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RESUMO

DISSERTACAQO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Suellen de Oliveira

No ambito do projeto “Eliminar a Dengue: Desafio Brasil”, fémeas de Aedes aegypti
infectadas com uma cepa de Wolbachia pipientis (wMel) tém sidos liberadas em areas selecionadas.
Estas fémeas, provavelmente, colocam seus ovos em criadouros onde fémeas de Ae. aegypti
selvagem e de Aedes albopictus ja ovipuseram. Nesse sentido, a invasdo da W.pipientis em
populagbes naturais depende da aptiddo dos mosquitos com a bactéria frente aos nativos que
compartilham o mesmo criadouro. Esta dissertacdo foi subdividida em duas etapas: ()
Monitoramento da densidade populacional e da proporcdo de Ae. aegypti e Ae. albopictus em quatro
bairros, do estado do Rio de Janeiro, através de coletas semanais com auxilio de 25 armadilhas
ovitrampas e 30 BGs sentinelas, por area, durante um ano. Tubiacanga foi a area com maior
densidade de Aedes spp., seguido por Vila Valqueire, Jurujuba e Urca. A proporgéo de Ae. aegypti
foi superior a de Ae. albopictus, independente da estacdo do ano ou da armadilha utilizada, nas quatro
areas estudadas. Ae. albopictus foi capturado com maior frequéncia no intradomicilio, sugerindo
que esta espécie pode estar se tornando mais associada ao homem. (b) Ensaios de competicgdo larval
intra e interespecificos para estimar o crescimento de cada populagdo com base no indice de
performance dos mosquitos (A’), composto por estimativas de tempo de desenvolvimento,
sobrevivéncia larval, tamanho do adulto e fecundidade. Nas condicOes testadas, Ae. albopictus
manteve crescimento populacional positivo mesmo sob altas densidades larvais e baixo recurso per
capita, enquanto Ae. aegypti selvagem e com wMel tiveram performances inferiores, devido ao longo
tempo de desenvolvimento e alta mortalidade larval. Uma vez que Ae. albopictus parece ter maior
capacidade de concorréncia em relacdo ao Ae. aegypti, para garantir o sucesso da invasdo da bactéria
em campo é preciso levar também em consideracdo a densidade de Ae. albopictus nas éareas de
soltura. Locais onde a sua densidade € intensa, maior nimero de mosquitos Ae. aegypti com wMel
deverdo ser soltos, tornando imprescindivel o monitoramento prévio das populagfes naturais nas

areas de soltura.
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MASTER DISSERTATION IN PARASITOLOGY BIOLOGY

Suellen de Oliveira

Under the scope of the project "Eliminate Dengue: Brazil Challenge™, Aedes aegypti females
infected with Wolbachia pipientis (wMel) have been released in selected areas from Rio de Janeiro.
Released females probably lay their eggs in breeding sites in which wild Ae. aegypti and Aedes
albopictus may have already laid their own eggs. Within this context, W. pipientis invasion in natural
populations depends on the fitness of mosquitoes with bacteria in comparasion the wild Ae. aegypti
that share the same breeding site. This dissertation was subdivided on two stages: (a) Monitoring
population density and proportion of Ae. aegypti and Ae. albopictus in four neighborhoods, of Rio
de Janeiro state, through weekly collections, using 25 ovitraps and 30 BGs sentinels, in four areas
during one year each. Tubiacanga was the area with higher density of Aedes spp., followed by Vila
Valqueire, Jurujuba and Urca. The proportion of Ae. aegypti was superior to Ae. albopictus,
independent of the trap used or season, in the four studied areas. Ae. albopictus was more frequently
captured in the intradomestic environment, suggesting that this species has become more associated
with human dwellings. (B) Intra- and interspecific larval competition assays were undertaken to
estimate the population growth of each population based on a composite index of mosquito’s
performance (1), which is composed by larval development time, immature survival, adult mosquito
size and fecundity. Under the conditions tested, Ae. albopictus presented positive population growth
even in high larval densities and low per capita resource, while wild and wMelBr Ae. aegypti
populations had both worse performance. Since Ae. albopictus seems to have better fitness than to
Ae. aegypti population, in order to assure invasion, it is necessary to consider Ae. albopictus density
in study areas ro assure its invasion. Sites in which Ae. albopictus density is high, a greater number
of Ae. aegypti with wMelBr must be released, reinforcing that monitoring natural populations of

other mosquitoes besides the “target species” is indispensable.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dengue: aspectos gerais

A dengue é uma arbovirose transmitida através da picada de mosquitos do género
Aedes spp infectados com virus DENV. Sua incidéncia pode ser influenciada por fatores que
atuam direta ou indiretamente sobre algum dos seus trés componentes: o agente etioldgico
(virus dengue), mosquitos vetores (algumas espécies podem apresentar papel secundério e
geograficamente restrito) e hospedeiros vertebrados (seres humanos).

A doenca ocorre principalmente em areas tropicais e subtropicais do planeta, onde o vetor
encontra-se amplamente distribuido, e cerca de 2,5 bilhGes de pessoas encontram-se
potencialmente expostas a infeccdo (OMS, 2014). Atualmente, estima-se que haja 390
milhGes de infec¢bes por ano, sendo a dengue considerada um dos agravos de maior

prevaléncia em todo o mundo (Fig. 1) (Bhatt et al., 2013).
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Figura 1- Mapa de risco de transmissdo de dengue no mundo: as areas em vermelho e em azul
representam as areas mais e menos suscetiveis, respectivamente; as areas cinzas representam areas

ndo endémicas. Fonte: Simmons, 2012.

Sua alta incidéncia tem origem multifatorial, alguns aspectos sociais influenciam
diretamente na dindmica de transmissdo, principalmente aqueles relacionados a pobreza e
condicdes de vida das populagdes atingidas. 1sso inclui baixo investimento, fornecimento de
agua e sistema de coleta de lixo irregulares ou mesmo inexistentes. A educacdo ambiental e
em salde quase sempre é insatisfatoria, além do rapido processo de urbanizacdo que
frequentemente ocorre sem planejamento, expandindo os problemas existentes. Ademais, 0s
programas de controle da dengue muitas vezes apresentam baixa eficiéncia no médio/longo
prazo, pois frequentemente se limitam a deteccéo e reducédo da populacéo do vetor durante

surtos epidémicos. Marzochi (1994) elaborou um modelo ecoldgico basico da dengue que
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correlaciona alguns destes fatores sociais com outros biolégicos. No entanto, parece que 0s
esforcos se esgotam nas discussoes, pois poucas medidas de controle sdo adotadas em larga
escala e de modo regular, suficiente para provocar mudangas significativas deste panorama.

Fatores ecoldgicos também apresentam forte influéncia no aumento da incidéncia de
dengue, pois agem diretamente sobre seus vetores. Por exemplo, fatores bi6ticos como
nutricdo, densidade larval, competicdo, predacao e parasitismo, e fatores abidticos tais quais
pluviosidade, temperatura e caracteristicas fisico-quimicas da agua, estéo relacionados com
0 nmero e tamanho dos adultos que vao emergir de um determinado criadouro (Beserra et
al, 2006)

O agente etioldgico da dengue € um virus envelopado de RNA fita simples e positiva,
pertencente ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae (Fig. 2). S&o classicamente
conhecidos quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4; estes possuem
gendtipos com homologia de 60-80% entre si, embora sejam antigenicamente distintos
(Forattini, 2002; Yang, 2003; Gould e Solomon, 2008; OMS, 2013a). Logo, um individuo
infectado com o virus dengue, ap6s cessar a infeccdo, apresenta imunidade por toda sua vida
ao sorotipo com o qual foi infectado. No entanto, a imunidade cruzada com os demais
sorotipos do virus dengue € apenas parcial e temporaria (OMS, 2013b). A introducdo de um
novo sorotipo viral, em uma populacdo humana suscetivel, pode acarretar uma epidemia, se
a densidade vetorial for alta. Recentemente, um novo sorotipo foi identificado em &reas
isoladas da ilha de Bornéu, Malasia (DENV-5). Embora sua origem ndo seja clara, a analise
filogenética revelou que o novo sorotipo é geneticamente semelhante aos demais, sugerindo,

assim, uma origem ancestral comum (Mustafa, 2014).

Figura 2- A: Modelo da particula do virus dengue; B: Imagem de microscopia eletrénica do virus

DENV no interior de em célula de mosquito. Fonte: www.combatedengue.com.br e Barth, 2000.

O virus dengue tem sido mantido em dois ciclos de transmissao distintos nos aspectos
evolutivos e ecoldgicos: o ciclo silvestre e o ciclo urbano, também conhecido como humano

(Fig. 3). O ciclo silvestre envolve primatas ndo humanos e espécies de Aedes arboreos, sendo
2



registrado na Africa e na Asia. O ciclo urbano envolve o mosquito doméstico Aedes aegypti
(Linnaeus, 1762) e em algumas situacGes o peridoméstico Aedes albopictus (Skuse, 1894) e
pode ser encontrado em uma variedade de ambientes ao longo dos trépicos e subtrdpicos.
Neste ciclo, os seres humanos sdo 0s Unicos hospedeiros e reservatérios (Gubler, 1998;
Marcondes e Tauil, 2011; Vasilakis et al., 2012).

Aedes luteocephalus (oeste africano) Aedes aegypti (paises tropicais)
Aedes furcifer (oeste africano) Aedes albopictus (paises tropicais)

Aedes niveus spp. (sudeste asiatico) Aedes polynesiensis (Polinésia)

Aedes furcifer (oeste africano)

Aedes albopictus (sudeste asiético)
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de emergéncia n S “,’ta‘—)
Ciclo silvestre Arearural Ciclo humano

Figura 3- Ciclos de transmissdo do virus dengue, seus principais vetores e hospedeiros. Fonte:
Vasilakis et al., 2012.

Acredita-se que cada um dos diferentes sorotipos do virus dengue tenha surgido de
modo independente, a partir de virus silvestres ancestrais, e tenha entrado no ciclo urbano
ha cerca de 100 a 1500 anos atras (Wang, 2000). Esse processo teria ocorrido junto com o
estabelecimento de populagdes urbanas na Asia, em densidade suficiente para suportar um
ciclo de transmissdo humana continua (Vasilakis et al., 2007). Mais recentemente, a
propagacdo global da dengue tem dado origem a gendtipos endémicos distintos dentro de
cada sorotipo (Chen e Vasilakis, 2011).

O primeiro registro de uma doenca clinicamente compativel com a dengue em
humanos encontra-se em uma enciclopédia chinesa, publicada em 265-420 aC. A
distribuicdo da doenca ampliou-se com o passar do tempo, sendo que no final do século XVII
ja ocorriam surtos com sintomas muito similares a dengue em regides da Asia, Africa e
Ameérica do Norte (Gubler 1998). Somente no século XX, foi sugerido o papel dos mosquitos
na transmissdo da doenga (Graham, 1903). Graham acreditava que Culex quinquefasciatus
era o vetor, embora alguns de seus estudos sobre a transmissdo apontava a possibilidade de
Stegomyia fasciata (atual Aedes aegypti) também estar envolvido. Tal fato so foi esclarecido
trés anos depois por Bancroft (1906) e confirmado por Cleland et al. (1919) e Chandler e
Rice (1923). A natureza do agente etiologico da dengue foi definida inicialmente como um

organismo ultramicroscopico, assim como o causador da febre amarela (Ashburn e Craig,
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1907). O virus foi isolado de humanos, pela primeira vez, durante a Segunda Guerra Mundial

(Sabin, 1952) — sorotipos 1 e 2; e em 1960, Hammon et al. Isolaram o0s sorotipos 3 e 4.

Atualmente, no Brasil, circulam os quatro sorotipos virais (Fig. 4), sendo estes introduzidos

no pais, em momentos distintos, como mostra o quadro abaixo:

Quadro 1- Resumo temporal e espacial da deteccdo dos sorotipos virais de dengue no Brasil

Sorotipos . A de~ Localidade . Al de~ « | Localidade
introducao reintroducao

1 1982 Boa Vista 1986 Rio de Janeiro

2 1990 Rio de II- II-
Janeiro

3 2001 Rio de II- II-
Janeiro

4 1982 Boa Vista 2010 Boa Vista

* Entende-se por reintroducdo, a detecgdo de um determinado sorotipo ap6s um periodo considerado

erradicado ou ndo detectado. Dados extraidos de: Barreto e Teixeira, 2008; Temporao et al., 2011.



Sorotipos :

I:I sem identificagdo

Figura 4- Distribuicdo dos sorotipos virais no territorio brasileiro. Dados extraidos de
Secretaria de Vigilancia em Salde, 2014.



1.2 Os vetores da dengue

Os mosquitos do género Aedes spp. pertencem a subfamilia Culicinae da familia
Culicidae (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). Algumas especies desse género
transmitem o virus dengue em areas especificas, por exemplo: Ae. polynesiensis Marks,
1954, Ae. scutellaris (Walker, 1858) e Ae. pseudoscutellaris (Theobald, 1910) transmitem o
virus nas ilhas do Pacifico e da Nova Guiné; por outro lado, Ae. niveus (Eichwald, 1837)
transmite o patdgeno apenas nas Filipinas (Rosen et al., 1954; Vasilakis et al., 2012). Em
ambito mundial, Ae. aegypti é considerado vetor primario, enquanto que o Ae. albopictus
pode desempenhar relevante papel na transmisdo em algumas localidades especificas,

tradicionalmente no Sudeste Asiatico (Gubler 1998).

1.2.1 Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti (Fig. 5) é o Unico vetor do virus dengue e febre amarela urbana
no Brasil (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994). Este ainda pode estar envolvido com 0s
recentes casos de chikungunya, visto que as populacbes brasileiras possuem alta
competencia vetorial para os diferentes gendtipos testados (Vega-Rua et al. 2014).

Figura 5- Mosquito Ae. aegypti. O inseto possui 0 corpo rajado de preto e branco, com escamas
branco-prateadas que formam uma lira no mesonoto. Fonte: Adaptacdo de Rueda, 2004 e
http://www.fiocruz.br/ccs/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1375esid=9

O virus, que chegou ao Caribe no final do ano passado, ja provoca epidemias em
diversos estados brasileiros, com mais de 2.926 casos confirmados, sendo 2.832 casos
autoctones, segundo o Ministério da Saude (Fig. 6). Nos Estados Unidos, estes mosquitos ja
foram encontrados naturalmente infectados com o virus West Nile, recentemente isolado no
Brasil (Centers for Disease Control, 2013; 2014). Sua importancia vetorial estd amplamente
relacionada a sua elevada endofilia, antropofilia e susceptibilidade a estes virus (Consoli e
Lourenco-de-Oliveira, 1994; Braga e Valle, 2007b).



Legenda:

M Casos autoctoncs

I Casos importados

Figura 6- Distribuicdo de casos de febre chikungunya, no Brasil, no periodo de 2014 a

janeiro de 2015. Dados extraidos do boletim epidemiolégico 46 (5), 2015.

