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RESUMO

Aedes aegypti tem assumido um papel relevante na expansdo das &reas de transmissdo de
arboviroses como dengue, chikungunya e zika, especialmente nos paises tropicais. A principal
forma de controle destas doencas continua sendo a redugao populacional dos mosquitos vetores,
cujas estratégias de eliminacdo estdo geralmente associadas ao uso de inseticidas quimicos.
Estudos realizados nos ultimos anos demonstraram que populacfes de A. aegypti, inclusive do
Brasil, estdo resistentes a diversos compostos inseticidas. Assim, a avaliacdo de abordagens
alternativas mais efetivas, seletivas e ambientalmente seguras € um componente necesszario aos
programas de controle. O presente estudo avaliou o uso da técnica do inseto estéril (TIE), em
que os mosquitos machos de A. aegypti foram expostos a radiacio gama de ®°Co em sua fase de
pupa, antes de serem liberados na Ilha de Fernando de Noronha/PE, Brasil. Uma subpopulagédo
da prépria Ilha, vila da Praia da Conceicdo (Aedes-VPC) foi estabelecida e utilizada para a
producdo massal dos machos estéreis. Duas densidades para a criacdo de larvas foram testadas,
400 - 600 larvas/cuba e 601 - 1000 larvas/cuba, porém, ndo foram encontradas diferencas
significativas no peso das pupas e tamanho dos adultos. A maior densidade passou a ser adotada
na producdo massal, embora apenas 63% das larvas atingissem a fase de pupa em até 12 dias
apos a eclosdo. Ensaios em condi¢des simuladas de campo avaliaram o desempenho dos machos
VPC, irradiados com doses de 40 e 50 Gy, e confirmaram sua maior competitividade para o
acasalamento na propor¢do de 10 machos estéreis (ME) para cada macho selvagem (MS),
levando a inviabilidade de 80% dos ovos produzidos. Utilizando a proporcéo de 10ME:1MS foi
iniciado, em dez/2015, o teste piloto na VPC, uma das 15 vilas da Ilha de Fernando Noronha.
Nesta area de 2 ha e 23 imoveis foram estabelecidos quatro pontos peridomicialres de soltura.
Com base nos indicadores entomologicos estimados pela presenca e quantidade de ovos do
mosquito em armadilhas, ovitrampas sentinelas (Ovt-S), de 2015, foi estimada uma quantidade
inicial de 3.000 ME/semana para a VPC. Até dezembro de 2016 foram realizadas 51 solturas,
semanais, liberando aproximadamente 234.000 ME. Nas primeiras 18 solturas os ME foram
esterilizados com 40 Gy e nas demais com 50 Gy. A partir do nimero médio de ovos/Ovt-S/més
(NMO), da porcentagem de ovos inviaveis (POI) detectados na VPCre comparando 2015 e 2016
e da porcentagem de inviabilidade induzida de ovos na VPCrig, comparada a area controle, vila
do Trinta, observou-se uma diminuig&o da infestacdo por A. aegypti na &rea de liberacdo dos ME
na ordem de 46%. No entanto, o POI variou grandemente (10,3% a 83,7%) e s6 quando a
inviabilidade dos ovos foi > 40% também foram registradas reducdes significativas nos valores
de NMO, ao longo dos 13 meses de uso da TIE. Tais oscilagdes pareceram estar relacionadas a
répida recomposicdo da populacdo, fémeas e machos selvagens na VPC, sobretudo em funcéo
da eclosdo de larvas oriundas de ovos quiescentes, apds os periodos de chuvas. Outros fatores
relacionados a logistica de liberacdo como, a intermiténcia entre as solturas dos ME em campo
e 0 numero ainda insuficiente de ME/soltura, também podem ter contribuido para a
insustentabilidade de niveis elevados de inviabilidade de ovos e supressdo populacional do
mosquito. Os resultados, no entanto, confirmam a eficiéncia da TIE para o controle de A. aegypti
na Illha de Fernando de Noronha e sua viabilidade para uso, de forma integrada, no Programa
nacional de controle das arboviroses.

Palavras-chave: Técnica do Inseto Estéril. Radiacdo ionizante. Controle genético. llha de
Fernando de Noronha.



ABSTRACT

Aedes aegypti has been playing an important role in the expansion of arbovirus transmission
areas such as dengue, chikungunya and zika, especially in tropical countries. A major form
of control of these diseases is the population reduction of mosquitoes vectors whose
elimination strategies are generally associated with the use of chemical insecticides. Studies
carried out in recent years have shown that populations of A. aegypti, including the Brazilian
ones, are resistant to various insecticidal compounds. Therefore, an evaluation of more
effective, selective and environmentally safe alternative approaches is a necessary
component of the control programs. The present study has evaluated the use of the sterile
insect technique (SIT), in which A. aegypti male mosquitoes have been exposed to gamma
radiation (%°co) in their pupa phase before being released on the Fernando de Noronha Island,
Brazil. A subpopulation from the Island, the Village of Praia da Concei¢do (Aedes-VPC)
was created and used for mass production of the sterile males. Two densities for a larval
rearing were tested, 400-600 larvae/tank and 601-1000 larvae/tank, however, no significant
differences were found in pupae weight and adult size. The highest density was adopted for
mass production, although only 63% of the larvae reached the pupal stage up to 12 days after
hatching. Assays under simulated field conditions assessed the performance of VPC males
irradiated with doses of 40 Gy and 50 Gy, and confirmed their greater competitiveness for
mating in the proportion of 10 sterile males (SM) for each wild male (WM), leading to a
non-viability of 80% of the eggs produced. Using the 10 SM: 1 WM ratio, the pilot test at
VPC, one of the 15 villages on the Island of Fernando Noronha, was started in December
2015. Four peridomic points of release were established in this area of 2 ha and 23 buildings.
Based on the entomological indicators estimated by the presence and quantity of mosquito
eggs in traps, sentinel ovitraps (Ovt-S), from 2015, an initial amount of 3,000 SM/week was
estimated for VPC. As of December 2016, 51 releases were made weekly, releasing
approximately 234,000 SM. On the first 18 releases, the SMs were sterilized with 40 Gy and
on the others releases, with 50 Gy. From the Mean Number of Eggs/Ovt-S/Month (MNE),
the Percentage of Unviable Eggs (PUE) detected in VPCsit comparing 2015 and 2016 and
from the percentage of egg-induced non-viability in VPCst, compared to control area, Vila
do Trinta, a decrease in A. aegypti infestation in the area of the SM release was observed on
the order of 46%. However, the PUE varied greatly (10.3% to 83.7%) and only when egg
infeasibility was > 40%, significant reductions in NME values were observed during the 13
months of SIT use. These oscillations appeared to be related to the rapid recomposition of
the population, females and wild males in the VPC, mainly due to the hatching of larvae
from quiescent eggs after rainy periods.

Other factors related to logistic of release, such as the intermittence between SM releases in
the field and the yet insufficient number of SM / release, may also have contributed to the
unsustainability of high levels of egg infeasibility and mosquito suppression. The results,
however, confirm the efficiency of the SIT for controlling A. aegypti on the Island of
Fernando de Noronha and its feasibility to be used, in an integrated way, in the national
Program of arbovirosis control.

Keywords: Sterile insect technique (SIT). lonizing radiation. Genetic control. Fernando de
Noronha Island.
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1 INTRODUCAO

A epidemiologia de arboviroses como dengue, zika e chikungunya € influenciada
por diversos fatores, entre eles 0s que sdo inerentes aos virus, as espécies de mosquitos
implicadas na transmissao e as populacdes humanas expostas, bem como seus processos de
ocupacdo dos espacos urbanos (MONATH; HEINZ,1996). Aedes aegypti € considerada uma
das espécies de mosquito de maior importancia epidemioldgica por estar envolvido com os

ciclos de transmissao destas e de outros arboviroses, como da febre amarela urbana.

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2016), vivenciamos até
o final de 2016 um estado de emergéncia internacional em Saude Publica. Em 2015, o Brasil
sofreu o seu primeiro surto conjunto de dengue, chikugunya e zika. Nesse mesmo ano, foram
registrados mais de 1,5 milhdo de casos provaveis de dengue no pais, 20.662 casos de
chikungunya em 12 unidades da Federacdo e o0s primeiros casos, confirmados
laboratorialmente, de transmissdo autdctone de febre pelo virus Zika, a partir de abril de
2015, em 18 estados (BRASIL, 2015; 2016; ZANLUCA et al., 2015).

Desde 1996 existe no Brasil um Programa estruturado para o controle populacional
de A. aegypti baseado em acOes para a eliminacdo mecanica de criadouros do mosquito ou o
tratamento daqueles de carater permanente, como caixas d’agua, tonéis e cisternas, com
inseticidas quimicos, como: o larvicida organofosforado temephos e reguladores de
crescimento de insetos como os inibidores da sintese de quitina, diflubenzuron e novaluron
e analogos do hormdnio juvenil como o pyriproxyfen (BRASIL, 2002). Adulticidas da classe
dos piretréides e organofosforados também vem sendo utilizados fen (BRASIL, 2002). No
entanto, o programa ndo tem alcancado a eficiéncia esperada para evitar a expansédo
territorial do mosquito, bem como situacdes epidémicas de dengue e mais recentemente de
chikungunya e zika (BRASIL, 2016). Entre os fatores que contribuem para tal situacdo dois
se destacam, a permanéncia de microcriadouros produtivos nas areas tratadas e a resisténcia
das populagdes de campo do mosquito a muitos dos inseticidas quimicos empregados para
seu controle (MONTELLA et al., 2007; ARAUJO et al., 2013). Tendo isso em vista, outras
metodologias de controle vetorial passaram a ser avaliadas (ARAUJO et al., 2015), entre
elas, o uso de armadilhas para coleta massiva e eliminacdo de ovos do mosquito (REGIS et
al., 2013), mosquitos transgénicos portadores de genes letais (CARVALHO, 2012;
CARVALHO et al., 2014) e mosquitos estéreis (LIMA, 2015), que ndo produzem
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descendentes viaveis, todas voltadas a eliminacdo do mosquito em sua fase inicial de

desenvolvimento.

A utilizacdo de mosquitos estéreis empregada atualmente esta baseada na técnica
desenvolvida na década de 1950 (KNIPLING, 1955), a qual propde a liberacdo de machos
estéreis irradiados para reduzir a densidade populacional, que foi denominada Técnica do
Inseto Estéril (TIE, ou SIT, sigla em inglés para Sterile Insect Technique) (KLASSEN;
CURTIS, 2005).

A TIE é considerada um método espécie-especifico, e tem sido usada com sucesso
para o controle de pragas agricolas (MALAVASI, 2000). Baseia-se na esterilizacdo de
machos, geralmente por radiacdo ionizante, que na dose adequada, induz mutacfes nos
espermatozoides, provocando esterilizacdo, visando reduzir o potencial reprodutivo dos

machos e a diminuicdo populacional nas gerac6es subsequentes (ALPHEY, 2014).

Diversos estudos tém comprovado o potencial da TIE para uso efetivo em
programas integrados de manejo de espécies de mosquitos, entre elas A. aegypti (Tabela 2).
Estudos de laboratdrio e campo para o controle de mosquitos baseado nesta tecnologia foram
retomado depois dos anos 2000, com testes-piloto bem-sucedidos na Italia e nas Ilhas
Cayman (HARRIS et al., 2012; BELLINI et al., 2013). No Brasil, a TIE para o controle do
A. aegypti baseada em tecnologias nucleares estd em fase experimental, em estudos
desenvolvidos em colaboragdes entre instituicldes de ensino e pesquisa como a
UFPE/FIOCRUZ/PE e USP-IPEN/CRCN.

Com base no exposto, o presente estudo, resultado da Cooperacdo FIOCRUZ/PE-
UFPE, em parceria com a Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco (Distrito de
Fernando de Noronha), teve por objetivo geral avaliar o potencial de uso da TIE para o
controle de A. aegypti, com vista a gerar informacGes relevantes para a difusdo da técnica
em larga escala, utilizando a radiagdo ionizante de ®°Co como método para a esterilizagdo de
machos de A. aegypti, e contribuir para a implementacdo de novas estratégias para o controle

integrado desse vetor, no Brasil.

Os objetivos especificos do estudo descritos abaixo foram desenvolvidos em trés

etapas:

Etapa | — Fase de Laboratdrio: estabelecimento de uma subpopulacdo de A.
aegypti de campo, para avaliacdo do desempenho bioldgico de individuos produzidos em

massa e submetidos a esterilizag&o para uso no programa TIE em FN.
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Etapa Il — Teste de Campo Simulado (TCS): avaliar a competitividade de
acasalamento dos machos estéreis com relacdo aos machos selvagens, em experimentos em

condigdes ambientais similares as encontradas em campo real.

Etapa 11 - Liberacdo dos Mosquitos Estéreis em Campo: avaliar a viabilidade
da TIE em condicdes reais de campo, em teste piloto, através de indicadores entomologicos

e de genética de populagdes, antes e ao longo da liberacdo dos machos estéreis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CARACTERISTICAS DO MOSQUITO Aedes aegypti Linnaeus, 1762
2.1.1 Bioecologia

Aedes aegypti € um inseto que taxonomicamente pertence ao filo Arthropoda, o
qual se caracteriza pela presenca de patas articuladas; classe Insecta, apresentando o corpo
segmentado em trés tagmas, possue trés pares de patas (Figura 1); ordem Diptera, cujo par
anterior de asas é funcional e o posterior € uma estrutura adaptada em forma de halteres, que
confere estabilidade ao voo; familia Culicidae e género Aedes (FORATTINI, 1962).

Figura 1 - Adultos de Aedes aegypti: dimorfismo sexual evidenciado pela antena plumosa do macho e
pilosa da fémea.

Fonte: Adaptado de GOELDI (1905).

Morfologicamente o mosquito adulto apresenta coloragdo marrom-escura com
listras brancas no corpo e nas patas, € mede cerca de seis centimetros de comprimento. No
mesonoto possui listras brancas que forma um desenho de uma lira, sendo que tal
caracteristica o distingue de outras espécies do mesmo género, como exemplo do Aedes
albopictus (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1994).
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A espécie A. aegypti é originario da Africa subsaariana, e acredita-se que sua
chegada as Américas esteja associada aos navios que traficavam escravos, na época da
colonizagdo. Este culicideo, ainda no continente africano, se adaptou ao ambiente criado pelo
homem, tornando uma espécie extremamente antropofilica. Suas fémeas necessitam se
alimentar do sangue de vertebrados (hematofagia), tendo preferéncia pelo sangue humano,
para que haja a maturacdo dos ovos (CLEMENTS, 1992; CONSOLI; LOURENCO DE
OLIVEIRA, 1994, JANSEN; BEEBE, 2010).

De forma geral, € uma espécie sinantrdpica de facil adaptabilidade, que encontrou
no mundo moderno condi¢Ges favoraveis para uma rapida expansdo, em funcdo da
urbanizacéo acelerada e desordenada que criou cidades com deficiéncias de abastecimento
de agua e de limpeza urbana, e intensa utilizacdo de materiais ndo-biodegradaveis, como
recipientes descartaveis de plastico e vidro (TAUIL, 2001; BRASIL, 2002; FORATTINI,

2002), que no ambiente podem atuar como potenciais criadouros para essa espécie.

Além desses fatores que propiciam a proliferacdo do A. aegypti, mudancas
climaticas e ambientais globais também influenciam na dindmica da transmiss&o de doencas
transmitidas por esse vetor. O aumento da longevidade e a reducéo dos intervalos do repasto
sanguineo para A. aegypti podem ser detectados em ambientes de elevadas temperaturas e
de baixa umidade. Portanto, o aquecimento global podera expandir as areas de dispersao
desta espécie (BARCELLOS et al., 2009; MESSINA et al., 2016). Contudo, Barcellos et al.
(2009), ressaltam que a associacdo entre doencas infecciosas transmitidas por vetores e
mudancas climaticas globais, ndo devem ser analisadas independente da precariza¢do do
sistema de governo, no que diz respeito a promocéo da salde para a populacéo, assim como

do contexto de globalizacéo.

O ciclo de vida de A. aegypti € holometabdlico, ou seja, apresenta metamorfose
completa e esta dividido em quatro fases: ovo, larva, pupa e adultos (Figura 2). As fases

jovens sdo aquaticas, enquanto a adulta é terrestre.

Os ovos podem permanecer viaveis no ambiente por até 450 dias, aguardando
condicdes ideais para o desenvolvimento embrionario, caracteristica conhecida como
quiescéncia (SOTA; MOGI, 1992; SILVA; SILVA, 1999). Os ovos possuem um formato
eliptico e medem cerca de um milimitro de comprimento, e apresentam coloragao escura, no
entanto no momento da postura sdo brancos, e apos algumas horas adquirem a coloracao
escura (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).
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Figura 2 - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti com os quatro estagios de desenvolvimento: (A) Ovo;
(B) Larva; (C) Pupa; (D) Inseto adulto.

Fonte: http://medent.usyd.edu.au/arbovirus/mosquit/photos/mosquitophotos.htm

Com o aumento da umidade e da disponibilidade de 4gua nos criadouros as larvas
eclodem e passam por quatro estadios de desenvolvimento (L1 a L4), por aproximadamente
oito dias, dependendo da oferta de alimento, densidade no criadouro e condigbes de
temperatura e fotoperiodo. As larvas sdo filtradoras e se alimentam de particulas em
suspensao, bactérias, fungos e outros microorganismos, importantes para a reserva energética
necessaria as fases seguintes do desenvolvimento (BESERRA, et al., 2009; CONSOLLI;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

As larvas se desenvolvem, preferencialmente, em recipientes que tém o potencial
de acumular agua com baixa concentragdo de matéria organica. Concluido o quarto estadio
de desenvolvimento, elas passam para a fase pupa, quando ocorre a metamorfose do
mosquito, havendo uma reestruturacdo da morfologia do inseto para o desenvolvimento do
adulto. Ainda que a pupa nédo se alimente, ela apresenta grande motilidade, deslocando-se na
coluna d’agua com facilidade, devido a fotossensibilidade ou a deteccdo de movimentagéo na
agua. Esta fase, assim como as outras, é dependente da temperatura, e tem duracdode dois a
trés dias, apds os quais ocorre a mudanca para a forma adulta ou alada da espécie
(CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

Quando na fase adulta, fase reprodutiva da espécie, tanto o macho quanto a fémea
se alimentam de substancias que contém carboidratos (néctar, seiva, entre outros), porém
apenas as fémeas sdo hematdfagas, visto que o repasto sanguineo € necessario para 0
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desenvolvimento dos ovos (FORATINNI, 2002). Geralmente, uma fémea de A. aegypti,
realiza cinco ciclos de oviposicdo, sendo que, em cada ciclo, libera cerca de 50 a 70 ovos,
colocando em média 250 a 350 ovos durante todo o seu ciclo de vida (CLEMENTS, 1992;
CHRISTOPHE, 1960), distribuidos em pequenos grupos, em diferentes criadouros. Esse
comportamento de oviposicdo em salto aumenta as chances de sobrevivéncia dos seus
descendentes, potencializando sua capacidade dispersiva e 0 seu sucesso reprodutivo
(BENTLEY; DAY 1989).

