utilizadas na

producdo de machos esterilizados por radiagcao gama;

O conjunto de informacdes geradas neste estudo sobre: doses efetivas
para a esterilizagdo, tempo maximo de vida dos machos estéreis e melhor
proporcao destes individuos para que sejam mais competitivos do que os
machos de campo, sdo de grande relevancia para a aplicacdo da técnica

do macho estéril para o controle local das populacdes de A. aegypti.
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