De modo geral, as fémeas de culicideos se infectam com o virus dengue ao realizar
0 repasto sanguineo, em hospedeiro infectado durante o periodo de viremia. O sangue €
essencial para o desenvolvimento de seus ovariolos e subsequente maturacdo dos ovos
(Clements 1992). As particulas virais sdo ingeridas junto com o sangue do hospedeiro
vertebrado infectado, durante a hematofagia. O periodo de incubacio extrinseco do virus
no mosquito varia entre 12 a 14 dias. Durante este periodo, o virus dengue infecta as células
do epitélio do intestino médio do mosquito, se replica e posteriormente, se dissemina na
hemolinfa, alcancando as glandulas salivares, onde se replicard e permanecera até ser
inoculado em um hospedeiro vertebrado. Os mosquitos também podem infectar-se através
da transmissdo transovariana (vertical) e venérea (horizontal). A transmissao vertical ocorre
quando o virus infecta o dvulo ou ovo e a progénie nasce infectada, ao passo que na
transmissdo venérea horizontal o macho infecta a fémea através do liquido seminal durante
a copula (Yang, 2003; Lourengo-de-Oliveira, 2005). Contudo, ainda restam maiores
evidéncias que apoiem o papel desses meios de transmissdo na manutencao dos virus dengue

na natureza.

! Periodo, em dias, que o virus ingerido leva para se disseminar no corpo do inseto e alcancar as
glandulas salivares.
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A copula ocorre durante o voo, em geral entre um e trés dias apds a emergéncia do
adulto. Uma unica inseminacéo € o suficiente para fecundar todos os ovos que uma fémea
pode vir a produzir ao longo de sua vida, pois 0s espermatozoides sdo armazenados numa
estrutura conhecida como espermateca. Uma fémea pode se alimentar por diversas vezes
entre as desovas. A hematofagia ocorre preferencialmente durante o amanhecer ou pouco
antes do crepusculo vespertino. Seus ovos sdo postos preferencialmente em recipientes
artificiais que acumulem éagua limpa, isto é, com pouca matéria organica e baixa turbidez,
sendo depositados individualmente, proximo a lamina d’agua, em um microambiente com
alta umidade. Podem permanecer viaveis durante longos periodos de dessecacéo,
caracteristica que facilita sua dispersdo passiva e contribui para a rapida elevacdo da
densidade populacional da espécie no inicio da estacdo chuvosa. Apés a ecloséo, as larvas
se alimentam de detritos organicos, bactérias, fungos e protozoarios existentes na gua dos
criadouros e se desenvolvem, passando por quatro instares (ou estadios) até chegar ao estagio
de pupa (Fig. 7). A pupa ndo se alimenta e é nesta fase que ocorre a metamorfose para a
forma adulta. O periodo entre a eclosdo dos ovos até o surgimento do adulto tem duragédo
média entre 7-14 dias, sendo este diretamente influenciado pela disponibilidade de recursos,
temperatura, competicdo inter e intra-especifica. O desenvolvimento de insetos
holometabolos confere uma vantagem ecoldgica e evolutiva. Isto porque 0s estagios
imaturos destes insetos sdo aquaticos e, desta forma, ndo competem por hébitat e nicho
ecologico com as formas adultas, que séo aladas (Christophers, 1960; Consoli e Lourenco-
de-Oliveira, 1994; Braks et al., 2004; Lourenco-de-Oliveira, 2005; Rey, 2008).

SEGUNDO ESTADIC
DA LARVA,

TERCEIRA ESTADIC
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 7- Ciclo do mosquito A.aegypti. Fonte: http://www.dengue.org.br/




Embora seja considerada uma espécie cosmopolita, amplamente distribuida no
Brasil, trata-se de uma espécie exatica, de origem africana, tendo provavelmente chegado ao
Brasil junto com o tréfico de escravos (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994; Natal, 2002;
Camargo, 2008; Rey, 2008). Erradicado no final dos anos 1950, em virtude dos inimeros
casos de febre amarela em areas urbanas, foi reintroduzido no Brasil, por pelo menos duas
vezes, a partir de paises proximos, na década de 1970 (Monteiro et al., 2014). Desde entdo,
embora haja intensas tentativas de reduzir as populagdes desta espécie, elas se mantiveram

estaveis até os dias atuais.
1.2.2 Aedes albopictus

O mosquito Ae. albopictus (Fig. 8) ¢ originario da Asia, onde é considerado vetor de
dengue e encefalite japonesa. Foi introduzido na Europa, Africa e América através do
comércio internacional de pneus usados, sendo encontrado pela primeira vez no Brasil em
1986. No Brasil, ainda ndo foi incriminado como vetor da dengue, embora apresente alta
competéncia vetorial para esta arbovirose em ensaios de laboratério (Lourenco-de-Oliveira
et al., 2003). Sua distribuicdo esta associada a presenca humana, no entanto, diferente do Ae.
aegypti, € comumente encontrado no peridomicilio, plantacdes e zona de mata, além de ser
mais tolerante a baixas temperaturas. Utiliza recipientes artificiais e naturais (internddios de
bambu, buracos em arvore e cascas de frutas) como criadouros (Consoli e Lourenco-de-
Oliveira, 1994; WRBU, 2012).

Ae. albopictus atua na transmissdo do virus dengue em areas rurais, suburbanas e
urbanas da Asia e de chikungunya, na Asia, Africa, Europa e América. Contudo, também foi
encontrado infectado na natureza com os virus responsaveis pela febre do oeste do Nilo,
encefalomielite equina oriental e encefalite japonesa. Além disso, pode transmitir o parasita

causador da dirofilariose canina (Consoli e Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Figura 8- Mosquito Ae. albopictus. Este mosquito pode ser facilmente diferenciado do Ae. aegypti
pela faixa branca dorsal no mesonoto. Fonte: Adatagdo de Rueda, 2004 e
http://murall.com.br/chikunguya-da-africa-o-que-e-isso/



1.2.3 Interacdo entre Ae. aegypti e Ae. albopictus

Os efeitos da competicdo interespecifica, sobre os individuos, podem afetar a dinamica
populacional das espécies envolvidas, influenciando a distribuicdo, a abundancia e a
evolugdo destas espécies (Townsed et al., 2007). Individuos de algumas espéecies podem
sofrer uma reducdo da fecundidade, sobrevivéncia ou crescimento, como resultado da
exploracdo de recursos ou interferéncia por individuos de outras espécies.

Muitos estudos de competicao interespecifica tém sido realizados com espécies de
mosquitos responsaveis pela transmisséo de patégenos para 0 homem, como as espécies de
mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus, vetores de diversas arboviroses. Estas espécies tém
se dispersado pelo mundo, e basicamente, esta invasdo bioldgica apresenta trés estagios:
chegada, estabelecimento e dispersdo (Lounibos, 2002). Tais interacfes podem beneficiar
ou prejudicar determinada espécie de mosquito, e isso varia de acordo com o conjunto de
fatores bidticos e abioticos ali presentes. Por exemplo, em algumas localidades, a abundancia
de Ae. albopictus foi reduzida em 4&reas urbanas, mas ndo em &reas rurais apés o
estabelecimento de Ae. aegypti (Rudnick e Hammon, 1960; Gilotra et al., 1967; Chan et al.
1971; Ho et al., 1973 apud Braks, 2004; Hawley, 1988 apud Braks, 2004).

A maioria dos estudos tém demonstrado diminuicéo das populagdes de Ae. aegypti em
presenca de Ae. albopictus. Nos EUA, o declinio da abundéncia e o desaparecimento de Ae.
aegypti em associacdo com o aparecimento de Ae. albopictus foi bem documentado.
Mecanismos propostos para explicar a rapida reducdo do vetor Ae. aegypti incluem (a)
esterilidade devido ao acasalamento interespecifico com Ae. albopictus (Nasci et al., 1989);
(b) mortalidade diferencial causada por infeccdo por Ascogregarina taiwanensis, um parasita
introduzido no pais pelo Ae. albopictus (Munstermann e Wesson, 1990; Craig, 1993); (c)
inibicdo da eclosdo dos ovos de Ae. aegypti por larvas de Ae. albopictus (Edgerly et al,
1993); e (d) superioridade de Ae. albopictus na competicéo larval por recursos (Juliano,
1998).

No municipio de Leticia (Amazonas, Coldmbia), localizada na triplice fronteira entre
Brasil, Colémbia e Peru, observou-se o contrario do que ocorreu nos EUA. Apos a
introducdo de Ae. aegypti em 2009, Ae. albopictus mostrou um comportamento menos
sazonal do que Ae. aegypti. Constatou-se também uma importante reducdo dos criadouros
positivos e dos indices de infestagdo. Além disso, suas populacdes foram deslocadas para
periferia da area urbana deste municipio (Carvajal, 2013).

A mensuracdo do efeito da competicdo interespecifica pode ser complexa, visto que

diferentes fatores podem influenciar diretamente e/ou indiretamente essa relagdo ecoldgica.
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Por exemplo, estudos envolvendo as espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus, em laboratdrio,
usando uma dieta rica em proteina revelaram Ae. aegypti (Black et al., 1989, Ho et al.,
1989) como competidor superior. Por outro lado, ao utilizar uma dieta rica em folhas, Ae.
albopictus teve melhor desempenho nos ambientes competitivos (Barrera, 1996). Sendo
assim, € necessario ter cautela na elaboracao de desenhos experimentais e na analise de dados

referentes a estudos de competicao interespecifica.

1.3 Vigilancia e controle vetorial

Uma vez que ndo existem vacinas ou medicamentos profilaticos para reduzir a
transmissdo da dengue, o controle do mosquito Ae. aegypti representa a unica alternativa
para mitigar surtos epidémicos. O controle do inseto vetor visa reduzir as populaces do
mosquito a niveis que ndo representem riscos para a salde publica, isto é, busca manter a
densidade baixa o suficiente para evitar a ocorréncia de surtos epidémicos de dengue. Sendo
assim, em 2002 o Ministério da Saude apresentou o Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD), e entre 0s objetivos do programa, destacam-se a reducdo da infestacédo de
Ae. aegypti, dos casos de dengue e da letalidade por febre hemorragica da dengue (FUNASA,
2002).

Um dos componentes do PNCD ¢ a vigilancia epidemioldgica da dengue, que visa
reduzir o nimero de casos e a ocorréncia de epidemias por meio da deteccdo precoce da
circulacdo viral e adocdo de medidas para interromper a transmissdo. A vigilancia
entomoldgica se baseia no monitoramento dos indices de infestacdo por Ae. aegypti para
subsidiar a execucdo das acdes apropriadas de eliminacdo dos criadouros de mosquitos. O
combate ao vetor visa a manutencdo de indices de infestacdo inferiores a 1%, o que pode ser
feito, majoritariamente, por procedimentos mecanicos, bioldgicos e/ou quimicos (FUNASA,
2002; Whitehead et al., 2007).

* Controle mecanico: O controle mecanico consiste na eliminagdo, protecao (vedacao)
ou destinacdo adequada de criadouros potenciais (FUNASA, 2001). No entanto, para que 0
controle mecanico seja realmente efetivo, é necessario um intenso esforco em campo, o que
é dependente da motivacao e habilidade de agentes de satde ou da mobilizacéo da populagdo
e deve ser feito em uma periodicidade curta, de modo a impedir o0 aparecimento de mosquitos
adultos. Em 2011, o Instituto Oswaldo Cruz e a Secretaria de Estado de Saude do Rio de
Janeiro langaram a campanha “10 Minutos Contra a Dengue”. O projeto foi inspirado em
uma estratégia de controle adotada em Cingapura, onde o pico de epidemia foi interrompido
no pais (Buratini et al., 2008). A estratégia se baseia na mobiliza¢do da popula¢do em uma

acao semanal, de apenas 10 minutos, para identificacdo e limpeza dos principais criadouros
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do Ae. aegypti dentro do seu proprio domicilio. Coletivamente, com uma grande adeséo de
moradores, seria possivel mitigar a infestacdo de bairros e até cidades, reduzindo o risco de
transmisséo da dengue (I0C, 2013). Essa iniciativa foi adotada no Estado do Rio de Janeiro
e cerca de metade dos municipios do Estado apresentaram significativa reducdo na
infestacdo por Ae. aegypti (Mario Sérgio Ribeiro, dados ndo publicados).

* Controle quimico: O controle quimico consiste na utilizacdo de substancias de
origem organica ou inorganica, com a finalidade de eliminar ou reduzir determinada
populacéo de insetos. Entretanto, 0 uso intenso de inseticidas resultou na selecdo de alelos
de resisténcia em populac@es naturais do vetor, inviabilizando a sua eficadcia em longo prazo
(Martins et al., 2009). Os principais inseticidas tradicionalmente empregados nos programas
de controle estdo agrupados em quatro classes: piretrdides, organoclorados,
organofosforados e carbamatos (Braga e Valle, 2007). Todos estes compostos tém como
sitios-alvo diferentes moléculas do sistema nervoso central do inseto (Quadro 2). A
transmissao nervosa, em insetos expostos a esses compostos, por diferentes mecanismos €
exacerbada, 0 que acarreta contracdes rapidas e repetitivas na musculatura, provocando

paralisia e morte (Beaty e Marquardt, 1996; Hemingway e Ranson, 2000; OMS, 2006).

Quadro 2- Sitio-alvo e modo de acdo dos inseticidas neurotoxicos utilizados
para o controle vetorial

Grupo quimico Sitio-alvo Modo de acéo
Piretréides Modulagdo do canal
Canais de Sodio
Difenil-alifatico de sodio

Organoclorados -
g Bloqueio do canal

Ciclodienos Receptor GABA

de cloro

Organofosforados Inibicdo direta
Acetilcolinesterase

Carbamatos

do neurotransmissor

* Controle biologico: O controle bioldgico ¢ baseado na utilizagao de organismos que
afetam as populacGes de mosquitos através de competicdo, predacdo e/ou parasitismo de
larvas ou formas aladas. Neste sentido, patdégenos como Bacillus thuringiensis var
12aploides12s, Bacillus sphaericus, peixes larvofagos como Gambusia affinis e Poecilia
spp.,e larvas do mosquito Toxorhynchites tém sido utilizados em algumas regides do Brasil
(Teixeira et al., 1999; Alles et al., 2009/2010).

O controle bioldgico é frequentemente citado como uma ferramenta ambientalmente

aceitavel, no entanto a producdo, manutencéo e distribuicdo destes organismos a uma larga
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escala é muitas vezes considerado impraticavel. Sendo assim, o controle quimico e o
mecanico sdo as estratégias que mais tém sido utilizadas no &mbito governamental, contudo,
com tantas dificuldades logisticas e operacionais, é evidente que estas estratégias sdo
insustentaveis a médio e longo prazo.