Nas 24h ap6s a emergéncia do macho, ocorre o giro da genitalia em 180° graus, que
0 deixa preparado para a copula. Esse periodo também € necessario para producdo da
quantidade suficiente de esperma, completando o ciclo de desenvolvimento sexual. Por outro
lado, a fémea emerge pronta para realizar o acasalamento e ap6s a cépula ela armazena
quantidade suficiente de espermatozoides nas espermatecas que podem ser utilizados por todo
0 seu periodo reprodutivo (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002). O acasalamento podera ocorrer durante o voo ou também em superficies horizontais
ou verticais. Frequentemente, as fémeas realizam o repasto sanguineo apds a copula, com o
intuito de completar a maturacdo dos seus ovos (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA,
1994; FORATTINI, 2002).

2.1.2 Importéancia epidemioldgica na transmissdo de arboviroses

O mosquito A. aegypti é considerado um vetor eficiente de arbovirus por diferentes
razdes: é susceptivel aos virus da febre amarela urbana (COSTA et al., 2011), dengue
(BRASIL, 2016), zika (PINTO-JUNIOR et al., 2015; FANTINATO et al., 2016) e
chikungunya (BRASIL, 2015); suas fémeas se alimentam preferencialmente de sangue
humano, o que favorece a transmissdo de patdgenos; e, procriam proximo a habitacfes
humanas. Por apresentarem um habito antropofilico, as fémeas desenvolveram a capacidade
de reagir rapidamente a reacdo do hospedeiro, uma vez que pequenos movimentos as fazem
partir para outra fonte de alimento, tornando-as capazes de se alimentar por curtos periodos
em diferentes fontes (GIBBONS; VAUGHN, 2002; CAMPANELLI, 2007). Associado a
isso, a alta capacidade reprodutiva da espécie dificulta as acbes de controle de A. aegypti e
contribui para a manutencdo da circulacdo de patdgenos. Diante deste cenério, a reducéo
populacional de A. aegypti torna-se necessaria para garantir a reducdo do contato do
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patdbgeno com o homem e consequentemente, o controle das diferentes arboviroses
veiculadas por este mosquito (OLIVEIRA et al., 2011).

A capacidade do vetor se infectar por um agente patogénico, permitir a sua
multiplicagdo/diferenciacdo para forma infectiva e transmiti-lo a outro hospedeiro é
denominada de competéncia vetorial. Esta caracteristica € determinada geneticamente, mas
pode ser influenciada por fatores bidticos tais como a competicdo interespecifica na fase
larval do inseto, que pode afetar caracteristicas do inseto adulto, como seu desempenho
biologico. Globalmente, as populacdes de A. aegypti mostram variagfes na competéncia
vetorial aos virus da dengue e chikungunya (COX; BROWN; RICO-HESSE, 2011,
LAMBRECHTS et al., 2011; MERCADO-CURIEL, BLACK; MUNOZ, 2008; BENNETT
et al., 2002).

A competéncia vetorial esta associada a certos obstaculos a infec¢cdo no mosquito,
que incluem a barreira de infeccdo do intestino (Midgt Infection Barrier, MIB), barreira de
escape do intestino (Midgut Escape Barrier, MEB), e a barreira de infec¢do da glandula
salivar (Salivary Gland Infection Barrier, SGIB). Em insetos com MIB, o virus ndo pode
replicar nas células do intestino, enquanto que aqueles com MEB podem permitir a
replicacdo do virus no intestino, mesmo em concentragdes elevadas, mas o virus ndo é capaz
de sair desse tecido e causar uma infeccdo disseminada. A barreira da glandula salivar ¢ a
ultima e impede a replicacdo do virus neste tecido, mesmo quando este se encontra
disseminado no corpo do mosquito (BLACK et al., 2002; BOSIO, BEATY, BLACK, 1998;
COX, BROWN; RICO-HESSE, 2011).

Convem ressaltar que, uma barreira de escape das glandulas salivares (Salivary
Glands Escape Barrier, SGEB) para Aedes brelandi e Aedes hendersoni infectados com o
virus La Crosse, ja foi avaliada. Nesse caso, embora o virus se encontre nas glandulas
salivares, ele ndo ¢ liberado na saliva. Tal mecanismo, ainda né&o foi totalmente elucidado,
mas tem como hipotese que ocorra uma mudanca no modo de replicacao viral nas células da
glandula salivar do inseto, em fun¢do da polarizacdo das células epiteliais, impedindo assim,
a liberacdo do virus para cavidade apical, e desse modo o inseto ndo transmite o virus
(PAULSON et al., 1992; PAULSON et al., 1989; GRIMSTAD et al, 1985).

A infeccdo pelos virus da dengue, zika e chikungunya no mosquito vetor ocorre no
periodo que vai desde o repasto infectante até a capacidade de transmissdo do virus pelo
mosquito e € designado como periodo de incubacdo extrinseco (GONCALVES, 2010).

Durante a realizacdo do repasto sanguineo em um hospedeiro ja infectado as fémeas se
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infectam com um patdgeno, estando aptas a transmiti-lo ao préximo hospedeiro no periodo
de 07 a 14 dias (TRAVANTY et al., 2004; SALAZAR et al., 2007). Apos a ingestdo de
sangue contaminado com o virus dengue, as particulas virais precisam se ligar a receptores
especificos do intestino médio do mosquito para estabelecer a infeccdo no drgao e,
posteriormente, se replicar nas células epiteliais intestinais para poderem entdo deixar o
intestino (CAMPANELLI, 2007), como pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 - Esquema de transmisséo do virus dengue pelo Aedes aegypti.
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Fonte: www.lersaude.com.br/dengue.

Uma vez que o virus consegue deixar o intestino, ele passa para a hemocele
podendo infectar 6rgdos secundarios como 0s ovarios e o corpo gorduroso (CONSOLLI;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994). Por fim, é necessario estabelecer a infeccdo na
glandula salivar. Para que esse mosquito seja considerado apto a transmitir o virus, particulas
virais ativas precisam ser eliminadas juntamente com a saliva durante o repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado (BLACK et al., 2002).

Estima-se que o nimero de pessoas que se infectam, todo ano, com o virus da
Dengue esteja entre 50 e 100 milhdes, nos paises endémicos (Figura 4). No Brasil, até
setembro de 2016, foram registrados 1.438.624 casos provaveis de dengue, dos quais, 762
foram notificados como graves (BRASIL, 2016). A dengue apresenta um padréo sazonal,
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com maior incidéncia de casos no primeiro semestre de cada ano, periodo mais quente e
umido, tipico dos climas tropicais (BRASIL, 1999).

Figura 4 - Distribuic&o global prevista de Aedes aegypti, indicando a probabilidade de ocorréncia de
arboviroses associada a este vetor (vermelho, indica probabilidade de 100%; azul, probabilidade de 0).

Fonte: http://dx.doi.org/10.7554/eLife.08347.004, em 28.11.2016. Kraemer et al., 2015.

A manutencdo dessas arboviroses € promovida, também, por fatores que favorecem
a ocorréncia do culicideo vetor, tais como: a inexisténcia de a¢des de controle adequados do
mosquito na maioria dos paises endémicos, o crescimento populacional, a urbanizacdo nao
planejada e descontrolada, que gera mudancas demogréficas, a facilitacdo do deslocamento
de pessoas promovendo o transporte de patdgenos, a incubacdo de diferentes virus em
centros urbanos, condi¢fes precéarias de saneamento basico, e finalmente a escassez de
programas de Saude Publica adequados (TAUIL, 2001; WHO, 2006).

A OMS informou que em 2015, chegou a 1 milhdo e 30 mil os casos registrados de
chikungunya na América Latina, desses, 2 mil estavam no Brasil. J& em 2016, o pais
registrou 236.287 casos provaveis de febre de chikungunya (OPAS, 2016; BRASIL, 2016).
Ainda segundo a OMS, entre 3 e 4 milhdes de pessoas podem ter contraido o virus zika, em
2016, no continente americano. No Brasil, foram registrados 200.465 casos provaveis de
febre pelo virus zika até setembro de 2016 (BRASIL, 2016).
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2.1.3 Controle no Brasil

No Brasil, as condi¢Ges socio-ambientais favoraveis a expansdo do Aedes aegypti
propiciaram sua dispersdo desde sua reintroducdo em 1976, apds a exitosa campanha de
erradicacdo do mosquito nas décadas de 40 e 50 para o controle da febre amarela nas
Ameéricas (BRAGA; VALLE, 2007). A partir de 1982, quando ocorreu a primeira epidemia
de dengue em Roraima, o controle de A. aegypti passou a ser realizado de forma irregular e
pontual. Mais tarde, em 1986 com a introdug&o do sorotipo 1 do virus (DENV-1) no Rio de
Janeiro e sua rapida disseminaacdo para outros estados, e a tendéncia de aumento da
incidéncia verificada nos ultimos anos daquela década e a introducdo de um novo sorotipo
(DENV-2) que prenunciava uma epidemia de dengue e o aumento nos casos de Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) nos estados, teve entdo a necessidade de fortificar um
programa de controle com vistas a reducdo do nimero de casos da dengue. Nesse sentido,
teve inicio a estruturacdo do Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa), em 1996
(BRAGA; VALLE, 2007).

Em junho de 2001 o Ministério da Salde, em parceria com a Organizacdo Pan-
Americana de Saude, realizou um Semindrio Internacional para reavaliar as experiéncias do
PEAa e elaborar um Plano de Intensificacdo das A¢des de Controle da Dengue (PIACD).
Este plano avangou com o desenvolvimento do Programa Nacional de Controle da Dengue
(PNCD) e seu langcamento em julho de 2002, vigente até hoje (BRASIL, 2002).

Algumas mudancas implementadas pelo PNCD ampliaram as ac6es dos modelos

anteriores inclusive em alguns pontos essenciais, como:

1. A elaboracdo de programas permanentes, uma vez que ndo existe
nenhuma evidéncia técnica de que a erradicagdo do mosquito seja possivel, a curto
prazo;

2. O desenvolvimento de campanhas de informacéo e mobilizacdo social,
de maneira a se criar o envolvimento da sociedade na manutengdo do ambiente
domeéstico livre de potenciais criadouros do vetor;

3. Fortalecimento da vigilancia epidemiol6gica e entomoldgica para
ampliar a capacidade de predicdo e de deteccdo precoce de surtos da doenga;

4. Melhoria da qualidade do trabalho de campo de combate ao vetor;

5. Integracdo das a¢des de controle da dengue na atencdo basica, com a
mobilizacdo dos Programas de Agentes Comunitarios de Saide (PACS) e
Programas de Salde da Familia (PSF);
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6. Utilizacdo de instrumentos legais que facilitem o trabalho do poder
publico na eliminagdo de criadouros em imoéveis comerciais, casas abandonadas
etc;

7. Atuacdo multissetorial por meio do fomento a destinacdo adequada de
residuos sélidos e a utilizacdo de recursos seguros para armazenagem de agua;

8. Desenvolvimento de instrumentos mais eficazes de acompanhamento
e supervisdo das acles desenvolvidas pelo Ministério da Saude, estados e
municipios.

(MINISTERIO DA SAUDE, 2002.)

Segundo o Procedimento de Seguranca de Controle de Vetores da Fundacédo
Nacional de Saude (BRASIL, 2002), e Oliveira et al., (2011) o controle de A. aegypti pode
ser realizado através de agdes com o enfoque ecoldgico para o controle de pragas, assim como
0 uso integrado e racional de vérias técnicas disponiveis unificando o programa, visando
diminuir os custos e gerando o minimo de efeitos adversos adicionais ao ecossistema. O
manejo integrado € a estratégia de combate ao vetor que apresenta os melhores resultados,
pois compreende o uso de mdltiplas atividades com diferentes focos para impedir a

proliferacdo desses mosquitos nas areas afetadas.

Entre as seguintes estratégias que podem ser empregadas, se tem a vigilancia
sanitaria (manejo ambiental), a comunicacdo e mobilizacdo social, o controle bioldgico, o
controle quimico, o controle genético, bem como outras estratégias alternativas como o uso

inundativo de armadilhas.

Na vigilancia sanitaria ou manejo ambiental, os Orgdos governamentais
desenvolvem programas junto a comunidade com atividades preventivas, como a
conscientizagdo da populacdo, e 0 mais importante & eliminacdo de possiveis criadouros,
mediante drenagem, coleta e destino adequado de lixo, e também instal¢bes de telas em
janelas ou portas, ou o uso de repelentes, impedindo assim o contato do homem com o vetor
(BRAGA; VALLE, 2007).

Quanto a comunicacdo e mobilizacdo social, se inclui praticas educacionais com
informacdes sobre os virus transmitidos pelo A. aegypti, com vistas a reducéo da populacédo
desse vetor. Entre as medidas de prevencédo divulgadas recomenda-se a eliminagdo de
potenciais criadouros, informacdes sobre a biologia e ecologia do vetor, principais sintomas
das doencas e recomendacdes para que, em casos de doenca, recorra-se aos servicos de

saude.
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Uma acdo de controle de baixo impacto ambiental é o controle bioldgico, o qual por
definicdo utiliza as relagdes ecoldgicas entre os organismos para o controle populacional da
espécie-alvo, envolvendo, por exemplo, o parasitismo, competicdo e a predacdo. Exemplos
sdo a utilizacdo de peixes larvofagos como a Poecilia reticulata, e a bactéria entomopatdgena
Bacillus thuringiensis sorovariedade israelensis (Bti), entre outros que possam se alimentar

ou impedir o desenvolvimento do vetor.

O controle quimico baseia-se na aplicacdo de inseticidas quimicos tanto para o
controle de larvas, larvicidas a exemplo do organofosforado temephos, quanto no controle
de adultos, adulticida como o piretroide deltramina. Essa estratégia de controle, infelizmente
¢ a mais utilizada nas acdes de controle, sendo na maioria das vezes a unica empregada,
assim a selecao de populagdes de mosquitos resistentes aos inseticidas quimicos é crescente
em diversas regides do Brasil (ARAUJO et al., 2013; LIMA et al., 2011; MELO-SANTOS
etal., 2010).

A reducdo da populacdo do vetor através da manipulacdo genética € o controle
genético. Como exemplo dessa acdo, se tem a liberagdo de machos A. aegypti geneticamente
modificados, 0s quais transportam genes letais que ao acasalarem com fémeas selvagens, ird
gerar uma prole portadora desse gene, assim as larvas ndo atingirdo a fase adulta
(OLIVEIRA et al., 2011). No entanto, alguns autores chamam a atencdo para 0S riscos
oriundos da liberacdo de mosquitos transgénicos, o que podera acarretar impactos negativos
a biodiversidade.

Ha alternativas de controle para o A. aegypti, tendo como exemplo o uso de
armadilhas para a captura de ovos, as ovitrampas, que quando utilizadas em grandes
quantidades, pode reduzir o tamanho da populacao de adultos, e assim diminuir os riscos de
transmissdo de doencas transmitida por esse vetor numa dada area (REGIS et al., 2008). O
uso de tais armadilhas pode ser potencializado com uso de larvicidas, como o Bti, que ja foi
avaliado e mostrou-se eficaz no controle da populacdo de A. aegypti (REGIS et al., 2008;
REGIS et al., 2013).

Diante das diversas estratégias de controle para reduzir populacdo de A. aegypti,
Valle et al. (2016), adverte que outras areas do conhecimento, dentro desse contexto,
comegam a se destacar. Iniciativas que buscam referéncias nas ciéncias humanas e sociais
concentram a atencdo para as comunidades, cidadania e o ambiente, o que reflete a
maturidade do pais no reconhecimento que o combate a doencas transmitidas por vetores

transcende a esfera da Salde e exigem agdes intersetoriais.
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Acdes educativas adotadas na comunicacdo e mobilizacdo social sdo de fundamental
importancia para o controle de doencas transmitidas por vetores. Quando devidamente
informada e capacitada, a sociedade torna-se um dos principais instrumentos na resolucéo dos
desafios associados a estas a¢gBes. Mesmo para que outros metodos alternativos tenham
sucesso, o envolvimento e a participacdo da comunidade sdo sempre essenciais (VALLE et
al., 2016).

No periodo de 2013 a 2016 teve inicio um dos momentos mais desafiadores para a
salde publica, no Brasil e em alguns outros paises do mundo, caracterizado pela triplice
epidemia, causada pela circulagcdo simultanea dos virus dengue, chikungunya e zika. Neste
cenario, a introducdo do zika virus no Brasil revelou novos agravos associados a este virus,
como a sindrome congénita neurolégica do zika virus (recém-nascidos), e a sindrome de
Guillain-Barré (adultos). Essa ultima, também estd associada a infeccdo pelo virus
chikungunya (OPAS, 2011; ZANLUCA, et al., 2015; OPAS, 2016; WHO, 2016; VALLE et
al. 2016).

