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RESUMO

AMARAL, M. C. P. C. Criacdo em massa de Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) para
aplicacéo no controle vetorial autocida: validacdo de uma linhagem, otimizacéo e
planejamento. 2018. 147 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias
Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

Aedes aegypti € o principal vetor envolvido na cadeia de transmissao de arboviroses como
dengue, chikungunya, zika e febre amarela. Diante dos desafios para diminuir o nivel de
infestacdo do vetor e do recente aumento do nimero de casos e agravos dessas doencas,
torna-se indispensavel aderir a novas estratégias para complementar o controle vetorial.
O controle autocida é uma estratégia que induz um controle de natalidade sobre a
populacdo do inseto e que tem a criacdo em massa como etapa fundamental. Assim, o
objetivo desse estudo foi aprimorar o protocolo de criacdo em massa, manipulagéo e
transporte de adultos de Aedes aegypti para aplicacdo em bioféabricas. Foram avaliados
dados de 59 lotes de producdo em massa da linhagem bissexual MBR-001 (Juazeiro,
Bahia) e alguns dos seus parametros produtivos. A analise da MBR-001, mostrou baixo
rendimento na produtividade de machos (X =18 %), com reduzida produc&o de ovos (24,5
ovos/fémea), em comparacdo com outra linhagem da mesma espécie. Com relagcdo aos
seus parametros produtivos, a manutengédo de adultos em diferentes proporgdes sexuais
nas gaiolas ndo afetou a producéo de ovos viaveis (X = 60 %). A MBR-001 apresentou
também um baixo rendimento, revelando que ajustes no protocolo de criacdo sao
necessarios. Tais adaptacdes sdo cruciais para reduzir a demanda de espaco fisico e o
custo da producdo. Atrelado a isso, foram desenvolvidas gaiolas de criacdo em massa, e
determinadas densidades de adultos (DRS: cm?/mosquito) para otimizar a producéo de
ovos Vidveis. Os testes realizados com a linhagem Rockefeller revelaram melhor
desempenho produtivo em DRS de 1.7 e 1.4 (cm?/mosquito). No que diz respeito a criacio
larval, foi verificada que ndo ha ocorréncia de protrandria em fase larvéaria logo ap6s
eclosdo, e ainda, foram desenvolvidas seis dietas com insumos nacionais de baixo custo,
uma delas apresentou maior rendimento acumulado de machos (X = 45 %) em relacéo a
dieta controle (X = 37 %). Além disso, uma ampla faixa de densidades larvais foi testada
para determinar as condi¢fes 6timas de criacdo, sendo evidenciado que densidades entre
1.0 e 2.5 larvas/mL sdo adequadas para a producdo em massa. Esses resultados
contribuem para o aprimoramento das condicGes ideais de produgdo de machos estéreis

de qualidade, com uma melhor relagdo custo-beneficio. Por fim, foram determinadas as



condigdes iniciais para o transporte de adultos entre biofabrica e areas-alvo de liberagdo
de insetos estéreis. A imobilizacdo de Ae. aegypti a 2-5°C (45 minutos) com subsequente
transporte em baixas temperaturas (4-7°C) por até seis horas, ndo afetou a sobrevivéncia
e habilidade de voo do mosquito. De forma geral, o presente trabalho forneceu
informagdes, produtos e condi¢cdes que contribuiram para o desenvolvimento de um
protocolo padronizado e para o0 aprimoramento da criagdo em massa de Ae. aegypti,
visando a producdo de insetos de qualidade e a reducdo dos custos operacionais em

estratégias de controle autocida.

Palavras-chave: Producdo de insetos. Biofabrica. Técnica do Inseto Estéril. Manejo
integrado do vetor. Supressao populacional.



ABSTRACT

AMARAL, M. C. P. C. Mass rearing of Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) for application
in autocidal vector control: strain validation, optimization and planning. 2018. 147 f.
Thesis (Ph. D. Thesis in Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2018.

Aedes aegypti is the main vector involved in the transmission chain of arboviruses such as
dengue, chikungunya, zika and yellow fever. Faced with the challenges to reduce the level of
vector infestation and the recent increase in the number of cases and diseases, it is essential to
adhere to new strategies to complement vector control. Self-control is a strategy that induces a
birth control over the insect population and that has mass creation as a fundamental step. Thus,
the objective of this study was to improve the mass rearing protocol, handling and transport of
adults of Ae. aegypti for application in facilities. Data from 59 mass production batches of the
bisexual strain MBR-001 and some of its productive parameters were evaluated. he analysis of
MBR-001 showed low vyield in males (X = 18%), with reduced egg production (24.5
eggs/female), compared to another line of the same species. Regarding their productive
parameters, the maintenance of adults in different sex ratios in the cages did not affect viable
egg production (X = 60%). MBR-001 also showed low performance, revealing that settings in
the breeding protocol are required. Such adaptations are crucial to reduce the demand for
physical space and the cost of production. Linked to this, mass - rearing cages and certain adult
densities (DRS: cm? / mosquito) were developed to optimize viable egg production. Tests
performed with the Rockefeller line showed better productive performance in DRS of 1.7 and
1.4 (cm? / mosquito). Regarding larval breeding, it was verified that there is no occurrence of
protrandria in the larval stage shortly after hatching, and six diets with low cost national inputs
were developed, one of them presented higher accumulated males yield (X = 45 %) in relation
to the control diet (X = 37%). In addition, a wide range of larval densities was tested to
determine the optimum breeding conditions, showing that densities between 1.0 and 2.5
larvae/mL are adequate for mass production. These results contribute to the improvement of
the ideal conditions of production of quality sterile males, with a better cost-benefit ratio.
Finally, initial conditions were determined for the transport of adults between biofacility and
target areas of sterile insect release. The immobilization of Ae. aegypti at 2-5 °C (45 minutes)
with subsequent transport at low temperatures (4-7 © C) for up to six hours did not affect the
survival and flight ability of the mosquito. In general, the present work provided information,

products and conditions that contributed to the development of a standardized protocol and to



the enhancement of Ae. aegypti, aiming the production of quality insects and the reduction of
operational costs in self-control strategies.

Keywords: Insect production. Facility. Sterile Insect Technique. Integrated vector
management. Population suppression.
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1 INTRODUCAO

Arbovirus é um termo derivado da expressdo inglesa “Arthropod-borne viruses”,
que descreve um grupo de virus que se multiplicam em artrépodes e sdo transmitidos por
estes ao hospedeiro vertebrado, em um modo de transmissdo denominado: transmissdo
biolégica (OMS 1985; KUNO, 2005). Esses virus multiplicam-se nos artropodes e apds
um periodo de incubacgdo extrinseco, podem ser transmitidos ao hospedeiro vertebrado
através da picada dos vetores e posteriormente, multiplicam-se e produzem viremia neste
hospedeiro. Os arbovirus se mantém no meio ambiente também através da transmissao
transovariana e ainda, pela transmissdo venérea entre os artropodes (OMS 1985).

Os arbovirus constituem o maior grupo conhecido de virus com 537 membros
registrados no Catalogo Internacional dos Arbovirus (KARABATSOS, 2001), sendo que
destes, 135 podem causar infeccdes em humanos (GULBER & VASILASKIS, 2017).
Estes virus pertencem as familias Reoviridae, Rhabdoviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae
e Togaviridae, mas apenas as trés Gltimas possuem espécies que podem causar doencas
no homem (HENRIQUES, 2008). A maioria dos arbovirus causa uma doenca branda,
com evolugdo benigna, sem ser fatal ou acarretar incapacidade do individuo
(TRAVASSOS DA ROSA ET AL., 1998). Contudo, a frequéncia e a magnitude dos
problemas ocasionados pelas arboviroses tem aumentado (GUBLER, 2002, KUNIHOLM
et al., 2008): tem sido registrado um maior impacto na morbidade e mortalidade durante
a manifestacdo dessas enfermidades nos Gltimos anos (DONALISIO et al., 2017; MS,
2017c).

Em anos recentes, a distribuicdo geografica da ocorréncia de algumas arboviroses,
bem como o numero e a grandeza dos eventos epidémicos aumentou significativamente
(VASILAKIS & GUBLER, 2016). As arboviroses dengue, chikungunya e zika, causadas
pelos virus DENV, CHIKV e ZIKV, respectivamente, sdo as arboviroses mais comuns
no atual cenario epidemiolégico brasileiro (DONALISIO et al., 2017). Questdes globais
relacionadas aos fatores demograficos, ecolégicos, sociais e ambientais sdo responsaveis
pela emergéncia destas enfermidades nos ultimos 40 anos (LIMA-CAMARA, 2016;
VASILAKIS & GUBLER, 2016). Outra arbovirose também inserida na atual conjuntura
epidemioldgica brasileira € a febre amarela (VASCONCELOS 2003; CAVALCANTE &
TAUIL, 2016; DONALISIO et al., 2017).
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1.1 FEBRE AMARELA

A febre amarela, cujo agente etioldgico é o virus YFV, é a primeira febre
hemorréagica de origem viral descrita no mundo (MONATH, 2001). A enfermidade
apresenta elevada letalidade (VASCONCELOQS, 2003), sendo potencialmente epidémica,
porém, é também prevenivel através de vacina (M.S., 2005). Apresenta-se na forma
silvestre e urbana, a depender dos vetores e hospedeiros vertebrados envolvidos
(MONATH, 2001; VASCONCELOS, 2003; CAVALCANTE & TAUIL, 2017). O YFV
é transmitido ao ser humano através da picada de mosquitos da familia Culicidae dos
géneros Sabethes, Aedes e Haemagogus (MONATH, 2001; VASCONCELOQOS, 2003). Na
América do Sul, Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) € o principal vetor da febre
amarela urbana (CAVALCANTE & TAUIL, 2017; TAUIL, 2010).

A febre amarela (forma urbana) foi erradicada da América em 1954, mas ha
décadas sua forma silvestre se mantém endémica nas florestas tropicais do continente
africano e na América do Sul, levando a surtos isolados ou epidemias recorrentes de
relevancia variavel em salde pablica (VASILAKIS & GUBLER, 2016; DONALISIO et
al., 2017, VASCONCELOS, 2003).

No Brasil, a circulacdo da febre amarela ocorre em surtos silvaticos, sem
caracteristicas periddicas e associadas a epizootias (DONALISIO ET AL., 2017). Desde
1942, nenhum ciclo urbano da doenga € registrado no pais (CAVALCANTE & TAUIL,
2017). Contudo, houve uma expansdo da circulacdo do virus da febre amarela entre os
anos de 2000 a 2009 e seu ressurgimento no Centro-Oeste e no Sudeste desde 2014
(DONALISIO ET AL., 2017), caracterizando a doenga como reemergente. A expanso
das areas de circulacdo viral para areas com maior nimero de casos recentes (regides
Sudeste e Sul) é preocupante, uma vez que estes locais estdo préximos a grandes centros
urbanos e com uma baixa cobertura vacinal da populacdo. Soma-se a isso, o fato de que
em muitos destes locais, ha alta infestacdo por Ae. aegypti (ROMANO et al., 2010;
CAVALCANTE & TAUIL, 2017). Tal conjuntura, propicia o risco da reurbanizacao da
doenca no pais (CAVALCANTE & TAUIL, 2017).

Desde 2016, o Brasil tem enfrentado um dos maiores surtos de febre amarela de
transmisséo silvestre ja registrados no pais, envolvendo principalmente os estados da
regido sudeste, sobretudo Minas Gerais e Espirito Santo (CAVALCANTE & TAUIL,
2017; M.S., 2017). Entre os meses de dezembro de 2016 e julho de 2017 foram

confirmados 779 casos humanos e 262 ébitos, além da morte de 2.504 primatas nao-
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humanos (PNH) (M.S. 2017a). Neste mesmo periodo, foi observado o aumento da
gravidade da doenca (taxa de letalidade de 33,6%) (M.S., 2017 a). Entre julho e dezembro
de 2017, mais quatro casos foram confirmados (incluindo um dbito), e 52 notificacdes
ainda estdo sob investigacdo. No mesmo periodo, foram notificadas 2.069 epizootias em
PNH, com 320 casos confirmados (M.S., 2017b).

1.2 DENGUE

A dengue é uma doenca febril aguda, com largo espectro clinico que varia de
formas assintomaticas até formas graves e fatais. Esta arbovirose possui como agente
etioldgico um virus do género Flavivirus, sendo descritos quatro sorotipos causadores da
doenca: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (WHO, 2012). O sorotipo 5 do virus foi
detectado na Malasia (VASILAKIS, 2013), mas sua caracterizacdo ainda esta sendo
realizada e ainda ndo ha evidéncias de sua ocorréncia em outros locais.

As primeiras notificacGes de epidemias de dengue em nivel mundial ocorreram
nos anos de 1779 e 1780 nos continentes asiatico, africano e norte-americano (CDC,
2000; MAHMOOD, 2006). Mas foi ap6s a Segunda Guerra Mundial que a doenca se
expandiu para o restante do planeta, incluindo o continente americano (Pinheiro &
Nelson, 1997; Maciel et al., 2008).