Desta maneira, o desenvolvimento de novas estratégias de controle da dengue deve
ser encorajado. Uma nova abordagem para o controle da dengue foi recentemente proposta
e consiste na utilizacdo de um simbionte intracelular herdado maternalmente, a bactéria
Wolbachia pipientis (Hertig, 1936). Cerca de 60-70% das espécies de insetos estdo
naturalmente infectadas com esta bactéria, entre coledpteros, dipteros e lepiddpteros
(Werren et al., 2008, Oliveira et al., 2015), mas essa bactéria nunca foi encontrada em
populacdes silvestres de Ae. aegypti. Observagdes iniciais mostraram que moscas da espécie
Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) apresentavam reducdo em sua longevidade
guando estavam infectadas com esta bactéria (Min e Benzer, 1997). Dessa maneira, buscou-
se a inoculacdo desta bactéria em Ae. aegypti, através da técnica de micro-injecdo
embrionéria. Se a longevidade dos mosquitos fosse diminuida, um ndmero menor de insetos
sobreviveria ao periodo de incubacdo extrinseco do virus dengue, reduzindo a transmissédo
(McMeniman et al., 2009; Yeap et al., 2011). Contudo, a competéncia vetorial de fémeas de
Ae. aegypti ao virus dengue foi fortemente influenciada pela presenca da W. pipientis.
Descobriu-se que a bactéria bloqueava o virus dengue, chikungunya e Plasmodium
gallinaceum (agente etioldgico da malaria das aves) nos mosquitos, enquanto aqueles livres
da bactéria apresentaram grande competéncia vetorial a estes patdgenos (Moreira et al.
2009).

Além do bloqueio do virus, a bactéria W. pipientis é capaz de influenciar a biologia
reprodutiva do inseto (Min e Benzer, 1997). Quando apenas o macho esta infectado, a
bactéria induz uma incompatibilidade citoplasmatica entre os gametas, que resulta na
eliminacdo dos cromossomos paternos, e formacdo de embrides haploides e invidveis
(Werren et al. 2008). No entanto, sempre quando a fémea apresenta W. pipientis ha presenca
macica da bactéria na prole dos insetos, independente do macho possuir ou ndo a bactéria.
Desta maneira, a bactéria € capaz de invadir rapidamente popula¢des naturais de Ae. aegypti,
como ja demonstrado na Australia, em cerca de apenas 10 semanas ap6s a soltura de
mosquitos infectos com W. pipientis (Hoffmann et al., 2011; Walker, 2011). Cerca de 24
meses apds a soltura em Cairns, os mosquitos das duas areas piloto ainda encontravam-se
com W. pipientis, bloqueando a disseminagdo do virus dengue nos mosquitos destas
localidades (Frentiu et al., 2014).
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Essa estratégia possui amplas diferencas em comparagdo com outros métodos
alternativos atuais, como o0 uso de mosquitos transgénicos, uma vez que nao visa erradicar o
Ae. aegypti, mas eliminar a dengue. Além disso, trata-se de um método (a) seguro, ja que
ndo ha transferéncia da bactéria para outras espécies (Popovici et al., 2010), (b)
autossustentavel Frentiu et al., 2014, pois ndo ha necessidade de mdltiplas liberagdes, (c)
natural, uma vez que a bactéria esta amplamente presente nos insetos (Oliveira et al., 2015)
e (d) sem fins lucrativos, 0 que garante a execugcdo de um projeto de pesquisa sem interesses
comerciais.

Baseado nisso, foi criado o Programa Eliminar a Dengue Brasil, numa associacéo
entre a Fundacdo Oswaldo Cruz e Universidade Monash, da Austrélia. Pretende-se utilizar
a bactéria endossimbionte W. pipientis para bloquear a transmisséo do virus dengue em &reas
endémicas do Rio de Janeiro. Atualmente, esta estratégia esta sendo empregada em paises
como Australia, Indonésia, Vietnam, Colémbia e Brasil, cada qual com seu estagio de
desenvolvimento (Maciel-de-Freitas et al., 2012).

O sucesso deste programa requer um equilibrio entre a eficiéncia no bloqueio da
transmissdo de dengue por W. pipientis e o custo para o fitness, de modo a permitir a
manutencdo de mosquitos infectados em longo prazo na populacdo de campo. Até o
momento, duas cepas originarias de D. melanogaster foram inseridas em Ae. aegypti, estas
cepas séo conhecidas como wMelPop e wMel. Estas cepas diferem significativamente no
que diz respeito ao bloqueio do virus dengue e ao impacto no fitness dos mosquitos, em
muito por apresentarem densidade e distribuicao distintas nos tecidos dos insetos (Walker et
al, 2011). A wMelPop se concentra nas glandulas salivares, tabulos de Malpigh, corpo
gorduroso e ovarios dos mosquitos. Embora bloqueie quase que integralmente o virus
dengue, o vetor tem longevidade reduzida e 0s seus ovos ndo sdo resistentes a dessecacao.
Por outro lado, a wMel encontra-se difundida apenas nos ovarios e glandulas salivares do
vetor, sem nenhum impacto significativo no fitness dos insetos, porém apresenta apenas
bloqueio parcial, com cerca de 20-30% de vazamento (Walker et al. 2011).

No Brasil, a Fundacdo Oswaldo Cruz desenvolve estudos em quatro bairros desde
2012: Tubiacanga (na llha do Governador), Urca e Vila Valqueire, no Rio de Janeiro, e
Jurujuba, em Niterdi (Fig. 9). Os estudos de campo com a liberacdo programada de
mosquitos Aedes aegypti com W. pipientis (cepa Wmel) foram iniciados em Tubiacanga em
setembro de 2014.
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Figura 9- Locais de atuacdo do projeto Eliminar a Dengue — Desafio Brasil

Apobs soltura, estes mosquitos com W. pipientis interagem com os mosquitos selvagens
presentes nas areas selecionadas. No Rio de Janeiro, em especial no ambiente suburbano, é
comum encontrar Ae. albopictus (Skuse, 1894) em simpatria com Ae. aegypti, muitas vezes
tendo larvas das duas espécies co-existindo em um Unico criadouro (Braks et al. 2004). O
mosquito Ae. albopictus tem se mostrado um competidor superior em relacdo a Ae. aegypti
(Braks et al. 2004). De um modo geral, em ambientes muito competitivos, 0s mosquitos Ae.
aegypti apresentam maior mortalidade e tempo de desenvolvimento entre L1-pupa, € 0
adulto possui menor tamanho e longevidade (Braks et al. 2004, Santos, 2012). Quando
liberados, as fémeas de Ae. aegypti com Wolbachia depositam seus ovos em criadouros que
japodem ter larvas de Ae. aegypti sem Wolbachia ou entdo de Ae. albopictus. Desta maneira,
torna-se fundamental investigar o custo que a competigéo intraespecifica com Ae. aegypti
sem a bactéria ou interespecifica com Ae. albopictus podem gerar nos mosquitos que estdo
sendo soltos com W. pipientis.
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2 JUSTIFICATIVA

Com o desenvolvimento do projeto Eliminar a Dengue no Brasil, estdo sendo liberados
mosquitos Ae. aegypti com W. pipientis, em uma das areas selecionadas pela equipe do
projeto. Estes mosquitos interagem com 0s mosquitos selvagens em Tubiacanga, o que
também acontecera nas demais areas onde ocorrerdo as proximas solturas. Destes, 0 Ae.
albopictus pode, inclusive, co-existir nos mesmos criadouros que Ae. aegypti. Estudos
anteriores mostram que quando em competicdo interespecifica com Ae. albopictus, larvas de
Ae. aegypti apresentam maior mortalidade e requerem mais tempo para alcangar a fase
adulta, enquanto os mosquitos adultos tém menor tamanho e menor longevidade (Braks et
al. 2004). Ademais, esses efeitos sdo denso-dependentes, ou seja, quanto maior a
competicdo, maior o impacto na biologia de Ae. aegypti. Assim, buscamos quantificar o
efeito de Ae. albopictus, em diferentes densidades, em alguns aspectos da biologia de Ae.
aegypti com e sem W. pipientis Com isso, poderemos usar essa informacdo em modelos que
prevejam a disseminacdo da W. pipientis nas diferentes areas do projeto, e, possivelmente,

desenvolver um desenho de liberacdo racional, que considere esses achados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito que a competicdo interespecifica com Ae. albopictus pode ter na
biologia de Ae. aegypti, infectados ou ndo com a cepa wMel de W. pipientis, e qual a

consequéncia disso para a disseminacdo da bactéria em campo.

3.2 Objetivos Especificos

Monitorar as populacfes de Ae. albopictus e Ae. aegypti, durante um ano, nas quatro
localidades do estado do Rio de Janeiro em que se planeja realizar a soltura de Ae. aegypti
com W. pipientis, a fim de conhecer a sazonalidade da razdo Ae. aegypti: Ae. albopictus.

Verificar o efeito da competicao interespecifica com Ae. albopictus em aspectos da
biologia do Ae. aegypti tais como: sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento dos imaturos,

tamanho de asa dos adultos, propor¢do de machos e fémeas e indice de performance.

Simular o impacto que diferentes niveis de infestacdo de Ae. albopictus pode ter na

disseminacédo de W. pipientis nestas areas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Monitoramento das populacgdes de Ae. albopictus e Ae. aegypti, em campo

O monitoramento da densidade populacional de Aedes spp. foi realizado mediante a
coleta semanal de ovos, com auxilio de armadilhas do tipo ovitrampa (Fig. 10), no periodo
de agosto de 2013 a agosto de 2014, perfazendo um total de 52 semanas ininterruptas. A
ovitrampa (Fay e Perry, 1965; Fay e Eliason, 1966), constitui-se de um recipiente plastico
arredondado e de cor preta, com uma palheta de compensado de Eucatex fixada na borda do
vaso com um clip de metal. A palheta é imersa em agua e devido a rugosidade e a umidade,
as fémeas de Aedes spp. depositam ali 0s seus ovos, ndo sendo necessario a utilizacdo de
nenhum atrativo quimico na agua. De modo geral, as armadilhas foram instaladas no
peridomicilio. A inspecdo das ovitrampas foi realizada semanalmente, quando entdo, as

palhetas eram recolhidas, encaminhadas para o laboratorio e substituidas por outras.

Figura 10- Ovitrampa.

No laboratério, as palhetas foram colocadas para secar, por no minimo trés dias, tempo
necessario para a embriogénese dos ovos (Farnesi, 2009). Com auxilio de microscépio
estereoscopio, 0s ovos eram contabilizados, um a um. Posteriormente, cada palheta era
colocada separadamente em um copo contendo agua e comida (racdo para peixe da marca
TetraMim®), em seguida, as larvas eram identificadas com base na chave dicotdmica de
Consoli e Lourego-de-Oliveira (1994) (Fig. 11).
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Figura 11- Desenho ilustrativo com as diferencas mais importantes entre as larvas de Ae. albopictus

e Ae. aegypti. Fonte: Estrada-Franco e Craig, 1995.

Adicionalmente, dados coletados com auxilio de armadilhas BGs sentinelas (Fig. 12),
utilizadas no mesmo periodo, foram analisados. As armadilhas BGs sentinelas, devido
sobretudo a forma, a cor e a presenca de substancias quimicas semelhantes aquelas presentes
na pele humana - como acido latico, aménia e &cido caprdico, atrai fémeas de mosquitos
adultos em busca de alimentacdo sanguinea, eventualmente machos também sdo capturados.
Ao aproximarem-se da armadilha, os insetos sé@o sugados para o seu interior, por meio de
uma pequena ventoinha e ficam isolados em um saco coletor, sem chance de retornar ao
ambiente (Krockel et al., 2006; Maciel-de-Freitas et al., 2006). Estas armadilhas foram
instaladas majoritariamente no intradomicilio. Os sacos coletores eram trocados
semanalmente e encaminhados para o laboratorio, para identificacdo dos insetos, segundo

chave dicotomica de Consoli e Louregco-de-Oliveira (1994) (Fig. 13).
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Figura 12- Armadilha BG Sentinela. As setas indicam o fluxo de ar, as amarelas, a entrada de ar e
as vermelhas, a saida.

Foram instaladas 25 ovitrampas e 30 BGs sentinelas em cada uma das areas de estudo
(Fig. 14). As caracteristicas gerais destas areas encontram-se na Tabela 1. As armadilhas
foram georreferenciadas de acordo com os enderegos das residéncias. As coordenadas foram
calculadas em graus decimais, projecdo UTM, fuso 23 sul e Datum SAD69. Os mapas com
a distribuicdo das armadilhas encontram-se no Anexo 1. Dados climéticos das estagdes
meteoroldgicas proximas as areas de coletas, foram fornecidos pelo Instituto Nacional de
Meteorologia.

Foram calculados os indices de positividade (nimero de armadilhas com ovos /
numero de armadilhas analisadas), de densidade de ovos (nimero de ovos / nUmero de
armadilhas analisadas) e a proporcéo de Ae. aegypti em relacdo a Ae. albopictus (nimero de
larvas de Ae. aegypti/ nimero de larvas de Ae. aegypti + nimero de Ae. albopictus), sendo
este Gltimo também utilizado para analise dos dados obtidos através das coletas realizadas

com auxilio das BGs sentinelas.
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Figura 13- Caracteristicas morfoldgicas de fémeas adultas de Ae. albopictus e Ae. aegypti. Fonte: Estrada-Franco e Craig, 1995. No Ae. albopictus a esquerda, pode-
se ver a faixa longitudinal, branco prateada no escutelo, enquanto a direita, o desenho em forma de lirano Ae. aegypti.
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Figura 14- Areas de estudo: Jurujuba, Tubiacanga, Urca e Vila Valqueire.
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Tabela 1- Caracteristicas gerais das areas de estudo

Caracteristicas:

Areas de estudo:

Jurujuba Tubiacanga  Vila Valqueire Urca
Armbiente circundado Baia de Baia de Floresta Baia de
Guanabara Guanabara secundéria Guanabara
Area (hectare) 3.515 1.461 19.185 13.695
Habitantes 1.196 2.425 1.423 3.212
Densidade humana 340,2 165,98 74,17 234 54
(Habitantes/hectare)
I_Descrlgiao_ Classe baixa Classe_ média Classe média Classe média
socioeconbémica baixa alta
Pavimentagéo das ruas | Parcialmente Parcialmente Sim Sim
Coleta de lixo Nao Sim Sim Sim
Canalizacéo de agua Né&o Alguns Sim Sim
Reservatorllos externos sim Sim sim Nio
de 4gua
Tanques de agua Tanques de agua Ralos
Habitats comum dos a g a g Tanques e domésticos e
. e tambores de e tambores de , L L.
mosquitos baldes de agua  potes plasticos
metal metal
abandonados
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4.2 Competicao intra e interespecifica de Ae. albopictus e Ae. aegypti, com e sem W.

pipientis

Os experimentos de competicdo larval foram realizados em condic¢des de semi-campo
(Fig. 15), no Instituto de Biologia do Exército, sujeitos as influéncias de alteracoes
climéticas, tais como umidade e temperatura do ar, além da pluviosidade. Tais condi¢des
foram registradas continuamente, por meio de uma estacdo meteoroldgica (Instrumtemp,
modelo ITWH 1080) instalada no local.