2.1.3.1 Controle em Fernando de Noronha

O Distrito de Fernando de Noronha localizado no arquipélago que recebe o mesmo
nome é um dos principais pontos turisticos do estado de Pernambuco, Brasil, onde as a¢cdes
do PNCD para o controle do mosquito A. aegypti foram intensificadas desde 2000. Apesar
disso, em 2001 foram notificados os primeiros casos de dengue na Ilha (CORDEIRO, 2008)
e até 2012, um total de 687 novos casos foram realatados no arquipélago (REGIS et al.,
2014). Segundo a Secretaria Distrital de Saude, entre os periodos de 2015 e 2016, foram
confirmados novos casos de Dengue e Chikungunya, (dados n&o publicados) (Tabela 1).

Estudos tém demonstrado a competéncia da populacédo local de A. aegypti ao virus
Dengue (BARBOSA et al., 2016) e mais recentemente ao virus Zika (GUEDES et al., 2017
impress), apesar de néo ter sido confirmada a circulacéo deste ultimo na Ilha. Esta populacéo
esta bem estabelecida e adaptadas a este ambiente insular (MARROQUIM, 2015).
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Tabela 1 - Nimero de casos confirmados de Dengue, Zika e Chikungunya, em Fernando de Noronha,
entre janeiro de 2015 e dezembro de 2016.

ANO ARBOVIROSE MESES TOTAL

J  F M AMIJJASONTPD

Dengue - - 2 - 0 4 2 - - -1 9
L0 Zika 0 o - 0 0 - - 000O0TDO 0
& Chikungunya 0 o o - - - - - - - 0
Dengue 3 12 3 13 0 0 1 - - - - 64
© -
= Zika 0 o - 0 0 - - 000O0TDO 0
o Chikungunya 11 39 62 23 2 1 - - - - - 138

Fonte: Secretaria Distrital de Saude de Fernando de Noronha/PE.

Araujo et al. (2013) ao analisar o perfil de susceptibilidade de populacdes de A.
aegypti do estado de Pernambuco aos inseticidas utilizados no PNCD, demonstraram que a
populacdo local da ilha era susceptivel aos larvicidas quimicos e biologicos, embora fosse
resistente a cipermetrina, um adulticida da classe dos piretroides. Convém ressaltar, que o
uso de inseticidas quimicos ndo € preconizado para esta localidade, visto que se trata de uma
Area de Protecio Ambiental (APA), portanto, apenas o biolarvicida Bti é utilizado no

Programa local desde 2002.

Ainda neste estudo, foi comprovado que aquela populacdo apresentava
modificag0es expressivas na atividade das Glutationa-S-transferases (GST), enzimas
envolvidas com o mecanismo de resisténcia metabdlico aos inseticidas, especialmente aos
piretroides (MARTINS et al., 2009; 2012).

A manutencdo do mecanismo de resisténcia metabdlica em populacdes de A.
aegypti pode levar a um custo adaptativo elevado, que por sua vez, podera resultar em
desvantagens para as populacdes resistentes quando cessada a pressdo de selecdo ao
inseticida. Frequentemente, o custo bioldgico (fitness cost) pode comprometer o tempo de
desenvolvimento larval, o nimero de fémeas reprodutivamente ativas, a fecundidade e a
longevidade dos individuos resistentes (BELINATO; MARTINS; VALLE, 2012; DINIZ et
al., 2014 e 2015; MARTINS et al., 2012).
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Apesar das acOes desenvolvidas no ambito do PNCD, a exemplo da eliminacao de
criadouros potenciais representados por residuos sélidos e tratamento dos reservatérios de
agua potavel com o biolarvicida Bti, a Ilha permanece infestada por A. aegypti. A vigilancia
entomoldgica das areas urbanas da Ilha de Fernando de Noronha realizada pelo Sistema de
Monitoramento e Controle Populacional de Aedes aegypti (SMCP-Aedes), desde 2011, tem
auxiliado a direcionar as acGes de combate ao vetor, especialmente nas areas de maior
infestacdo (MONTEIRO, 2014). O SMCP-Aedes esté baseado na coleta regular de ovos do
mosquito através de armadilhas de oviposicao (ovitrampas) (REGIS et al., 2014).

Considerando o fato de Fernando de Noronha/PE ser uma APA, infestada pelo
mosquito A. aegypti e com um cenario epidemioldgico atual favoravel a introducao de novos
arbovirus, é de fundamental importancia o uso de estratégias alternativas para o controle
vetorial diferentes das ja executadas pelo PNCD. Uma peculiaridade da Ilha que certamente
contribui para sua infestacdo pelo mosquito é o acimulo de residuos solidos, representados
em sua maioria por objetos em desuso, em areas peridomiciliares, em funcéo da auséncia de
um sistema regular de coleta e remoc¢éo destes residuos para fora da Ilha (Figura 5). Esta
caracteristica dificulta as acdes de controle pois amplia as possibilidades de criadouros

temporarios nas areas tratadas.



Figura 5 - llustracéo de residuos sélidos presentes em areas peridomiciliares de Fernando de
Noronha/PE.

Fonte: Do autor.
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2.2 NOVAS ALTERNATIVAS PARA O CONTROLE DE Aedes aegypti

As principais inovacgdes tecnoldgicas na area de combate de Aedes aegypti tem se
desenvolvido a partir de estratégias de controle genético e autocidas. Tendo em vista a
saturacdo, em termos de possibilidades, que o uso indiscriminado de inseticidas quimicos
provocou, na maioria das vezes sendo a Unica acao de controle aplicada, e durante décadas,

torna-se essencial a busca por alternativas de controle para esse vetor.

O enfoque em releituras da técnica do inseto estéril, por exemplo, tem se mostrado
promissor e, sobretudo alinhado com uma tendéncia, inclusive preconizada pela OMS, que
€ 0 manejo integrado de técnicas de controle. Convém ressaltar que algumas dessas
alternativas de controle ainda tém algumas questdes a serem respondidas, por exemplo, quais
tipos de alteragdes genéticas, 0 macho que carrega o gene letal, podem ser produzidas pelas
interacdes com individuos selvagens; o impacto em termos de expressdes génicas

associadas, assim como possiveis alteracdes da competéncia vetorial destes insetos.

Outros aspectos demandam estudos, disponibilidade de arcar com custos de
montagem de biofabricas e avaliacdo de eficicia da implementacdo dessas estratégias
complementares associadas as acOes ja preconizadas pelo Programa Nacional de Controle
da Dengue (PNCD). Dentre as técnicas que se mostram mais promissoras podemos citar as
estratégias de controle biolégico do vetor por meio do uso da Wolbachia; Mosquitos
Transgénicos e a Técnica do Inseto Estéril (TIE) por meio de radiacdo ionizante.

2.2.1 Wolbachia pipientis

Wolbachia pipientis € uma bactéria gram-negativa endossiombionte, descrita pela
primeira vez em 1926, em mosquitos da espécie Culex pipiens. Posteriormente, foi detectada
em mais de 60% dos insetos ja descritos (HILGENBOECKER et al., 2008), o que a faz a
bactéria intracelular mais abundante do mundo Werren et al. (2000). Apesar da ampla gama
de hospedeiros, essa bactéria ndo é infecciosa e ndo e capaz de infectar vertebrados,
incluindo os humanos (WALKER et al., 2011).

O emprego dessa bactéria como agente de controle populacional de mosquitos,

atualmente classificada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection
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Agency, EPA) dos Estados Unidos, como controle bioldgico, se deve principalmente a
vantagem reprodutiva que apresenta, sendo capaz de se disseminar rapidamente para
populacdo hospedeira ndo infectada, ao induzir incompatibilidade citoplasmética (IC)
(HOFFMAN, 2015; TURELLLI, 2013).

Esse fendbmeno pode ser uma alternativa de esterilizacdo, onde machos infectados
com esse organismo simbionte, ao acasalarem com fémeas selvagens inviabilizardo suas
proles. Enquanto que machos e fémeas, ambos infectados terdo suas proles viaveis, tendo
em vista que a Wolbachia € maternalmente transmitida, fornecendo uma vantagem de
transmissao para o simbionte, sendo assim rapidamente disseminada na populacgéo. Por sua
vez, as fémeas infectadas pela Wolbachia, acasaladas com machos selvagens, produzirdo
descendéncia também infectada (Figura 6) (HOFFMAN, 2015; TURELLI, 2013; BECKER
et al., 2003).

Figura 6 - Ac¢do da Wolbachia em mosquitos.

| FEMEAQ |
XK+ X X

ra SR,
o SR,

X Mosquito com Wolbachia

non
X X

X Mosquito sem Wolbachia

X Ovos nascem, mas ndo dao origem a larvas

Fonte: extraido de http://www.fiocruz.br/ioc/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?infoid=1591&sid=32.

Dessa forma, a populacdo original é progressivamente substituida por uma
infectada com Wolbachia, acarretando também ao longo do tempo, sua supressao
(HOFFMAN, 2015; TURELLI, 2013;). Devido a similaridade com a Técnica do Inseto
Estéril (TIE), a IC é estrategicamente referida como Técnica do Inseto Incompativel
(BOURTZIS et al., 2014).

Outro mecanismo de acdo da Wolbachia, detectada pela primeira vez em
Drosophilla melanogaster com a cepa Wolbachia pipietins wMelPop, a qual é altamente

virulenta, foi sua capacidade em acarretar mortalidade precoce nesse inseto. Assim, com 0
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intuito de controlar populacdes de insetos vetores, essa cepa e outras variacfes dela foram
transfectadas para outros insetos, incluindo o mosquito A. aegypti, reduzindo assim, a
longevidade, e desse modo, os riscos de transmisséo de doengas (MCMENIMAN et al.,
2009; MIN; BENZER, 1997).

A bactéria Wolbachia em insetos, também estimula o sistema imune protegendo-o
de infeccbes, a exemplo do virus Dengue em mosquitos A. aegypti, de modo que ndo mais o
transmita a seus hospedeiros. Estudos de imunoflorescéncia demonstraram que em A.
aegypti infectados por essa bactéria, cepa Wolbachia pipitiens wMelPop-CLA, o virus
dengue sorotipo 2 (DENV-2) ndo conseguiu se estabelecer, provavelmente por competicéo
metabolica entre o simbionte e o patdgeno (MOREIRA et al., 2009; YE et al., 2015).

Além do efeito inibitério na transmissdo por A. aegypti dessa cepa bacteriana para
o0 DENV-2, também ja foi verificado a ndo transmissdo de outros patdgenos, como o Vvirus
chikungunya e o protozoario causador da malaria Plasmodium sp. e, mais recentemente o
Zika virus (DUTRA et al., 2016; MOREIRA et al., 2009).

Nesse sentido, a liberacdo de A. aegypti infectados com Wolbachia pipietins
wMelPop visando reduzir a capacidade desses mosquitos de transmitir a dengue, é a
principal meta do programa “Eliminar a Dengue” (Eliminate Dengue Program). Esse
programa, que envolve varios projetos, é organizado por diversas colaboracbes
internacionais, formado por pesquisadores, agencias governamentais, universidades e
apoiado por uma rede de financiadores. Seis paises fazem parte desse programa, Austrélia,
onde os estudos iniciaram a partir dos anos 1980, Brasil, Colédmbia, Indonésia, Vietnam e a
india. No Brasil, experimentos com A. aegypti infectado com Wolbachia ocorrem desde
2014 (www.eliminatedengue.org; HOFFMAN et al., 2011).

Tendo em vista que, 0 A. aegypti ndo é naturalmente infectado por Wolbachia, o
processo de infeccdo para essa espécie ocorre de forma artificial, através da técnica de

microinjecdo em embriGes do mosquito (MCMENIMAN et al., 2009).

Contudo, o uso da Wolbachia podera estar relacionada a reducao do fitness do inseto
(DEAN, 2006), embora, densidades elevadas de larvas nos criadouros também possam gerar
custo bioldgico para A. aegypti (DUTRA et al., 2016).

Além disso, o uso da Wolbachia, sobretudo em grande escala, com vistas na reducéao
da populacdo do inseto, tem apresentado algumas dificuldades, quanto a liberagdo dos

insetos infectados, diferencgas nas condi¢des ambientais e antropicas, que poderdo limitar o



38

potencial de dispersdo dos insetos nos locais de soltura, além de outros fatores, como a

aceitacdo por parte da populacéo local (ARAUJO et al., 2015).

Dentro desse contexto, Loreto e Wallau (2016), chamam a atencdo de que muito
enfoque tem sido dado a efic&cia que o A. aegypti infectado com Wolbachia possui em néo
transmitir virus Dengue, contudo pouco se tem investigado sobre o efeito que a liberacéo
desses mosquitos infectados tem sobre a fauna e outros impactos no ambiente e na economia.
Além disso, a relagdo desse mosquito infectado com outros insetos de complexa relagéo
ecoldgica pode resultar em serios distarbios ecologicos.

Portanto, o conhecimento de possiveis impactos sobre a biodiversidade no que diz
respeito a liberacdo de mosquitos infectados com Wolbachia, deve ser previamente e
devidamente realizado, a fim de evitar o surgimento de grandes problemas (LORETTO,;
WALLAU 2016).

2.2.2 Mosquitos Transgénicos

O uso de mosquitos transgénicos para o controle de espécies vetoras, embora tenha
iniciado na década de 1960, quando machos foram modificados geneticamente a fim de se
tornarem estéreis (Técnica do Inseto Estéril, TIE) (ALPHEY et al., 2010), tem recentemente,

sido considerada uma das alternativas promissoras para controle de A. aegypti.

A técnica pode ser empregada utilizando insetos modificados geneticamente para
se tornarem refratarios ao patdégeno/parasita, ou seja, incapazes de transmiti-los, chamados
de mosquitos transgénicos de primeira geracdo, cujo objetivo e substituir a populacao
selvagem ou insetos cuja alteracdo genética, resulta no carreamento de genes letais, de modo
que ao acasalarem com fémeas selvagens, ndo havera producao de novas proles, suprimindo
assim a populacédo. Essa Gltima é chamada de liberacdo de insetos que carregam gene letal
(Release of Insects carrying a Dominant Lethal gene, RIDL). S&o os chamados mosquitos
transgénicos de segunda geracdo (CARVALHO et al., 2015).

Na técnica de mosquitos transgénicos de primeira geracdo, ocorre a substituicdo da
populacdo selvagem a partir de insetos refratéarios a agentes patogénicos, por meio de estirpes

transgénicas, utilizando transposons, proteinas fluorescentes e promotores especificos de
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tecido ou de fase, tendo sido varias especies de mosquitos transformados (MASSONNET-
BRUNEEL et al., 2013).

Quanto aos mosquitos transgénicos de segunda geracdo, a técnica RIDL baseia-se
no principio da TIE, empregando uma nova abordagem para supressdo de popula¢fes com a
liberacdo de machos portadores de um gene letal condicionado, o qual s6 se expressa em uma
determinada condicdo (CARVALHO, 2012; DYCK et al., 2005; THOMAS et al., 2000).

Uma estirpe particular de A. aegypti, a OX513A, desenvolvida pela empresa
britanica Oxitec, é constituida pela insercdo de um gene letal que se expressa principalmente
no estagio de pupa. A liberacdo desta em teste de campo simulado, inicialmente ocorreu na
Malésia e em langcamentos de campo em pequena escala nas Ilhas Cayman, Malasia e Brasil,
porém com liberacOes suficientemente grandes para demonstrar supressdo da populagdo-
alvo nas Ilhas Cayman e no Brasil (CARVALHO et al., 2015; HARRIS et al., 2012;
LACROIX etal., 2012; ALPHEY, 2014; BURT, 2014).

A principal limitacdo atual da técnica no Brasil é a dependéncia de uma producao
em larga escala por inddstria privada, que detém a tecnologia e patente da estirpe utilizada

para modificar o inseto geneticamente.

Outra limitacdo da técnica também encontrada aqui no Brasil, no municipio de
Juazeiro, do estado da Bahia, regido nordeste do pais, foi a competicdo entre machos
selvagens e machos modificados geneticamente (OX513 A), pelo acasalamento com fémeas
selvagens. Houve uma grande demanda de liberagcdo dos machos que carregavam gene letal,
dada a elevada densidade de machos selvagens, para alcancar o resultado esperado de
supressdo da populacdo (CARVALHO et al., 2015).

E importante destacar que a liberacdo de tais machos geneticamente modificados
(OXI513 A) em Juazeiro, foi desenvolvida como parte do Projeto Aedes Transgénico (PAT),
o qual envolveu diferentes segmentos da sociedade local, a fim de lhes esclarecer sobre
prevencdo da dengue e outras arboviroses pelo transmitidas pelo A. aegypti, e principalmente
informacdo de que no meio estariam sendo liberados mosquitos transgénicos (CARVALHO
et al., 2015).
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2.2.3 Técnica do Inseto Estéril (TIE)

A ideia da introducdo da esterilidade em uma populagdo selvagem a partir da
liberagdo em massa de insetos (Técnica do Inseto Estéril — TIE ou, em inglés, Sterile Insect
Technique — SIT) foi proposta de forma independente, entre 1930 e 1940, por trés
pesquisadores: A.S. Serebrovskii, na Universidade Estadual de Moscou, F.L. Vanderplank
em uma estagéo de pesquisa da mosca Glossina wiedmann, popularmente conhecida como
mosca tse-tsé, na zona rural de Tanganyika (atual Tanzania) e E.F. Knipling, entomologista
do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) (KLASSEN; CURTIS, 2005).

Serebrovskii e Vanderplank procuraram alcancar o controle de pragas através da
esterilidade que surge quando diferentes espécies ou linhagens genéticas sdo cruzadas. No
entanto, a abordagem mais conhecida foi aquela proposta por Edward F. Knipling, em 1937,
0 qual estabeleceu o principio que caracteriza a TIE, com o objetivo de erradicar a mosca
varejeira, Cochliomyia hominivorax, praga considerada um sério problema, na década de
1930, para a bovinocultura e animais silvestres da regido sudoeste dos Estados Unidos
(MALAVASI; ZUCCHI, 2000; DIAS; GARCIA, 2014).

A TIE é caracterizada por intervenc@es de esterilizacao ou radiacdo ionizante, que
impede a producdo vidvel da prole sendo, portanto uma intervencdo genética. A TIE é um
sistema espécie-especifico de supressdo populacional através do qual os insetos machos
esterilizados séo liberados para acasalarem com os seus pares selvagens, reduzindo assim o
potencial reprodutivo da populacdo-alvo. E necessario, portanto, conhecimento previo sobre
a bioecologia da espécie-alvo ajustar a logistica para 0 manejo integrado e a sua viabilidade
nos contextos locais (KNIPLING, 1955; ROBINSON, 2002).