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO; 2015a) estima que ocorram de 300 a
400 milhdes de infecgdes de dengue anualmente, e que quase metade da populagéo
mundial resida em paises em que a doenca é endémica. Assim, esta é a arbovirose com
maior importancia no planeta, com mais de 100 paises sob risco de infeccdo (GOMEZ-
DANTES & WILLOQUET, 2009; OMS, 2009; TAUIL, 2002).

Na América, desde o inicio da década de 1980, o numero de casos de dengue
comecou a aumentar consideravelmente (DICK ET AL., 2012). Deste entdo, a incidéncia
da doenca no continente americano tem mostrado uma tendéncia de crescimento, com
picos epidémicos cada vez mais altos, que se repetem a cada 3-5 anos (SAN MARTIN
& BRATHWAITE-DICK, 2007; DICK ET AL., 2012).

A primeira epidemia de dengue no Brasil foi registrada em 1845, sendo que
outras epidemias foram reportadas no mesmo século e também no século XX (entre 1916
e 1923). Apds aproximadamente 60 anos, o0 pais ndo registrou ocorréncia de dengue,

devido a erradicacdo do seu vetor no pais, Ae. aegypti, através de um programa
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coordenado pela Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS) em conjunto com a
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) e a “International Health Division™/
“Rockefeller Foundation” para controle da febre amarela urbana 1923 (THE
ROCKEFELLER FUNDATION, 1947; FUNASA, 2002; TAUIL ET AL., 2001;
SIQUEIRA ET AL., 2005, DICK ET AL., 2012).

O Brasil so6 registrou novos casos da doenga em 1981, quando houve a
reintroducdo do mosquito através do estado de Roraima em meados da década de 70
(OSANAI ET AL., 1983; TAUIL ET AL., 2001). Ainda nos anos 80, a doenga recebeu
maior atencdo, quando o DENV-1 foi introduzido no Rio de Janeiro, acarretando na
infeccdo de milhares de pessoas (TAUIL ET AL., 2001; DICK ET AL., 2012).

A incidéncia da doenca no Brasil tem apresentado padrdo sazonal, com maior
nimero de casos nos meses mais quentes e Umidos (janeiro a maio) que correspondem,
em grande parte, a estacdo chuvosa (M.S., 2006). Desde os anos 2000, diversas epidemias
tém sido registradas no pais (ROMANO ET AL., 2010; FARES ET AL., 2015) (Figura
1).

Figura 1 - Evolugéo dos casos de dengue no Brasil.
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Fonte: Figura modificada e traduzida de Fares et al., 2015.

O aumento da incidéncia da doenca pode estar relacionado a diversos fatores,
dentre eles pode ser citado a deterioracdo do programa de erradicacdo do Ae. aegypti
implementado pela Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) na década de 40, que
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resultou no aumento da densidade do vetor desde a década de 70. Outros fatores como
crescimento populacional e a urbanizacdo desordenada, selecéo de populagdes resistentes
ao DDT (inseticida utilizado no programa de erradicacdo), a decadéncia da infraestrutura
de saude publica, reducédo do acesso aos cuidados de saude (OPAS, 2010; Dick et al,
2012(ROMANO et al., 2010)(ROMANO et al., 2010) também contribuiram para reinfestacéo
do pais.

Recentemente, uma vacina tetravalente para dengue foi licenciada (Dengvaxia®-
Sanofi Pasteur, 2015; WHO 2017). A vacina é administrada em trés doses ao longo de
um ano (DURBIN, 2016) e sua eficiéncia média foi de 59,2%. (OMS,2016). A eficacia
da vacina apresentou diferencas quanto aos sorotipos virais (eficiéncia aproximada de
54%, 43, 72% e 77% para 0s sorotipos 1, 2, 3 e 4, respectivamente), quanto a idade na
vacinacdo e estado seroldgico do paciente (exposicdo prévia a doenca) (OMS, 2016).
Com relagdo a este ultimo, diante dos novos dados preliminares apresentados pela Sanofi
apods cinco anos de estudo em individuos imunizados, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) brasileira recomendou em 2017 que a vacina ndo seja administrada
em individuos que ndo tenham sido previamente expostos ao virus da dengue (ANVISA,
2017a). Além disso, no Brasil, a Dengvaxia® ainda ndo é fornecida pelo Programa
Nacional de Imunizac6es do poder publico (ANVISA, 2017b). Apesar de existirem outros
cinco candidatos vacinais adicionais que estdo sob avaliacdo em ensaios clinicos (OMS,
2016), o controle do vetor Ae. aegypti ainda é a principal estratégia para prevenir a doenca
(WHO, 2009; FARES ET AL., 2015; GUBLER, 2015).

Nos ultimos anos, 0 pais tem vivenciado as maiores epidemias ja registradas,
tendo reportado 1.688.688 e 1.483.623 casos provaveis em 2015 e 2016, respectivamente.
Todavia, em 2017 ocorreu uma redugdo no nimero de casos, sendo registrados 251.711
casos provaveis de dengue (M.S., 2018).

1.3 CHIKUNGUNYA

O virus Chikungunya (CHIKV) foi identificado na Tanzénia na década de 50
(ROSS, 1956). Apesar de ter ocasionado surtos no continente africano e asiatico
(WEAVER & LECUIT 2015), foi a partir de 2004 que sua expansdao passou a ser
acompanhada, e em 2013, CHIKYV foi introduzido nas ilhas Saint Martin no mar do Caribe

e posteriormente, se espalhou rapidamente para diversos paises das Américas (LEPARC-



25

GOFFART ET AL., 2014; WEAVER & LECUIT, 2015). Desde 2004, mais de quatro
milhdes de casos suspeitos ja foram registrados em todo o0 mundo (O.M.S, 2015b).

No Brasil, a transmissdo autoctone foi detectada em setembro de 2014 no Amapa,
sendo identificado o gendtipo asiatico do virus. No mesmo ano, o gendtipo africano do
CHIKYV foi identificado na Bahia (TEIXEIRA ET AL., 2014; HONORIO ET AL., 2015).

Em 2015 foram registrados no pais, 38.332 casos provaveis de febre chikungunya
(M.S. 2016). Nos ultimos anos, muitos estudos tém desafiado a visdo consagrada de que
a febre Chikungunya teria natureza ndo-letal (DE LA HOZ ET AL., 2015;
CAVALCANTI ET AL., 2017). Somente no Brasil em 2016, 196 obitos foram
notificados (M.S. 2017), além dos 271.824 casos provaveis da doencga. De acordo com
Cavalcanti et al. (2017), o nimero de mortes no pais pode estar subestimado e
permanecem algumas incertezas sobre 0 protagonismo ou subjacéncia de CHIKV em
relacdo aos diversos 6bitos registrados. Apesar disso, em 2017 o nimero de casos
notificados caiu para 185.854 e houve apenas um o6bito confirmado (dois ainda estdo sob
investigacdo) (M.S. 2018).

Em 2017, houve a primeira deteccdo de Ae. aegypti naturalmente infectado com
CHIV no Brasil, sugerindo o envolvimento dessa espécie em surtos da doenga ocorridos
no nordeste do pais nos Gltimos anos (COSTA-DA-SILVA et al., 2017).

1.4 ZIKA VIRUS

O Zika virus foi isolado pela primeira vez em Uganda, no continente africano na
década de 40 (DICK ET AL., 1952; GUBLER ET AL, 2017). Estudos recentes sugerem
que o primeiro caso em humanos s6 foi registrado na década de 60, no mesmo local
(WIKAN & SMITH, 2017). O primeiro grande surto da doenga ocorreu em 2007 nos
Estados Federados da Micronésia. Somente ap6s cerca de sete anos é que o segundo surto
ocorreu, dessa vez, na Polinésia Francesa, sendo registradas algumas complicacdes
neuroldgicas nos humanos infectados (O.M.S, 2015c¢). A partir de entdo, o ZIKV se
dispersou pelo Pacifico (O.M.S, 2015c) e em 2013 ou 2014, foi introduzido no Brasil
(FARIA ET AL., 2017) (Figura 2). Desde entdo, mais de 45 paises do continente

americano relataram transmisséo local do virus (OMS, 2017).
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Figura 2 - Regifes onde o virus Zika € enzootico/endémico e causou epidemias
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Fonte: Figura modificada e traduzida de Gubler et al., 2017.

A enfermidade foi considerada uma doenca branda até outubro de 2015, quando
um acentuado aumento no numero de recém-nascidos com microcefalia foi observado no
nordeste do Brasil (TEIXEIRA ET AL., 2016; OLIVEIRA ET AL., 2016; LOWE ET
AL., 2018), quando se suspeitou da associacdo entre a infeccdo pelo virus e distarbios
neuroldgicos em neonatos. Devido a tal conjuntura, a OMS declarou a situacdo como
“Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) em fevereiro de
2016 (OPAS, 2015). Ainda em 2016, o Brasil notificou associacgéo entre a infeccéo pelo
virus Zika e a sindrome de Guillain-Barré, e entre a infeccdo pelo ZIKV e microcefalia
(0.M.S, 2015c).

Em novembro de 2016, a OMS anunciou que ZIKV ndo representa mais uma
ESPII. Todavia, a mesma organizacéo alertou que a avaliacdo de risco global ndo mudou
e que o virus continua a se dispersar para locais onde vetores competentes sdo
frequentemente encontrados (OPAS, 2016). E mesmo com um declinio no nimero de
casos em alguns paises, a vigilancia epidemiol6gica deve ser constante e plena (O.M.S,
2015c, atualizado em 2016). No Brasil, em 2016 foram registrados 216.207 casos
provaveis de febre pelo virus Zika. Em 2017, o numero de casos registrados caiu para
17.452 (M.S. 2017 e 2018).

Nesse contexto, a conjuntura brasileira atual recente mostra o enfrentamento de

uma epidemia triplice desses arbovirus, uma vez que paralelamente as epidemias
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recorrentes de dengue, ocorreram ainda as de febre chikungunya e zika. Devido a auséncia
de vacinas eficientes disponiveis em massa e de terapias especificas para estas
arboviroses, o controle do vetor de forma integrada ainda, com uso sinérgico de diversas
ferramentas é a medida mais eficaz para conter a propagacéo destas doencas (Tauil, 2002;
FARES et. al., 2015, GUBLER et al., 2015; ZARA et al., 2016).

No Brasil, 0 mosquito Ae. aegypti é considerado o principal vetor destes arbovirus
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004; HONORIO et al., 2015; FERREIRA-DE-
BRITO et al., 2016).

1.5 O VETOR Aedes aegypti

Aedes aegypti € uma espécie exoética, originaria da Africa subsaariana
(FORATTINI, 2002), cujo controle tem sido um desafio desde sua reintroducdo no pais
na década de 70 (TAUIL 2002; ZARA et al., 2016).

Em sua fase adulta, o imago alada vive no meio terrestre, enquanto suas formas
imaturas (larva e pupa) se desenvolvem no meio aquatico entre de 8 a 10 dias, dependendo
da temperatura da agua e disponibilidade de alimentos (CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1998; FORATINI, 2002). Os ovos sdo depositados pelas fémeas nas paredes
internas de recipientes, preferencialmente contendo dgua com pouca matéria organica,
préximos a superficie da dgua, embora a oviposicdo possa também ocorrer diretamente
na agua (MADEIRA et al., 2002; GOMES et al., 2006). Em seguida, ha um periodo de
incubacdo de aproximadamente trinta e seis horas para que ocorra o desenvolvimento
embrionario (CLEMENTS, 1992). Os ovos podem permanecer por mais de um ano em
locais secos apresentando um estado de quiescéncia (CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994), sendo a sua submersdo em agua essencial para a eclosdo das larvas
(CLEMENTS, 1992).

As larvas apresentam quatro estadios larvais (Li-Ls) e se alimentam através da
filtracdo de particulas minusculas (detritos animal, vegetal e microorganismos) obtidas
guando os imaturos revolvem o fundo do criadouro com o préprio corpo e ainda, pela
mastigacdo e degluticdo de particulas solidas de alimentos usando as mandibulas
(CHRISTOPHERS, 1960). Em seguida ao desenvolvimento larval, inicia-se a fase de
pupa onde ocorre metamorfose completa do inseto. A pupa apresenta motilidade, e como
ndo se alimenta, utiliza as reservas energéticas obtidas enquanto larvas. Nesse estagio,

pode-se observar diferencas entre fémeas e machos, devido tanto ao maior tamanho
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corporal da primeira, quanto aos caracteres sexuais. A imago emerge em
aproximadamente quarenta e oito horas apos o inicio da fase de pupa, mas a emergéncia
pode ser acelerada ou retardada pela temperatura (alta e baixa, respectivamente). O adulto
de ambos os sexos se alimenta de fluidos acucarados de diversas fontes. Contudo, as
fémeas de Ae. aegypti sdo fortemente hematéfagas e realizam repasto sanguineo
preferencialmente nos horarios diurnos (FORATTINI.,, 1992; CONSOLI &
LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1998).