$ 7 ]
-~ - e | e

Figura 15- Tenda sobre estantes contendo os recipientes plasticos telados, utilizados no experimento
de competicéo e estacdo meteoroldgica instalada no local.

Foram utilizadas larvas de Ae. aegypti com wMel (F19), Ae. aegypti sem wMel (F1) e
Ae. albopictus (F1 e F2). As geracGes parentais (FO) de Ae. aegypti sem W. pipientis e Ae.
albopictus foram obtidas em Jurujuba, Tubiacanga, Urca e Vila Valqueire através da coleta
de ovos por meio de ovitrampas. Ap0s triagem, as larvas das quatro areas estudadas, foram
inseridas no mesmo recipiente, sendo separadas apenas segundo sua espeécie.
Posteriormente, as pupas eram colocadas em gaiolas, possibilitando o cruzamento entre 0s
adultos provenientes das diferentes areas monitoradas. A linhagem de Ae. aegypti com W.
pipientis (cepa wMel), proveniente da Austrdlia foi submetida a oito geragbes de
cruzamentos com mosquitos coletados em diferentes bairros do estado do Rio de Janeiro. A
cada geracgdo, 250 fémeas com W. pipientis foram criadas junto a 50 machos locais. Desta
maneira, W. pipientis foi inserida em mosquitos com o background genético brasileiro (Yeap
et al., 2011). Os trés grupos foram submetidos a densidades, propor¢des entre as espécies, e
niveis de alimentacdo distintos, como verificados na tabela a seguir (Tabela 2):
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Tabela 2- Condicges experimentais do estudo de competi¢éo larval, realizado em semi-

campo
Tratamentos | Ae. aegypti selvagem | Ae. aegypti comwMel |Ae. albopictus
1 20 0 0
2 40 0 0
3 60 0 0
4 0 20 0
5 0 40 0
6 0 60 0
7 0 0 20
8 0 0 40
9 0 0 60
10 20 0 20
11 30 0 30
12 20 0 40
13 40 0 20
14 0 20 20
15 0 30 30
16 0 20 40
17 0 40 20
22 20 20 0
23 30 30 0
24 20 40 0
25 40 20 0

Cada tratamento foi composto por quatro réplicas com 0,509 de folhas de abacate e
Chitosan? (SIGMA) em igual proporcdo como fonte alimentar (dieta rica), e, quatro réplicas
contendo apenas 0,259 dos mesmos recursos (dieta pobre) (Braks et al., 2004). Independente
do tratamento, todos insetos foram criados de acordo com o esquema a seguir (Fig. 16).

2 Polissacarideo proveniente do exoesqueleto de crustaceos preparado pela desacetilagéo alcalina da quitina
obtida a partir da casca de camardo (Pandalus borealis). A quitina é fabricada industrialmente por
esmagamento de cascas de camardo, em seguida, lavados com acidos para remover o material inorganico e
proteico. A quitina purificada € desacetilada para obtencdo do quitosano por tratamento com uma base forte tal
como hidroxido de sodio. O quitosano resultante pode ser ainda purificado por preparacdo de solugdes de acido
seguido por neutralizacéo e precipitacéo.
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Larvas de primeiro estadio, de cada
combinacdo mencionada na Tabela 2,
foram contadas e transferida para
recipientes plasticos de cor preta, contendo
400 ml de &gua potavel e a quantidade de
recursos alimentares apropriada. O
desenvolvimento dos imaturos  foi

monitorado diariamente.

ApoOs a emergéncia, a agua foi
removida do recipiente, e 0s
adultos ali permaneceram até o
momento da mensuracdo de uma

de suas asas.

As pupas, recém formadas,
foram transferidas,
individualmente, para

pequenos potes telados.

Uma das asas de cada mosquito
foi removida e mensurada, com
auxilio de 1amina milimetrada e

microscopio estereoscopico.

Figura 16- Método de criagdo dos insetos submetidos a condi¢cdes de competicdo intra e

interespecifica.
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Os individuos dos tratamentos 18 a 21, pupas mortas e adultos, foram conduzidos a
ensaios moleculares para deteccdo de W. pipientis. A detec¢do da bactéria foi realizada
através do Tagman multiplex por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, com
base no protocolo estabelecido pela Universidade de Monash. Este protocolo utiliza dois
conjuntos de primers, um para amplificar o gene Rpsl7 de Ae. aegypti e outro para
amplificar um gene WD0513 da cepa wMel de W. pipientis. A amplificacdo de cada gene é
entdo detectada por sondas marcadas com os fluor6foros FAM (Ae. aegypti) e Cy5 (wMel).
A metodologia encontra-se detalhada no Anexo 2. Ao longo do experimento, foram

observados 0s seguintes aspectos biologicos:

Sobrevivéncia dos imaturos: Ao dividir o numero total de mosquitos adultos resultantes
pelo numero total de larvas iniciais em cada réplica/tratamento, foi possivel estimar o efeito

que a competicdo intra ou interespecifica teve sobre a sobrevivéncia dos imaturos.

Tempo de desenvolvimento: Compreende o periodo entre o dia em que ocorreu a eclosdo

das larvas até o dia em que a Ultima pupa do experimento foi formada, por réplica/tratamento.

Tamanho dos adultos: O tamanho do corpo dos adultos foi estimado através da mensuragdo
de uma das asas. Para isso, uma das asas, de cada um dos adultos, foi removida e mensurada

com auxilio de lamina milimétrica Carl Zeiss, sob microscopio estereoscopico.

Proporcdo de machos e fémeas: ApGs emergéncia, 0 sexo de cada mosquito foi verificado,
de modo a permitir a quantificacdo da propor¢do de machos e fémeas presentes em cada um

dos experimentos.

Iindice de Performance: Um importante pardmetro na ecologia de populacdes ¢ o indice de
performance (A’) ou capacidade finita de crescimento. Para calcula-lo foram utilizados os
valores de alguns aspectos bioldgicos observados, tais como sobrevivéncia dos imaturos,
tempo de desenvolvimento e tamanho dos adultos das coortes dos mosquitos, para cada
réplica. A estimativa utilizada (A’ = exp (r’), foi adaptada por Juliano (1998) a partir da
equacdo estabelecida por Livdahl e Sugihara (1984), utilizando r* como medida de
crescimento populacional. De acordo com esse pardmetro, valores de r’>1,0 representam o
crescimento de uma determinada populacdo, r’=1,0 estabilidade e r’<I1,0 decréscimo

populacional.
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Onde:

- NO é o nimero inicial de fémeas de uma coorte, assumindo ser 50% das larvas adicionadas,
visto que a razdo sexual nas espécies aqui estudadas geralmente € de 1:1 (Gilchrist e Haldane,
1947 apud Clements, 1992; Ross et al., 2014)

- Ax é o0 nimero de fémeas adultas no dia x.
- Wx é 3 média do tamanho da asa das fémeas no dia x.

- f(®) ¢ uma funcdo que correlaciona a fecundidade com o tamanho da asa das fémeas,
seguindo equacdes abaixo, propostas para Ae. aegypti (Briegel, 1990) e (Lounibos et al.
2002), respectivamente:
flw) =2.50 w, — 8.616
r>=0.875, N = 206, P < 0.001

Considerando ®x como o cubo do comprimento da asa, em milimetro, no dia Xx.

flw,) = 78.02 w, — 121.240
r’=0.713, N =91, P < 0.001
Considerando “x como o comprimento da asa, em milimetro, no dia x.
- D é o tempo requerido (em dias) para que uma fémea recém eclodida possa acasalar,
realizar o repasto sanguineo e ovipor. Assume-se que D é igual ao nimero de dias em que
uma fémea leva para chegar a fase adulta mais quatro, referente a duracdo do ciclo
gonotrofico (Pant e Yasuno, 1973).

Os valores do indice A’ foram utilizados para compor um modelo com o objetivo de
simular o impacto que diferentes niveis de infestagdo de Ae. aegypti sem wMel e Ae.
albopictus podem ter na performance de Ae. aegypti com wMel, em campo, e
consequentemente, na sua disseminagdo. Para isso, foram feitas trés regressdes néo linear
relacionando o indice A’ para cada uma das trés populagdes: Ae. aegypti sem wMel, Ae.
albopictus e Ae. aegypti com wMel, com o numero (n) de individuos de cada coorte em
competicdo, de acordo com o seguinte modelo: log (A’) ~ naeg + nalbo + nwmel
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Com a analise, é possivel verificar o quanto o aumento de cada uma das populacdes
competidoras afeta o indice de performance. Os valores obtidos nas regressées sdo
apresentados na tabela abaixo (Tabela 3). Uma vez obtidos os coeficientes das regressoes,
torna-se possivel simular competicdo entre as trés populacdes. A simulacéo foi realizada em
colaboracdo com Daniel Antunes Maciel Villela do Programa de Computacéo Cientifica da

Fundagéo Oswaldo Cruz.

Tabela 3- Dados obtidos com a regressdo nao linear, usados na simulacéo de competicéo

entre os grupos estudados

Regressédo para: | Intercepto Coeficientes
naeg nalbo nwmel
Ae. aegypti 0.191876685 | -0.002864357 | -0.00276201 | -0.00284936
Ae. albopictus 0.259901789 | -0.002974583 | -0.003110085 | -0.00239111
Ae. aegypti + wMel | 0.189163953 | -0.001850427 | -0.002145199 | -0.00256273
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5 RESULTADOS

5.1 Monitoramento das populacdes de Ae. albopictus e Ae. aegypti, em campo

5.1.1 Dados meteoroldgicos

Os dados de temperatura minima, média e méaxima, assim como umidade e
temperatura foram obtidos das estagcbes meteoroldgicas proximas as areas de estudo: Forte
de Copacabana, proximo a Jurujuba e Urca; Vila Militar, proximo a Tubiacanga e Vila

Valqueire.
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Figura 17- Dados das estacdes meteoroldgicas do Forte de Copacabana e Vila Militar: temperatura

(minima, média e maxima), umidade e pluviosidade.
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5.1.2 Padrao de positividade das ovitrampas

O padréo de positividade das ovitrampas foi similar nas quatro areas monitoradas (Fig.
18). Inicialmente o IPO foi baixo, porém ap6s o primeiro més houve um aumento
exponencial que se estabilizou com a chegada do veréo, alcangando, em todas as localidades,
indices superiores a 80% por longos periodos. Entretanto, a amplitude variou entre as areas,
Urca e Vila Valqueire apresentaram os indices de positividade médios mais baixos (77,5%
e 79,9%, respectivamente) em comparagdo com Jurujuba e Tubiacanga, cujos indices foram
de 87,8%.

100+ _
—— Juryjuba

75 —— 'Tubiacanga
—_ —— Urca
< —— Vila Valquei
S 504 ila Valqueire
&

254

0_

Semanas

Figura 18- Indice de positividade das ovitrampas entre agosto/2013 a agosto/2014. Estacdes:

Semanas 0 a 7: inverno; 8 a 20: primavera; 21 a 33: verdo; 34 a 45: outono; 46 a 52: inverno.

31



5.1.3 Padrao temporal do nimero médio de ovos de Aedes spp.

Ao longo das cinquenta e duas semanas de monitoramento, foram coletados 623.242
ovos de Aedes spp., sendo 225.059 em Tubiacanga, 167.188 em Vila Valqueire, 127.078 em
Jurujuba e 103.917 na Urca (Tabela 4). O indice de densidade (Fig. 19) de ovos variou ao
longo do tempo, aumentando consideravelmente no outono (Fig. 20 e Tabela 5). O aumento
da densidade relativa de mosquitos pode estar relacionado a maior disponibilidade de

criadouros devido a maior ocorréncia de chuvas nesse periodo.
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Figura 19- indice de densidade de ovos. Estagcdes: Semanas 0 a 7: inverno; 8 a 20: primavera; 21 a

33: verdo; 34 a 45:; outono; 46 a 52: inverno.

Tabela 4- Valores médios dos indices de positividade de ovitrampa, indice de densidade

de ovos e total de ovos, por area.

Areas de estudo IPO IDO Total de ovos
Jurujuba 87.84 111.01 127078
Tubiacanga 87.82 217.51 225059
Urca 77.53 90.91 103917
Vila Valqueire 79.92 157.41 167188
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Figura 20- indice de densidade de ovos, por estacdo do ano, nas areas de estudo.
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Tabela 5- indice de densidade de ovos, por estacdo do ano, nas areas de estudo

; Estacbes do ano
Area de estudo : —
Inverno (Primavera| Verao Outono
Jurujuba 67,48 93,72 135,26 150,58
Tubiacanga 110,84 138,50 220,90 414,97
Urca 43 34 77,47 119,24 126,29
Vila Valqueire 70,80 100,40 201,35 265,36
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5.1.4 Proporcao de Ae. aegypti em relacédo a Ae . albopictus

A densidade de Ae. albopictus foi consideravelmente menor em relagéo a de Ae. aegypti.
O gréfico a seguir (Fig. 21) mostra a propor¢do de Ae. aegypti em relacdo Ae. albopictus,
coletados com auxilio das ovitrampas, onde declives acentuados representam grandes
quantidades de Ae. albopictus. Nota-se que entre dezembro e margo foram coletados apenas
Ae. aegypti, tendo a sua propor¢éo chegado a 1 (100%). Por outro lado, as coletas realizadas
com BGs sentinelas mostram, no mesmo periodo, que mosquitos da espécie Ae. albopictus
foram coletados continuamente, durante as 52 semanas de coletas, embora a propor¢éo seja
sempre inferior a 0,15 (15%) (Fig. 22 e 23).
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Figura 21- Proporcdo de Ae. aegypti em relacdo a Ae. albopictus, coletados com auxilio das
ovitrampas. Estacdes: Semanas 0 a 7: inverno; 8 a 20: primavera; 21 a 33: verdo; 34 a 45: outono;

46 a 52: inverno.
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Figura 22- Proporcdo de Ae. aegypti em relacdo a Ae. albopictus, coletados com auxilio das BGs
sentinelas. Estagdes: Semanas 0 a 7: inverno; 8 a 20: primavera; 21 a 33: verdo; 34 a 45: outono; 46

a 52: inverno.
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Figura 23- Proporcdo de Ae. aegypti em relagdo a Ae. albopictus, coletados com auxilio das

ovitrampas e BGs sentinelas, por estacdo do ano.
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5.2 Competicdo intra e interespecifica de Ae. albopictus e Ae. aegypti, com e sem W.

pipientis

5.2.1 Sobrevivéncia dos imaturos

Nos grupos estudados, a sobrevivéncia tende a ser menor nas condigdes com oferta
alimentar reduzida (0,25¢g) (Fig. 24). Sobre a competicao exclusivamente intraespecifica, a
sobrevivéncia é inversamente proporcional a densidade larval. Em todas as densidades
estudadas a sobrevivéncia de Ae. albopictus é superior a de Ae. aegypti. O declive da curva
de sobrevivéncia de Ae. aegypti, com e sem wMel, € muito acentuado entre os tratamentos
com 20 e 40 larvas, decaindo mais de 50%. Com Ae. albopictus, 0 aumento de 20 para 40
larvas praticamente ndo afeta a sobrevivéncia, esta sofre reducdo apenas na condigdo com
maior densidade (60 larvas).