A esterilizacdo de pupas-macho pode ser alcancada a partir de varias técnicas, sendo
elas a quimioesterilizacdo, a radiacdo ionizante e a incompatibilidade citoplasmatica
(BECKER et al., 2003).

Na quimioesterilizacdo, as pupas-macho sdo imersas por um periodo pré-
determinado em uma solucéo alcalina padrédo, a exemplo de lufenuron (Macth), abamectin
(Vertimec 18 CE), pyriproxyfen (Cordial 100 CE) e diflubenzuron (Dimilin) (TIBA, 2008).
Quando aplicada na forma de iscas, a esterilizacdo quimica difere da técnica do macho
estéril classica, por radiacdo ionizante, pois visa esterilizar os individuos no campo, sem

a necessidade da multiplicagdo do culicideo em laboratério. Esse método pode ser
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integrado com outros métodos de controle, a exemplo do quimico, bioldgico e culturais no

contexto do manejo integrado de pragas ou insetos vetores (SAZAKI, 2006).

Seawright et al. (1978) relatam que foram alcangados altos niveis de esterilidade
em insetos, com o minimo de perda do fitness. No entanto, o uso em larga escala de
quimioesterilizantes pode comprometer a saude dos manipuladores dessas substancias, as

quais sdo potencialmente mutagénicas para o homem.

Além de ser considerada a TIE classica, o uso de radiacdo ionizante para
esterilizacdo de pupas-macho apresenta vantagens sobre o uso de quimicos e organismos
modificados, uma vez que ndo deixa residuos toxicos e nem envolve o uso de outros
organismos. Além disso, é compativel com a utilizacdo concomitante de compostos com
acao larvicida e/ou ovicida (CARVALHO et al., 2014).

A TIE classica é considerada um tipo de controle genético, na qual o proprio inseto
é utilizado para seu controle e baseia-se na exposi¢do dos insetos a radiacdo ionizante, a qual
danificara permanentemente seu material genético, provocando esterilidade nesses individuos
(PHUC et al., 2007; WALDER, 2000).

Caracteristicas dessa técnica envolvem a criagdo em massa de insetos machos,
seguida da esterilizacdo pela radiacdo ionizante e liberacdo em massa em uma area alvo. Por
estar relacionada as questdes reprodutivas, esta € uma técnica espécie-especifica, uma vez
que o macho ndo acasala com fémeas de outras espécies (ALPHEY, 2002; BENEDICT;
ROBINSON, 2003; DYCK et al., 2005).

Relatos encontrados na literatura mostram que o uso da radiacdo ionizante como
agente esterilizante teve inicio bem antes de 1937. Um dos primeiros estudos envolvendo o
uso da radiacdo ionizante esterilizar e reduzir niveis de populacdo de insetos foi publicado
em 1916, por Runner, o qual descobriu que altas doses de raios-X aplicada a cigarra
Lasioderma serricorne tornou-a incapaz de se reproduzir, sem, no entanto, haver prejuizos
a sua longevidade e viabilidade (RUNNER, 1916).

Em 1927, Muller demonstrou que a radiagdo ionizante induziu mutacdes visiveis
em Drosophila, e também um grande nimero de mutacdes dominantes, que foram expressas
por meio de uma reducdo da eclosdo dos ovos postos por fémeas irradiadas (MULLER,
1950).

Apesar do pioneirismo de Runner (1916) no uso da radiacdo ionizante, foi Muller,
em 1946, que recebeu o Prémio Nobel de Medicina pela descoberta da mutagénese induzida,
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em 1927. Entretanto, somente apds 1950, quando Muller fez um esfor¢o especial para
divulgar os efeitos biologicos da radiacdo, que alguns entomologistas se tornaram
conscientes de que, através de irradiacdo, a esterilidade sexual em insetos machos poderia
ser facilmente alcancada (KLASSEN; CURTIS, 2005).

Em 1954, meses apos liberacbes semanais e inundativas de moscas varejeiras
estéreis na llha de Curacao, o autor Knipling relatou que a erradicacédo dessa praga tinha sido
alcancada (KNIPLING, 1955; KLASSEN; CURTIS, 2005).

Em 1955, Knipling prop6s o conceito de liberacdo de insetos estéreis para controlar
pragas agricolas, e, a partir dai a técnica foi utilizada para a erradicacdo de varias outras
pragas a exemplo de Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae) no sudoeste da Califérnia, em
1954; Bactrocera tryoni (Diptera: Tephritidae) na Awustralia, em 1962; Bactrocera
cucurbitae (Diptera: Tephritidae), nas ilhas sudoestes do Japdo (RENDON et al., 2004;
KUBA etal., 1996, KOYAMA etal., 2004; SMALLRIDGE et al. 2002; ENKERLIN, 2005).

Bushland et al. (1953) incorporaram a TIE em um programa integrado para o
manejo de pragas em area extensa (originalmente, em inglés, “Area-wide Integrated Pest
Management” ou AW-IPM), com a implementacdo de projetos de eliminacdo da
Cochliomyia hominivorax em outras regiées do mundo. Os locais que se tornaram livres
desta praga foram: Florida, em 1958; Sudoeste dos Estados Unidos e México, em 1962;
Porto Rico e Ilhas Virgens, em 1975; América central, em 1984; Africa do Norte, em 1989,
Belize e Guatemala, em 1994, El Salvador, em 1995, Honduras, em 1996, Nicaragua, em
1999, Costa Rica, em 2000 e Panama, no ano de 2001 (HENDRICHS, 2002; DYCK et al.,
2005; KNIPLING, 1955).

Outro exemplo de bastante sucesso de controle de insetos empregando a TIE € o
controle da Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae), a mosca-das-frutas. No Brasil, na
regido nordeste, em Juazeiro, cuja regido é ricamente conhecida pela exportacdo de manga
e uva, 0 emprego da TIE faz parte do programa de Manejo Integrado de mosca-das-frutas, e
para tal, culminou com a implantagéo da biofabrica Moscamed (HENDRICHS et al., 2002).

A esterilizacdo de insetos pode promover a infertilidade das fémeas, aspermia ou
inativacdo espermatica em machos, inabilidade de acasalar ou a mutacdo letal dominante em
células reprodutivas de machos e fémeas. Tais condi¢fes podem ser induzidas nos insetos
pela acdo da radiacdo ionizante, porém, nem todas podem ser utilizadas para controle de
pragas. Apenas a esterilidade devido a mutacdo letal dominante no esperma, no caso dos

machos, e a infertilidade das fémeas sdo os tipos utilizados com sucesso. O sucesso da
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técnica ocorre devido a combinacdo de fatores, como por exemplo, fémeas irradiadas
poderem inicialmente produzir ovos com mutacdo letal dominante e depois tornarem-se
inférteis (DIAS; GARCIA, 2014).

A principio, a técnica do inseto estéril é aplicdvel para controlar uma grande
variedade de pragas, mas fatores bioldgicos, interagindo com fatores s6cio-econémicos e
politicos, limitaram seu uso pratico a um conjunto mais restrito de espécies e situacdes. A
esterilizacdo por radiagdo € um processo com etapas de controle de qualidade simples e
confiaveis. A agdo da radiagdo e imediata, de modo que ndo existe exigéncia para realizar a
manutencdo dos insetos estereis apos o tratamento. Outra vantagem, € que a radia¢do passa
através do material da embalagem de confinamento dos insetos, permitindo que sejam
tratados apds o fechamento da embalagem, reforcando assim a biosseguranca e reduzindo os
riscos do manuseio dos insetos (ALPHEY 2002; DYCK et al., 2005; PHUC et al., 2007,
PAPATHANOS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).

No caso de algumas espécies, como A. aegypti e A. albopictus, o uso da esterilizacdo
por radiacdo ionizante também pode interromper a reproducdo livre de populacBes
selvagens, porém € um processo gradativo, sendo necessarias vérias solturas de machos
irradiados para se atingir o objetivo. Isso é consequéncia, principalmente, do fato de que
podem existir na natureza uma grande quantidade de ovos, que, ap6s um longo periodo de
quiescéncia (de até 450 dias, no caso do A. aegypti) (SILVA; SILVA, 1999), podem eclodir

e originar insetos viaveis.

2.2.3.1 TIE aplicada aos culicideos

A abordagem da TIE também ja foi empregada para o controle de algumas espécies
de culicideos, as quais tém grande importancia em salde publica, visto que sdo vetores de
doencas, tais como dengue, zika, chikungunya, malaria, filarioses, entre outras. As espécies
alvos da TIE tem sido: A. aegypti e A. albopictus, Cx. pipiens, Cx. Tritaeniorhynchus, Cx
quinquefasciatus, An. albimanus, An. culicifacies e An. gambiae (BENEDICT; ROBINSON,
2003; BECKER et al., 2003).

Alphey (2010) relata que os primeiros experimentos empregando a TIE para o
controle de Aedes aegypti foram realizados por Harvey e colaboradores na cidade de
Pensacola, Flérida/USA, no periodo de 1960 a 1961, com o objetivo de reduzir a populagao
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desses insetos. Esses autores utilizaram uma fonte de ®°Co, e uma dose de 180 Gy. No
entanto, o objetivo ndo foi alcancado, uma vez que a alta dose utilizada promoveu uma

consideravel diminuicdo da competitividade dos mosquitos.

Os primeiros resultados promissores surgiram apenas em 1967, em Myanmar (sul
da Asia continental) quando Laven utilizou a incompatibilidade citoplasmatica provocada
pela bactéria Wolbachia pipientis, para esterilizar mosquitos da espécie Culex
quinquefasciatus (LAVEN, 1967; BENEDICT; ROBINSON, 2003).

Pal; LaChance (1974) relatou os resultados obtidos em um projeto em que a TIE foi
utilizada associada a outras abordagens de controle populacional das espécies de Cx.
quinquefasciatus, A. aegypti e An. stephensi na india. Apesar dos esforcos que empregavam
varios enfoques operacionais e cientificos, foram observados efeitos modestos de supressao
populacional. Tal fato ocorreu devido principalmente a inesperada migracdo de fémeas ao
longo de varios quilémetros adentro as areas de controle (BENEDICT; ROBINSON, 2003).
Nesse sentido é importante considerar alguns fatores que contribuam para a obtencdo de
melhores resultados. S&o eles: aspectos topogréficos, que dificultem a migracao; uso da TIE
apos o uso de um método convencional de controle, reduzindo com isso o0 nimero de insetos
selvagens, e liberagdes em uma estacdo apropriada do ano, quando ocorra a diminuicédo
natural de insetos selvagens (BECKER et al., 2003).

Na Tabela 2, representados alguns trabalhos que empregaram a TIE, na tentativa de
controle populacional de A. aegypti e outras espécies de culicideos. De modo geral os
insucessos se deveram a baixa competitividade dos mosquitos esterilizados ou migracdo

desses mosquitos para outras areas, ou mesmo a migracao de selvagens para a area de estudo.
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Tabela 2 — Breve histérico da utilizagdo da Técnica do Inseto Estéril (TIE) para controle de espécies de
culicideos, no periodo de 1962 a 2015.

Espécie Alvo Local/Pais Método de esterilizagdo Referéncias

. - o Wiedhaas et al., 1962;
Anopheles quadrimaculatus Florida - EUA Radiagdo ionizante Dame et al., 2009
Culex pipiens Okypo - Myanmar Incompatibilidade citoplasméatica Laven, 1967
Culex quinquefasciatus Flérida - EUA Quimioesterilizagdo Paterson, 1970

Laven, 1972;
Culex pipien Montpellier, Franca Translocagéo cromossdmica Cousserans & Guille,
1974
Culex pipiens Deli, India Incompatlblllgade mtoplqsm.atlca Curtis et al., 1982
Translocagéo cromossémica

Aedes aegypti Mombasa, Quénia Translocagéo cromossdmica McDonald et al., 1977

Anopheles albimanus

Lago Apastapeque - El Salvador

Quimioesterilizacéo

Wiedhaas et al., 1974

Anopheles albimanus

Costa Pacifica - El Salvador

Quimioesterilizacéo
Translocagéo cromossdmica

Seawright et al., 1978;
Dame et al., 1981

Anopheles culicifacies

Lahore - Paquistao

Quimioesterilizagéo
Translocagdo cromossdmica

Reisen et al., 1981

Culex tarsalis

Campo Kern - Califérnia

Radiagdo ionizante

Asman et. al, 1982

Aedes aegypti

Ilhas Cayman

Mosquito transgénico - OX513A

Harris et al., 2012

Aedes aegypti

Brasil

Mosquito transgénico - OX513A

Carvalho et al., 2014;
2015

Aedes albopictus

Saint Benoir - Ilhas Reunion

Radiacéo ionizante

Olivaet al., 2012

Aedes albopictus

Norte da Italia

Radiacdo ionizante

Bellini et al., 2013

Fontes: Adaptado de Alphey, 2014; Oliva et al., 2012.

Os testes com TIE quimica, ou quimioesterilizacdo, de maior escala foram
realizados em El Salvador e na india na década de 1970 (OMS, 1976).

Em EI Salvador, o alvo foi o vetor da malaria Anopheles albimanus, considerado

multirresistente a inseticidas (em parte devido a utilizacdo agricola de inseticidas), e,

portanto, dificil de controlar, por estes meios. No estudo inicial, durante cinco meses, 0s

mosquitos foram liberados ao redor do Lago Apastapeque, sendo o teste bem sucedido ao

induzir 100% de esterilidade em ovos postos pelas fémeas selvagens (LOFGREN et al.,

1974).

A histdria de uso da TIE demonstra que a técnica teve uma reducao de utilizagéo a

partir dos anos 80, com o surgimento de outros meios de controle mais acessiveis e praticos

e também da aplicacdo de inseticidas quimicos (BECKER et al., 2003). No entanto, com o

advento de novas tecnologias e um melhor entendimento da bioecologia das espécies-alvo,
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a incorporacdo da TIE em programas de controle vetorial passou a ser novamente
considerada, a partir de 2009. Com isso, foram obtidos, entre 2009 e 2015, resultados
expressivos de supressdo populacional de mosquitos das espécies A. albopictus e A. aegypti
(BENEDICT et al., 2009; BALESTRINO et al., 2010; 2014; CARVALHO et al., 2014;
2015).

Balestrino et al. (2010), na Italia, obteve indices maiores que 70 e 80% de
esterilidade de pupas machos de A. albopictus, irradiados na dose de 40 Gy de raios gama
provenientes de uma fonte de 3’Cs. Mais tarde, em 2013, esses mesmos autores atingiram

99% de esterilidade para 0 mesmo vetor.

A movimentacdo e a distribuicdo dos insetos sdo considerados fatores que
influenciam a viabilidade e elaboracéo de projetos baseados na TIE, incluindo a necessidade
de gerenciamento de toda a area de alcance da populacdo. Caracteristicas bioldgicas da
espécie, que podem afetar a capacidade dos individuos estéreis interagirem com as
populacdes selvagens, como: a natureza dos sistemas de acasalamento, conseqiiéncias
comportamentais e fisiologicas da producdo em massa e esterilizagdo por radiagdo ionizante,
assim como 0s mecanismos que 0s machos usam para bloquear a aquisi¢cdo de uma fémea
e/ou 0 uso de esperma de outros machos, demandam estudos detalhados que atrasam o uso

da técnica.

Dessa forma, essas informacGes sdo necessarias na tomada de decisdes acertadas
sobre a integracdo da TIE, em uma area ampla, 0 manejo integrado de pragas apropriado e
para a eficiente e efetiva aplicacdo da técnica (PARKER et al., 2007; HELINSK et al., 2008;
OLIVA et al., 2012).

Portanto Vreysen (1995) sugere que o estabelecimento da TIE como um
componente bem sucedido em um programa de controle de vetores, demandaria alguns pré-
requisitos como: 1) a colonizacdo, isto é, o estabelecimento da espécie no laboratério deve
ser viavel e a producdo em massa possivel a um custo razoavel para fornecer o nimero
necessario de insetos estéreis; 2) a competitividade do macho estéril, da populacéo alvo,
precisa ser adequada e ndo devem haver diferencas comportamentais importantes entre a
populacéo estéril e selvagem; 3) a densidade populacional da espécie-alvo precisa ser baixa
ou reduzida antes da libertagdo para tornar economicamente viavel a obtencao da propor¢éo
desejada de macho estéril para selvagem; 4) caracterizacdo detalhada sobre a populacéao-
alvo, como dindmica espacial e temporal, comportamento de acasalamento, locais de

reproducdo; 5) o método deve ser aplicado sobre uma populagdo alvo em uma area total ou
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parte da populacgéo, a qual pode estar isolada por barreiras naturais ou artificiais para excluir
a imigracao de individuos de locais vizinhos; 6) escolha preferencial de apenas uma espécie
por intervencdo, e 7) a liberacdo de fémeas estéreis deve ser excluida para aquelas espécies

em que as fémeas séo vetores de doenca e/ou causam mordedura incOmoda.

2.3 EFEITOS BIOLOGICOS DA RADIACAO IONIZANTE EM MOSQUITOS

A fonte de radiagdo gama normalmente utilizada na TIE para controle de vetores é
a de %°Co, em faixas de doses que variam de 70 a 120 Gy. A exposicio, em fase de pupa,
induz a mutacGes letais dominantes no esperma dos mosquitos machos (THOMAS et al.,
2000).

A radiacdo ionizante pode interagir com o meio bioldgico de duas formas:
diretamente ou indiretamente. Quando interage de forma direta, a radiacdo ionizante atingira
0s componentes celulares, como DNA e proteinas. J& no efeito indireto, a radiacdo atingira
0 meio em que as células estdo suspensas, produzindo os radicais livres, por meio da radiélise
da agua, os quais podem provocar alteragdes moleculares e celulares em outras moléculas e
células (Figura 7). A resposta bioldgica é diferente para os diferentes tecidos dependendo
principalmente da capacidade de reparo das les@es radioinduzidas (SEGRETO; SEGRETO,
2000; OKUNO, 2013).