A espécie apresenta caracteristicas antropofilicas, tendo a habitacdo humana como
local preferencial para realizagdo de hematofagia, bem como para repousarem e
encontrarem criadouros (FORATTINI, 2002). Seus criadouros preferenciais séo artefatos
produzidos pelo homem, como vasos de planta, caixas d’dgua e pneus, ou seja,
essencialmente locais que possam acumular agua limpa e parada (FORATTINI, 2002).
Estas caracteristicas favoreceram a adaptacdo do mosquito as areas urbanas e a rapida
proliferacdo da espécie nesses locais (NATAL, 2002; ZARA et al., 2016).

Figura 3 - Estagios de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti.
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Fonte: Adaptado de Centers For Disease Control and Prevention-CDC (2009)

Desde o inicio do século XX o combate intensivo ao mosquito foi iniciado para
controlar a Febre Amarela, havendo sucesso na erradicacao da espécie entre 1958 e 1973
(FUNASA, 2002; BRAGA & VALLE, 2007). Entretanto, ap6s sua reintroducao em 1976,
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0 mosquito se dispersou e atualmente, estd presente em todos os estados brasileiros em
mais de 80% dos municipios do pais (CATAO, 2009; ZARA et al., 2016).

1.6 CONTROLE VETORIAL

O controle populacional de Ae. aegypti tem se mostrado como um intenso desafio,
sobretudo nos paises em desenvolvimento (TAUIL, 2006; ZARA et al., 2016). As
medidas de controle aplicadas objetivam eliminar o mosquito em diferentes fases do seu
ciclo de vida, utilizando o controle integrado de medidas que pode ser agrupado em
controle fisico/mecénico, quimico e biologico. O controle fisico refere-se principalmente
a remocao ou eliminag&o dos diversos tipos de criadouros, impedindo o acesso de fémeas
gravidas a esses locais. O controle quimico corresponde a aplicacdo de inseticidas
(larvicidas e adulticidas) de forma pontual durante surtos e epidemias ou de forma
preventiva. O controle biol6gico, por sua vez, emprega 0 uso de organismos que predem
as formas adultas ou imaturas (peixes larvofagos e outros predadores). Todavia a
aplicacdo do controle fisico e quimico sdo os mais empregados no Brasil (DONALISIO
& GLASSER, 2002).

Em 2002, com a criacdo do Plano Nacional de Controle a Dengue (PNCD), o poder
publico disponibilizou maiores recursos financeiros para o controle vetorial e
descentralizou suas a¢des para os municipios (BRAGA & VALLE, 2007). Desde entdo,
as estratégias de controle aplicadas no pais tém implementacdo descentralizada,
envolvem o poder publico e a sociedade, interagindo de forma integrada (DONALISIO
& GLASSER, 2002), sendo reconhecidas como Manejo Integrado do Vetor (MIV).

O PNCD também enfatizou a estratégia que estabelece como meta a reducdo dos
Indices de Infestacdo Predial (11P) e de Breteau (11B) do mosquito para niveis inferiores
a 1%, sendo estes indices obtidos através da metodologia LIRAa (Levantamento Rapido
de indice de Aedes aegypti) (FUNASA, 2002). Mas manter os indices supracitados abaixo
do limiar proposto (<1%) € uma tarefa extremamente dificil e complexa. Houve um
aumento de 27,3% no ndmero de municipios participantes do LIRAa em 2016 (88,6 %)
guando comparado a 2015 (61.6%). No entanto, dentre os participantes, um total de
28.8% dos municipios se encontrava em estado de alerta (definido pelo indice 1P entre 1
e 3,9) e 8.6% em situacao de risco (I1P > 4,0) (S.V.S, 2016). Os resultados do LIRAa em
2017 foram semelhantes ao de 2016, onde 98,4% dos municipios brasileiros realizaram

o levantamento, sendo que destes, 26,4% apresentaram estado de alerta (indice de
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infestacdo entre 1% a 3,9%) e 8,4% dos municipios apresentaram risco de epidemia
(indice superior a 4%) (M.S.2018)

Mesmo com o repasse adequado de recursos para 0s programas de controle vetorial
executado pelos municipios, por diversas vezes, ndo foram obtidos os resultados
esperados (ZARA et al., 2016). A manutencdo dos indices abaixo do limiar proposto é
complexa devido a (1) necessidade de uma vigilancia entomoldgica constante, (2) com
intensiva mao-de-obra capacitada. Além de que, com a reducéo da incidéncia da doenca,
(3) o apelo politico para seu controle diminui e, portanto, (4) os recursos financeiros para
tal, sdo reduzidos (TAUIL, 2006). Ademais é necessario considerar que a pressao
antropica sobre estes vetores é cada vez maior (LEES ET AL., 2015), propiciando a
selecdo de populacdes de mosquitos que apresentem resisténcia aos larvicidas e
adulticidas empregados nas principais atividades de controle (DONALISIO &
GLASSER, 2002; BRAGA & VALLE, 2007; BRAGA et al, 2004; LUNA et al, 2004;
TAUIL, 2006; RANSON ET AL., 2010).

As acOes preconizadas pelo PNCD néo tém sido eficazes na diminuicdo da infestacéo
por Ae. aegypti na maior parte do pais, favorecendo o aumento no numero de casos das
supra referidas arboviroses (M.S. 2016; ZARA et al., 2016). Portanto, diante dos desafios
em controlar a populacdo do vetor e da complexa condicdo em relagdo as arboviroses,
torna-se indispensavel aderir a novas estratégias de controle. A incorporagdo de novas
estratégias no manejo integrado, contribuiriam para a sustentabilidade das acdes
estabelecidas pelas redes de vigilancia e facilitariam as adapta¢fes aos drasticos cenarios
epidémicos vivenciados no pais (ARAUJO et al.,2015; ZARA et al., 2016).

Nesse contexto, o Brasil tem dado os primeiros passos para agregar novas tecnologias
de controle vetorial (ARAUJO et al., 2015). Como resultado da triplice epidemia e a
declaragdo de ESPII pela OMS, ocorreu em 2016 a “Reunido Internacional para
Implementacdo de Novas Alternativas para o Controle de Aedes aegypti no Brasil”, sob
a coordenacdo do PNCD (VALE, 2016). Nesta reunido, foram avaliadas tecnologias
alternativas de controle vetorial, com potencialidade de aplicacdo no pais. Estas
metodologias foram distribuidas em trés categorias: (a) “Abordagens recomendadas para
inclusdao imediata no PNCD”, (b) “Abordagens para inclusdo imediata no PNCD em
situagdes especiais’ e (¢) “Tecnologias potencialmente promissoras”. Nesta ultima, estao
inseridas ferramentas cuja incorporacdo imediata ao PNCD ainda ndo é viavel, seja
devido ao seu custo-beneficio incompativel com os recursos publicos atuais, ou pela

inviabilidade do escalonamento em curto prazo para aplicagdo em nivel nacional, ou
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ainda, por necessitarem de ajustes significativos na operacionalidade do programa. Nesta
categoria foram ainda incluidas tecnologias pertencentes ao controle autocida ou genético
(VALE, 2016).

1.6.1 Controle autocida ou genético

O controle autocida é uma técnica espécie-especifica, que ndo acomete o meio
ambiente, e que utiliza a espécie vetora para promover um controle de natalidade sobre
sua propria populacdo (KNIPLING, 1959; BENEDICT & ROBINSON, 2003; WILKE et
al., 2009). A técnica deve ser associada a outros métodos de controle, atuando como parte
de uma abordagem do Manejo Integrado de Pragas e/ou vetores em &rea ampla (do
conceito em inglés, Area wide- Integrated Pest Manegement AW-IPM), que reduziria a
populacdo de vetores abaixo do limite de transmissdo de doengas (LEES et al., 2015).

De forma geral, para aplicacdo do controle genético, ha necessidade de uma
criacdo em massa da espécie-alvo, com a liberacdo dos machos produzidos na area de
interesse. Para a maioria das pragas, apenas machos sdo liberados! e em maior niimero
em relacdo a populacdo de machos selvagens, para aumentar a probabilidade de copula
desses machos com fémeas coespecificas selvagens. Apds o cruzamento com o macho,
haver4d uma inducdo de esterilidade na fémea (a depender da tecnologia utilizada),
acarretando na inibicdo de uma prole viavel. Assim, conforme ocorram liberacdes
sistematicas, a populacdo existente na area-alvo sera suprimida, podendo em alguns
casos, ser eliminada (KNIPLING, 1955; ROBINSON, 2002; WILKE et al. 2009).

1.6.1.1 Sterile Insect Technique — SIT

A primeira estratégia de controle autocida foi desenvolvida na década de 1950,
sendo denominada de Sterile Insect Technique — SIT (KNIPLING,1955; DICK, 2005),
ou Técnica do Inseto Estéril. A SIT foi desenvolvida por Edward F. Knipling com o
intuito de controlar populacGes de pragas na pecuaria e agricultura, como Cochliomyia
hominivorax (Diptera: Calliphoridae) (mosca-varejeira) e Ceratitis capitata (Diptera:

Tephritidae) (mosca-das-frutas). Desde entdo, a SIT tem sido utilizada para supressao

para espécies que ndo possuem sexagem genética (linhagem GSS -Genetic Sexing Strain), uma baixa
porcentagem de fémeas (<1%) podem ser liberadas, devido a contaminacdo durante a realizacdo do
processo de separacdo dos sexos.
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populacional, contencdo ou erradicagdo de diversas espécies de insetos-pragas em varias
partes do mundo com numerosos casos de sucesso (KNIPLING, 1955; DYCK et al.,
2005). Na SIT, os machos produzidos sao esterilizados. A inducédo da esterilidade ocorre
através da exposicdo dos individuos a agentes quimioesterilizantes, ou principalmente, a

exposicao a radiagdo ionizante (raios gama ou X) (HELINSKI, 2009).

1.6.1.2 Release of Insects carrying a Dominant Lethal gene- RIDL

Outras tecnologias baseadas em SIT tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas,
como a tecnologia Release of Insects carrying a Dominant Lethal gene- RIDL, proposta
por Thomas et al. (2000). Através da tecnologia RIDL, foi estabelecida a linhagem
transgénica de Ae. aegypti OX513A (Oxitec Itd., Inglaterra) (PHUC et al., 2007). A
OX513A é portadora de um gene letal dominante que acarreta na mortalidade dos
individuos antes de atingirem a fase adulta. Contudo, o sistema de letalidade é
condicional, podendo ser desativado na presen¢a do “antidoto” (antibidtico tetraciclina).
Assim, para a criacdo em massa, 0 antidoto é adicionado a agua de criacdo larval para a
producdo de machos transgénicos (CARVALHO et al.,2014). Mas quando 0os machos sao
liberados nas areas-alvo, os mesmos acasalam com fémeas selvagens e na auséncia do
antidoto nos criadouros, a prole resultante desse cruzamento ndo alcanca a fase adulta. A
linhagem foi estabelecida em 2002 (ALPHEY E ANDREASEN, 2002; ALPHEY, 2002),
sendo primeiramente testada em campo nas llhas Cayman em 2010 (HARRIS et al.,
2012). Entre os anos de 2010 e 2015, foram conduzidos estudos em laboratorio e testes
pilotos em dois municipios do estado da Bahia, para avaliar a eficiéncia da aplicacdo da
tecnologia RIDL na supressdo populacional do vetor Ae. aegypti (CAPURRO et al., 2016;
CARVALHO et al., 2015 e GARZIERA et al., 2017). Para tanto, foi instalada a primeira
biofabrica de mosquitos do mundo em Juazeiro, Bahia (Organizacdo Social Biofabrica
Moscamed Brasil-BMB), sendo produzidos até 1,5 milhdes de machos/semana (arquivos,
BMB) para execuc¢do desses projetos. Uma supressao de cerca de 70 % no ndamero de

ovos foi alcangada em ambos pilotos.

1.6.1.3 Incompatible Insect Technique — IIT/SIT

A IIT é uma técnica que pode ser combinada com SIT (IIT/SIT) (ZHANG et al.,

2015). A estratégia é baseada na utilizacdo de um endosimbionte naturalmente encontrado
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em populagdes de diversas espécies de artropodes. A bactéria intracelular obrigatoria do
género Wolbachia € o principal simbionte utilizado. A Wolbachia € capaz de manipular
a reproducdo do seu hospedeiro através de um mecanismo conhecido como
incompatibilidade citoplasmatica (IC). Machos infectados com essa bactéria, quando
copulam com fémeas ndo infectadas, tém sua prole afetada devido a IC que acontece no
momento da fecundacdo dos embrides (CALVITTI et al., 2015). Estudos em condigdes
de semicampo (gaiolas de contencdo) com machos infectados com Wolbachia e fémeas
selvagens, demonstram a supressao populacional (ZHANG et al., 2015) ao se utilizar essa
técnica. Na China, a associacdo entre I1T/SIT esta sendo utilizada atualmente para espécie
Aedes albopictus, sendo os resultados preliminares de supressdo também positivos (THE
GUARDIAN, 2015; ZHANG et al., 2016).