Nas condi¢fes de competicdo interespecifica, a sobrevivéncia de Ae. albopictus é
consideravelmente maior do que a Ae. aegypti sem wMel, tendo sua sobrevivéncia sempre
igual ou maior que 50% comparado a valores quase sempre abaixo de 30%. Ae. aegypti com
wMel também tem a sua sobrevivéncia muito inferior a Ae. albopictus, embora esta seja
sutilmente maior que Ae. aegypti sem wMel. De modo geral, nas condigdes de competicdo
entre Ae. aegypti sem e com wMel, a sobrevivéncia nos insetos com a bactéria € um pouco

maior.

5.2.2 Tempo de desenvolvimento

De modo geral, o tempo de desenvolvimento (TD) tende a ser maior nos tratamentos
com 0,259 de comida (Tabela 6 e Fig. 25). Sob condi¢des de competicao intraespecifica, o
aumento da densidade larval esta diretamente relacionado com o aumento do TD. Ae.
aegypti, sem e com wMel tém um aumento significativo do TD nas condi¢Ges com mais de
20 larvas. Contudo, Ae. albopictus s6 tem o seu TD consideravelmente ampliado na condi¢do
com 60 larvas, evidenciando que esta espécie € mais tolerante a ambientes competitivos.
Entre os grupos estudados, Ae. aegypti sem wMel apresenta o0 maior TD, na condi¢cdo com
maior densidade, este tém duracdo média de 57,17 e 47,99 dias nos tratamentos com 0,259
e 0,50g, respectivamente; seguido de Ae. aegypti com wMel, com 49,02 e 43,99 dias; e Ae.
albopictus com 40,94 e 35,38 dias. Sob competicdo interespecifica, Ae. aegypti sem wMel
tende a ter o TD maior que Ae. aegypti com wMel. Ae. albopictus tem o TD inferior a Ae.

aegypti sem e com wMel.

37



Ae aegypti sem whMel Ae. aegypti com wMel

109 = 1.0+
o t 025 e o 025
0.8 * 050g 0.8 * 050g
= . 2
& 06 S 0.6 .
= Y =
7] B . o .
£ 0 . 2% (] *
w2 o - o . n 02 o
02 . -2 g 9
[+] ] [
@ o e $ % e 3 ° o
0.0 ©® 0.0
1 2 3 10 11 12 13 18 19 20 21 4 5 6 14 15 16 17 18 19 20 21
Tratamentos Tratamentos
Ae. albopictus
1.0+
. . o 0.25g
[
0.8 .« s 8 * 050z
5 o .
5 0.6
= - -— * 9 O
5 0 o
= 0.44 o
i
0.2
0.0

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tratamentos

Figura 24- Sobrevivéncia de Ae. aegypti sem wMel, Ae aegypti com wMel e Ae. albopictus obtidos
nos diferentes tratamentos de competicdo intra e interespecifica® (média de 4 experimentos). Para
cada um dos graficos, os diferentes tratamentos sdo indicados com um cédigo composto por trés
nimeros, em que o primeiro nimero representa a densidade inicial de Ae. aegypti sem wMel, o
segundo de Ae. aegypti com wMel e o terceiro de Ae. albopictus. A seguir estdo representadas as
composicBes dos vinte e um tratamentos de cada grafico acima: 1) 20-0-0, 2) 40-0-0, 3) 60-0-0, 4)
0-20-0, 5) 0-40-0, 6) 0-60-0, 7) 0-0-20, 8) 0-0-40, 9) 0-0-60, 10) 20-0-20, 11) 30-0-30, 12) 20-0-40,
13) 40-0-20, 14) 0-20-20, 15) 0-30-30, 16) 0-20-40, 17) 0-40-20, 18) 20-20-0, 19) 30-30-0, 20) 20-
40-0, 21) 40-20-0.

3 Para a leitura da secéo resultados, considere a competicdo entre A. aegypti sem wMel e A. aegypti com wMel
como interespecifica, embora se trate apenas de linhagens diferentes.

38



Tabela 6- NUmero* de mosquitos que sobreviveram ate a fase adulta, em cada um dos grupos, diante das diferentes condi¢des analisadas

0.25¢
Ae. aegypti semwMel Ae. aegypti comwMel Ae. albopictus
Tratamentos | Total Média Desvio padrao| Tratamentos | Total Meédia Desvio padrao| Tratamentos | Total Meédia Desvio padrao
1 79.0 19.8 0.4 4 81.0 20.3 1.6 7 68.0 17.0 2.5
2 41.0 10.3 2.7 5 52.0 13.0 35 8 137.0 34.3 4.9
3 36.0 9.0 1.9 6 39.0 9.8 2.2 9 109.0 27.3 10.9
10 14.0 3.5 1.1 14 34.0 8.5 4.0 10 54.0 135 2.9
11 6.0 15 0.5 15 11.0 2.8 1.5 11 58.0 14.5 2.3
12 8.0 2.0 1.2 16 12.0 3.0 1.2 12 70.0 17.5 3.0
13 16.0 4.0 0.7 17 24.0 6.0 2.1 13 52.0 13.0 2.1
18 20.0 5.0 2.7 18 21.0 53 1.9 14 64.0 16.0 1.2
19 16.0 4.0 0.7 19 14.0 35 11 15 53.0 13.3 2.9
20 11.0 2.8 1.5 20 28.0 7.0 1.6 16 62.0 155 4.4
21 19.0 4.8 0.8 21 16.0 4.0 2.1 17 43.0 10.8 2.6
0.50g
Ae. aegypti semwMel Ae. aegypti comwMel Ae. albopictus
Tratamentos | Total Média Desvio padrao| Tratamentos | Total Média Desvio padrdo| Tratamentos [ Total Média Desvio padrao
1 80.0 20.0 0.0 4 79.0 19.8 0.4 7 74.0 18.5 22.2
2 56.0 14.0 55 5 68.0 17.0 8.9 8 137.0 34.3 41.6
3 54.0 13.5 2.1 6 41.0 10.3 2.2 9 103.0 25.8 31.7
4 56.0 14.0 4.1 14 50.0 12.5 2.6 10 70.0 17.5 21.1
5 35.0 8.8 8.8 15 16.0 4.0 24 11 58.0 14.5 17.6
6 4.0 1.0 0.7 16 30.0 7.5 6.1 12 97.0 24.3 29.9
7 18.0 45 2.2 17 22.0 55 3.0 13 63.0 15.8 19.2
8 41.0 10.3 4.7 18 34.0 8.5 3.4 14 66.0 16.5 20.0
9 13.0 33 0.8 19 23.0 5.8 0.8 15 64.0 16.0 19.3
10 9.0 4.5 1.5 20 14.0 7.0 3.0 16 84.0 21.0 255
11 17.0 4.3 3.1 21 15.0 3.8 2.0 17 55.0 13.8 16.5

*0O namero total foi obtido a partir do somatério das quatro réplicas de cada tratamento.
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Figura 25- Tempo de desenvolvimento de Ae. aegypti sem wMel, Ae aegypti com wMel e Ae.

albopictus obtidos nos diferentes tratamentos de competicdo intra e interespecifica (média de 4

experimentos). Para cada um dos gréaficos, os diferentes tratamentos s&o indicados com um cddigo

composto por trés nimeros, em que o0 primeiro nimero representa a densidade inicial de Ae. aegypti

sem wMel, o segundo de Ae. aegypti com wMel e o terceiro de Ae. albopictus. A seguir estdo

representadas as composic¢des dos vinte e um tratamentos de cada gréfico acima: 1) 20-0-0, 2) 40-0-
0, 3) 60-0-0, 4) 0-20-0, 5) 0-40-0, 6) 0-60-0, 7) 0-0-20, 8) 0-0-40, 9) 0-0-60, 10) 20-0-20, 11) 30-0-
30, 12) 20-0-40, 13) 40-0-20, 14) 0-20-20, 15) 0-30-30, 16) 0-20-40, 17) 0-40-20, 18) 20-20-0, 19)

30-30-0, 20) 20-40-0, 21) 40-20-0.
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5.2.3 Tamanho das asas dos adultos

Em todos os tratamentos, com 0,25g e 0,509, o tamanho das asas das fémeas foi
maior que o dos machos, como esperado (Fig. 26). Nas condi¢cBes de competicdo
intraespecifica, o tamanho das asas é inversamente proporcional a densidade larval. Em
situacOes de competicdo entre Ae. aegypti sem ou com wMel, os insetos maiores foram

aqueles que possuem a bacteéria, apesar disso, ambos foram maiores que Ae. albopictus.
5.2.4 Proporc¢ao de machos e fémeas adultos

A tabela 6, apresenta o numero de insetos que conseguiram sobreviver até a fase
adulta. O sexo destes insetos foi verificado e assim pode-se calcular a proporcdo de machos
e fémeas, para cada condicdo estudada (Fig 27). Nota-se que Ae. aegypti sem wMel sofreu
maior distor¢cdo na proporgdo sexual, seguido por Ae. aegypti com wMel e Ae. albopictus.

Além disso, aparentemente, ha maior distorcao nas condi¢fes de competicao interespecifica.
5.2.5 Indice de performance (1)

Sob condicdes de competicdo exclusivamente intraespecifica, os indices A’ para Ae.
aegypti sem e com wMel sofrem reducdo de 1,2 para 1,0 ao dobrar a densidade larval
(tratamento 2). Por outro lado, o indice A’ para Ae. albopictus s6 é reduzido, de modo
semelhante, quando a densidade larval é triplicada (tratamento 3) (Fig. 28). Apesar disso,
todos os grupos estudados, sob competicdo intraespecifica, conseguiram conservar o indice
A’ acima de 1, 0 que significa que poderiam se manter com sucesso no ambiente.

De modo geral, nos tratamentos com situacGes de competicdo interespecifica, o
indice de A’ para Ae. albopictus foi maior que Ae. aegypti sem e com wMel, mantendo-se
sempre superior a 1. Ae. aegypti com wMel teve o indice de A’ sutilmente maior que Ae.

aegypti sem wMel.

41



404
3.5+
304
254
204
154
1.0+
0.5

las asas (mm)

0.0

Ae aegypti sem wilel

©  Macho
# Fémea

404
3.5+
3.0
254
204
154
1.0+
0.5

=

=
E
=
E

=
g
8

0.0

3 10 11 12 13 18
Tratamentos (0.25g)

Ae aegypti sem wilel

20 21

©  Macho
# Fémea

3 10 11 12 13 18

Tratamentos (0.50g)

0N

Tamanho das asas (mm)

Tanaho das asas (mm)

4.0+
354
304
254
2.0+

1.0
054

0.0

Ae aegypti com wiMel

© Macho
® Fémea

. o 3 * 2 @

L )
Q.

00 404

4.0+
354
304
254
2.0+
1.5
1.0
054

Ln

[+ 3N ]

0.0

6 14 15 16 17 18 19 20 21
Tratamentos (0,25g)

Ae aegypti com wiMel

[ I ]
O
[~
oe

6 14 15 16 17 18 19 20 21
Tratamentos (0,50g)

Tamanho das asas (mm)

Tanaho das asas (mm)

4.0+
354
304
254
2.04
1.5+
1.0+
054

0.0

o......

Ae. albopictus

620 5 %% 00

4.0+
354
3.04
254
2.04
1.5+
1.0+
054

0.0

o .
Qe

g 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tratamentos (0.25g)

Ae. albopictus

O
o
o e
o »
o
O
(= 2N
[

o s

§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Tratamentos (0.50g)

o Macho
* Fémea

0 Macho
* Fémea

Figura 26- Tamanho das asas de Ae. aegypti sem wMelBr, Ae aegypti com wMel e Ae. albopictus obtidos nos diferentes tratamentos de competi¢do intra e interespecifica

(média de 4 experimentos). Para cada um dos graficos, os diferentes tratamentos sdo indicados com um c6digo composto por trés nimeros, em que 0 primeiro nimero

representa a densidade inicial de Ae. aegypti sem wMel, o segundo de Ae. aegypti com wMel e o terceiro de Ae. albopictus. A seguir estdo representadas as composigdes
dos vinte e um tratamentos de cada gréafico acima: 1) 20-0-0, 2) 40-0-0, 3) 60-0-0, 4) 0-20-0, 5) 0-40-0, 6) 0-60-0, 7) 0-0-20, 8) 0-0-40, 9) 0-0-60, 10) 20-0-20, 11) 30-0-30,
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Figura 27- Proporcdo de machos e fémeas de Ae. aegypti sem wMel, Ae aegypti com wMel e Ae. albopictus obtidos nos diferentes tratamentos de competicdo intra e
interespecifica (média de 4 experimentos). Para cada um dos graficos, os diferentes tratamentos sédo indicados com um cédigo composto por trés nimeros, em que 0 primeiro
namero representa a densidade inicial de Ae. aegypti sem wMel, o segundo de Ae. aegypti com wMel e o terceiro de Ae. albopictus. A seguir estdo representadas as
composicdes dos vinte e um tratamentos de cada gréafico acima: 1) 20-0-0, 2) 40-0-0, 3) 60-0-0, 4) 0-20-0, 5) 0-40-0, 6) 0-60-0, 7) 0-0-20, 8) 0-0-40, 9) 0-0-60, 10) 20-0-20,
11) 30-0-30, 12) 20-0-40, 13) 40-0-20, 14) 0-20-20, 15) 0-30-30, 16) 0-20-40, 17) 0-40-20, 18) 20-20-0, 19) 30-30-0, 20) 20-40-0, 21) 40-20-0.
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Figura 28- Indice de performance (1) de Ae. aegypti sem wMel, Ae aegypti com wMel e Ae.
albopictus obtidos nos diferentes tratamentos de competicdo intra e interespecifica (média de 4
experimentos). Para cada um dos graficos, os diferentes tratamentos sdo indicados com um codigo
composto por trés nimeros, em que o primeiro nimero representa a densidade inicial de Ae. aegypti
sem wMel, o segundo de Ae. aegypti com wMel e o terceiro de Ae. albopictus. A seguir estdo
representadas as composic¢des dos vinte e um tratamentos de cada gréfico acima: 1) 20-0-0, 2) 40-0-
0, 3) 60-0-0, 4) 0-20-0, 5) 0-40-0, 6) 0-60-0, 7) 0-0-20, 8) 0-0-40, 9) 0-0-60, 10) 20-0-20, 11) 30-0-
30, 12) 20-0-40, 13) 40-0-20, 14) 0-20-20, 15) 0-30-30, 16) 0-20-40, 17) 0-40-20, 18) 20-20-0, 19)
30-30-0, 20) 20-40-0, 21) 40-20-0.
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5.2.6 Efeito da oferta alimentar/per capita sobre o 1’ de Ae. aegypti com wMel

O grafico abaixo (Fig. 29) mostra o efeito da quantidade de comida por larva sobre
o indice A’ de Ae. aegypti com wMel. Nota-se que Ae. aegypti com wMel, sob competicédo
exclusivamente intraespecifica, tem o indice de performance superior aqueles observados
nas condi¢des interespecificas. Os indices A’ de Ae. aegypti com wMel sdo sutilmente
superiores na presenca de Ae. aegypti sem wMel, quando comparados aos que estdo na
presenca de Ae. albopictus, ressaltando sua superioridade competitiva diante dos mosquitos

Ae. aegypti selvagem e inferioridade diante de Ae. albopictus.
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Figura 29- Efeito da oferta alimentar/per capita sobre 0 0 A” de Ae. aegypti com wMel, sob
competicdo com Ae. aegypti sem wMel, Ae. aegypti com wMel e Ae. albopictus, respectivamente.
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5.2.7 Simulacdo do efeito da competicdo por recursos, em condi¢cdes com diferentes

densidades populacionais, no indice de performance das espécies competidoras

A simulacdo realizada em colaboracdo com a equipe do PROCC encontra-se
disponivel online e pode ser consultada, gratuitamente, no link a sequir:

https://dvillela.shinyapps.io/rescomp/. Nesta pagina, é possivel alterar os valores das

densidades populacionais das espécies competidoras e verificar como as diferentes situagdes
de competicdo podem impactar o indice A’. Aqui, selecionamos um dos resultados obtidos
com 0 modelo matemaético (Fig. 30), onde os indices A’ de cada populagdo (1) variam em
funcdo das densidades das populagGes competidoras (2) (Tabela 7). Pode-se observar que
cada uma das especies analisadas suporta a competicdo com um numero de individuos
distintos em sua populagdo, antes que o indice A’ seja inferior a 1, o que representa o
decréscimo de sua populagdo. A partir das densidades exibidas na Tabela 8, os indices de
performance sdo inferiores a 1, nota-se que Ae. albopictus foi a espécie que suportou a maior
densidade antes do seu indice decair, mostrando novamente que é a espécie mais tolerante a

ambientes intensamente competitivos.