Sabe-se que varios produtos quimicos (pesticidas, drogas, metais pesados,
concentracdes anormais de oxigénio, etc.), fisicos (radiacdo, temperatura, ruido, vibracéo,
etc.) e fisioldgicos (doencas, lesdes, envelhecimento, inflamacao, etc) sdo agentes deletérios,
0S quais podem resultar em uma situagcdo de estresse que pode perturbar a homeostase
funcional. Uma dessas situacOes € descrita como estresse oxidativo (EO), e é caracterizada
por uma maior producdo de formas reativas de oxigénio, ou em inglés reactive oxygen
species (ROS) com a deterioracdo simultanea de seus sistemas de eliminacdo. O aumento
das concentracbes de ROS resultam em danos oxidativos as proteinas, lipidos e acidos
nucleicos, funcdes celulares, 6rgdos ou todo o organismo podem ser seriamente

comprometido, podendo levar & morte (KODRIK et al., 2015).
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Figura 7 - Mecanismos de acdo da radiacdo ionizante e seu efeito no DNA da célula: A) direto; B)

indireto.
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Fonte: adaptado de (TAUHATA et al., 2013).

Quando a radiacdo e/ou os radicais livres atingem o material biol6gico, danificando
0 DNA, podendo provocar mutacdes letais dominantes nas células germinativas e, também
danos as células somaéticas, especialmente em células que estdo em mitose (LaCHANCE,
1967; CURTIS, 1969).

O DNA é um dos alvos mais importantes para os efeitos genotdxicos da radiagéo.
A quebra da dupla hélice do DNA é a mais prejudicial, podendo levar a morte celular. A
célula mitotica é extremamente sensivel a radiacdo, pois existe grande possibilidade de
fixagdo da lesdo radioinduzida. A lei de Bergonie e Tribondeau afirma que “o efeito das
radiacOes ¢ maior nas c€lulas menos diferenciadas e com maior capacidade proliferativa”.
Nesta perspectiva, pode-se dizer ainda que a radiosensibilidade é inversamente proporcional
ao grau de diferenciacdo celular, salvo algumas exce¢bes, como os linfécitos (BITELLI,
2006).

Quanto maior a dose, maior sera o dano as células germinativas e somaticas, porém,
guanto mais avangado estiver o inseto em seu estagio de desenvolvimento, menor serd o
efeito somatico da dose (HELINSK et al., 2009). Por isso, a irradiacdo no estagio de pupa €
0 mais indicado, uma vez que o0s orgdos sexuais ja se encontram formados (CLEMENTS,
1992).

Em baixas doses, pode ocorrer a esterilizagdo parcial, enquanto que em altas doses,
apesar de ocorrer a esterilizacdo mais completa, ocorre associado a isso, danos a outras
células, o que se traduz na diminuicdo do desempenho bioldgico e competitividade dos
machos irradiados (HELINSKI et al., 2006; 2009).
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A competitividade em campo entre machos estéreis e selvagens é um parametro
crucial, para garantir o emprego do método em questdo. Portanto, € importante minimizar os
efeitos adversos da radiagcdo. Embora seja geralmente condicionado que os machos
libertados precisam estar totalmente estéreis, foi sugerido que mais esterilidade pode ser
introduzida a populacdo de campo utilizando-se doses mais baixas de radiacdo, porém com
insetos mais competitivos. Além disso, a reduzida competitividade pode ser parcialmente
superada pelo aumento da proporcao de insetos estéreis para selvagens (HELINSKI et al.,
2006; 2009).

As modificacdes celulares podem ser reparadas atraves de varios mecanismos
incluindo a acdo das enzimas; porém, caso isso ndo ocorra, surgirdo lesdes bioquimicas que
podem causar danos como morte prematura, alteracdo no processo de diviséo celular e
alteragdes genéticas (NAVARRO et al., 2008). Neste sentido as Glutationas-S-transferases
(GSTs) constituem uma familia complexa de proteinas que desempenham papéis tanto no
metabolismo celular como na desintoxicacdo de uma grande variedade de compostos
xenobioticos e agentes genotoxicos (CRUPKIN; MENONE, 2013). O papel das GSTs no
estresse oxidativo é de defesa predominantemente citosélica, sendo também responsavel
pela protecdo dos componentes celulares contra varios efeitos toxicos (SEN; SEMIZ, 2007).
Em modelos experimentais, 0 uso de Butionina SulfOximina (BSO) resulta na supressao das
concentracgdes intracelulares de GSH, o qual age inibindo a reacéo catalisada pela GST, e
observa-se 0 aumento da sensibilidade das células a radiacdo ionizante e a certas drogas
citostaticas (HUBER et al., 2008).

MutacgOes letais dominantes induzidas por radiacdo surgem como resultado de
lesBes cromossdmicas nas células irradiadas. Uma mutacgdo letal dominante que ocorre em
uma célula germinativa ndo afeta a maturacdo da célula em um gameta ou a participacéo do
gameta para formar o zigoto, porém provoca a morte do embrido em desenvolvimento. Em
geral, as fases iniciais da espermatogénese (espermatacitos e espermatogobnias) sdo as mais
sensiveis a radiacdo do que fases posteriores (espermatideos e espermatozoides) em termos
de danos irreversiveis, resultando na morte da célula em desenvolvimento (LaCHANCE,
1967; HELINSKI, 2009).

Devido a variedade de efeitos bioldgicos causados pela radiacdo ionizante, estes
podem ser classificados quanto a sua natureza em efeitos deterministicos (rea¢des teciduais)
e efeitos estocasticos. As reacdes teciduais resultam de dose alta e somente surgem acima de

certa dose, chamada dose limiar, cujo valor depende do tipo de radiacdo e do tecido
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irradiado; um dos principais efeitos € a morte celular e, quanto maior a dose, mais grave € 0
efeito. Efeitos estocasticos sdo alteracfes que surgem em células normais, sendo 0s
principais o cancer e o efeito hereditario; pode ser induzido por qualquer dose, inclusive dose
devido a radiacdo natural, s&o sempre tardios, e a gravidade do efeito ndo depende da dose,
mas a probabilidade de sua ocorréncia aumenta com a dose; os efeitos hereditarios ocorrem
nas células sexuais e podem ser repassadas aos descendentes (HALL; GIACCIA, 2006;
OKUNO, 2013).

Segundo Collis, Schwaninger e Ntambi (2004), baixas taxas de dose de irradiacéo
(ImGy/min) podem danificar o DNA sem a ativacdo do sistema de reparo, acarretando a
morte das células lesadas e explicando o efeito reverso da taxa de dose. Entretanto, baixas
taxas de dose ativam mais a morte celular em algumas linhagens do que em outras
caracterizando o efeito tecidual. As células mais radiossensiveis sdo aquelas dos ovarios, dos
testiculos, da medula 6ssea e do cristalino. A perda de células em quantidade consideravel
pode causar prejuizos detectaveis no funcionamento do tecido ou érgdo. Contudo, o aumento
da taxa de perda pode as vezes ser compensado com 0 aumento da taxa de reposicéo,
justificando seu emprego para fins clinicos. Neste caso, havera um periodo de transicdo em
que a funcéo do tecido ou 6rgédo foi parcialmente comprometida e posteriormente reposta
(TAUHATA et al., 2013).

A radiacédo pode provocar efeitos somaticos, os quais podem ser classificados como
imediatos e tardios. Os eventos imediatos sdo consequéncia de uma exposi¢do aguda a
radiacdo em um curto intervalo de tempo. Os eventos tardios, por sua vez, sdo aqueles que
apresentam um periodo de laténcia relativamente longo apds exposicao aguda ou crénica
(OKUNO, 2010).

Os insetos adultos e em suas diferentes fases de desenvolvimento diferem na
sensibilidade para a inducdo de mutacGes letais dominantes, por isso cuidados devem ser
tomados na identificacdo da dose mais apropriada de radiacdo, para que esta produza o nivel
pretendido de esterilidade sem contudo prejudicar a condicao fisica geral do inseto libertado
(ROBINSON, 2002). Visto que os danos as celulas, somaticas ou germinativas, aumentam
com a dose, porém o dano somatico diminui quando a irradiacdo ocorre em uma fase mais
avancada do desenvolvimento do inseto, quando o nimero de células em divisdo diminui
(HELINSKI et al., 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383574202000066
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

O territorio selecionado para testar a Técnica do Inseto Esteril (TIE) para controle
de Aedes aegypti foi o arquipélago de Fernando de Noronha (03°54'S e 32°25'W), distrito
do estado de Pernambuco, localizado a 545 Km do municipio do Recife, no oceano
Atlantico. A area foi selecionada, a principio, por representar um ambiente insular,
caracteristica que favorece a avaliacdo da técnica, pois 0 oceano atua como barreira
geografica natural, que reduz os efeitos de migracdo na area de estudo. O arquipélago esta

composto por 21 ilhas, ilhotas ou rochedos, perfazendo uma érea total de 26 km2.

O estudo foi realizado na ilha principal, que leva o nome do arquipélago, Fernando
de Noronha, a qual representa cerca de 90% de seu territério e € a Unica ilha habitada. O
acesso a ilha é feito por via aérea, a partir das cidades de Recife-PE ou Natal-RN, ou por via
maritima (WILDEN; FERREIRA, 2011). O clima é tropical quente, com duas estacdes bem
definidas, a chuvosa, com precipitacdes de fevereiro a agosto e a seca, que corresponde aos
meses de setembro a janeiro. A temperatura pode variar de 24 a 31 °C, com umidade relativa
de 81% e indice pluviométrico médio anual de aproximadamente 1.300 mm (REGIS et al.,
2014).

A superficie da ilha é de 17,017 km? e esta subdividida em 15 vilas: Estrada Velha
do Sueste, DPV, Coréia, Sueste, Quixaba, Basinha, Boldrd, Trés Paus, Vacaria, Floresta
Nova, Floresta Velha, Vila dos Remédios, Vila do Trinta, Praia da Conceic¢éo e Porto (Figura
8). A populacdo residente estimada em 2017 é de aproximadamente 3.016 habitantes
(https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pe/fernando-de-noronha/panorama). Trata-se de um dos
pontos turisticos mais visitados em Pernambuco, chegando a receber anualmente mais de
60.000 turistas (REGIS et al., 2014).

O Instituto Chico Mendes de Conservacéao da Biodiversidade (ICMBio), ligado ao
Ministério do Meio Ambiente, é 0 6rgdo responsavel pela gestdo e protecdo dos recursos
naturais do arquipélago, o qual esta inserido integralmente nas areas do Parque Nacional
Marinho de Fernando de Noronha desde 1988, e é classificado como uma Area de Protecio
Ambiental (APA).


https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pe/fernando-de-noronha/panorama
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Figura 8 - Esquema da distribuicdo das vilas na Ilha de Fernando de Noronha/PE.
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O Vacaria

@ Trinta

@ Remédios

Fonte: Secretaria de Salde do Estado de Pernambuco. | Geréncia Regional de Sadde. Distrito de
Fernando de Noronha.

A vigilancia entomoldgica do mosquito Aedes aegypti em Fernando de Noronha,
desde 2011, é realizada tanto pelo levantamento de indices baseados na pesquisa larvaria,
como preconizado pelo PNCD, quanto pelos estimados pela presenca e quantidade de ovos
do mosquito, atravées de armadilhas de oviposicdo. O Sistema de Monitoramento e Controle
Populacional do Aedes aegypti (SMCP-Aedes) estd representado por uma rede de 103
armadilhas de oviposicao sentinelas (OVT-S), instaladas em pontos fixos como referido em
Regis et al. (2014), o qual permite acompanhar a flutuagdo da densidade populacional de A.
aegypti na ilha como um todo e individualmente nas 15 vilas, através do registro do nimero

de ovos coletados nas OVT-S.

A Vila da Praia da Concei¢do (VPC) foi selecionada como area piloto para a
implantacéo da TIE. Esta &rea possui dois hectares, 23 imoveis, perfazendo uma densidade
de 11,5 imoveis/ha, distribuidos de forma agrupada (Figura 9). A VPC esta flanqueada em
um dos lados pelo oceano e no outro por uma faixa de vegetagdo (= 200 m) que faz

intersec¢cdo com a Vila da Floresta Velha.
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Figura 9 - Mapa da distribuicdo de iméveis (formas quadradas e retangulares em vermelho) da Vila da
Praia da Conceicao (VPC) e da Vila do Trinta, unidades territoriais da Ilha Fernando de Noronha,
distrito do estado de Pernambuco.
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Nas extremidades a VPC entra em contato com a vila dos Remédios e do Boldro e
ndo apresenta contiguidade com as areas do porto e aeroporto de Fernando de Noronha
(Figura 9). De acordo com informacdes do SMCP-Aedes de 2014 apresenta um nivel de

infestagdo dos imdveis pelo mosquito > 60%, com uma densidade anual > 70 ovos/Ovt-S.

A Vila do Trinta, adotada como area controle para a avaliacdo da TIE, tem 29 ha,
onde estdo distribuidos 223 imoveis, perfazendo uma densidade de 7,7 imoveis/ha um pouco
menor do que a da VPC, embora represente uma das quatro vilas mais povoadas da ilha,
também flanqueada pelas vilas da Floresta Velha e Remédios e sem contiguidade com o
porto e o aeroporto. Os indices de infestacdo nesta vila sdo similares aos da VPC, como pode

ser observado na figura 18, sobretudo em e 2104.

3.2 ESTABELECIMENTO DA SUBPOPULACAO DE Aedes aegypti DA VILA DA
PRAIA DA CONCEICAO

Uma subpopulacdo de Aedes aegypti representativa da ilha de Fernando de
Noronha, mais especificamente da Vila da Praia da Conceicéo, Aedes-VPC, foi estabelecida
em laboratorio para ser utilizada na aplicacdo da Técnica do Inseto Estéril em campo. A
escolha desta populacdo partiu do pressuposto que o seu background genético conferia
vantagens adaptativas em relacdo as condi¢cdes ambientais da Ilha comparado ao de uma
coldnia mantida em laboratério h& anos. Entretanto, para seu uso efetivo se fez necessaria a
investigacdo do seu fitness, uma vez que um dos requisitos desejaveis para a TIE é auséncia
ou presenca reduzida de custos bioldgicos, além daqueles condicionados ao processo de

esterilizacéo.

Amostras de ovos da VPC foram coletadas em 25 ovitrampas modelo descrito em
Regis et al. (2008). As ovitrampas foram instaladas durante uma semana nas areas
peridomiciliares dos imdveis da VPC, em setembro de 2014. Os ovos foram contados antes
de serem submetidos a eclosdo larvaria em laboratorio. A eclosdo teve inicio com a
submersdo das palhetas em &gua potavel a temperatura ambiente, ap0s seu processo de
fervura para a reducgdo do teor de oxigénio dissolvido, considerado um estimulo & ecloséo
sincronica das larvas, tal como descrito em Carvalho et al. (2014). As larvas de primeiro

estadio (L1) foram removidas e contadas, para determinar o percentual de eclosdo, ou seja,
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a viabilidade, e transferidas para cubas plasticas de criagdo contendo adgua potavel e ragédo

para gatos (Whiskas®) autoclavada e macerada.

Ao final do desenvolvimento, as pupas, machos e fémeas, foram separadas e
transferidas para gaiolas de aluminio teladas até a emergéncia dos mosquitos para
verificacdo e triagem da espécie-alvo e o estabelecimento da subpopulacao parental Aedes-
VPC. Esta subpopulacdo foi composta por mais de 1.500 individuos (machos e fémeas) e
passou a ser alimentada, continuamente, com uma solucdo de sacarose a 10%, e,
adicionalmente, foram oferecidos repastos sanguineos semanais as fémeas, com sangue de
coelho desfibrinado, em sistema artificial de alimentacdo, para obtencdo das progénies
(GUEDES et al., 2017).

Para a coleta das geraces filiais, foram colocados recipientes contendo agua e
papel de filtro umedecido como substrato para a oviposicéo, trocados semanalmente. Apds
0 periodo de embriogénese, os ovos foram submetidos a dessecacdo e armazenados por até
trés meses consecutivos, até a sua utilizacdo para a producdo em maior escala de machos
estéreis. Os individuos foram mantidos em salas climatizadas com condic¢Ges controladas de
temperatura (26 °C + 2 °C), umidade relativa (85 + 10%), fotoperiodo de 12:12 horas (claro:
escuro). Ao longo do estudo foram utilizados individuos das primeiras trés geracdes filiais
(F1, F2e F3).

3.2.1. Avaliacéao da susceptibilidade da subpopulacéo Aedes-VPC aos Piretroides

Apbs o estabelecimento da subpopulacdo Aedes-VPC seu status de susceptibilidade
aos inseticidas da classe dos piretroides foi avaliado, uma vez que Aradjo et al. (2013)
reportou que a populacdo de Fernando de Noronha, em 2011, estava resistente a
cipermetrina, um dos inseticidas adulticidas mais utilizados no ambito de PNCD, embora
seu uso por este Programa ndo tenha ocorrido na llha, por ser uma APA. De acordo com
Lima e colaboradores (2011) piretroides séo frequentemente encontrados na composi¢cdo dos
sprays inseticidas vendidos em supermercados e utilizados pela popula¢do (LIMA et al.,
2003).

A col6nia Aedes aegypti-Rockefeller foi utilizada nos ensaios como referéncia

mundial de susceptibilidade aos inseticidas quimicos. Esta colonia tem sido mantida no
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Insetario do Departamento de Entomologia (CPQAM/FIOCRUZ) hd mais de 10 anos
(MELO-SANTOS et al., 2010)

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo da Organizagdo Mundial
de Saude (1998), com papéis-filtro (Whatman® N°1), 15 X 12 cm, impregnados com a dose
diagnostica (DD) dos inseticidas: cipermetrina (Sigma, codigo: SZBC047XV), na
concentragéo de 146 mg i.a./m? (0,4%); deltametrina (Sigma, codigo: SZBC059XV), 18 mg
i.a./m?(0,05%) e lambda-cialotrina (Sigma, codigo: SZBB332XV), 19,4 mg i.a./m? (0,05%).
O cloroférmio foi utilizado como solvente dos inseticidas e o 6leo mineral como agente de
dispersdo do composto para impregnacdo nos papéis. Os papeis impregnados com 0s

inseticidas foram produzidos na SUCEM/Marilia-SP e gentilmente cedidos para este estudo.