Figura 4 - A técnica do inseto estéril (SIT), a técnica do inseto
incompativel (11T) ou a combinacdo de ambas.
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Técnicas de controle autocida para suprimir populacdes de mosquitos.
Os mosquitos machos estéreis ou infectados com Wolbachia séo
liberados na populagdo-alvo para induzir a esterilidade nas fémeas
selvagens. Fonte: Traduzida de Lees et al., 2015.
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1.6.1.4 Consideracdes sobre a aplicacdo do controle autocida/genético no controle de
mosquitos vetores

Entre as décadas de 60 e 70, acreditou-se no uso da SIT como ferramenta
alternativa no controle de mosquitos vetores de doencas (WILKE et al. 2009). A estratégia
foi utilizada para mdaltiplas espécies de culicideos, entre elas Culex quiquefasciatus
(CURTIS, et al., 1982), Anopheles gambiae, (DAVIDSON, 1970) Anopheles albimanus
(WEIDHAS, 1974), Ae. aegypti (PETERSEN et al., 1977), Aedes albopictus (HANSON
et al., 1993), dentre muitas outras (BENEDICT & ROBINSON, 2003; DICK 2005).
Desde entdo, liberacdes de mosquitos com diversos fins relacionados a SIT (supressdo
populacional; persisténcia de translocacdo na populacdo selvagem; competitividade do
macho no acasalamento, erradicacéo, entre outros) foram realizados. Contudo, até o inicio
dos anos 2000, a maioria destas liberacdes eram realizadas com o objetivo cientifico de
responder a uma pergunta especifica, ndo sendo a supressao populacional o alvo principal
ou imediato (BENEDICT & ROBINSON, 2003).

Na década de 70, foi iniciado um grande projeto via SIT para controle de
mosquitos vetores na india. Mas devido a um engajamento comunitario malsucedido, os
resultados do programa foram desastrosos, acarretando em sua interrupgéo a partir da
intervencdo por lideres politicos. As consequéncias negativas se propagaram para outros
locais, acarretando no abandono da técnica para mosquitos em todo o mundo (SEHGAL,
1974; BENEDICT & ROBINSON, 2003; CARVALHO & CAPURRO, 2016).
Entretanto, vérias falhas técnicas também contribuiram para as falhas nos primeiros
projetos de controle genético e que, portanto, ndo devem ser repetidas na aplicacao desse
tipo de estratégia, dentre elas (BENEDICT & ROBINSON, 2003):

a) producdo de machos abaixo da quantidade desejada devido a ineficiéncia dos

métodos eficientes de sexagem ou atrasos na producao;

b) diminuicdo da aptiddo (fitness) do macho produzido, uma vez que 0 processo
de producdo e principalmente, a irradiacdo pode causar perda na
competitividade por acasalamento em comparacdo aos machos selvagens e
diminuir a longevidade (ALPHEY, 2002; WILKE et al., 2009);

Ap0s anos de abandono (desde a década de 80) dos estudos referentes ao controle

autocida para mosquitos, as crescentes epidemias, dispersdo de arbovirus e
disponibilidade de ferramentas biotecnoldgicas para esterilizar/transformar os mosquitos,

reavivaram o interesse pela técnica nos ultimos anos (LEES et al., 2015). Logo, o controle
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autocida de mosquitos tem ganhado forca e vem sendo avaliado em testes piloto ao redor
do mundo para avaliar sua eficiéncia. Pode-se citar como exemplo as pesquisas realizadas
com a tecnologia RIDL no Brasil e Panama (CARVALHO et al., 2015 e GARZIERA et
al., 2017; GORMAN e tal., 2015), com IIT/SIT na China (ZHIONG XI, informacéo
verbal') e com SIT na Italia e Suddo (BELLINI et al. 2013; AGEEP et al, 2015). Ainda
para esta Gltima, a Indonésia (SASMITA et al., informacdo verbal?) e também a
FIOCRUZ-Pernambuco deram inicio a projetos em pequena escala, utilizando tal técnica
para o controle de Ae. aegypti. A colonizacdo, criacdo em massa, manipulacgéo,
esterilizacdo, imobilizacdo por resfriamento/hipdxia, transporte e liberagdo de machos
sdo elementos fundamentais de uma estratégia SIT (PAGABELEGUEM et al., 2015;
CULBERT et al.,, 2017) e consequentemente, muitas destas etapas sdo comuns as
tecnologias RIDL e IIT/SIT. Contudo, a execucdo com qualidade de cada uma dessas
etapas esta diretamente relacionada com a sobrevivéncia e qualidade do macho produzido
(PAGABELEGUEM et al., 2015; CULBERT et al., 2017).

De acordo com ZAVALA-LOPEZ & ENKERLIN (2017), um programa
operacional de SIT, por exemplo, pode ser dividido em duas areas principais:

a) Producdo em grande escala e esterilizacdo através de irradiacao

b) Processos pds-producdo que abrangem diversas etapas: acondicionamento,

nocaute/transporte, manipulagéo, emergéncia, alimentacéo,
acondicionamento e liberacdo dos insetos.

Producdo de insetos competitivos esta diretamente ligada a eficiéncia da técnica
(BENEDICT et al., 2009), uma vez que qualquer falha neste processo podera desencadear
problemas e resultados insatisfatérios em todas as etapas subsequentes. Tal questdo
poderia também ser extrapolada para técnicas relacionadas (RIDL e IIT/SIT), uma vez
que a estrutura operacional seria semelhante. Além disso, durante a competicdo pela
copula com fémeas selvagens entre “machos produzidos” e machos coespecificos
selvagens, os “machos produzidos” devem ser igualmente competitivos. Assim, s&o
necessarias metodologias de cria¢do que levem a produgado de “insetos de alta qualidade”,
visando um nivel de desempenho idéntico ao do mosquito selvagem (BENEDICT et al.,
2009).

2 Informagdo fornecida por Dr. Hadian Iman Sasmita no “1% RCM on Mosquito Handling, Transport,
Release and Male Trapping Methods, Viena, Austria, 2015.
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1.6.1.5 Criagdo em massa

A criacdo de um inseto em quantidade suficientemente grande e de qualidade
adequada, € um requisito essencial para o sucesso da SIT e tecnologias relacionadas
(BENEDICT et al., 2009), e depende da disponibilidade de métodos eficientes de
colonizacdo e producdo que devem ser desenvolvidos ou aprimorados, deixando uma
escala laboratorial para producdo de milhares de insetos semanalmente (BENEDICT &
ROBINSON, 2003). As tecnologias utilizadas para criar, esterilizar e liberar os machos
devem ser de altissima qualidade, caso contrario, acarretardo em um impacto negativo
nas liberacGes em campo, tornando necessaria uma compensacao, ou seja, liberando um
nimero muito maior de insetos durante o periodo de liberagdo do que o previsto
(BENEDICT & ROBINSON, 2003).

As experiéncias anteriores de criagdo em massa sdo frutos da expansdo de
processos e métodos laboratoriais. Portanto, é esperado que com o aumento da demanda
pela SIT, a utilizacdo desses métodos se torne inviavel diante do custo de producdo e
manutencdo da criacdo. Consequentemente, hd uma necessidade de aperfeicoamento
desses métodos, no intuito de reduzir os custos do processo de criacdo em massa,
(BENEDICT et al., 2009).

Nessa perspectiva, recentemente tém-se estimulado o desenvolvimento de
equipamentos e a validacdo continua de dietas e protocolos para criagdo em massa de
diferentes espécies de culicideos (LESS et al., 2015). Como principais avangos obtidos
para diferentes espécies de mosquitos, pode-se citar a avaliacdo e/ou desenvolvimento de
dietas para larvas de Ae. aegypti, Ae. albopictus e Anopheles sp (Damiens et al., 2012;
KHAN et al 2013; PUGGLIOLI et al. 2013; YAHOUEDO et al., 2014; PUGGLIOLI et
al., 2016; BOND et al., 2017), gaiolas de criacdo em massa (BALESTRINO et al, 20143,
ZHANG et al., 2018), métodos de contabilizacdo de ovos (ZHENG et al., 2015), unidades
de criacdo larval (BALESTRINO et al, 2014b), separadores de larva/pupa
(BALESTRINO et al., 2011) e dispositivos para realizacdo do controle de qualidade dos
insetos produzidos (BALESTRINO et al., 2017). Com relacéo a Ae. aegypti, o Brasil foi
pioneiro ao desenvolver e disponibilizar um protocolo de criacdo em massa para uma
linhagem transgénica OX513A (CARVALHO et al. 2014).

No sistema de criagdo em massa de Ae. aegypti descrito por Carvalho et al. (2014),
a producdo inicia-se pela previsdo de demanda de machos para liberacdo. A demanda de

mosquitos machos determinara o tamanho necessario da matriz (colonia). Desta maneira,
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a criacdo em massa é realizada através da producao de lotes para a manutenc¢éo da coldnia
matriz e de lotes para a producdo de machos para liberagédo (Figura 5). A col6nia matriz
gera ovos tanto para a sua propria manutenc¢édo, quanto para prover a producao de machos
para liberacdo. O protocolo de criacdo é diferenciado em alguns parametros, de acordo

com a finalidade do processo (producdo de ovos ou de machos).

Figura 5 - Fluxograma do sistema de produgdo em massa de Ae. aegypti.

COLONIA CONTROLE DE PRODU(}[\O DE MA_CHOS PARA
QUALIDADE LIBERAGAO
r==—97 - "~/ ~ 7 T-=-====°=° 1
: :
o Montagem do lote-
Estoque l larvas
Produgdo —*
de cv‘i}s < delovos 4 Calibragédo dos .,
/ \ | dosadores de pupas
. Tamanho dos Criagdo larval
: -7 individuos
Gaiolas com Montagem ‘
mosdquitos do lote- l
adultos lartvas | | | ¥ L. —_
Separagdo de pupas |
Contaminagdo .
'\ / =T de fémeas 9 I
e - l Esterilizagdo* |
Separagdo Criagdo Mortalidade no ' |
de pupas larval transporte .
Taxa emergéncia Acondicionamento dos «— |
Esterilidade* -1-t----- machos paraliberagio
Habilidade de voo
—

*Depende da linhagem a ser utilizada.
Fonte: Baseado em Carvalho et al. (2014).

Apesar do atual protocolo de criacdo ser viavel, haja visto os resultados positivos
obtidos em testes pilotos em que ele foi utilizado (CARVALHO et al., 2015 e
GARZIERA et al., 2017), antes que programas em grande escala sejam viaveis, métodos
eficientes e menos trabalhosos sdo necessarios (LEES Et al.,2015), incluindo para a
criagdo em massa.

Nesse contexto, ao se considerar: a) a demanda crescente por estratégias
alternativas de controle que sejam também mais eficazes, sustentaveis e ambientalmente
amigaveis (LEES et al., 2015); b) a perspectiva de incorporacgéo do controle autocida no
manejo integrado do vetor; c) a projecédo de projetos pilotos utilizando o controle genético
em diversos paises (BELLINI et al. 2013, AGEEP et al, 2015; GORMAN et al, 2015),
denota-se a necessidade de padronizacdo e aperfeicoamento do sistema de criagdo em

massa de Ae. aegypti. Tais avangos sdo necessarios para contribuir com a viabilidade
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econdmica e produtiva desta metodologia de controle, e consequentemente, para que sua

insercdo no manejo integrado do vetor seja factivel.
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2 OBJETIVOS

Aprimorar o protocolo de criagdo em massa, manipulacdo e transporte de adultos

de Aedes aegypti para aplicacdo em biofabricas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

META |- PLANO DE APLICACAO PARA PRODUCAO EM MASSA DA
LINHAGEM MBR-001

Avaliar parametros produtivos e de qualidade da linhagem de Ae. aegypti (MBR-
001) sob condicdes de criacdo em larga escala;

Elaborar subsidios que contribuam para o planejamento do sistema produtivo
dessa linhagem.

META Il — PADRONIZACAO E APRIMORAMENTO DO SISTEMA DE
PRODUCAO EM MASSA

Desenvolver e avaliar um prot6tipo de gaiola de adultos para a criacdo em massa;
Avaliar o efeito da densidade de adultos em gaiolas de criacdo na producéo de
ovos, fecundidade e fertilidade de fémeas sob condicdes de produ¢do em massa.
Avaliar o padréo de ecloséo de larvas de Ae. aegypti com relagdo ao tempo sob
condicdes de criacdo em massa;

Desenvolver e avaliar, em escala laboratorial, dietas artificiais alternativas com
relacdo custo-beneficio favoravel para a criacdo de larvas;

Avaliar em escala laboratorial, o efeito da densidade larval para produgdo em

massa, determinando a densidade 6tima de criacéo.

META Ill - PROCESSOS POS-PRODUCAQ: CONDICOES PARA O TRANSPORTE
DE ADULTOS

Determinar a temperatura e tempo ideal para o transporte (knockdown) de machos
estéreis de Ae. aegypti;
Avaliar os efeitos do transporte a frio de machos estéreis de Ae. aegypti durante

diferentes periodos, na sobrevivéncia e habilidade de voo.
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3 MATERIAL E METODOS

O estabelecimento das colbnias matrizes de Ae. aegypti e os experimentos foram
realizados no biotério de artropodes (Nivel 2 de Biosseguranca: NB-2) e na Unidade
de Producédo de Aedes (NB-2), ambos localizados na Biofabrica Moscamed Brasil
(BMB), Juazeiro, Bahia.