Tabela 7- Densidades de cada uma das populagdes competidoras observadas na simulacao

. ) Competindo com a populacéo (2) de:
Populagdo (1) de: Ae. aegypti Ae. albopictus Ae. aegypti + wMel
Ae. aegypti 0-100 20 20
Ae. albopictus 20 0-100 20
Ae. aegypti + wMel 20 20 0- 100

Tabela 8- Limite de densidade populacional das espécies competidoras onde os indices de

performance passam a valores < 1,0

. ] Competindo com a populacéo de:
Desempenho da populagao de: Ae. aegypti Ae. albopictus Ae. aegypti + wMel
Ae. aegypti 28 29 28
Ae. albopictus 51 50 58
Ae. aegypti + wMel 52 48 43
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Figura 30- Simulacdo do efeito da competigdo por recursos, em condicGes com diferentes densidades populacionais, no indice de performance das espécies competidoras.
No eixo Yy, encontram-se o indice lambda para cada espécie competidora 1, citada nas barras cinzas a direita deste mesmo eixo. No eixo x, 0 nimero de individuos das
espécies competidoras 2 (Ae. aegypti sem wMel [2a], Ae. albopictus [2b] e Ae. aegypti com wMel [2c], diferenciadas pelas cores presentes na legenda ao lado direito. Para
cada curva, de cada um dos trés graficos, temos cada uma das espéc ies competidoras 2, variando de 0 a 100 e as demais com 20 individuos. As linhas verticais destacam o0s

pontos onde os indices A’ sdo iguais a 1.
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6 DISCUSSAO

Esta dissertacdo foi subdividida em duas etapas: (a) Monitoramento da densidade
populacional e da proporcao de Ae. aegypti e Ae. albopictus em Jurujuba, Tubiacanga, Urca
e Vila Valqueire, areas previamente escolhidas pelo projeto “Eliminar a Dengue: Desafio
Brasil” para soltura dos mosquitos Ae. aegypti com wMel; e (b) ensaios de competicéo larval
intra e interespecificos para estimar o crescimento de cada popula¢do com base no indice de
performance dos mosquitos (A’), composto por estimativas de tempo de desenvolvimento,
sobrevivéncia larval, tamanho do adulto e fecundidade. O objetivo inicial do monitoramento
era conhecer as reais proporcdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus visando a calibracdo das
densidades destas espécies nos ensaios de competicdo. Contudo, surpreendentemente, as
densidades populacionais de Ae. albopictus foram extremamente reduzidas nas areas
estudadas. Apesar disso, em outras areas da cidade do Rio de Janeiro as proporc¢des de Ae.
albopictus sdo consideravelmente maiores que as proporcdes aqui observadas (Dados da
SMS-RJ, ndo publicados). Sendo assim, optou-se por ndo utilizar os valores coletados no
periodo de monitoramento e simular a competi¢cdo com valores de densidades ja utilizadas
em outros trabalhos (Braks et al., 2004; Juliano, 1998).
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6.1 Monitoramento das populacdes de Ae. albopictus e Ae. aegypti, em campo

O monitoramento das populagdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus foi
majoritariamente realizado atraves das ovitrampas monitoradas semanalmente por um
periodo de um ano. Estas armadilhas ndo sao utilizadas nos programas de vigilancia
entomoldgica, contudo tém demonstrado ser um meétodo mais sensivel que as técnicas
classicamente utilizadas, como a pesquisa larvaria usada para calcular os indices de Breteau
e de Infestacdo Predial (Reiter et al., 1991; Rawlins et al., 1998; Braga et al., 2000). Além
de constituir um metodo econdmico e operacionalmente viavel. Por isso, tém sido
frequentemente utilizadas para monitorar as populacdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus
(Sivanathan, 2006; Rios-Veldsquez et al., 2007; Costa et al., 2008; Hondrio et al., 2009a;
Moreira, 2013). Todavia, para que os indices de positividade e densidade de ovos possam
ser considerados indicadores de risco de transmissdo da dengue é necessario remover a
lacuna que héa entre estes indices e a estimativa da densidade da populacdo adulta do vetor
(Gomes, 1998; Focks, 2003). Tal lacuna se deve, principalmente, ao fato de 95,8% das
fémeas gravidas de Aedes sp. distribuirem os seus ovos em mais de um criadouro, um

fendmeno conhecido como oviposi¢cdo em saltos (Abreu, 2010).

Através das armadilhas ovitrampas foi possivel coletar 623.242 ovos de Aedes spp.
nas quatro areas de estudo, ao longo do periodo de um ano. A partir dos ovos coletados, 0s
indices de positividade, densidade e a proporc¢édo de Ae. aegypti em relacdo ao Ae. albopictus
foram calculados. A positividade média variou entre 77,5% e 87,8% entre as areas de estudo,
contudo apresentou constantemente 0 mesmo padrdo sazonal. Os IPO foram inicialmente
reduzidos, provavelmente, devido ao periodo frio e seco que caracteriza o inverno. No inicio
da primavera, com o aumento da temperatura e da pluviosidade, os IPO aumentaram
significativamente; oscilaram discretamente durante o verdo, de acordo com as variacfes
pluviométricas; aumentaram sutilmente no outono e comegaram a declinar no inicio do
segundo inverno. Estudos anteriores também verificaram o padrdo sazonal, caracterizado
pelo aumento na propor¢do de armadilhas positivas nos periodos com temperatura e
pluviosidade elevada e reducdo nos periodos frios e secos (Micieli e Campos, 2003; Vezzani
et al., 2004; Costa et al., 2008; Honorio et al., 2009a; Moreira, 2013).

A densidade vetorial foi heterogénea entre as areas monitoradas: 36,11% dos ovos
foram coletados em Tubiacanga, 26,82% em Vila Valqueire, 20,38% em Jurujuba e 16,67%
na Urca. A quantidade de mosquitos foi inversamente proporcional a densidade humana,
Vvisto que as areas com menor numero de ovos coletados foram aquelas onde ha maior
numero de habitantes por hectare. Apesar disso, 0 abastecimento de &gua irregular e a
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presenca de reservatorios externos de agua podem ter contribuido para o aumento da
densidade vetorial em algumas areas (Tauil, 2001).

Alguns estudos apontaram o verdo como periodo de maior densidade de Aedes sp
(Avendanha, 2006; Moreira, 2013). No presente estudo, 0 numero de ovos coletados no
outono superou o do verdo, assim como observado por Serpa et al. (2006) e Micieli e Campos
(2003). Provavelmente isso se deve a diferenga dos niveis pluviométricos entre o verdo e
outono, visto que o verdo de 2013 foi atipicamente seco e os fatores abidticos como
precipitacdo e temperatura possuem influéncia significativa nos indices gerados pelas
ovitrampas (Moreira, 2013; Honorio et al. (2009b).

Apos eclosdo, criacdo e identificagdo das larvas, foi possivel verificar que, em todas
as areas monitoradas, o nimero de Ae. aegypti foi superior a 99%. Estudos anteriores
também verificaram maior proporcdo de Ae. aegypti em relacdo ao Ae. albopictus (Passos et
al., 2003; Lima-Camara et al., 2006; Serpa et al., 2006; Silva et al., 2006; Silvanathan, 2006;
Rios-Velasquez et al., 2007; Dibo et al., 2008; Oliveira e Biazoto, 2012). O nimero reduzido
de Ae. albopictus pode ser reflexo de sua baixa densidade populacional e/ou do seu maior
ecletismo em depositar 0s seus ovos em diferentes tipos de criadouros, naturais e artificiais,
no ambiente urbano, quando comparado ao Ae. aegypti (Reiter e Sprenger, 1987; Gomes e
Marques, 1998; Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1994; Estrada-Franco e Craig Jr 1995,
Chiaravalloti-Neto et al., 1996; Forattini et al., 1998a e b; Hondrio e Lourengo-de-Oliveira,
2001; Silva et al., 2006; Paupy et al., 2009; Oliveira e Biazoto, 2012). Além disso, dentro
do numero total de ovos depositados nas ovitrampas, € possivel que a mortalidade dos
embribes seja diferenciada entre as duas espécies, sendo a viabilidade dos ovos de Ae.
albopictus inferior a de Ae. aegypti (Leandro, 2012), tanto na estagdo seca quanto na
chuvosa, no laboratério ou no campo (O’Neal e Juliano, 2013).

Durante o periodo do verdo praticamente nenhum Ae. albopictus foi identificado nas
areas de estudo a partir do material coletado pelas ovitrampas. Resultados semelhantes foram
verificados por Juliano et al. (2002), Serpa et al. (2006) e Hondrio et al. (2009a). Serpa et
al. (2006) observaram uma correlacdo significativa da pluviosidade e da temperatura
méaxima com a densidade deste vetor, que mostrou ser extremamente sensivel aos fatores
ambientais. Nos estudos de Juliano et al. (2002) foi verificado a redugdo de ovos de Ae.
albopictus no periodo seco comparado com o periodo chuvoso, aléem da preferéncia desta
espécie por criadouros em locais sombreados, oposto ao verificado por Ae. aegypti, que
inclusive aumentou sua densidade em periodos mais quentes e secos. Ademais, mostraram
que a mortalidade dos embrides de Ae. albopictus é dependente da temperatura e umidade,

onde umidades baixas e temperaturas altas provocam o aumento da taxa de mortalidade, o
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que ndo ocorreu com Ae. aegypti. Talvez seja por isso, que as fémeas gravidas, desta espécie,
depositam com maior frequéncia os seus ovos em locais sombreados (Neves e Silva, 1989;
Hondrio e Lourengo-de-Oliveira, 2001). Vargas (2012) verificou que o tempo para
completar o desenvolvimento embrionario e para adquirir a resisténcia a dessecacdo de Ae.
albopictus é superior ao de Ae. aegypti. Portanto, a baixa frequéncia de Ae. albopictus
possivelmente seja justificada, em parte, pela menor resisténcia de seus ovos a dessecacao,
como verificado por Mogi et al. (1996). Estes dados sugerem que os periodos secos podem
causar desproporcionalmente maior mortalidade de ovos Ae. albopictus, comparativamente
a ovos de Ae. aegypti. Logo, climas quentes e secos podem favorecer Ae. aegypti e reduzir
0s impactos da competicdo com Ae. albopictus via mortalidade diferencial de ovos de Ae.
albopictus, possibilitando a coexisténcia dessas espécies em certos locais.

No mesmo periodo em que foi realizado o monitoramento com auxilio das
ovitrampas, coletas de fémeas adultas também foram realizadas com o auxilio de armadilhas
BGs sentinelas. Surpreendentemente, durante algumas semanas, a propor¢do de Ae.
albopictus coletados com as BGs sentinelas foi superior aquela observada com as
ovitrampas, embora ndo tenha ultrapassado 15% dos espécimes coletados. Contudo a
proporcédo anual foi semelhante as ovitrampas, com mais de 99% de Ae. aegypti. Importante
ressaltar que as BGs foram majoritariamente instaladas no intradomicilio enquanto as
ovitrampas encontravam-se no peridomicilio.

O registro da maior frequéncia de Ae. albopictus no intradomicilio, comparada ao do
peridomicilio, se opde ao que padrdo observado por outros estudos (Chiaravalloti-Neto et
al., 1996; Gomes, 2005; Lima-Camara et al., 2006). De modo geral, acredita-se que Ae.
albopictus foi essencialmente uma espécie selvagem que procriava e alimentava-se nas
margens das florestas, passando a adaptar-se inicialmente ao peridomicilio dos imoveis,
principalmente nos espacos suburbanos com menor alteracdo antrépica e maior cobertura
vegetal. Recentemente, este mosquito tem se disseminado para espagos urbanos, inclusive
para 0 ambiente intradomiciliar. Esse gradativo processo de urbanizacdo do Ae. albopictus
pode estar relacionado a intensa acdo antropica sobre 0s meios naturais, que podem reduzir
a disponibilidade de fontes para os repastos sanguineos, e/ou com a construcdo de
residéncias mais proximas ao ambiente natural do vetor. Algumas coletas realizadas em
Jurujuba e Vila Valqueire, no mesmo periodo deste estudo, detectaram abundéncia de Ae.
albopictus em criadouros artificiais e naturais, em areas com maior cobertura vegetal
(Stéphanie Silva Campos e de Monique Albuquerque Mota, dados ndo publicados). Sendo

assim, é provavel que nas areas de estudo, Ae. albopictus ainda encontre potenciais
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criadouros nas areas com maior cobertura vegetal mas se desloque, ocasionalmente, em
busca de fonte alimentar, o que permitiu a captura pelas BGs sentinelas.