Neste ensaio foram utilizadas fémeas da Rockefeller e da Aedes-VPC, ndo
alimentadas com sangue, com trés a cinco dias de idade. Estas fémeas foram inicialmente
aclimatadas por 60 minutos em tubos de acrilico (kit WHO) de recuperacdo. Apos esse
procedimento, 20 a 25 fémeas foram transferidas para tubos de exposicdo (quatro réplicas
por inseticida) além do tubo controle (duas réplicas), contendo apenas o papel impregnado
com o 6leo mineral. Os testes foram repetidos trés vezes por populagdo de mosquito.

Inicialmente, a mortalidade das fémeas Rockefeller & DD de cada inseticida foi
inferida a cada trés minutos, durante 30 a 60 minutos consecutivos de exposicdo, com 0
objetivo de definir o tempo necessario para promover 100% de mortalidade dos individuos
susceptiveis. Para a populacdo de campo a exposi¢do aos inseticidas foi acompanhada por
até 120 minutos, com registro da mortalidade a cada 15 minutos. Apos este periodo todas as
fémeas foram transferidas para o tubo de recuperacdo, com o papel filtro sem o inseticida,
para que apoOs 24 horas da realizacdo do teste, fosse registrada a mortalidade final,
classificando os individuos capazes de voar como resistentes e 0s mortos ou moribundos
como susceptiveis, excluindo assim o efeito knockdown resistance (MARTINS et al., 2009;
2012). A populagdo seria classificada como “resistente” quando < 80% das fémeas
morressem e “susceptivel” quando > 98% delas morressem, ap06s o periodo de 24 horas. Os
ensaios para cada inseticida foram repetidos em trés momentos distintos seguindo a
metodologia de Brogdon e McAllister (1998b) e Da Cunha et al. (2005). Os resultados

encontrados foram comparados aos observados para a Rockefeller.
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3.2.2 Ensaio da atividade das Glutationa S-Transferase

Como parte complementar da avaliacdo do perfil de susceptibilidade da
subpopulacdo Aedes-VPC aos piretroides foi realizado o teste para determinar a atividade
das enzimas glutationa S-transferases (GST), relacionadas com a resisténcia metabdlica a
estes inseticidas, as quais também se mostraram alteradas na avaliacdo de Araujo et al.
(2013). Considerando que a atividade de tais enzimas também pode ser modificada em
funcdo da exposicdo a radiacdo ionizante de ®°Co, o teste enzimatico foi realizado com
fémeas e machos, cujas pupas foram expostas as doses de 40 e 50 Gy, além dos individuos

ndo expostos.

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido pelo
Ministério da Saude, com modificacdes (BRASIL, 2006). Os insetos selecionados foram
provenientes da terceira geracdo filial (F3) da Aedes-VPC. Foram avaliados mosquitos
adultos, machos e fémeas, com um dia de idade, alimentados apenas com solucdo de sacarose
a 10%. Os individuos foram anestesiados por resfriamento, separados por sexo,
acondicionados em grupos de 45 mosquitos em microtubos e armazenados a (-80° C) até o
ensaio. A atividade das GSTs foi avaliada utilizando os substratos 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno
(CDNB) e L-glutationa reduzida (GSH). A quantificacdo de proteinas totais das amostras foi
feita com o Reagente Biorad protein assay (Biorad) usando uma curva padrédo de albumina

do soro hovino.

Amostras individuais de fémeas ou de machos foram maceradas e os homogenatos
distribuidos em microplacas de 96 pocos com 0s reagentes especificos para a detecgdo
enzimatica. As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro com leitor
de microplacas (ELX808/Biosystem), utilizando 340 nm (GST).

O perfil enzimatico da subpopulacdo Aedes-VPC foi classificado de acordo com o
percentual de individuos que apresentava atividade superior ao percentil 99 de Rockefeller
para a enzima. A populacdo foi classificada como “inalterada” (I), quando menos de 15%
dos individuos mostrassem alteragao na atividade GST; “alterada” (A), para 15% a 50%; ou
“muito alterada” (MA), quando superior a 50% (BRASIL, 2006). Para a analise do perfil

populacional foi utilizado o programa GEN 5 e o GraphPad Prism 4.
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3.2.3 Producéo massal de Aedes-VPC em pequena escala

A producdo massal da subpopulacdo de campo Aedes-VPC foi realizada no
Insetario do Departamento de Entomologia/Instituto Aggeu Magalhdes (CPqAM/Fiocruz-

PE), a partir da padronizagdo do desenvolvimento das formas jovens.

Para avaliar os parametros de criacdo e obtencdo das pupas-macho com qualidade
0s seguintes intervalos de densidade foram testados: 400 - 600 larvas/cuba e 601 - 1000
larvas/cuba. As cubas de criacdo eram recipientes em pléstico, medindo 34 x 23 x 7 cm,
contendo 2 litros de dgua potavel, dispostas em estantes (Figura 10), em salas com condigdes
controladas de temperatura e fotoperiodo, segundo descrito no item 3.2. As larvas foram
alimentadas com 297 mg/cuba/dia de ragdo para gatos, da marca Whiskas®, esterilizada,
triturada e distribuida de forma homogénea na superficie da &gua. A duracdo do periodo de
desenvolvimento das larvas e pupas, 0 peso das pupas, bem como a propor¢do de machos e
fémeas observados em cada densidade foram avaliadas para as duas condi¢6es de densidades

testadas.

A sexagem foi realizada por meio de um separador mecéanico de larvas e pupas
(John W. Hock®, modelo 5412), aparelho composto por duas placas de vidro superpostas e
dotadas de um sistema de prensa para ajustar o espaco entre as mesmas, e permitir a
separacdo das pupas por tamanho. O uso deste equipamento leva a separacdo de um grande
namero de pupas em faixas, sendo a primeira predominantemente de pupas maiores e fémeas
(maior tamanho), a segunda de pupas machos e/ou fémeas (menor tamanho) e a terceira de
larvas (L3 e L4). A separacdo dos diferentes grupos foi feita com um fluxo de gua na parte
superior do vidro, e os exemplares foram recuperados em uma cuba de criacdo adaptada a
parte inferior do aparato (Figura 10B). Para padronizar o processo de esterilizacao as pupas-
macho com idade entre seis e 24 horas foram recolhidas de todas as cubas diariamente, apos

o inicio da pupagéo.

3.2.4 Irradiacéo de Aedes-VPC utilizando radiacdo gama (Co®°)

Ap0s a triagem por sexo, as pupas-macho foram transferidas em grupos de até 500

individuos para placas de Petri (90 x 15 mm) revestidas com papel toalha umedecido (Figura
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11A), para garantir o contato com a umidade e a0 mesmo tempo reduzir a mobilidade das
pupas durante a irradiacdo. As placas com as pupas foram transportadas em caixa de isopor
até o Departamento de Energia Nuclear/UFPE (DEN/UFPE). As amostras foram
imediatamente levadas para o irradiador Gammacell de Co®°, modelo 220 Excel-MDS

Nordion (Figura 11B), para exposicao.

Figura 10: Processos de criagdo massiva, triagem e sexagem de larvas e pupas da subpopulacéo de
campo de Aedes aegypti proveniente da Vila da Praia da Concei¢do/Fernando de Noronha/PE. A)
Cubas de criagdo de larvas em estantes; B) Separador de pupas de mosquitos, aparelho composto por
placas de vidro superpostas e um sistema de prensas para ajuste da distancia entre elas; C) Padréo de
separacéo das pupas por tamanho em diferentes faixas, sendo a 12 de fémeas maiores, a 22 de machos e
fémeas menores e a 32 de larvas.

Fonte: Do autor.

A partir de informagdes sobre as doses mais efetivas para a esterilizacdo de machos
de A. aegypti da coldnia Recife-Laboratorio (RecL), bem como a melhor proporgéo entre
machos ndo irradiados (MNI) e machos estéreis (ME), obtidas por Lima (2015), as doses de
40 e 50 Gy de ®°Co foram adotadas para a esterilizagio dos machos da subpopulagio Aedes-

VPC, em taxas de dose do irradiador em diferentes periodos.

Apos a irradiacdo, as pupas-macho eram trazidas para o insetario, transferidas para
recipientes com agua e mantidas em gaiolas até a passagem para a fase adulta. Solucdo de
sacarose a 10% era disponibilizada na gaiola de contencéo para alimentacéo ad libittum dos
machos estéreis (ME), até quando eram transferidos para os recipientes plasticos e bolsas

térmicas (Figura 11C e D), adaptados ao translado aéreo até a ilha uma vez por semana.

Para o transporte dos mosquitos por via area foi firmada uma colaboragdo com as
empresas Azul e GOL, ap6s a disponibilizagdo de um documento esclarecendo riscos e
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responsabilidades assumidos pelo IAM/Fiocruz-PE sobre o envio dos machos estéreis de A.
aegypti para a llha de Fernando de Noronha, em concordancia com a Gerencia de Salude do

Distrito de Fernando de Noronha.

Figura 11: Processo de irradiagdo de Aedes aegypti proveniente da Vila da Praia da
Conceigdo/Fernando de Noronha/PE. A) Pupas acondicionadas em placa de Petri de polietileno para
exposicdo a radiagdo gama de °Co; B) Irradiador do tipo Gammacell %°Co, modelo 220 Excel-MDS

Nordion, onde as amostras foram irradiadas; C) Transporte de mosquitos irradiados para a soltura na
Praia da Conceicao/ Fernando de Noronha. Foram colocados em recipientes pléasticos e mantidos em
bolsa térmica (D).

-

Fonte: Do autor

3.2.5 Teste em condicdes Simuladas de Campo (TCS) para avaliar o desempenho dos

machos Aedes-VPC irradiados

A competitividade reprodutiva dos ME Aedes-VPC antes da soltura em campo foi
verificada em testes sob condi¢bes simuladas de campo (TCS), seguindo a metodologia
descrita por Lima (2015), que visa basicamente avaliar o percentual de inviabilidade da
progénie resultante do acasalamento de machos estéreis (ME) e dos machos selvagens (MS)
com fémeas selvagens (FS) da mesma subpopulagdo. Os testes ocorreram em um
compartimento telado de grandes dimensdes (2 x 2 metros), denominado gaiola-TCS (Figura
12A), localizada na area externa do IAM/Fiocruz-PE, em local protegido da chuva. Para
cada um dos trés testes realizados com as duas doses 40 e 50 Gys foram liberados na gaiola-
TCS grupos de mosquitos seguindo a propor¢do de 10ME:1MS:1FS, em nUmeros reais
500ME: 50MS: 50FS. Uma fonte de carboidrato (solucdo acucarada a 10%) foi
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disponibilizada na gaiola durante um periodo de 10 dias de avaliagéo, tal como referido por
Lima (2015).

Trés parametros foram analisados ap0s cada soltura na gaiola-TCS: 1) o percentual
de mosquitos adultos, machos e fémeas, sobreviventes; 2) a fecundidade, estimada pelo
numero de ovos para um grupo de 50 fémeas, ap6s um Unico repasto sanguineo e 3) a
fertilidade/viabilidade de ovos, estimada pelo nimero de L1 obtido a partir dos ovos

coletados em cada teste.

Quatro ovitrampas (Figura 12B) foram inseridas na Gaiola-TCS a 1 m do solo, para
a coleta de ovos durante o periodo de avaliagdo. Apds 10 dias da soltura, os mosquitos
sobreviventes presentes na gaiola foram capturados com aspirador manual com bateria
(modelo: Horst® 34) (Figura 12 C) e armazenados para sexagem e contagem. O numero de
ovos presentes nas palhetas foi registrado e categorizado em integro e aberto. Depois desta
primeira contagem, as palhetas foram submersas em agua tal como descrito no item 3.2 para
promover a eclosdo das larvas provenientes dos ovos ainda integros, com o intuito de
verificar o percentual final de eclosdo. Os registros de temperatura, umidade relativa do ar e
pluviometria realizados pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), na Estacdo

Curado em Recife, Pernambuco, Brasil, foram usados neste estudo.

3.3 TESTE PILOTO DE CAMPO: NIVEL DE INFESTACAO POR A. aegypti EM
FERNANDO DE NORONHA

Para estimar a quantidade de machos estéreis por soltura foi necesséario inicialmente
avaliar a densidade de ovos da populacdo selvagem de A. aegypti na Ilha como um todo, e
em particular na Vila da Praia da Conceicdo, localidade selecionada para a implantaacdo da
TIE.
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Figura 12: Instalagdes e instrumentos utlizados nos Testes sob Condic6es Simuladas no Instituto
Aggeu Magalhdes/Fiocruz-PE; (A) gaiola em madeira e tela (2 x 2 metros); (B) ovitrampas usadas
para a coleta de ovos de A. aegypti; (C) aspirador manual para recaptura dos mosquitos adultos.

Fonte: Do autor. Fig. C fonte: http://www.horstarmadilhas.com.br/

Assim, a distribuicdo espaco-temporal da populacédo local foi acompanhada nos anos
de 2014, 2015 e 2016 através dos indices entomologicos estimados pelo SMCP-Aedes,
sistema de monitoramento composto por uma rede de 103 armadilhas sentinelas
(Ovitrampas-sentinelas/Ovt-S), distribuidas nas 15 vilas da ilha, tal como descrito em Regis
etal. (2014).

Os seguintes indices foram estimados: Positividade de Ovitrampas (IPO), o qual
reflete o percentual de Ovt-S positiva a cada ciclo de 30 dias, e corresponde a distribui¢ao
espacial do mosquito; Numero Médio de Ovos/OVT-S (NMO), o qual revela a densidade

populacional da espécie e a intensidade da infestacdo em cada vila.

Para verificar a eficacia e a efetividade de controle promovidos pelo uso dos ME
foram estimados a porcentagem de inviabilidade dos ovos (PIO) para cada area, a
porcentagem de diminuicdo da densidade de ovos (D) e a inviabilidade induzida de ovos (1),

calculados respectivamente pelas equacoes abaixo (BELLINI et al., 2013):

P10 = (NO;/ NOT) * 100 Eg. (01)
D = (NMOTie — NMOcon) / NMOcon Eq. (02)
I = {1 - [(NOVTiIE/NMOTig) * (NMOcon/NOvcon)]} * 100 Eqg. (03)

Onde NO; é o numero de ovos integros; NOT é o numero total de ovos; NMOe e
NMOcon sdo 0 numero médio de ovos da area TIE e da area controle, respectivamente e 0

NOvTie € NOvcon que correspondem ao nimero médio de ovos viaveis da area TIE e da


http://www.horstarmadilhas.com.br/
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area controle, respectivamente. De um modo geral, o procedimento consistiu na contagem
dos ovos abertos ou viaveis que correspondiam aqueles cujas larvas eclodiram ainda em
campo somados aqueles cuja eclosdo foi induzida em laboratério, além dos ovos que
permaneceram integros, tal como referido no item 3.2, perfazendo assim o total de ovos
coletado/Ovt-S/més. Os indices foram esimados para a VPC (Area-TIE) e para a Vila do
Trinta (Area-Controle), onde estavam instaladas 05 e 10 Ovt-S monitoradas pelo SMCP-

Aedes, respectivamente, além de mais 10 ovitrampas na VPC para estimar o PIO.

3.3.1 Teste Piloto: liberac@o de machos estéereis em campo real (VPC)

Antes do processo de liberacdo dos machos estéreis na Vila da Praia da Conceicdo as
autoridades da Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco e do Distrito de Fernando de
Noronha, do ICMBio, do Conselho de Saude da ilha e os cidaddos da vila, foram informadas
sobre o projeto, seus objetivos, beneficios e riscos, através de documentos, palestras,
reunides e comunicacdo via radio e televisdo. Panfletos explicativos também foram
distribuidos para a comunidade local, em visitas domiciliares, com o intuito de prestar os
esclarecimentos necessarios sobre os mosquitos esterilizados por radiacdo gama quanto a:
1) inexisténcia de riscos de contaminacdo ambiental por radiacdo; 2) autolimitacdo da
técnica e a necessidade da liberacdo semanal continua dos ME para a obtenc¢éo de resultados
de controle; 3) diferenca entre ME e mosquitos transgénicos e 4) a possibilidade de liberagéo
de um pequeno nimero de fémeas do mosquito, também estéreis, durante as solturas dos
machos e de sua implicacdo na transmissdo de arboviroses como dengue, zika e chikungunya

na llha.

O ndmero inicial de machos estéreis por soltura foi calculado a partir do niumero
médio de ovos coletados pelas Ovt-S nos meses de setembro, outubro e novembro de 2015
na VPC X a probabilidade do embrido ser um macho X o ndmero de imdveis X 10
(correspondente a propor¢do desejada de ME:MS 10:01). De acordo com tais valores foi
estimada a soltura de aproximadamente 3.000 ME/semana, para 0 més de dezembro de 2015
e valores iguais ou superiores nos meses seguintes. Outros modelos ja descritos na literatura,
como Carrieri et al. (2011), consideram também o numero de machos adultos coletados por

armadilhas ou aspiragéo.
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O processo de liberacdo dos machos estéreis na llha teve inicio em dezembro de 2015
e envolveu dois esquemas de liberacdo, o primeiro utilizando ME esterilizados com 40 Gy,
por 16 eventos consecutivos, no periodo de dezembro/2015 a mar¢o/2016 e o segundo com
ME esterilizados com 50 Gy de abril a dezembro de 2016. O quantitativo de ME/liberacéo
aumentou em alguns momentos em funcdo do periodo de chuvas, quando é esperado um
aumento natural na densidade pouplacional do mosquito na area de estudo (REGIS et al.,
2014). Na VPC foram estabelecidos quatro pontos de soltura dos ME, todos proximos as
areas peridomiciliares dos imdveis. Os mosquitos eram liberados nestas areas quase sempre
no mesmo dia em que chegavam a llha, no periodo da tarde. Frequentemente os ME

liberados na Ilha tinham de trés a cinco dias de idade.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sdo apresentados como valores de média e desvio padrdo e como valores
de frequéncia. Para testar as diferengas entre as médias utilizou o teste t-Student. Para a
andlise das variancias dos dados, foi utilizado teste ANOVA, seguida de teste de Tukey. Para
avaliar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste de Lilliefors. Todas as analises

estatisticas foram realizadas considerando um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 SUSCEPTIBILIDADE DE Aedes-VPC AOS INSETICIDAS PIRETROIDES

Os valores de tempo letal (TLos) estimados para as doses diagndsticas dos
piretroides analisados demonstram que a populacdo Aedes-VPC esta susceptivel a estes
compostos e, que todas as fémeas expostas morreram com menos de 30 minutos de

exposicdo aos inseticidas (Tabela 3).