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Os mosquitos Ae.aegypti (linhagens MBR-001 e Rockefeller) foram mantidos sob
condicdes controladas de Temperatura (T) 27+£1°C, umidade relativa (UR)= 70£10% e
fotoperiodo 11 h claro: 13 h escuro. A linhagem MBR-001 foi estabelecida a partir de
ovos coletados no distrito de Carnaiba do Sertdo, Juazeiro, BA, em 2013. A linhagem
Rockefeller é de origem caribenha, sendo mantida em condicGes de laboratorio desde a
década de 1930 (KUNO, 2010).

3.2. META |: PLANO DE APLICACAO PARA PRODUCAO EM MASSA DA
LINHAGEM MBR-001

3.2.1 Estabelecimento da colénia da linhagem MBR-001 de Ae. aegypti em
condic¢bes de criacdo em massa

A multiplicagdo em grande escala foi realizada como descrito a seguir, baseada no
protocolo de Carvalho et al. (2014).

3.2.1.1 Manutencéo da Colonia Matriz

Pupas-fémeas (N=1500) e machos (N=500) na proporc¢éo de 3:1, foram alocadas
separadamente em recipientes plasticos de 90 mL e inseridas em gaiolas cilindricas de
PVC (30 cm de altura x 30 cm de diametro) (modelo Moscamed Brasil (Figura 6 A). Apos
a emergéncia dos adultos, os insetos foram alimentados com solugdo de sacarose a 10%
p/v (ad libitum) através de chumacos de algoddo. Depois da maturacdo sexual do macho
(24 horas), um periodo minimo de 48 horas para realiza¢do da copula foi aguardado e em

seguida, foi oferecida alimentacdo sanguinea as fémeas. O sangue proveniente de ovinos
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e/ou caprinos foi previamente coletado em abatedouro registrado. Para estimular um
maior nimero de fémeas a realizarem o repasto sanguineo, a alimentagdo com sacarose
foi suspensa nas 24 horas anteriores. O sistema de repasto sanguineo artificial foi utilizado

como descrito por Carvalho et al. (2014) (Figura 6 B-C).

Trés dias apds a alimentacdo sanguinea, ofereceu-se um pote pléstico (8 cm de
altura x 9,5 cm de didmetro) para oviposicao dentro da gaiola de cria¢do. Para tanto, o
interior foi revestido por uma tira de papel de filtro (41 cm de altura x 8 cm de largura) e
o mesmo foi preenchido com aproximadamente 200 mL de &gua da criacdo larval
(reaproveitamento de agua das bandejas)®. Apds 72 horas, retirou-se os recipientes
(Figura 6 D) de postura e as tiras de papel com ovos foram estendidas sobre uma bandeja
coberta com papel absorvente (Figura 6 E). Foram aguardados trés dias para o
desenvolvimento embrionario e entdo, os ovos foram removidos do papel com utilizacéo
de pincel tipo trincha (Figura 6 F). Por fim, estes foram peneirados (para remover
resquicios de adultos mortos), pesados em balanca semianalitica de precisdo (Toledo
Ohaus, precisdo de 0,001 grama) em aliquotas de um ou meio grama e estocados em
copos plésticos descartaveis (50 ml) (Figura 6 G). Os ovos foram mantidos em sala sob
condigdes controladas (Temperatura (T) 27+1°C, Umidade Relativa (UR)= 70+10% e

fotoperiodo 11 h claro: 13 h escuro).

3.2.1.2 Criacdao larval

A criagdo larval iniciou-se com o processo de ecloséo (Figura 6 H), em que ovos
de Ae. Aegypti foram imersos em recipientes de vidro, contendo agua autoclavada (baixo
teor de oxigénio dissolvido), a fim de sincronizar o processo de eclosdo das larvas. Em
seguida, as larvas de primeiro estadio foram transferidas com auxilio de peneira (0,075
mm de abertura) para um béquer contendo quantidade fixa de agua. O contetido do béquer
foi homogeneizado em um agitador magnético (velocidade média) e com auxilio de pipeta
graduada, foram retiradas trés aliquotas de 1 mL cada, para contabilizacdo e determinagédo
do numero de larvas por mL. A partir da quantidade de larvas contabilizadas, foi definido
0 volume das aliquotas contendo 3.000 larvas (densidade 1 larva/mL) para lotes de

coldnia matriz e 6.750 (densidade 2,25 larvas/mL) para lotes de machos para liberacéo.

3Alteracdo do protocolo de Carvalho et al. (2014) definida apds a realizac3o de testes pela BMB.
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Cada aliquota foi retirada seguindo o mesmo método supracitado (Figura 6 1) e em
seguida, foram transferidas para uma bandeja plastica (9,7 cm de altura x 30,3 cm de
largura x 51,0 cm de comprimento) juntamente, com trés litros de agua filtrada. Todas as

bandejas foram alocadas em carrinhos de criacéo (Figura 6 J).

Ao longo do processo de criagéo larval, os lotes foram mantidos em ambiente com
temperatura 28 = 1 °C durante sete a 10 dias, sendo alimentados com ragéo para peixe
triturada Sera Vipan Premium® (SeraGmbH, Heinsberg, Alemanha) de acordo com o

regime de alimentacdo pré-definido (Tabela 1).

Tabela 1 — Regime de alimentacéo larval utilizado na criagdo
em massa de Ae. aegypti

Dia de Quantidade de dieta por larva (mg)
criacao . . Produgdo de Produco de
larval Colonia machos * machos ***
1 0,04 0,06 0,06
2 0,11 0,08 0,08
3 0,11 0,16 0,16
4 0,27 0,31 0,31
5 1,00 0,64 0,64
6 0,29 0,32 0,2
7 0,29 0,32 0,11
8 0,29 0,32 0,07
9 0,29 0,16 0,03
10 0,11 0,08 0,02
Total 2,8 2,45 1,68

“Regime de alimentagéo larval descrito por Carvalho et al. (2014).
" Regime de alimentagio BMB

3.2.1.3 Separacdo e coleta de pupas

Apos a formacao das pupas, a separacdo por sexo ocorreu com o auxilio de um
separador de placas de vidro (FAY & MORLAN 1959; FAY et al. 1963; FOCKS 1980-
modelo Moscamed Brasil), a partir do dimorfismo sexual (pupa-fémea > macho > larvas)
(Figura 6 K-L). Durante todo o processo, houve troca de bandejas para coleta de cada

forma de vida (pupa-macho, pupa-fémea e larva). As larvas foram devolvidas para

4 Alteracdo do protocolo de Carvalho et al. (2014) definida apés a realizacédo de testes pela BMB.
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bandejas de criagdo contendo agua e racao para que completassem sua metamorfose até
pupa. No dia seguinte, todo o processo foi realizado novamente para coleta de pupas

(segunda coleta).

Para lotes para produgéo de machos para a liberacdo, foram realizadas duas coletas
durante dois dias consecutivos (coletas de 24 e 48 horas ap6s inicio da formagdo de
pupas). Enquanto para lotes de col6nia foram realizadas até quatro dias seguidos, uma

vez que se pretendeu recuperar pupas-machos e fémeas.

Ao longo da separacdo, foram utilizados dosadores de pupas-machos e de pupas-
fémeas. Os dosadores foram calibrados para acondicionar 500 pupas cada. Com o
dosador, foi contabilizada a quantidade de pupas produzidas a cada dia de coleta (Figura
6 M-N). Além disso, foi mensurada a largura do cefalotérax de pupas-machos e fémeas
para os lotes da coldnia matriz. Para tanto, uma amostra (N=30) de pupas de cada sexo
foi retirada a cada dia de coleta. As pupas foram fotografadas em alta resolucéo, dentro
de um recipiente (50 mL) contendo aproximadamente 1,5 mL de agua, com escala
milimétrica posicionada na parte central. Posteriormente, o cefalotérax de 15 dessas

pupas foi mensurado a partir da analise da imagem no software Image J.



Figura 6 — Processo de criagdo em massa de Ae. aegypti: principais etapas.

Colonia Criagao larval

Separagdo de pupas Calibragao de dosadores e controle de qualidade

Coldnia: A: criacdo de adultos em gaiolas; B-C: alimentacdo sanguinea com método de placas; D: coleta e E-G: processamento dos ovos. Criacdo
larval: H: ecloséo das larvas; I: preparo dos lotes e J: criacdo larval em bandejas. Separacdo de pupas: K: separacdo de pupas em andamento e L:
separador de pupas e gradiente trifasico de pupas formado durante o processo (a partir das diferencas no tamanho corporal entre machos, fémeas e
larvas. Calibracgdo dos dosadores e controle de qualidade: M: Retirada de amostras dos machos recuperados; N: calibracdo do dosador de pupas; O:
amostragem para mensuracao do cefalotérax. Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.2 Avaliacao dos parametros de producéo e qualidade da linhagem MBR-001

Os seguintes parametros dos lotes de colénia da MBR-001 foram avaliados

rotineiramente:

N°delarvaseclodidas

° Taxa de eclosdo = —
N°totaldeovosutilizados
o Largura do cefalotérax de pupas-machos e fémeas (item 3.2.1.3)
, n . °d hos/fé d
. Rendimento de machos e/ou fémeas (diario) = I de pupas mac os/femeas recuperacas
N° inicial de larvas na bandeja
~ i . _ N°depupasfémeas
* Razao Sexual(dlarla) " N°total de pupas (machos+ fémeas)
. Produgao de ovos/gaiola por ciclo gonotréfico ou total (1 + 2 + 3°ciclos)

3.2.3 Determinacdo de parametros para criagcdo em massa

3.2.3.1 Proporc¢éao fémea: macho para producéo de ovos nas gaiolas de criagdo em
massa

Foram avaliadas diferentes proporcdes fémeas:macho (9:J) para criacdo de
adultos em gaiolas. Para tanto, foram utilizadas pupas criadas de acordo com o protocolo
de coldnia descrito no item 3.2.1.2. Os procedimentos ap0s emergéncia do adulto e o

repasto sanguineo, foram realizados seguindo o item 3.2.1.1.

Os ovos depositados por cada fémea foram contabilizados para determinacéo da
fecundidade (nimero de ovos/fémea). Por fim, os ovos foram submetidos ao processo
de eclosdo (item 3.2.1.2) e duas horas ap0s, determinou-se com auxilio de um
microscopio estereoscopio Leica®, a taxa de eclosdo (n° de ovos abertos/ total de ovos

amostra).
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Figura 7 — Oviposigdo individual de fémeas de Ae.
aegypti, linhagem MBR-001.

A: Fémeas confinadas na placa de oviposi¢do “oviplate”. B:
Posturas individuais de fémeas de Ae. aegypti.

3.2.3.2 Quantificacdo do numero de ovos por grama

Os ovos foram produzidos em grande escala de acordo com a metodologia
descrita no item 3.2.1.1. Os ovos foram pesados com a mesma idade (trés dias apos
remocao da postura da gaiola) em balanca semianalitica de precisdo em aliquotas de 0,5

grama e estocados para posterior quantificacao.

3.2.3.3 Rendimento L1-pupa-macho

Foram montadas trés bandejas para producdo de machos para liberagdo (item
3.2.1.2) em 2016 e cinco bandejas em 2018. As bandejas foram alocadas em carrinhos
de criacdo durante todo o experimento (Figura 8 A). A cada separacdo de pupas, a
guantidade de machos e fémeas foi contabilizada com auxilio de dosadores de pupas
item 3.2.1.3 (Figura 8 B-C), sendo determinados diariamente 0s parametros descritos

abaixo:

e Rendimento diério de machos (item 3.2.2)

N° de pupas—machos

e Razio sexual (diaria) =
( ) N° total de pupas (machos+fémeas)
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N° de pupas—machos recuperadas(1°+2°coleta)

e Rendimento de machos(acumulado) = N° inicial de larvas na bandeja

N° de pupas—machos recuperadas na 1° coleta
N° total de pupas—machos (1°+2°+3°coleta)

e Taxa de producio demachos(24h) =

Figura 8 - Etapas para avaliacdo do rendimento de pupas-machos da linhagem de Ae. aegypti,
MBR-001

A: Bandejas de criacdo contendo larvas de Ae. aegypti, acondicionadas em carrinho de criagdo. B. Dosadores
utilizados para avaliagcdo do nimero de machos e fémeas, C-D. Pupas de Ae. aegypti sendo acondicionadas em dosador
para determinacao do rendimento.

3.2.4 Planejamento da produgdo em massa da linhagem MBR-001

Os dados da producdo em massa das linhagens MBR-001 e OX513A (obtidos
em CARVALHO et al., 2014) foram utilizados para desenvolver uma planilha basica
para o planejamento do sistema produtivo (PSP). Para isso, 0s parametros: producéo
média de ovos/gaiola, nimero de ovos por grama, taxa média de eclosdo, densidade
larval (lotes de col6nia e lotes de machos para liberagdo) e rendimento Li-pupa, foram

utilizados.