O processo de urbanizacdo do Ae. albopictus e o fato dele se tornar cada vez mais
antropofilico, pode elevar os riscos de transmissao de certas doencas as populacdes humanas
(Dieng et al., 2010). Populagdes brasileiras de Ae. albopictus e de outros paises americanos,
sob condicdes experimentais, ttm demonstrado ser altamente competentes para se infectar e
transmitir dengue, febre amarela e chikungunya (Mitchell et al.,1987; Miller et al., 1989;
Lourenco-de-Oliveira et al., 2013; Vega-Rua et al., 2014), além de outros 19 arbovirus
(Moore e Mitchel, 1997) e patdégenos como Dirofilaria immitis e Dirofilaria repens
(Cancrini et al., 2003; Gratz, 2004). Neste sentido, é necessario expandir as estratégias de
controle vetorial, de modo a incluir o mosquito Ae. albopictus nos programas de
monitoramento sistematico das populac6es de vetores e nas estratégias de controle da dengue
e chikungunya, permitindo uma rapida e eficiente intervencdo no sentido de conter a
ocorréncia de possiveis surtos destas doengas.

A eficiéncia da nova estratégia de controle da dengue baseado na utilizacdo da
bactéria Wolbachia pipientis (cepa wMel) para bloquear a transmissdo do virus da dengue
pelo mosquito Ae. aegypti, depende consideravelmente da etapa de substituicdo da
populagéo original de Ae. aegypti pela populacdo com wMel. A competicdo de Ae. aegypti
com wMel com outras espécies ja presentes no ambiente pode dificultar esta etapa. Contudo,
nas areas estudadas, é provavel que as populacdes de Ae. albopictus ndo interfiram neste

processo devido a sua baixa densidade nestes locais.
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6.2 Competicdo intra e interespecifica de Ae. albopictus e Ae. aegypti, com e sem W.

pipientis

No ambito do projeto “Eliminar a Dengue: Desafio Brasil, fémeas de Ae. aegypti com
wMel tém sidos liberadas em areas previamente monitoradas por equipes do projeto. Estas
fémeas, provavelmente, colocam seus ovos em criadouros onde fémeas de Ae. aegypti
selvagem e de outras espécies, como Ae. albopictus, j& ovipuseram. Desta maneira, a invasdo
de Wolbachia pipientis em populagdes naturais depende da aptiddo dos mosquitos com a
bactéria diante dos competidores que compartilham o mesmo criadouro. Sendo assim,
compreender o impacto da competicdo entre estas espécies no fitness de Ae. aegypti com
wMel é essencial para delimitar um método de soltura racional e eficaz, baseado nas
densidades populacionais das espécies competidoras de cada area, para que a invasdo da
bactéria em populag6es naturais seja bem sucedida.

Neste trabalho, realizamos ensaios de competicdo larval intra e interespecifica para
estimar o crescimento da populacdo com base em um indice composto de desempenho
populacional (A’) em 21 tratamentos, com quatro repeti¢cdes cada, variando a quantidade de
recursos alimentares (0,25g e 0,50q): Ae. aegypti sem wMel: Ae. aegypti com wMel: Ae.
albopictus - 20:0:0, 40:0:0, 60:0:0, 0:20:0, 0:40:0, 0:60:0, 0:0:20, 0:0:40, 0:0:60, 20:20:0,
30:30:0, 20:40:0, 40:20:0, 20:0:20, 30:0:30, 20:0:40, 40:0:20, 00:20:20, 00:30:30, 00:20:40,
00:40:20.

De modo geral, a comparacao dos indices de performance das populacdes estudadas
permite determinar a espécie com maior potencial competitivo (Juliano, 1998; Braks et al.,
2004). Nas condigdes testadas, Ae. albopictus foi claramente o competidor superior sobre
Ae. aegypti sem e com wMel, mantendo crescimento populacional positivo mesmo sob altas
densidades larvais e baixo recurso per capita, assim como observado por Braks et al. (2004)
e Juliano (1998). Barrera (1996), Daugherty et al. (2000), Beilhe et al. (2013) e O’Neal e
Juliano (2013) também avaliaram a competicdo entre estas espécies e obtiveram resultados
semelhantes. Juliano (2010) comparou resultados de inimeros trabalhos em uma meta
analise e reiterou a vantagem competitiva de Ae. albopictus sobre Ae. aegypti. Também foi
demonstrado que Ae. albopictus também é um competidor superior em relacdo a Ae.
japonicus (O’Donnell, 2009) e Culex. pipiens (Costanzo et al., 2005). Tais dados refor¢cam
a necessidade de se manter o olhar sob a densidade de Ae. albopictus para maximizar as
chances de éxito na liberacdo de Ae. aegypti com wMel.

O indice de performance estimado para Ae. aegypti, sob competicdo com Ae.

albopictus, foi mais severamente reduzido nas condi¢des de escassez de recursos devido
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aumento da densidade larval. Na presenca de wMel, apenas as condi¢cdes de maior
densidade, com namero de larvas igual (0:30:30) ou inferior (0:20:40) a de Ae. albopictus
provocaram decréscimo populacional. Na auséncia de wMel, mesmo com o dobro de larvas
de Ae. aegypti em relacdo a Ae. albopictus, o indice A’ foi menor que 1. Nos tratamentos
criados para avaliar a competicdo entre Ae. aegypti com wMel e Ae. aegypti selvagem, os
mosquitos com a bactéria também foram sutilmente superiores aqueles sem wMel, mesmo
ndo considerando incompatibilidade citoplasmatica dos mosquitos com a bactéria (Werren
et al. 2008).

O crescimento de populacGes de Ae. aegypti nos criadouros pode ser limitado pela
competicdo por recursos alimentares (Southwood et al., 1972). Deste modo, a oferta
alimentar limitada em todas as condi¢des estudadas, associada a competi¢do, podem ter
contribuido para a alta mortalidade, além de prolongar o tempo de desenvolvimento, como
também foi verificado por Tun-Lin et al. (2000). Em todos os tratamentos estudados a
sobrevivéncia de Ae. albopictus foi superior a de Ae. aegypti selvagem e com wMel, sendo
esta sempre reduzida nas condigfes com menor oferta alimentar, assim como reportado por
Braks et al. (2004) e Juliano (1998). A sobrevivéncia de Ae. aegypti com wMel foi superior
a de Ae. aegypti selvagem, assim como observado por Ross et al. (2014).

As larvas de mosquitos estdo sujeitas as variacdes da temperatura ambiente,
principalmente aquelas que vivem em pequenas cole¢des de agua (Neven, 2000; Forattini,
2002). De acordo com Beserra et al. (2009b), com base no tempo de desenvolvimento, na
viabilidade dos imaturos e na fecundidade dos adultos de Ae. aegypti, tais temperaturas
encontram-se na faixa “favoravel” ao vetor (entre 22°C ¢ 32°C). Neste estudo, a temperatura
variou entre 15,3°C a 37,4°C, atingindo a média de 23,2°C. Possivelmente, a temperatura
intensificou a mortalidade provocada pela escassez de recursos, nas situacGes de intensa
competicdo, resultando em baixa sobrevivéncia, em quase todas as condi¢des testadas para
a espécie.

O estresse fisiologico em estagios juvenis produz efeitos negativos que podem
transitar para a fase adulta (Breaux, 2012). A escassez de recursos alimentares na fase de
larva, além de prolongar o desenvolvimento e também aumentar a mortalidade dos
mosquitos (Oliveira, 2013) também reduz o tamanho do adulto, a fecundidade, a
longevidade, o periodo pré alimentacdo e as respostas imunologicas; aumenta a taxa de
discordancia gonotrofica e de dispersdo (Mori, 1979; Beaty e Marquardt, 1996; Mogi, 1981
apud Cermak, 1998; Telang et al., 2012; Breaux 2012). Estudos também sugerem que
mOosquitos expostos a estresse alimentar podem ser mais suscetiveis a infecc¢éo viral, visto

que tal condicédo interfere no processo imunoldgico do inseto (Nasci e Mitchell, 1994;
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Breaux, 2012). Sendo assim, a nutricdo adequada € essencial para o desenvolvimento de
adultos com melhor fitness. Por tudo isso, ao oferecer maior quantidade de comida (0,59),
esperava-se obter resultados significativamente melhores a condigéo de escassez (0,25¢g). No
entanto, os resultados para ambas condi¢6es foram muito semelhantes, sugerindo que o
efeito da competicdo larval pode ser resultado de multiplos fatores.

Yee et al., 2004 sugerem que a sobrevivéncia, em condi¢cGes de competicdo
interespecifica, pode variar devido a diferenca na eficacia com que as larvas exploram os
recursos alimentares. Eles verificaram que Ae. albopictus gasta significativamente mais
tempo associado com superficies foliares, onde bactérias e fungos proliferam, do que Ae.
aegypti, o que pode contribuir para a vantagem competitiva de Ae. albopictus em ambientes
em que as folhas sdo o recurso predominante. Além disso, Juliano (1998) sugere que
protozoarios do género Ascogregarina podem influenciar na competicdo entre estas
espécies, favorecendo Ae. albopictus em situaces de campo. Outra possivel causa para a
sobrevivéncia diferenciada entre as espécies é a possibilidade de haver niveis distintos de
tolerdncia aos compostos quimicos oriundos da decomposicdo dos substratos oferecidos
como fontes nutricionais ou das excretas das larvas (Carpenter, 1982; David et al., 2000).

Neste trabalho, sob condices de competicdo entre coortes diferentes, Ae. albopictus
se desenvolveu mais rapido que Ae. aegypti, como verificado por Leandro (2012).
Diferentemente do que foi observado por Ross et al., (2014), Ae. aegypti se desenvolveu
mais rapido na presenca de wMel. Isso pode indicar uma vantagem competitiva de Ae.
albopictus em relacdo a Ae. aegypti, e dos mosquitos infectados com wMel sobre os
selvagens, visto que o desenvolvimento mais rpido aumenta as chances destes mosquitos
atingirem o peso critico durante o estidgio larval e consequentemente aumenta a
sobrevivéncia da coorte (Davidowitz et al., 2003). A reducdo no tempo de desenvolvimento
também aumenta a probabilidade de sobrevivéncia em criadouros temporéarios e diminui o
tempo de exposi¢do a predacao durante o estagio imaturo, pois até mesmo larvas do mesmo
género, em estéadios diferentes e em condicéo de estresse, podem realizar predacdo (Suh e
Dobson, 2013).

A dieta pode ter refletido no longo tempo de desenvolvimento observado. Daugherty
et al. (2000), por exemplo, verificaram que a adicdo de carcacas de invertebrados nos
criadouros pode influenciar o tempo de desenvolvimento, a massa corporal das fémeas, a
sobrevivéncia e o indice A’ de ambas as espécies estudadas. Na auséncia das carcagas, a
sobrevivéncia foi igual a zero, demonstrando a sua importancia para o crescimento
populacional de Aedes. Neste estudo, substituimos as carcacas de invertebrados por

polissacarideos sintéticos a fim de maximizar o fitness dos mosquitos. Além disso, foram
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adicionadas folhas de abacate oriundas da serapilheira. No entanto, é possivel que a
guantidade de comida tenha sido muito reduzida o que refletiu em todos os aspectos
bioldgicos analisados.

O tamanho corporal das fémeas € um fator utilizado para determinacdo do indice de
performance, que pode ser estimado a partir do tamanho das asas. Embora o tamanho
corporal dos machos nao seja utilizado para calcular o indice A, as asas dos machos também
foram mensuradas e apresentaram o mesmo padrdo de resposta das fémeas as situagdes
testadas. E importante ressaltar que além da quantidade de comida ingerida, outros fatores,
como a temperatura, podem influenciar diretamente sobre o tamanho corporal dos
mosquitos. Oliveira (2013) dosou a quantidade de proteinas de Ae. aegypti para estimar a
massa corporal de cada inseto, visto que tais fatores estdo diretamente relacionados (Briegel
e Timmermann, 2001). Entdo, verificou que insetos criados a 22°C e a 26°C sdo menores
que aqueles criados a 31°C. Tun-Lin et al. (2000), Briegel e Timmermann (2001) também
verificaram que larvas de Ae. aegypti e Ae. albopictus criadas sob altas temperaturas e sem
estresse alimentar se tornam adultos grandes. Tal fato estd relacionado ao aumento da
absorcdo de alimentos e conversdo em biomassa provocada pela temperatura elevada
(Rashed e Mulla, 1989; Padmanabha et al. 2011). Ja os adultos oriundos da criacdo a 22°C
foram significativamente maiores que aqueles criados a 26°C, visto que, como demonstrado
por Padmanabha et al. (2011), em temperaturas mais baixas, 0 ganho de peso no inicio do
desenvolvimento produz um consideravel aumento liquido nas reservas de energia, como
resultado de um reduzido gasto metabdlico. Por outro lado, outros estudos demonstraram
que a reducdo do tempo de desenvolvimento, provocado pelo aumento da temperatura,
produziu mosquitos menores (Muturi et al., 2011; Polson et al., 2012).

Em experimentos realizados em condi¢Ges de campo, tais como o de Juliano (1998),
reportado por Lounibos et al. (2002) e Braks et al. (2004), Ae. albopictus também foi o
competidor superior em temperaturas médias de 24,8°C e 27,4°C, respectivamente. Lounibos
et al. (2002) analisaram os efeitos da competicdo entre Ae. aegypti e Ae. albopictus
submetidos a 24°C e 30°C, onde ambas espécies apresentaram significativo aumento do
indice A’ a 30°C. Contudo o aumento proporcional de A’ foi praticamente idéntico entre estas
especies. Alem disso, Juliano (1998) ndo observou correlacdes significativas do indice A’
com a temperatura. Logo, a temperatura pode influenciar certos pardmetros utilizados para
calcular o indice A, de modo a aumenta-lo ou reduzi-lo, contudo ndo ha evidéncia para
reversao das habilidades competitivas mediante alterac6es climéticas, como ja foi relatado

para Ae. aegypti e Ae. notoscriptus (Russel, 1986 apud Braks, 2004).
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Em todas as condicOes testadas, o tamanho das asas das fémeas foi maior que o dos
machos, como esperado para as espécies estudadas. De modo geral, nas condi¢cdes de
competicéo intraespecifica, o tamanho das asas foi inversamente proporcional a densidade
larval, como verificado por Braks et al. (2004). Em situac6es de competicdo entre Ae. aegypti
selvagem e com wMel, os insetos maiores foram aqueles que possuem a bactéria, assim
como verificado por Ross et al. (2014). Isso pode representar uma vantagem significativa,
visto que no género Aedes, maior tamanho corporal tem sido associado a um melhor fitness,
como por exemplo, maior resisténcia ao jejum (Ziegler, 1996); elevada sobrevida (Nasci,
1986; Briegel e Timmermann, 2001), ao sucesso no encontro do hospedeiro (Packer e
Corbet, 1989), eficiéncia na realizacdo do repasto sanguineo (Nasci, 1986; Ziegler, 1996) e
maior fecundidade (Packer e Corbet, 1989; Lyimo e Takken, 1993; Blackmore e Lord, 2000;
Ziegler, 1996). Tais fatores podem facilitar a disseminacdo de wMel em campo. Além disso,
o0 tamanho reduzido de Ae. albopictus, em situacdes competitivas, pode ter um significado
epidemioldgico importante, visto que mosquitos menores sao capazes de consumir mais
particulas virais (Nasci e Mitchell, 1994) e de realizar o repasto sanguineo com maior
frequéncia (Scott et al, 2000). Vale ressaltar, que o tamanho dos mosquitos mensurados neste
e em outros trabalhos, pode, de certo modo, subestimar o tamanho dos insetos encontrados
na natureza. Juliano (1998) pesou mosquitos coletados em cemitérios na Florida e verificou
que estes eram frequentemente maiores do que aqueles oriundos de condi¢Bes experimentais
competitivas semelhantes a utilizadas neste trabalho, sugerindo que a concorréncia na
natureza pode ndo ser tdo intensa como a que foi simulada.