Tabela 3 - Toxicidade de diferentes inseticidas da classe dos piretroides para fémeas de Aedes aegypti
provenientes da Vila da Praia da Conceigdo/Fernando de Noronha/PE e da linhagem Rockefeller,
estimada pelo Tempo letal para 95% (TLos) dos individuos expostos as doses diagndésticas dos

diferentes inseticidas.

Tempo letal 95% (TLgs) em minutos (Intervalo de Confianga 95%b)

Populagdo

Cipermetrina Deltametrina Lambda-cialotrina
Rockefeller 26,2 (25,2 - 27,4) 18,6 (17,9 - 19,5) 14,2 (13,7 - 15,2)
Aedes-VPC 17,8 (16,5 - 19,1) 21,6 (20,7 - 22,6) 15,2 (14,5 - 16,1)

Legenda: N= nimero de fémeas avaliadas; TLgs: Tempo letal para 95% das fémeas adultas expostas.

4.2 ATIVIDADE DAS ENZIMAS GLUTATIONA S-TRANSFERASES EM Aedes-VPC

Os ensaios bioquimicos revelaram modificagdes no perfil de atividade das GST
para as fémeas da populacdo Aedes-VPC quando comparadas a Rockefeller, as quais
classificaram essa populacdo de campo como muito alterada, uma vez que mais de 50% dos
mosquitos testados apresentaram valores acima do percentil 99 de Rockefeller. Este
percentual foi ainda maior (71%) quando as fémeas foram irradiadas ainda em sua fase de
pupa (Tabela 4). Um comportamento similar foi observado para os machos, o que revela que
a exposicdo a dose de 50 Gy de radiacdo gama induziu alteragdo destas enzimas nos

individuos Aedes-VPC, independente do sexo.
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Tabela 4 - Atividade das Glutationa S-Trasferase (GST) em adultos, fémeas (F) e machos (M) da
populacéo de Aedes aegypti da Vila da Praia da Conceicédo, Fernando de Noronha/PE, em sua terceira
geracdo filial (F3), expostos ou ndo a radiacdo gama.

Glutationa S-transferase (GST)
(mmol/mg ptn/min)

Grupo N adultos p99 % >p99* Classificacdo
Rockefeller (F) 166 2,2 - -
Aedes-VPC- NI (F) 90 4,1 54 MA
Aedes-VPC - | (F) 140 3,7 71 MA
Aedes-VPC — NI (M) 135 3,2 35 A
Aedes-VPC — | (M) 132 3,9 52 MA

INtmero de individuos testados; 2p99 = Percentil 99 para as populagfes; % > Taxa da populagéo com atividade
superior ao Percentil 99 de Rockefeller; Aedes-VPC-NI= individuos ndo irradiados; Aedes-VPC-1 = individuos
irradiados; M= macho e F= fémea.

4.3 PRODUCAO MASSAL DE MOSQUITOS DA VILA DA PRAIA DA CONCEICAO
(VPC)

Para a densidade mais baixa, cada cuba de criacdo continha em média 545,0 + 52,2
larvas/cuba e para a mais alta 740,8 + 96,7 larvas/cuba. A sobrevivéncia dos individuos até
a fase de pupa foi de 89,1% e de 76,9% na menor e maior densidade, respectivamente,
mantendo a proporc¢do de 1:1 (macho:fémea). O aumento da densidade larval nas cubas
gerou uma pequena diminuicdo do peso das pupas, cujos valores médios para 0s machos
decairam de 0,0022+0,0008 para 0,0019+0,0004 e para as fémeas de 0,0033+0,0008 para
0,00296+0,0008, entretanto, os mesmos ndo diferiram estatisticamente. Em ambas as
situacOes, as primeiras pupas foram encontradas oito dias apds a eclosdo das Li, cuja
frequéncia relativa de sexo diferiu entre as densidades (Figura 13A). Até o 12° dia do
desenvolvimento foi recuperado cerca de 90% das pupas-machos na densidade mais baixa,
enquanto para a densidade mais alta este valor foi de 63,3%. Portanto, 0 aumento na
densidade larval prolongou o tempo necessario para obtencdo da maioria dos machos,

aspecto importante para a logistica de producéo na criagcdo massal (Figura 13).
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Figura 13 - Proporcéo de pupas-machos e pupas-fémeas de Aedes aegypti da subpopulagdo de campo
da Vila da Praia da Conceicédo/Fernando de Noronha/PE, observada em diferentes densidades larvais,
em laboratorio.
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Fonte: Do autor

No periodo de dezembro/2015 a dezembro/2016 foram produzidos e liberados
233.767 machos estéreis, em 52 eventos de soltura (Tabela 5). Estima-se que cerca de 1%
destes individuos eram fémeas de pequeno tamanho, as quais corresponderam ao erro de
separacdo mecanica do aparelho. Apesar disso, todas as fémeas irradiadas com 40 ou 50 Gy
também eram estéreis e ndo produziam ovos, mesmo quando alimentadas com sangue,
corroborando os achados de Lima (2015). Tomando por base a proporg¢éo natural de machos
e fémeas dos mosquitos de 1:1 e que na densidade de 601-1000 larvas/cuba apenas 63% das

pupas, independente do sexo, era recuperado a cada semana, aproximadamente 25 cubas
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eram abertas para garantir uma producdo minima de 4.000 machos/semana. As pupas-
machos eram encaminhadas para a esterilizacdo com idade entre seis e 24 horas de passagem
para esta fase, portanto, o procedimento de triagem para a esterilizacdo era iniciado no 8° dia

e finalizado no 12° dia de desenvolvimento das formas jovens.

4.4 COMPETITIVIDADE DE ACASALAMENTO Aedes-VPC: ESTEREIS X
SELVAGENS

Nos experimentos com o grupo controle apenas 8,0% dos ovos provenientes do
acasalamento das fémeas selvagens com os machos selvagens (MS), ou seja, aqueles que
n&o foram submetidos ao processo de irradiacao para a esterilizagéo, as larvas ndo eclodiram,
sugerindo que 0s mesmos ndo estavam embrionados. No entanto, nos experimentos
utilizando os machos-VPC esterilizados com 40 Gy ou 50 Gy, na proporcdo de 10:1
(ME:MS), cerca de 80% dos ovos produzidos por diferentes fémeas estavam inviaveis
(Tabela 5).

A andlise revelou, como esperado, que a inviabilidade dos ovos do grupo controle
foi estatisticamente menor do que a dos grupos tratados com 40 Gy (2= 59,542, p-valor <
0,0001) e 50 Gy (x?= 63,587, p-valor < 0,0001). No entanto, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os tratamentos de 40 e 50 Gy (2= 0,221, p-valor = 0,9742).
Ao término do ensaio na gaiola-TCS, com duracéo de 15 dias, foi observado que pouco mais
de 20% dos machos (estéreis ou ndo) sobreviveu, este resultado sugere uma reducdo de cerca
de 80% no namero de machos no periodo compreendido entre a emergéncia e a recaptura

dos individuos por aspiracao.
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45 DISTRIBUICAO ESPACO-TEMPORAL DE Aedes aegypti EM
FERNANDO DE NORONHA

O monitoramento da infestagcdo por A. aegypti na llha de Fernando de Noronha,
realizado pelo SMCP-Aedes ao longo dos anos de 2015 e 2016, registrou a flutuagéo espaco-
temporal da populacdo do mosquito (Figura 14). E possivel observar que os valores do IPO
foram quase sempre maiores do que 70% e similares nos dois anos, exceto em fevereiro de
2015, quando foi menor do que 56%. Estes resultados revelam que o mosquito estd
amplamente distribuido nos espagos urbanizados da llha.

Tabela 5: Experimentos de competitividade entre machos de Aedes aegypti da populagdo de campo da Vila
da Praia de Concei¢édo/Fernando de Noronha/PE, estéreis (ME) e selvagens (MS), para o acasalamento
com fémeas em condi¢des simuladas de campo.

Proporcéo de N° mosquitos

mosquitos (N) NuUmero total Ovos inviaveis Sobreviventes (%)
Ovos Larvas (%0) Machos Fémeas
1 MS: 1FS (50 :50) 19.637 18.138 7,64 123 (24,6) 22 (44)
10 MEgoey: 1 MS: FS 2.291 523 77,28 159 (28,9) 27 (54)
(500 : 50 : 50) 3.096 722 76,7 B 183 (33,3) 32 (64)
10 MEsogy: 1 MS: 1 FS 713 148 80,68 NA NA
(500 : 50 : 50) 2414 448 81,48 112 (21,8) 19 (38)

Gy — Gray; ME- Macho estéril; ME-FN — Macho estéril-Fernando de Noronha; MS— Macho selvagem; FS — Fémea
selvagem. Valores seguidos da mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente entre si (P < 0,05). NA = ndo
avaliado.

O numero médio de ovos do mosquito em Fernando de Noronha variou mais em
2015 (40 a 150 ovos/Ovt-S/més) do que em 2016 (64 a 85 ovos/Ovt-S/més). Cruzando 0s
resultados de densidade populacional de A. aegypti e de pluviometria é possivel observar
que alguns picos de crescimento populacional da espécie registrados no periodo mais
chuvoso em 2015, ndo se reproduziram em 2016 (Figura 14). Neste contexto, € importante
relatar que outras a¢fes complementares para o controle do mosquito, além das ja realizadas

pelo PNCD, aconteceram na ilha. Entre elas, a remocéo de 18 toneladas de residuos solidos,
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pela Secretaria de Saude do Distrito de Fernando de Noronha/PE, de maio a junho de 2015,
bem como, a aplicacdo espacial do biolavicida Bti (VectoBac®WG 500 g/hectar),
mensalmente, nos espagos peridomiciliares das quatro vilas mais infestadas da ilha (Floresta
Nova, Floresta Velha, Remedios e Trinta), e de forma esporadica nas demais vilas (dados
ndo apresentados). As duas acdes tinham por objetivo eliminar criadouros temporarios do

mosquito antes de iniciar a liberacdo de mosquitos estéreis.

A Figura 15 retrata a distribuicdo das chuvas em Fernando de Noronha de 2014 a
2016, na qual pode ser observado que o periodo de chuvas mais frequente na ilha parece ser

de fevereiro a julho de cada ano, ap6s o qual as mesmas cessam quase completamente.

Variacgdes significativas entre as densidades populacionais do mosquito foram
observadas entre as vilas, com destaque para cinco delas, Trés Paus, Floresta Nova, Floresta
Velha, Remédios e Trinta, cuja média de ovos foi > 100 ovos/Ovt-S em 2015 na maioria dos

meses e < 90 ovos/Ovt-S em todos 0s meses de 2016.

Figura 14: Distribuicio espaco-temporal e flutuacédo da densidade populacional de Aedes aegypti na
Ilha de Fernando de Noronha/PE, estimada pela coleta de ovos do mosquito por 103 armadilhas, em
2015 e 2016.
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Figura 15: indices pluviométricos observados na llha de Fernando de Noronha de 2014 a 2016.

Fonte: Do autor
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4.6 IMPACTO DA LIBERACAO DOS MACHOS ESTEREIS Aedes-VPC SOBRE A
DENSIDADEDE POPULACIONAL DE A. aegypti NA VILA DA PRAIA DA
CONCEICAO.

As primeiras 18 solturas de machos estéreis na VPC ocorreram no periodo de
dezembro/2015 a abril/2016, totalizando 77.261 machos esterilizados com 40 Gy. Nas 33
solturas subsequentes os machos foram esterilizados com 50 Gy. Este esquema de uso de
uma dose menor de radiacdo no inicio das liberaces foi com o objetivo de potencializar a
sobrevida do ME em campo, uma vez que os estudos de Lima (2015) apontavam para uma

reducdo da longevidade dos ME com a dose 50 Gy.

Na VPC e na vila do Trinta (&rea controle) o IPO em 2015 variou de 40% a 100%
e 65% a 100%, respectivamente (Figura 16). Em 2016 esse padrédo se modificou apenas para
a VPC, cujos valores oscilaram de 25% a 86%. Os valores encontrados de agosto a novembro
indicavam para uma tendéncia progressiva de diminuicdo, quando o IPO voltou a subir em
dezembro/2016.

Uma reducdo também foi observada sobre a densidade de ovos de A. aegypti nas
duas areas no periodo de chuvas, contudo a diminuicdo foi mais pronunciada nos primeiros
meses na vila do Trinta do que na VPC (Figura 17 e 18). Reduc®es significativas nos valores
médios de ovos/Ovt-S na &rea VPC, comparando 2015 e 2016, foram observadas em janeiro
(p <0,0001), maio (p = 0,0006), junho (p = 0,0032), julho (p = 0,0244) e setembro (p =
0,0007) (Tabela 7), enquanto na vila do Trinta foi em marc¢o (p = 0,0001), abril (p = 0,036),
julho (p =0,0011) e setembro (p = 0,0001). A aplicacéo espacial de Bti continuou a contecer
no Trinta, em 2016, apenas nos pontos que acumulavam entulhos nas areas peridomiciliares
(Figura 5). Esta acéo parece ter eliminado criadouros larvarios produtivos, os quais seriam

responsaveis pela producdo de mosquitos adultos e o repovoamento da area.

As figuras 16 e 17 demonstram as flutuacdes do IPO e da densidade de ovos de A.
aegypti nas duas vilas de 2014 a 2016, nas quais se percebe um perfil de infestacdo maior no
Trinta do que na VPC, embora as diferencas entre elas fossem bem menores em 2014, ano
em que ocorreram apenas as agdes de controle do PNCD (Figura 17; Tabela 6). A figura 18

representa as flutuagGes populacionais em 2016 associadas a distribui¢do das chuvas.

A primeira grande reducédo na viabilidade de ovos do mosquito, ou seja, um P10 =

40%, foi registrada em janeiro/2016, ap6s a 62 soltura dos ME na VPC (Figura 19).
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Dificuldades na logistica de envio dos mosquitos para a llha reduziram para dois os eventos
de solturas em janeiro/2016 (Tabela 7). No periodo seguinte, as solturas voltaram a acontecer
semanalmente, exceto em abril e julho. De fevereiro a abril a densidade de ovos coletados
nas Ovt-S continuou a aumentar (Figura 18) acompanhada de uma queda drastica do P10
para menos de 25% (Figura 19). No intervalo de janeiro a abril o indice pluviométrico
acumulado foi de 855,5 mm dos 1.224 mm registrado para 2016. Alem disso, nestes mesmos

meses ocorreram trés dos quatro picos de chuva na ilha (Figura 18).

Machos esterilizados com 40 Gy foram liberados até a 18° soltura, ou seja, até o
final de abril, a partir desse momento, machos esterilizados com 50 Gy passaram a ser
usados, em quantidades que variaram de 3.000 a 5.000 ME/soltura semanal (Tabela 7). De
maio a julho o PIO voltou a aumentar, atigindo seu pico méaximo de 83,7% de inviabilidade
de ovos, em julho apds 28 eventos consecultivos de soltura, também confirmado pela

inviabilidade induzida de ovos cujo valor foi de 91,8%.
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Figura 16 - Indice de Positividade de Ovitrampas nos periodos de 2014, 2015 e 2016, nas vilas da Praia

da Conceicédo (VPC) e do Trinta, Fernando de Noronha/PE.
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Figura 17 - Densidade de ovos de Aedes aegypti observada nos anos de 2014 a 2016 nas vilas da Praia

da Conceicédo (VPC) e do Trinta, Fernando de Noronha/PE.
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Nesta ocasido também ocorreu uma reducdo significativa do nimero médio de ovos
coletados nas Ovt-S (Tabela 7; Figura 19). Nos meses seguintes, a reducdo ndo se manteve
para os indices e o PIO diminuiu drasticamente, oscilando entre 40% e 10% (Figura 19),
mesmo com o aumento do nimero de machos estéreis para 5.000/soltura semanal, realizado
de forma mais regular a partir de agosto (Tabela 7). Portanto, um percentual tdo elevado de

inviabilidade de ovos quanto 80% ndo foi mais alcancado.

Figura 18 - Flutuacéo da densidade populacional de Aedes aegypti nas vilas da Praia da Conceicéo
(VPC) e do Trinta, llha de Fernando de Noronha, estimada pela coleta de ovos do mosquito por
ovitrampas-sentinelas, em 2015 e 2016.
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A comparacdo entre a VPC e o Trinta permite afirmar que em todos os meses foi
detectada uma porcentagem de inviabilidade induzida de ovos de A. aegypti associada a
liberacdo dos ME (Tabela 7). Valores acima de 50% foram registrados em oito dos 13 meses
analisados, inclusive em janeiro, junho, agosto e outubro quando a densidade de ovos

aumentou, mas o P10 foi > 40%.

De um modo geral o total de ovos de A. aegypti coletado na VPC, bem como o

MNO em 2016 foi = 55% menor do que os observados em 2014 e = 16% menor do que 0S



77

de 2015. Por outro lado, no Trinta, a situacdo de infestagdo em 2016 foi = 35% maior do que

a de 2014 e = 19% menor do que a de 2015 (Tabela 6).

Tabela 6 Numero total e nUmero médio de ovos (NMO) de Aedes aegypti por ovitrampa sentinela
(Ovt-S) coletados nos anos de 2014, 2015 e 2016 nas vilas da Praia da Conceicéo (VPC) e Trinta,
Fernando de Noronha-PE

N° ovos/2014 N° ovos/2015 N° ovos/2016
Areas Total NMO = DP Total NMO = DP Total NMO + DP
VPC 5.561 104,9 + 102,1 2.994 50,7 + 65,7 2.510 43,3+499

Trinta 12285 122,8 +128,2 18.939 163,3+144,5 15.465 139,3 +160,8

DP = desvio padrdo.