3.3 META Il - PADRONIZAGCAO E APRIMORAMENTO DO SISTEMA DE
PRODUCAO EM MASSA

3.3.1 Aprimoramento de gaiolas de adultos para a producdo em massa de Ae.
aegypti e efeito da densidade de insetos na producéo de ovos
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3.3.1.1 Desenvolvimento de protétipo de gaiolas de adultos para a produgdo em massa
de Ae. aegypti

A partir da gaiola “Aedes MPC” (Figura 9) (Mass Production Cage)
desenvolvida por Balestrino et al. (2014), foi desenvolvido um protétipo de gaiola de
criagdo em massa para Ae. aegypti, denominado GCM-I1 (Gaiola de Criagdo em Massa-
prototipo 11) A GCM-II (98 x 70 x 24 cm). O prototipo foi construido em aluminio, tubo
de PVC e malha fina (30 furos/mm?).

Figura 9 - Aedes Mass Production Cage- MPC.
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Fonte: Balestrino et al 2014.

3.3.1.2 Efeito da densidade de adultos e do tipo de gaiola de adultos para a producdo
em massa de ovos

Os testes foram conduzidos com pupas e adultos provenientes da col6nia da
linhagem Rockefeller de Ae. aegypti. Pupas-machos e fémeas criadas de acordo com a
metodologia descrita no item 3.2.1.2 (densidade de colonia: 1 larva/cm?) foram
acondicionadas em gaiolas de PVC e nas GCM-II (item 3.4.12). Foram utilizadas pupas-
machos de primeira e segunda coleta, e pupas-fémeas recuperadas entre a primeira e
quarta coletas.

A inoculacéo diaria de pupas foi proporcional entre as gaiolas. Na GCM-II, as
pupas foram introduzidas em canaletas contendo um litro de agua filtrada e nas gaiolas

de PVC, em recipientes (90 mL) como descrito no item 3.2.1.1. Durante toda a



49

realizacdo do experimento, foi oferecida solucéo de sacarose 10% ad libitum na gaiola
PVC (3.2.1.1). Na GCM-II, a solucdo foi ofertada no tubo de alimentacdo (290 mL). O
tubo foi removido, higienizado e a solugéo substituida a cada trés dias.

No quinto dia apos a emergéncia dos adultos, a alimentacdo sanguinea foi
oferecida para fémeas mantidas em ambos tipos de gaiola durante trés horas, como
descrito no item 3.2.1.1. Contudo, o volume de sangue oferecido foi proporcional a
quantidade de fémeas da gaiola (6 pL por fémea). Para a GCM-II, o sistema de placas

para alimentacéo sanguinea foi oferecido na parte superior da gaiola (Figura 10 A-C).

Dois dias apds o repasto sanguineo (dia anterior ao inicio da oviposicéo), a
mortalidade foi avaliada no intuito de estimar o nimero de fémeas que ovipositaram a
cada ciclo gonotrofico. Nas gaiolas PVC os individuos mortos foram removidos da
gaiola, separados por sexo e contabilizados. Na GCM-11, ndo foi possivel a remocéao dos
cadaveres de insetos, portanto, foi realizada uma avaliacdo da densidade média de
adultos por area (cm?). Para tanto, foram desenhados trés quadrantes (10 cm x 10 cm)
em cada lado da gaiola, em trés alturas diferentes (superior, central e inferior), sequindo
uma diregdo diagonal. Em seguida, foi quantificado o nimero de adultos machos e
fémeas pousados em cada quadrante, com auxilio de contador manual. Durante a
avaliacdo de cada quadrante, a respiracao do avaliador foi pausada para evitar a atracao

das fémeas para o local, devido a liberacao de gas carbonico.

Apds 72 h do repasto sanguineo, foi ofertado o substrato de oviposicdo para as
gaiolas PVC, de acordo com o item 3.2.1.1 para as gaiolas PVC. Para a GCM-I1, foram
oferecidas as canaletas com os substratos de oviposicao de papel filtro (25 cm largura x
68 cm comprimento). Para tanto, os papéis foram dobrados em formato sanfonado e
suas laterais externas foram fixadas com fita adesiva na canaleta (Figura 10 D-F). O
centro do papel sanfonado foi sustentado por um bastonete de aluminio (25 cm de
comprimento 0.32 cm de didmetro), instalado na parte central da canaleta. Para cada
gaiola, foram oferecidas trés canaletas como substrato de oviposi¢édo, contendo um litro
de 4gua cada.

Ap0s 72 h do repasto sanguineo, foi ofertado o substrato de oviposi¢do para as
gaiolas PVC, de acordo com o item 3.2.1.1 para as gaiolas PVC. Para a GCM-II, foram
oferecidas as canaletas com os substratos de oviposicao de papel filtro (25 cm largura x
68 cm comprimento). Para ambos modelos de gaiolas, foram aguardadas 72 horas como
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periodo para a oviposicao das fémeas. Em seguida, as posturas foram retiradas, a &gua
dos recipientes foi drenada e os ovos nela depositados foram descartados, sendo
desconsiderados das analises. O processamento dos ovos ocorreu como descrito no item
3.2.1.1. O segundo repasto sanguineo foi realizado um dia ap0s a retirada das posturas
do primeiro ciclo gonotréfico, o que correspondeu ao inicio do segundo ciclo
gonotréfico. Todos os procedimentos para coleta e manipulacdo dos ovos do segundo
ciclo foram realizados como descrito anteriormente.

Para avaliar a taxa de eclosdo, os ovos foram submetidos ao processo de eclosao
(Figura 11 A), sendo retiradas quinze amostras (1 mL cada) de cada tratamento (item
3.2.1.2). As amostras foram transferidas para placas de Petri (90 x 15 mm) contendo
esponja vegetal e tira de papel filtro sobreposto (Figura 11 B). Em seguida, 0os ovos
foram distribuidos em fileiras com auxilio de pincel macio (modelo condor 0.002)
(Figura 11 C) e o numero de ovos abertos e fechados foi contabilizado sob microscopio
estereoscopio Leica® (aumento de 40x), a fim de determinar a taxa de eclosdo de larvas

mediante a relacdo: n° de ovos eclodidos amostra/ total de ovos amostra.
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Figura 10 — Procedimentos uti lizados para alimentacdo sanguinea e oferta dos substratos para oviposicao de fémeas de Ae. aegypti na GCM-II.

Manipulagdo e funcionamento da GCM-II-1I durante o repasto sanguineo e oviposi¢do. A: Alimentacdo sanguinea sendo ofertada em placas. B: Fémeas confinadas na gaiola, se
alimentando ou j& ingurgitadas. C: Recipientes (canaletas) de oviposi¢cdo montados. D: Substratos de oviposicéo inseridos na gaiola. E: Posturas logo apds a retirada da GCM-II. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Procedimentos utilizados para avaliacdo da taxa de eclosdo de larvas de Ae.
aegypti.

: e, :
Eclosdo de larvas provenientes de ovos produzidos nas gaiolas GCM-11 e PVC. A: Processo de eclosdo. B:
Aliquotas de 1 mL despejadas em placas de Petri (com esponja vegetal e papel filtro) logo ap6s o processo
de eclosdo. C: Aliquota distribuida em fileiras para facilitar o processo de contabilizacdo de ovos abertos e
fechados. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.2 Avaliacdo do padréao de eclosdo de Ae. aegypti, linhagem MBR-001

Ovos de Ae. aegypti do mesmo lote de produgéo foram subdivididos em aliquotas
de 0,1g. Cada aliquota foi colocada em potes (300ml) contendo 4gua com baixo teor de
oxigénio dissolvido (Figura 12 A). A cada intervalo de tempo preestabelecido (10, 20,
40, 60, 80, 100 e 120 minutos), as larvas foram retiradas com auxilio de pipeta de Pasteur
e transferidas para placas de Petri (Figura 12 B-D). Em seguida, larvas de cada tratamento
(intervalo de ecloséo) foram transferidas para recipientes plasticos de criacdo (500 mL) e
criadas sob condigdes controladas (T:28 1 °C, UR: 80 +5%, fotoperiodo de 13:11 h)
com racdo Sera Vipan® (item 3.2.1.2). Ao atingirem a fase de pupa, as pupas
provenientes de cada tratamento foram coletadas, separadas por sexo, contabilizadas e
acondicionadas em potes plasticos (1,8 L). Apos a emergéncia do adulto (48 hs) o sexo
foi confirmado. As coletas de pupas foram realizadas até que todas as pupas fossem

formadas, nédo restando larvas nos recipientes de criagéo.
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Figura 12 — Etapas do processo de eclosdo e coleta de larvas a cada intervalo.

A: Processo de eclosdo com &gua com baixo teor de oxigénio dissolvido. B: Larvas sendo
coletadas. C-D: Larvas coletadas a cada tempo. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.3 Desenvolvimento de dietas alternativas para a criacéo larval

Ovos de Ae. aegypti com a mesma idade bioldgica (coletados na mesma data)
foram submetidos ao processo de eclosdo como descrito no item 3.2.1.2 durante duas
horas. Uma hora ap6s o fim do processo, as larvas de primeiro estadio (Li1) foram
contabilizadas e transferidas para bandejas de plastico transparente (14 x 9 x 5 cm),
contento 225 mL de &gua filtrada (2,0 cm de profundidade). A densidade de larvas por
volume utilizada neste experimento foi de 2,25 larvas por mL, equivalente a 506
larvas/bandeja. O bioensaio foi conduzido no biotério de artropodes da BMB sob as
seguintes condicdes: T:29 +1 °C, UR: 80 +5% e fotoperiodo 12h claro:12h escuro. As
larvas receberam diariamente e no mesmo horario, as dietas desenvolvidas nas
quantidades pré-estabelecidas pelo regime de alimentacdo definido no protocolo da BMB

(item 3.2.1.2). Para tanto, a quantidade diaria de cada dieta foi pesada em microtubos.

Todos os recipientes foram verificados diariamente para avaliacdo da estabilidade
da temperatura, e nivel da dgua na bandeja e mortalidade larval e o estadio de
desenvolvimento larval. Houve reposicdo de &gua, caso estivesse abaixo do nivel
padronizado (marcado em cada bandeja). A partir do 5° dia de criacdo, as bandejas foram
examinadas nos periodos matutino e vespertino para verificacdo do inicio da formagéo
dos pupérios. A primeira coleta de pupas realizou-se 24 h apds o registro da formacdao das

primeiras pupas (Figura A-C). As pupas foram coletadas diariamente durante trés dias
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consecutivos (72 hs), sempre no mesmo horério, separadas por sexo e contabilizadas. A
agua de criacdo foi totalmente substituida somente nos dias em que ocorreu coleta de

pupas.

Pupas coletadas nas primeiras 24 e 48 horas de coleta foram pesadas em balanca
de precisdo. Para tanto, os individuos foram acondicionados nos dosadores de pupa e em
seguida, dispostos em disco de papel filtro para retirada do excesso de agua e entéo,
transferidos para placa de Petri (60 x 15 mm) (Figura 13 D-E). Além disso, pupas-machos
foram acondicionadas em tubos conicos de centrifugacdo (50 mL) (duas pupas/tubo),
contendo 10 mL de &gua filtrada, para avaliagdo da emergéncia do adulto (Figura 13 F-
G). Para calcular a emergéncia, utilizou-se a razdo do n° de adultos emergidos sobre o n°

de pupas avaliadas.

O tempo ate a formagao de pupas (duragdo Li-pupa) foi calculado de acordo com
aduracdo do periodo de desenvolvimento da larva de primeiro estadio (L1) até a formacao
da pupa. A sobrevivéncia Li-pupa foi obtida a partir da proporcdo de pupas vivas em
relacdo ao nimero total de larvas inoculadas em cada bandeja. A sobrevivéncia de pupas
foi determinada a partir da propor¢cdo de pupas vivas em relagdo ao total de pupas
formadas. O rendimento total e diario de pupas-machos e fémeas, rendimento acumulado
de machos (duas coletas), a razdo sexual (3/3+9), emergéncia de adultos (%) e ainda,
a taxa de producdo de machos com 24 h (PUGGLIOLI et al., 2013) foram determinadas
seguindo as férmulas descritas no item 3.3.2. O experimento foi realizado trés vezes, e

para cada uma delas, quatro replicatas de cada tratamento foram utilizadas.
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Figura 13 - Procedimentos realizados durante a execugdo do experimento de avaliagdo de
dieta larval para o desenvolvimento de Ae. aegypti, linhagem MBR-001.