Embora a razdo sexual em Culicineos geralmente seja de 1:1 (Gilchrist e Haldane,
1947 apud Clements, 1992; Ross et al., 2014), as popula¢es de mosquitos ja sdo conhecidas
por apresentarem desvio desta razdo quando criados sob condi¢cbes de grande competicdo
(Haramis, 1984; Frank et al., 1985 apud Cemak 1998; Nasci, 1988; Hawley, 1985 apud
Cemak 1998; Beserra, 2009a, Oliveira, 2013). No presente estudo, também foram
verificadas diferencas na proporcéo de machos e fémeas, para todas espécies analisadas. Ae.
aegypti selvagem sofreu maior distor¢cdo na proporc¢do sexual, sequido por Ae. aegypti com
wMel e Ae. albopictus, tais distor¢cdes podem ser consequéncia da alta mortalidade. Camara
(2013) também observou diferenca na razéo sexual Ae. aegypti e Ae. albopictus, com maior
producéo de machos no outono, primavera e verao.

No presente estudo, ndo foi verificado se as popula¢6es dos mosquitos Ae. albopictus
estavam naturalmente infectadas com Wolbachia pois a presenca da bactéria ndo altera o
fitness desta espécie (Gavotte et al., 2009). Também n&o analisamos a longevidade dos

mosquitos adultos, contudo dados indicam que efeitos negativos durante o desenvolvimento
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larval, capazes de provocar aumento do tempo de desenvolvimento e diminuicdo do
comprimento da asa como adultos, estdo diretamente associados com a reducdo na
longevidade, principalmente para competidores inferiores como Ae. aegypti (Reiskind e
Lounibos, 2009).

Resultados obtidos a partir da simulagéo dos efeitos da competicao por recursos entre
coortes de diferentes tamanhos sobre o indice de performance das popula¢Ges competidores
corroboram com os demais resultados previamente discutidos. Ae. albopictus demonstrou
suportar condicdes de competicdo mais intensas que as demais coortes antes de que seu
crescimento populacional declinasse.

Embora os mosquitos Ae. aegypti com a bactéria possuam vantagens competitivas
sobre aqueles que n&o possuem, variagOes espaco-temporais da densidade de Ae. aegypti
selvagens e de Ae. albopictus podem afetar a invasdo de Wolbachia pipientis, pois podem
provocar impactos significativo no fitness mediante situacdes altamente competitivas. Além
disso, Ae. albopictus mostrou ter capacidade de concorréncia superior em relagcdo ao Ae.
aegypti. Logo, para garantir o sucesso da coorte infectada e consequentemente a invasdo da
bactéria em campo, é preciso levar em consideracdo a densidade de Ae. albopictus nas areas
de soltura. Locais onde a sua densidade é intensa, maior nimero de mosquitos Ae. aegypti
com wMel deverdo ser soltos, tornando imprescindivel o monitoramento prévio das
populacOes naturais nas areas de soltura.

E preciso estar atento a possibilidade de populaces simpatricas de Ae. albopictus
assumirem o papel de vetores primarios de arboviroses, como dengue, chikungunya e febre
amarela, mediante o aumento da densidade vetorial nas areas de soltura de Ae. aegypti com
wMel. Alto et al. (2008) demonstrou que altos niveis de competicdo podem aumentar a
suscetibilidade de Ae. albopictus para o virus Denv 2, assim como seu potencial de
transmissdo. Logo, o aumento da capacidade vetorial de Ae. albopictus, pode ter profundos
impactos na epidemiologia de arboviroses nas areas do projeto “Eliminate Dengue”, uma
vez que pode ocorrer a substituicdo de um vetor competente por outro igualmente

competente.
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7 CONCLUSOES

- O indice de positividade das ovitrampas apresenta um padrdo sazonal caracterizado pelo aumento
na proporcao de armadilhas positivas nos periodos com temperatura e pluviosidade elevada e reducéo
nos periodos frios e secos. Em nosso estudo, o outono, foi a estacdo com maior positividade de

ovitrampas e densidade de ovos de Aedes spp, provavelmente devido ao maior nivel pluviométrico.

- A densidade vetorial € heterogénea nas areas monitoradas: Tubiacanga é area de maior densidade,

seguido por Vila Valqueire, Jurujuba e Urca.

- Durante os doze meses de estudo, a propor¢do de Ae. aegypti foi maior que a de Ae. albopictus, em
todas as areas monitoradas. Sendo assim, é provavel que nestas areas as populacdes de Ae. albopictus
ndo interfiram no processo de invasdo de Wolbachia pipientis

- Embora a abundancia de Ae. albopictus tenha sido baixa em todo periodo de estudo, a sua densidade
foi ainda mais reduzida no periodo seco (verao), indicando que provavelmente esta espécie apresenta
maior sensibilidade aos fatores ambientais. Neste sentido, é possivel que os periodos secos sejam 0s
mais adequados para a soltura dos mosquitos Ae. aegypti com wMel.

- A proporgao de Ae. albopictus no intradomicilio foi maior que no peridomicilio, sugerindo que esta

espécie tem se tornado mais antropofilica.

- Sob situagBes competitivas, Ae. albopictus tem menor tempo de desenvolvimento e maior
sobrevivéncia que Ae. aegypti (selvagem e com wMel), mantendo crescimento populacional positivo

mesmo sob altas densidades larvais e baixo recurso per capita.

- A presenca da bactéria parece conferir uma vantagem competitiva a espécie Ae. aegypti que se
desenvolve mais rapido, tem maior tamanho de asa e melhor performance na presenca de wMel,

mesmo ndo considerando incompatibilidade citoplasmatica.

- Para garantir o sucesso da coorte infectada e consequentemente a invasdo da bactéria em campo, é
preciso levar em consideracdo a densidade de Ae. albopictus nas areas de soltura. Em locais onde a
sua densidade € intensa, maior nUmero de mosquitos Ae. aegypti com wMel deverdo ser soltos,

tornando imprescindivel o monitoramento prévio das populagdes naturais nas areas de soltura.
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Anexo A: Localizacdo das armadilhas ovitrampas e BGs sentinelas nas areas de estudo
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Fonte: Aguas de Niteroi e Ampla
Edigdo ¢ Organizagido: Julia Novaes de B. Peixoto (2015)
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Anexo B: Screening da cepa wMel de W. pipientis

Reagentes

Squash buffer

0.485g TRIS base MW 121.14

0.1499 EDTA MW 372.24

1.169g NaCl MW 58.44

Quantidade para 400 mL de 4gua. Ajustar o pH para 8,3 e autoclavar.

Proteinase K
Proteinase K QIAGEN 10 mL (Cat#:19133) -15mg/mL estoque

Tagman Universal PCR Master Mix
Roche Cat#4304437

Placas Multiwell

- Para extracdo de DNA: placas de 96 pogos (Hard-Shell PCR Plates 96 well WHT/CLR)
Cat# HSP9601 — BioRad. 50 unidades.

- Strips of 8 caps. (PCR tube strips Domed 8-cap strips. Cat# TCS0801 — BioRad). 130
unidades.

- Placa para gPCR (ViiA7): MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate with barcode.
Applied Biosystem Cat#4306737. 20 unidades.

- Selante das placas de gPCR: MicroAmp Optical Adhesive Film. Applied Biosystem
Cat#4311971. 100 unidades.

Primers e sequéncias das sondas

Ae. aegypti (proteina ribossomal do gene RPS17)

Rpsl7_FW: 5’-TCCGTGGTATCTCCATCAAGCT-3’
Rpsl7_RV: 5’-CACTTCCGGCACGTAGTTGTC-3’
Rpsl17_TagM_Sonda: 5’-/56-

FAM/CAGGAGGAGGAACGTGAGCGCAG/BHQ 1/3’

wMel (gene WDO0513, especifico para wMel e ndo presente em wMelPop-CLA)
TM513 F: 5’-CAAATTGCTCTTGTCCTGTGG-3°
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TM513_R:

5’-GGGTGTTAAGCAGAGTTACGG-3’

TM513 TagM_sonda:

5’/CyS/TGAAATGGAAAAATTGGCGAGGTGTAGG/3IAbRQSp/3’

Kit de extracdo DNeasy
DNeasy Blood and Tissue kit (250) QIAGEN #69506

Distribuicdo dos mosquitos na placa

Para remocéo do alcool, cada mosquito foi lavado em &gua tipo | e secos em papel

absorvente, sendo colocados individualmente em um dos pogos da placa. Apds manuseio de

cada mosquito analisado, a pinca foi lavada com solu¢éo de hipoclorito e em agua tipo I, em

seguida foi seca com papel absorvente.

Controles

Para cada placa, dois mosquitos foram utilizados como controle da extracdo (pogos

H1 e H2 da placa, com e sem wMel, respectivamente). Os Gltimos dez pogos de cada placa

permaneceram vazios, pois eram destinados aos controles da PCR.

7 8 9 10 11 12

OOOOOOOOOOOO
9900000000000
900000000000

seesessceess

00000000
QOOOOOOOOQOO

MEL MEL ALB ALB ¥§": !‘,JEE# BUF BUF H,0 H,0

Mosquitos controles (infectados e nao infectados - controles
da extragdo.

Ndo adicionar mosquitos nos ultimos 10 pogos. Deixar vazios
para controles da PCR.

Modelo usado para preencher uma placa de 96 pocos. Cada placa inclui 2 controles da extracéo de

DNA e 10 controles da PCR. Controles: um mosquito da linhagem wMEL, um mosquito da linhagem

WMEL-TET, duplicata de DNA da linhagem wMEL extraido com kit comercial (giagen), duplicata
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de DNA de Ae. albopictus extraido com kit comercial (giagen), duplicata de DNA da linhagem
WMEL-TET extraido com kit comercial (giagen), duplicata do squash buffer, duplicata de 4gua ultra

pura.

Extracdo de DNA

Nas placas foram adicionados 50uL de squash buffer, 62,5 ul proteinase K, e uma
pérola de vidro estéril em cada poco. Apo6s isso, a placa foi selada com strips de plastico e
colocada no agitador Beadbeater (Biospec Products) por 90 segundos, para completa
maceracdo. Posteriormente, cada uma das placas foi centrifugada (3000 rpm; 5 min, RT),
pararetirar o liquido da tampa. Em seguida, cada placa foi transferida para um termociclador
Eppendorf (ciclos de incubacéo: 56°C, 5 min; 98 °C 15 min; e entdo resfriada a 14 °C). Apds
este ciclo o DNA encontrava-se extraido. O DNA foi diluido 10x com &gua para injecdo que
serviu de template para as corridas de qPCR. Ap0s extracdo, a placa, devidamente

identificada, pode ser mantida em geladeira por até 3 dias para a realizacdo da gPCR.

Ensaio com Tagman

Preparacdo do Master mix (do dia do experimento)

Aliquotas de primers (10 uM), sondas (10 puM) e d4gua em quantidade suficiente para
1 placa, foram retiradas do freezer, descongeladas e centrifugadas. As sondas foram
mantidas, cuidadosamente, longe da luminosidade, sendo armazenados em tubos envolvidos
com papel aluminio e homogeneizadas apenas por inversao do tubo. Em uma banheira

autoclavada, o master mix foi preparado, seguindo a listagem abaixo com a quantidade de

cada componente:
Quantidade por poco:
Tagman 7,5 uL
10 uM Fwd/Rev Rps17 0,375 pL
10 UM Rps17_TagM_Probe-FAM 0,15 pL
10 uM Fwd/Rev TM513 0,45 L
10 uM 513 TagM_Probe-Cy5 0,45 pL
H20 3,25 uL
DNA (adicionado por Gltimo) 2 UL
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Em cada placa de qPCR de 96 pocos, incluindo os controles da PCR, 13 puL de

master mix foi adicionado.

Amplificacdo e deteccao

Foram adicionados 2 pL do DNA nos pocos apropriados. Em seguida, 2 pL dos
controles da PCR foram adicionados e entdo a placa foi coberta com selante adesivo
especifico. Tais placas foram centrifugadas por 2 minutos a 1500g, protegidas da luz.
Posteriormente foram submetidas a PCR, seguindo as etapas de pré-incubacéo, amplificacao

e resfriamento.

Pré-incubacao 1 ciclo 50°C 2 min
950C 10 min

Amplificacéo 40 ciclos 95°C  15seg
60°C 1 min

Resfriamento

Andlise

Primeiramente, para cada PCR, foi verificado se toda a extracdo e todos os controles
estavam corretos, sO entdo a analise dos resultados foi feita observando a amplificacdo das
amostras com os valores de Ct em “Amplification Plot” e as curvas de fluorescéncia dos dois
genes utilizados em “Multicomponent Plot”. Em caso de amplificacdo duvidosa no gene
RPS17, os resultados foramcomparados com o controle de Ae. albopictus e os controles de

Ae. aegypti.

Protocolo de extragdo de DNA usando kit (controles da PCR)

Procedimento: usando homogeneizador elétrico ou pistilo manual

1- Coloque até 50mg de mosquito em um microtubo de 1,5mL (pool de 5 mosquitos)

2- Adicione 180 pL de PBS e homogeneize as amostras usando beatbeater, ou com pistilo
manual.

3- Adicione 20 pL de proteinase K e 200 pL do Buffer AL (sem alcool adicionado). Agite
no vortex e incube a 56°C por 20 minutos.

4- Adicione 200 pL de alcool absoluto nas amostras e agite em vortex.
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5- Pipete a mistura da etapa 4 (incluindo o precipitado) na coluna do kit acoplada em um
tubo de 2mL (fornecido pelo kit). Centrifugue em velocidade superior a 6000 x g (8000rpm)
por 1 minuto. Descarte o liquido e o tubo.

6- Coloque a coluna em outro tubo de 2mL (fornecido pelo kit) e adicione 500 pL do Buffer
AW1, centrifugue por 1 minuto a 6000 x g (8000rpm). Descarte o liquido e o tubo.

7- Cologue a coluna em outro tubo de 2mL (fornecido pelo kit) e adicionar 500 uL do Buffer
AW?2, centrifugue por 3 minuto a 20000 x g (14 000rpm) para secar a membrana da coluna.
Descarte o liquido e o tubo.

8- Coloque a coluna em um microtubo limpo de 1,5 ou 2mL (n&o fornecido pelo fabricante)
e pipete 200 pL do Buffer AE diretamente na membrana da coluna. Incube a temperatura
ambiente por 1 minuto e centrifugue por 1 min

uto a 6000 x g (8000 rpm).
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