Considerando o periodo de 12 meses de execucdo da TIE na VPC e da aplicacédo de
Bti na vila do Trinta, o percentual acumulado de inviabilidade de ovos de A. aegypti foi de
aproximadamente 30% e 8%, respectivamente. O somatorio destes valores ao da reducdo da
quantidade de ovos recuperada pelo SMCP-Aedes em 2016 sugere que houve uma

diminuigéo de aproximadamente 46% na VPC e de 27% no Trinta.



78

Figura 19 - Porcentagem de ovos de Aedes aegypti inviaveis coletados nas vilas da Praia da Conceicédo e
do Trinta, llha de Fernando de Noronha/PE, ao longo de 51 solturas de machos estéreis, no perido de

dezembro/2015 a dezembro/2016.
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Tabela 7 - Nimero total de ovos de Aedes aegypti, nUmero médio de ovos/ovitrampa/més (NMO), numero de solturas, quantidade de machos estéreis liberados/més,
inviabilidade induzida de ovos pela Técnica do Inseto Esteril (TIE) e diminuicédo da densidade de ovos comparativa entre a Vila da Praia da Conceicdo/ VPC (area
TIE) e a do Trinta (controle), Fernando de Noronha-PE, em 2016.

Més/ano NUmero total NMO + DP N° de N° de machos Inviabilidade Diminuicdo da densidade
de ovos solturas  estéreis liberados  induzida de ovos na de ovos (%) (VPC x Trinta)
VPC (%)
VPC  Trinta VPC Trinta
Dez/2015 62 666 12,4 + 20,0 74,0 + 80,6 4* 12.457 33,2 - 83,2
Jan/2016 181 697 36,2 £ 25,8 77,4 +48,0 2* 10.412 66,4 -53,2
Fev/2016 355 1411 71,0+46,1 141,1+128,7 4* 13.032 48,5 -49,7
Mar/2016 210 1.051 42,0+£499 116,8+1294 5* 25.671 52,7 -64,0
Abr/2016 363 1.257 72,6 £+80,4 157,1+184,6 3* 15.689 30,7 -53,8
Mai/2016 112 2.096 22,4 +32,2 209,6 +138,6 4 16.053 54,2 -89,3
Jun/2016 92 1.347 18,4 + 15,2 134,7 £ 92,7 4 16.708 65,0 - 86,3
Jul/2016 147 1.339 36,7+295 1339+116/4 2 10.130 91,8 -725
Ago/2016 274 1311 54,8 £ 26,9 145,7 £ 96,5 5 26.110 60,3 -62,4
Set/2016 171 1.024 34,2+64,9 102,4 £ 88,6 4 20.594 444 - 66,6
Out/2016 354 1.678 70,8 +67,9 186,4+ 3429 4 14.953 64,4 -62,0
Nov/2016 183 939 457+915 939+1355 5 22.836 65,1 -51,3
Dez/2016 68 1.315 136159 187,8+2934 5 29.510 24,2 -92,8

* Machos Aedes-VPC esterilizados com 40 Gy de radiacdo gama.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo relatam a primeira experiéncia exitosa de
utilizacdo da Técnica do Inseto Esteéril (TIE), baseada na liberacdo de machos esterilizados
por radiagdo gama de %°Co, para o controle de Aedes aegyptil, na vila da Praia da Conceicéo
(VPC), llha de Fernando de Noronha (FN), PE-Brasil.

Outros estudos com diferentes espécies de mosquitos tém utilizado doses de
radiacdo gama que variam de 30 a 100 Gy para obtencdo de machos estéreis (ME), sendo
um concenso entre eles que quanto menor for a dose de radiagdo ionizante melhor o
desempenho bioldgico dos individuos (BALESTRINO et al., 2010; OLIVA et al., 2012;
2013; BELLINI et al., 2013; MUNHENGA et al., 2016). A esterilidade completa dos
machos Aedes-VPC foi alcangada com a dose de 50 Gy, embora a de 40 Gy, considerada
parcialmente esterilizante, tenha também promovido mais de 70% de inviabilidade da prole
das fémeas nos cruzamentos realizados em campo simulado. Estes resultados corroboram os
referidos por (Lima, 2015) para uma coldnia de laboratério (RecL), representativa do
municipio de Recife, area continental mais préxima da Ilha de Fernando de Noronha no

estado de Pernambuco.

Shetty et al. (2016) confirmaram uma relagdo inversamente proporcional entre o
aumento da dose de radiacdo e a longevidade de A. aegypti. Os dados de Lima (2015)
também corroboram esta afirmativa, haja vista que os machos Aedes-RecL irradiados com
50 Gy foram menos longevos que os irradiados com 30 e 40 Gy. Segundo 0 mesmo autor, 0
comprometimento foi ainda maior quando os ME foram mantidos em grupo e na presenca
de fémeas, cuja atividade de competicdo para a copula também influenciou negativamente
este parametro. De acordo com Robinson (2002) e Helinski et al. (2006) as doses
parcialmente esterilizantes podem ser importantes para potencializar a competitividade dos
machos em condi¢des de campo, sobretudo quando a quantidade de machos estéreis nao é

muito maior do que as dos machos selvagens.

Na tentativa de minimizar outros fatores, além da exposicdo a radiagdo, que
pudessem comprometer o desempenho dos machos estéreis em campo foi utilizada neste
estudo uma subpopulacdo de A. aegypti da propria ilha (Aedes-VPC), cujo background
geneético ja confere adaptacfes importantes as condigdes ambientais peculiares deste local.
No entanto, os ensaios enzimaticos revelaram alteracbes na atividade das GST nos

individuos Aedes-VPC, machos e fémeas, sobretudo depois da exposicéo a radiacdo gama.
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De acordo com Halliwell; Gutteridge (1995) as GST possuem um importante papel na
reducdo do estresse oxidativo, atuando na conjugacdo de eletréfilos produzidos
endogenamente, tais como os perdxidos lipidicos de membrana, em animais apés a
exposicdo a radiagdo. Entdo, o aumento na atividade das GST poderia conferir uma
vantagem adaptativa dos ME Aedes-VPC em campo. Por outro lado, as alteracGes poderiam
estar relacionadas a manutencdo do mecanismo de resisténcia metabdlica aos piretrdides,
como referido por Aradjo et al. (2013), no entanto nossos resultados ndo confirmam tal
hipotese, haja vista que a populacdo de Fernando de Noronha estd susceptivel a estes
inseticidas. N&o podemos desconsiderar 0o uso domestico de inseticidas em spray e
repelentes, piretroides ou ndo, como elemento de protecao individual pela populacdo (LIMA
et al., 2011). Entdo, é possivel sugerir que algum outro xenobidtico esteja induzindo a
producéo das GST nos individuos Aedes-VPC, uma vez que as mesmas estdo ligadas aos
sistemas de protecdo dos componentes celulares contra varios efeitos toxicos e genotdxicos
a célula (SEM; SEMIZ, 2007).

Segundo Diniz et al. (2014), a manuten¢do do mecanismo de resisténcia metabdlica
em populacdes de A. aegypti poderia levar a custos bioldgicos, refletidos especialmente
sobre a fecundidade e o prolongamento do tempo de desenvolvimento larval. Em nosso
estudo, o efeito de ampliacdo do tempo para a obtencdo das pupas-macho Aedes-VPC
pareceu estar relacionado apenas ao aumento da densidade de larvas/cuba, no processo de

producdo em massa dos mosquitos.

A TIE tem como um dos seus pré-requisitos a liberacdo dos insetos (machos) em
grande quantidade. Portanto, estudos recentes tém aprimorado a logistica de criacdo de
mosquitos para a obtencdo de individuos em quantidade e qualidade, no menor tempo
possivel e com o menor custo agregado de producdo (MEDICI et al., 2011; BALESTRINO
et al., 2014; CARVALHO et al., 2014; 2015). Os resultados encontrados em nosso estudo
ndo revelaram efeitos adversos associados ao aumento da densidade de larvas/cuba sobre a
qualidade dos mosquitos adultos, embora tenha impactado na quantidade relativa de machos
produzida em até 12 dias apés a eclosdo das larvas. Densidades de até 18 mil
larvas/recipiente, com uma relacéo de 3 larvas/ml de agua, portanto, seis vezes maior do que
a usada na criagdo massal de Aedes-VPC, sdo praticados em outros protocolos de produgéo
em larga escala (BALESTRINO et al., 2014), inclusive em biofabricas, onde 100 a 540 mil
machos podem ser produzidos semanalmente (BELLINI et al., 2013; CARVALHO et al.,
2015).
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A presenca de um residuo de 1% de fémeas nas amostras encaminhadas para
liberacdo na VPC aponta para a necessidade de melhorias nas condicdes de triagem das
pupas-macho. Outros instrumentos e protocolos para a separa¢cdo mecanica dos machos pelo
tamanho das pupas referem contaminacdo das amostras que variam de 0,02% a 1,2%
(BELLINI et al., 2013; CARVALHO et al., 2015). Nossos resultados corroboram os de
Lima (2015) e confirmam que as fémeas Aedes-VPC, assim como as Aedes-RecL, irradiadas
com 40 ou 50 Gy, ndo produzem ovos. Esta alteracdo fisioldgica, ja detectada em outras
espécies de mosquitos como A. albopictus (BELLINI et al., 2013), precisam ser melhor
investigadas, sobretudo para avaliar se o comportamento de busca por alimentacdo
sanguinea também sofre alguma modificacdo, uma vez que essa necessidade esta fortemente
associada a producdo de ovos, na maioria das espécies de mosquitos (CLEMENTS, 1998).
Portanto, os aspectos éticos relacionados a liberacdo de fémeas de A. aegypti no &mbito da
TIE precisam ser considerados, especialmente em areas endémicas de transmissdo de
arboviroses, como dengue, zika e chikungunya (CARVALHO et al., 2015; DUTRA et al.,
2015).

Outro ponto que reforca a necessidade de melhorar a qualidade da sexagem é que a
presenca de fémeas confinadas junto aos machos estéreis, antes da soltura em campo, pode
reduzir a longevidade dos mesmos (VREYSEN 1995; ROBINSON 2002; LIMA, 2015).
Assim, diminuir significativamente a presenca de fémeas nas amostras enviadas para
liberacdo em campo € um ponto importante e que precisara ser melhorado na logistica de
producdo dos ME para liberacdo na VPC. Diversos estudos apontam para a necessidade de
desenvolver sistemas de separacdo por sexo que sejam mais precisos do que os baseados
apenas no tamanho dos individuos (BELLINI et al., 2013; ALPHEY, 2014).

O efeito de cada ciclo mensal de soltura dos ME sobre a densidade de ovos do
mosquito na VPC s0 pode ser observado, com mais clareza, no conjunto de ovos coletados
no més seguinte a soltura. Com isto, a primeira reducdo importante sobre a viabilidade de
ovos, registrada em janeiro/2016, provavelmente esteve relacionada as solturas de
dezembro/2015, haja vista que nesse mesmo més (jan/2016) houve um aumento importante

na quantidade de chuvas, as quais se prolongaram até abril desse mesmo ano.

A quantidade elevada de chuvas pode, de certa forma, ter desfavorecido a
efetividade da técnica como um todo, e, consequentemente, o processo de avaliacdo da
efetividade dos ME tratados com 40 Gy. Tendo-se isso em vista, no final de abril/2016,

optou-se pela substituicdo da dose de 40 Gy pela dose de 50 Gy.
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O segundo momento expressivo de inviabilidade de ovos ocorreu em junho,
seguido do percentual maximo de 83,3% alcancado em campo uma Unica vez (julho). Depois
disso, percentuais inferiores a 50% ou 40% foram registrados, mesmo ap6s 51 solturas
consecutivas. De um modo geral, as poucas experiéncias com a TIE para controle de A.
aegypti, A. albopictus, Culex tarsalis e Anopheles quadrimaculatus, revelam resultados
consistentes de controle com um namero menor ou igual a 30 semanas e/ou eventos de
solturade ME (ALPHEY, 2014), cabendo dizer que a maioria dos estudos ocorrem em paises
temperados, onde as condi¢des climaticas, com sazonalidade bem marcada no inverno, séo

desfavoraveis aos mosquitos.

E importante ressaltar que a VPC, durante todo o ano de 2016, ndo recebeu nenhum
outro tipo de intervencdo, além da TIE, para o controle do mosquito, enquanto que a area
controle recebeu a aplicacdo espacial do larvicida Bti. Os resultados mostram que a TIE foi
mais efetiva que o larvicida, para garantir a sustentabilidade do controle populacional de A.
aegypti, uma vez que se observou um indice de inviabilidade de ovos maior para a VPC que

para o Trinta, no mesmo periodo.

Os resultados da nossa avaliacéo longitudinal na VPC revelaram que as condigdes
de temperatura, umidade e pluviometria encontradas, sdo capazes de manter niveis médio-
altos de densidade populacional de A. aegypti durante o ano todo, mesmo no periodo mais
seco, apesar de existir uma diminuigédo natural do tamanho populacional do mosquito nessa
ocasido (REGIS et al., 2014).

A quantidade de ME/soltura na VPC foi similar ou maior do que a utilizada por
Bellini et al. (2013) (= 1.500 ME/ha) em quatro vilarejos da Regido de Emilia-Romagna, no
Norte da Italia. Tais vilarejos estdo situados em area urbana, com extensao territorial de 16
a 45 hectares, cujo numero de solturas em cada um variou de 13 a 25, também a intervalos
semanais, no periodo de 2005 a 2009. Segundo os autores, a reducdo da viabilidade dos ovos
também variou bastante, atingindo 70% a 80%, em apenas uma delas, com machos
esterilizados com doses de 30 ou de 40 Gy, para controle de Aedes albopictus. A avaliacéo
da técnica foi por apenas cinco meses, em fungdo do clima temperado daquela regido da

Italia.

A oscilagdo no percentual de inviabilidade de ovos na VPC e a baixa reducéo do
numero médio de ovos em 2016 pode estar relacionada a diversos fatores, com destaque para
a preexisténcia de uma elevada infestagcdo por A. aegypti, confirmada por nossos dados de

2014 e 2015, e ja diagnosticada pela coleta de ovos por armadilhas em anos anteriores
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(REGIS et al., 2014), mesmo com as acOes de controle, rotineiras, do PNCD, realizadas
desde 2001 na llha. Esta situacdo pode ter sofrido a influéncia das chuvas observadas no
periodo esperado de estiagem, setembro a dezembro (Figura 15) que, certamente favoreceu
a rapida recomposi¢do do numero de fémeas e machos selvagens, oriundos do estoque de
ovos quiescentes deixados no ambiente durante 2015. Segundo Regis et al. (2014) isso
ocorre porque criadouros temporarios, que ndo foram eliminados pelas a¢des do PNCD
permanecem no local. Ainda, segundo os mesmos autores, o efeito das chuvas sobre a

densidade de ovos so e percebida dois ou trés meses depois.

E preciso também considerar que os ME Aedes-VPC podem ter se dispersado para
outras vilas, ou que machos ou fémeas ja inseminadas selvagens tenham migrado para a
VPC, o que, de certa forma, seria um comportamento esperado para A. aegypti, uma espécie
invasora, cuja dispersao pode se dar de forma ativa, pelo v0o, ou passiva pelo transporte de
ovos quiescentes (CLEMMENTS, 1999).

Nossos resultados do uso do ME esterilizado por radiacdo gama/TIE para a
supressdo de A. aegypti em Fernando de Noronha (FN) diferiram bastante daqueles
encontrados por Carvalho et al. (2015) com o mosquito transgénico (OX513A), na cidade
de Itaberaba, no municipio de Juazeiro/Bahia. Apesar de ambas as areas, Itaberaba e FN,
estarem localizadas no Nordeste brasileiro, a precipitacdo media anual € de 536 mm e 1.300
mm, respectivamente, o que demostra que em FN ocorre muito mais chuvas. Além disso,
cerca de 10.000 machos OX513A eram liberados/ha/semana, em trés eventos consecutivos,
de forma que a cobertura de soltura foi mais regular, repondo ciclicamente os machos
OX513A em campo. A avaliacdo por seis meses tambem indicou uma reducdo de
aproximadamente 78% da populacao local de A. aegypti, mas também ndo houve
continuidade da avaliagdo para definir o que aconteceria no proximo periodo de chuvas.

De um modo geral, os resultados encontrados em nosso estudo ou nos realizados
com os machos OX513A apontam para a nessidade de agregar metodologias, como a TIE,
capazes de atuar na eliminacao do estoque de ovos que sera deixado nas araes infestadas, no
intuito de integrar acdes mais efetivas para a supressdo das populacdes de A. aegypti.
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6 CONCLUSOES

- A soltura de machos estéreis na Vila da Praia da Conceicdo, associada as outras a¢fes do
PNCD, levou a uma diminuigdo de cerca de 40% do nivel de infestacdo por A. aegypti nesta

localidade;

- Os resultados encontrados neste estudo trazem fortes evidéncias de que populacdes de A.
aegypti de campo podem ser utilizadas na producdo massal de machos esterilizados por

radiagdo gama;

- Quantidades menores do que 5000 ME/semana ndo garantem redugfes sustentaveis de
inviabilidade de ovos de A. aegypti, em areas densamente infestadas pela espécie, sobretudo

em periodos chuvosos;

- Intervalos maiores do que sete dias entre as solturas comprometem a efetividade de controle
da TIE;

- A TIE foi mais efetiva para garantir a sustentabilidade do controle populacional de A.

aegypti do que a aplicacdo espacial de biolarvicida;

- A logistica de envio, por via aérea, dos mosquitos machos esterilizados pareceu ndo

comprometer sua competitividade para o acasalamento em campo;

- O conjunto de informacdes técnicas geradas neste estudo confirmam a viabilidade da TIE
para o controle de A. aegypti em ambientes insulares e, também apontam para seu potencial
em contextos urbanos em &reas continentais tropicais, com niveis similares de infestacdo

pelo mosquito;

- A TIE tem grande potencial para a supressdao populacional de A. aegypti e apresenta

viabilidade para uso, de forma integrada, no Programa nacional de controle das arboviroses/SUS.
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