A-B: Bandejas de criagéo contendo larvas sendo alimentadas com diferentes dietas. C: Formacdao de pupas.
D: Processo de pesagem das pupas. E: Avaliacdo da emergéncia de adultos. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.4 Determinacdo da densidade 6tima para a criacdo larval

Para o bioensaio, ovos da linhagem MBR-001 foram submetidos ao processo de
eclosdo de acordo com o item 3.2.1.2 durante duas horas. Uma hora apds o fim desse
processo, as larvas de primeiro estadio (L1) foram transferidas para recipientes de plastico
(9 x 9 cm) contendo 102 mL de &gua em uma profundidade de 2 cm. Apds inoculagdo
das larvas, os recipientes foram mantidos em sala sob condi¢des controladas (T: 28 £2°C,
UR: 80 +5%, fotoperiodo de 12:12 (claro:escuro) (Figura 14 A-C). As larvas foram
alimentadas diariamente, sempre nos mesmos horarios, com racao de peixe Sera Vipan®
de acordo com a tabela 1.

Todos os recipientes foram verificados diariamente para avaliacdo da estabilidade
da temperatura e nivel da agua na bandeja. Quando detectado um nivel inferior ao
estabelecido, houve reposicdo de agua. Além disso, foram registrados os parametros
bioldgicos: mortalidade larval e o estadio de desenvolvimento larval/dia.

A partir do 5° dia de criacdo, foram realizadas observacdes diarias (turno matutino
e vespertino) para registrar o inicio da formacdo das pupas. Com base nesse registro, 24
horas ap6s ocorreu a primeira coleta de pupas, sendo as trés proximas coletas realizadas
sucessivamente (48,72 e 96 hs ap0s).
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As pupas foram coletadas, separadas por sexo (manualmente) e contabilizadas
(Figura 14 D). A cada dia de coleta, 30 pupas-machos e 30 pupas-fémeas foram alocadas
nos dosadores de pupa (pra drenagem do excesso de agua). Em seguida, as pupas foram
dispostas em disco de papel filtro para retirar 0 excesso de agua e entdo, transferidas para
placa de Petri (60 x 15 mm) para serem pesadas com o auxilio de uma balanca
semianalitica (Toledo Ohaus, precisdo de 0,0001 grama (Figura 14 E-F). Entdo, os
individuos de cada grupo experimental foram acondicionados em potes plasticos (1800
mL) contendo aproximadamente 150 mL de &gua, para posterior avaliacdo da emergéncia
do adulto (Figura 14 G-1).

Figura 14 - Criagdo de larvas em diferentes densidades e procedimentos utilizados para
avaliacdo do peso corporal e taxa de emergéncia de individuos de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001.

A-C: Recipientes contendo larvas de Ae. aegypti sob diferentes densidades de larvas/volume. D: Coleta e
separacéo de pupas. E-F: Pesagem de pupas. G-1: Acondicionamento de pupas para emergéncia dos adultos.
Creédito das fotos: Luiza Garziera A; B-I: Elaborado pelo autor

Para cada dia de coleta de pupas, os seguintes parametros biolégicos foram
avaliados de acordo com o descrito no item 3.3.2: duracdo do desenvolvimento larval (L1
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- pupa); rendimento diério de pupas-machos/fémeas e total, massa corporal das pupas-
machos/fémeas, emergéncia de adultos (%) e razdo sexual (3/3+9Q). E ainda, a taxa de
producdo (PUGGLIOLLI et al.,2013) o rendimento acumulado de machos. O experimento

foi repetido quatro vezes.

34 META Illl- PROCESSOS POS-PRODUCAO: CONDICOES PARA O
TRANSPORTE DE ADULTOS

3.4.1 Determinacgdo de condicGes para o transporte de adultos machos estéreis
imobilizados

Como parte de um projeto FINEP® para aprimoramento da criagdo em massa, foi
determinada uma dose de raios X esterilizante para machos (35 Grays) (manuscrito em
preparacdo). Os machos estéreis provenientes desse projeto foram utilizados nesse
experimento. Os adultos se alimentaram de solucdo de sacarose 10% ad libitum. Os
mosquitos foram mantidos em sala com temperatura controlada (27 = 1 °C) durante 72-
96 horas (idade de liberacdo do macho, CARVALHO et al., 2015; GARZIERA e al.,
2017) (Figura 15 B-C).

Em um primeiro experimento para simular o processo de imobilizacéo a frio etapa
1), os machos foram mantidos em incubadora com temperatura regulavel em intervalos
de temperatura entre 10 e 60 minutos. Ap6s cada periodo de incubacédo, foram avaliados

0s parametros sobrevivéncia sob condicdes de estresse e habilidade de voo.

Para avaliacdo da sobrevivéncia, os potes com adultos resfriados (nocauteados)
foram removidos da incubadora e mantidos em temperatura constante de 26 + 1 °C
(Figura 15 E) sendo os insetos alimentados somente com agua. A mortalidade foi avaliada

diariamente, durante trés dias consecutivos.

5 “Pesquisa e inovagdo para aplicagiio da Técnica do Inseto Estéril no controle do vetor Aedes aegypti;
Convenente: Biofabrica Moscamed Brasil; Referéncia 0256/16. Chamada publica (01/2016);
MCTI/FINEP/FNDCT.
http://www.finep.gov.br/images/chamadas-publicas/2016/MCTI-Finep-FNDCT_01-2016-ZIKA.pdf
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Figura 15 — Procedimentos para avaliacdo da sobrevivéncia de machos estéreis
imobilizados em baixas temperaturas.

A-C: Pupas/adultos machos estéreis acondicionadas em recipientes. D: Alocagdo dos recipientes com
adultos em incubadora para imobilizagdo dos machos estéreis. E: Alocacdo dos potes em bandejas para
avaliacéo da sobrevivéncia em condigdes de stress. Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a habilidade de voo, ap6s a incubacdo os adultos resfriados
(nocauteados) foram imediatamente transferidos para o dispositivo de avaliagdo. O
dispositivo consistiu em um pote plastico (9,5 cm altura), com paredes lisas, que teve o
fundo removido), emborcado e encaixado em uma placa de Petri. A parte interna superior
do pote foi revestida com amido de milho (~1,5cm) para impedir que mosquitos
escapassem caminhando do tubo (Figura 16 A), sendo possivel sair apenas se voassem.
Cada dispositivo foi inserido no centro de uma gaiola modelo PVC (Figura 16 B). Com a
gaiola aberta (sem tampa), os adultos imobilizados foram cuidadosamente despejados no
dispositivo, com auxilio de funil (Figura 16 C-E). Em seguida, a gaiola foi fechada e o
funil removido através da manga (abertura na parte frontal da gaiola coberta de tecido
voal para manipulacdo dos insetos). Uma hora ap6s o fim da incubacdo, o dispositivo foi
fechado e removido da gaiola para contabiliza¢do de: adultos ndo voadores (individuos
que permaneceram dentro do dispositivo) e adultos mortos (Figura 16 F). O percentual
de voadores da amostra foi obtido pelo célculo do n ° de voadores/n® total de mosquitos

na amostra.

Foram realizadas cinco repeticdes do experimento para cada periodo (cinco

tratamentos) e intervalo de temperatura avaliados (trés tratamentos).
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Figura 16 - Procedimentos para avaliacdo da habilidade de voo de machos estéreis
imobilizados em diferentes temperaturas.

A-C: Dispositivo de liberacéo. B: Dispositivo de liberagdo inserido na gaiola com funil instalado. C: Gaiolas
preparadas para serem alocados rapidamente os mosquitos imobilizados logo ap6s a retirada da incubadora.
D: Mosquitos imoveis sendo despejados no dispositivo. E: Mosquitos ainda imobilizados no fundo do
dispositivo. F: Gaiolas mantidas com mosquitos durante uma hora para avaliagdo do nimero de voadores.
Fonte: Aline Taiane Macedo (B-D), Michelle Pedrosa (A, E- J).

Em um segundo bioensaio (etapa 2) para simular o transporte, potes contendo 25
machos estéreis cada, foram preparados de acordo com a metodologia descrita
anteriormente. Os insetos foram imobilizados em incubadora nas condigdes supracitadas
e em seguida, foram imediatamente transferidos para outra incubadora estabilizada na
faixa de temperatura de 4 a 7°C, durante 2 a 6 horas, simulando o transporte. Entdo, 0s
adultos foram prontamente direcionados para as avaliacdes de sobrevivéncia e habilidade
de voo, como descrito acima. Machos estéreis imobilizados e ndo incubados constituiram
0 grupo controle.

Nesse experimento, 0 tempo necessario para a recuperagdo dos machos (despertar
e voar) apés imobilizacdo e incubacdo foi avaliado. Para tanto, machos estéreis foram
imobilizados e incubados de acordo com a metodologia supracitada. Entretanto, logo ap6s
o fim do periodo de incubacdo, os potes foram mantidos em temperatura ambiente (26 +
1°C), sendo observados ininterruptamente, até que todos os adultos se recuperassem. O
tempo em que o primeiro e o Ultimo mosquito do pote demoraram para se recuperar, foi

registrado, com auxilio de crondmetro.
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35  ANALISE DOS DADOS

Os experimentos foram realizados seguindo o delineamento experimental
inteiramente casualizado. Previamente a cada andlise realizada, 0os pressupostos de
homoscedasticidade ¢ normalidade foram avaliados mediante os testes de e Levene’s e
Kolmogorov-Smirnov, respectivamente, com nivel de significancia de 0,05. Dados que

escapavam desses pressupostos foram transformados em Vx.

Os dados referentes aos parametros da linhagem MBR-001: proporgéo sexual para
producdo de ovos e rendimento de machos em dois periodos, foram submetidos a anélise

de variancia (ANOVA com um fator) e teste t de Student, respectivamente.

As gaiolas GCM-11 e PVC foram comparadas através do teste t de Student. O efeito
da densidade de adultos na mortalidade de fémeas foi avaliado com um modelo linear
generalizado (GLM) de efeitos mistos e devido a natureza dos dados, foi empregada
distribuicdo binomial de variancia com regressao logistica, sendo as médias comparadas
via teste de Van der Waerden. Dados de fecundidade e fertilidade foram submetidos a
analise de GLM de efeitos mistos e as médias foram comparadas através do teste de Tukey
(HSD. Em todas as analises, as variaveis rodada e gaiola foram consideradas como
interagdes de segundo nivel. As analises foram realizadas em linguagem R (versdo 3.4.4),
com simplificacdo do modelo como o descrito por Crawley (2015).

Foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson e ANOVA com dois fatores para
analisar a porcentagem de larvas eclodidas e a possivel relacdo entre o sexo dos

individuos nos diferentes intervalos de tempo de eclosao, respectivamente.

Os dados de desempenho das dietas e os efeitos da densidade na criagéo larval,
foram submetidos a ANOVA com um fator. Os testes de Tukey e/ou Fisher foram
utilizados para identificar quais grupos diferiram. Dados cuja distribuicdo de frequéncia
distava a distribuicdo normal foram analisados mediante teste de Kruskal-Wallis e as

médias foram comparadas par a par pelo teste de Mann-Whitney.

Os pardmetros comportamentais de machos estéreis expostos as condi¢des de
transporte foram comparados com o uso do teste de Kruskal-Wallis, enquanto o tempo de

recuperacdo dos machos foi avaliado atraves de ANOVA com um fator e teste de Tukey.

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software estatistico
Statistica (versdo 10.0).
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4. RESULTADOS

4.1 META | - PLANO DE APLICACAO PARA PRODUCAO EM MASSA DA
LINHAGEM MBR-001

4.1.1 Avaliacdo dos parametros de producéo e qualidade da linhagem MBR-001

Na criacdo larval, os lotes destinados a colénia matriz e os lotes para producédo de
machos para liberacgdo séo criados de forma independente, contudo, seguindo protocolos
semelhantes. A colonia MBR-001 tem sido criada em massa, porém em quantidades
reduzidas desde 2016 na Unidade de Producdo do Aedes Estéril (UPAE). Nesse estudo,

foram analisados 59 lotes de coldnia criados entre abril de 2016 e janeiro de 2018.

A taxa média de eclosdo de larvas no periodo supracitado foi de 62%, oscilando
entre 12% e 100% entre os lotes de producéo avaliados. O total de pupas produzidas a
cada lote de colonia oscilou entre 6.352-72.907 (machos) (Figura 17) e 2.432 - 40.115
(fémeas) (Figura 18), e a amplitude deste parametro € relacionada com a demanda de
producdo de ovos no periodo supracitado. Nos 56 lotes avaliados foram produzidas
997.188 pupas-machos (média de 17.807/lote) e 705.102 fémeas (média de 12.591/lote).
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Figura 17 - Produgéo de pupas-machos de Ae. aegypti, linhagem MBR-001, para lotes de col6nia sob condic¢des de criagdo em massa.
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Figura 18 - Producéo de/ pupas-fémeas de Ae. aegypti, linhagem MBR-001, para lotes de colonia sob condic¢Ges de criagdo em massa.
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O rendimento acumulado de pupas-machos foi de 28%, considerando ambas as
coletas (Tabela 2). Quanto a recuperacgdo de fémeas este parametro bioldgico atingiu um
valor medio de 31% levando em consideracdo as trés primeiras coletas (Tabela 2).
Contudo, os dados registrados ao longo do periodo avaliado revelaram uma grande
amplitude deste parametro, tanto para machos quanto para fémeas entre os lotes de
producdo (Figura 19).

Nas duas primeiras coletas, a recuperacao de pupas-machos foi maior que a de
fémeas. Entretanto, na terceira coleta, a proporgéo de fémeas foi maior que a de machos
apenas no terceiro dia de coleta (0,54). Dessa maneira, a razdo sexual se mostrou estavel
na maioria dos lotes avaliados, revelando uma maior propor¢cdo de machos nos dois
primeiros dias de coleta (Tabela 2 e Figura 19 A-B) e de fémeas na terceira coleta
(Tabela 2 e Figura 19 C).

Os resultados evidenciaram uma diferenca de aproximadamente 0,2 mm entre a
largura média do cefalotérax de machos e fémeas desta linhagem de Ae. aegypti (Tabela
2).

Tabela 2 - Pardmetros avaliados na produgéo de pupas-machos e fémeas de Ae. aegypti, linhagem MBR-
001, para lotes de Colonia.

Coleta Rendimento Rendimento Razao sexual Cefalotorax Cefalotérax
pupas-machos pupas-fémeas (P13+9) Z(mm) 2(mm)
1° 0,15 + 0,01 007 + 001 029 += 0,01 1,05 + 0,01 125 + 0,01
(0,05-0,41) (0,01 -0,23) (0,15- 0,74) (0,97 - 1,18) (1,13-1,42)
58* 56* 55%* 67* 67*
2° 0,13 + 0,01 011 + 0,01 047 += 0,02 1,06 + 0,00 127 + 0,01
(0,02 -0,41) (0,03 - 0,34) (0,11 - 0,75) (1,00-1,18) (1,12 - 1,36)
57* 56* 55%* 66> 66*
3° 0,13 + 0,03 013 + 0,02 054 + 0,02 128 + 0,01
(0,01- 0,71) (0,01 -0,49) (0,23 -0,75) _ (1,18 - 1,33)
32* 32* 32* 41*

As colunas representam a média + erro padrdo de cada pardmetro. VValores entre parénteses apontam o intervalo de variacéo

do pardmetro. Cefalotérax de machos de terceira separacdo ndo foram avaliados.

*Numero de lotes avaliados a cada coleta de pupas.
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Figura 19 — Produgéo de pupas-machos e fémeas de Ae. aegypti linhagem MBR-001, durante 2016-

iacdo em massa.
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As colunas representam a média de pupas de cada sexo produzidas por bandeja + erro padrdo, a cada dia de coleta.

A: Primeiro dia de coleta de pupas (24 hs), 51 lotes avaliados. B: Segundo dia de coleta de pupas (48 hs), 51 lotes
avaliados. C: Terceiro dia de coleta de pupas (72 hs), 33 lotes avaliados. T: 26 £1 °C. 70 =+ 10 UR. 14:10

(claro:escuro).
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A figura 20 apresenta a producdo de ovos de fémeas de Ae. aegypti, linhagem
MBR-001 durante trés ciclos gonotroficos sob condi¢Bes de criagdo em massa. A
producdo total de ovos ao longo dos trés ciclos foi de 36.696 (+ 4.473). Assim,
desconsiderando-se a mortalidade de fémeas e a taxa de inseminacgéo, a fecundidade

média total foi de (24,5 ovos/fémea).

Figura 20 — Produgdo de ovos por gaiola da col6nia de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001.
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As colunas representam a média + erro padrao do total de ovos produzidos por
gaiola a cada ciclo reprodutivo e a produtividade total de ovos ao longo da vida
Gtil da gaiola. T: 26 +1 °C. 70 + 10 UR. 14:10 (claro:escuro). Foram avaliados
61, 61 e 60 lotes para o 1°, 2° e 3° ciclo gonotrofico, respectivamente.

4.1.2 Determinagédo de parametros para criagdo em massa
4.1.2.1 Proporgao sexual para producéo de ovos em gaiolas

Foram avaliadas as proporc¢des 1:1; 2:1 e 3:1 fémeas:macho (Q:&) para criacéo
de adultos em gaiolas. Para tanto, 100 adultos foram mantidos em minigaiola (18 cm x
18 c¢cm), sendo montadas trés minigaiolas para cada proporcdo (Q:2) avaliada. Foram
realizadas trés replicatas bioldgicas e cada fémea foi considerada como uma unidade
experimental. Setenta e duas horas depois do repasto sanguineo, as fémeas de cada

gaiola foram imobilizadas (knockdown) em freezer a -10 °C durante 60 segundos e em
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seguida, confinadas individualmente, em pocos de placa de cultura de células (85,4 x
127,6 mm) (IOSHIRO et al. 2018, sob reviséo) (Figura 7). As posturas foram retiradas
das placas e em seguida, os ovos foram processados seguindo metodologia descrita no
item 3.2.1.1. Setenta e duas horas depois, determinou-se a fecundidade e taxa de eclosédo

(fertilidade) das fémeas.

A criacdo de adultos sob diferentes propor¢des sexuais nao afetou a fecundidade
individual das fémeas (ANOVA: F (2,146) = 2,77; p=0,07) (Figura 21). O mesmo padréo
foi observado para a taxa de ecloséo das larvas, uma vez que este parametro ndo diferiu
entre os diferentes tratamentos (ANOVA: F (2,146) = 2,34; p= 0,10). A taxa de ecloséo de
larvas atingiu valores médios inferiores a 60% para as trés proporcdes @:J testadas
(Figura 22).

A porcentagem de fémeas que ndo depositaram ovos nos trés tratamentos foi
superior a 75% (1:1=78,2%; 2:1=84,5% e 3:1 77,8%), ndo sendo constatadas diferencas
significativas entres as proporcdes Q:J avaliadas (ANOVA: F (2.9) = 0,58; p=0,06).

Figura 21 - Fecundidade de fémeas de Ae. aegypti linhagem MBR-
001 expostas a diferentes proporcoes de macho.
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As colunas representam a fecundidade média por fémea + erro padrdo T:
27+1°C; UR: 70+£10%; fotoperiodo 14:10 (claro:escuro).
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Figura 22 — Fertilidade média de fémeas de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001.
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As colunas representam a fertilidade meédia de fémeas * erro
padrdo T: 27+1°C; UR: 70+10%; fotoperiodo 14:10(claro:escuro).

4.1.2.2 Quantificacdo do nimero de ovos por grama

Foram contabilizados ovos de seis aliquotas provenientes de seis lotes bioldgicos
diferentes. Os ovos foram quantificados em um circulo de papel filtro quadriculado (1
cm x 1 cm) inserido numa placa de Petri (8 cm x 15 cm). O papel filtro foi
moderadamente umedecido para evitar a dispersdo dos ovos. Cada amostra foi
distribuida gradualmente pelos quadriculos ao longo do papel. A contabilizacdo foi
conduzida com auxilio de contador manual sob microscépio estereoscopio binocular
(Leica, Modelo 165®, aumento 40X).

O numero de ovos nas seis amostras avaliadas oscilou entre 59.739 a 62.759
ovos. A partir da média obtida (60.673% 467,6), estimou-se que em cada grama de ovos
da linhagem MBR-001 produzido sob condi¢cbes de criagdo em massa héa
aproximadamente 121.000 ovos.

4.1.2.3 Rendimento Li-pupa-macho

O rendimento de pupas-machos da linhagem MBR-001 em relagcdo ao nimero
total inoculado de larvas de primeiro estadio (L:) foi avaliado no inicio do
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estabelecimento da criacdo em massa da linhagem (ano de 2016) e dois anos apds (ano
de 2018). O experimento foi realizado com trés e cinco replicatas bioldgicas em 2016 e
2018, respectivamente.

A partir do quinto dia de criacdo larval, o inicio da formacgdo de pupas foi
monitorado diariamente (turno matutino e vespertino). As coletas de pupas (item 3.2.1)
ocorreram 24, 48 e 72 horas ap0s o inicio da formacdo do pupério. Para cada dia de
coleta, determinou-se a quantidade de machos e fémeas recuperados.

Os resultados de recuperagéo de pupas revelaram um baixo rendimento de
machos da linhagem MBR-001 em condicGes de criagdo em massa. O rendimento
acumulado de machos, ou seja, considerando as pupas-machos coletadas no primeiro e
segundo dia de separacdo foi inferior a 20% (Figura 23). Este parametro ndo foi
influenciado pelo tempo de manutengdo da linhagem em condigdes de criacdo em
massa. (Teste T, gl=35; p=0,09).

Figura 23 - Rendimento acumulado de pupas-machos de Ae. aegypti
linhagem MBR-001, criadas em condi¢des de grande
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As colunas representam o rendimento médio acumulado (dois dias de coleta)

de pupas-machos + erro padrdo para cada ano de criagdo (1°=2016) e
(2°=2018). T: 28+1°C; UR: 80 +05%; fotoperiodo 14:10 (claro:escuro).
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O rendimento médio diério de machos na primeira e segunda separacao de pupas
foi de 11 e 7% no primeiro ano de criagdo e de 5 e 9% em 2018 (Tabela 5). Em 2016, a
maior produtividade de machos foi obtida na primeira coleta (73%) em comparagdo com
a segunda, diferentemente do observado para o ano de 2018 (38 %). Independentemente
do ano de avaliacdo, a recuperacdo de machos na primeira coleta foi superior a de

fémeas, como mostrado pelos valores da razéo sexual obtidos (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros de producdo (média + EP) de pupas de Aedes aegypti, linhagem MBR-001,
criadas em condicdes de grande escala.

Periodo de criagéo Coleta Rendimento Li- Razéo sexual Taxa~ de
em massa* pupas (3) 3NI3+2) producéo ()
1° (24 hs) 011 + 0,01 0,72 + 0,04 0,73 + 0,08
2010 2° (48 hs) 0,07 = 0,02 0,48 + 0,02 0,27 + 0,08
1° (24 hs) 0,05 + 0,00 0,85 + 0,02 0,38 + 0,04
2018 2° (48 hs) 009 + 0,01 0,71 £+ 0,02 047 + 0,04

Avaliacdo dos pardmetros de produtividade de machos criados em condicfes de grande escala, na primeira e segunda
coleta. Os parametros foram avaliados no ano de 2016 (inicio do estabelecimento) e dois anos ap6s, em 2018. As colunas
representam a média + erro padrdo de cada pardmetro.

4.1.2.4 Planejamento da produgdo em massa da linhagem MBR-001

O usos dos parametros para a criacdo em massa da linhagem MBR-001
possibilitou gerar a planilha basica de planejamento (PSP), que consiste na apresentacao
dos principais atributos necessarios para a producdo em grande escala dessa linhagem,
por exemplo, quantidade semanal de gaiolas (lote) para manutencéo da coldnia matriz e
guantidade semanal de bandejas/criacao larval (lote) para uma producdo semanal de um
milh&o de machos.

A Figura 24 apresenta a planilha PSP com dados da linhagem MBR-001 e a
Figura 25, com dados da linhagem transgénica a fim de propiciar uma analise
comparativa entre ambas, uma vez que a OX513 A foi a Unica linhagem de Ae. aegypti
criada em grande escala até 0 momento no mundo. Na Figura 26, por sua vez, pode-se

visualizar as formulas utilizadas para automatizar os resultados da PSP. Dados
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sinalizados em vermelho representam pardmetros mutaveis, cujos valores podem ser
alterados de acordo com a linhagem utilizada na criagdo em massa.

Por fim, a Tabela 4 apresenta a porcentagem de aumento dos principais
parametros com a criacdo da linhagem MBR-001 em comparacdo com a linhagem
OX513 A. E possivel observar que o maior aumento ocorre no niimero de gaiolas PVC
utilizadas, com 139 % mais de gaiolas que a criacdo com a linhagem transgénica. No

geral, a porcentagem média de aumento € 109 %.
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Figura 24 — Planilha bésica de planejamento do sistema produtivo (PSP) para a produgdo em
grande escala de Ae. aegypti, linhagem MBR-001.

Planejamento do Sistema Produtivo (PSP)

Linhagem: MBR-001

Atualizagao: _ /| [

ITEM] PARAMETROS | UNIDADE | QUANTIDADES
1.1 {PRODUGAO GERAL
1.1.1 |Producéo de machos/semana milhdes de machos/semana 1 4 10
1.1.2 {Rendimento Ls-pupa Porcentagem 0,16 0,16 0,16
1.1.3 |Qtde de larvas/necessarias para recuperar produgdo de machos (+10%) larvas 6.875.000 | 27.500.000{ 68.750.000
1.1.4 :N° de ovos/grama 0vos 121.000 | 121.000 121.000
1.1.5 | Taxa de eclos@o média (%) Porcentagem 0,62 0,62 0,62
1.1.6 :Qtde de ovos/necessaria para sustentar a produgdo de machos ovos 11.088.710:44.354.839110.887.097
1.1.7 |Qtde de ovos/necessaria para sustentar a produgdo de machos gramas 92 367 916
1.2 {MANUTENGAO COLONIA MATRIZ
1.2.1 {Densidade larval Larvas/mL 1,0 1,0 1,0
1.2.2 Quantidade de &gua por bandeja mL 3000 3000 3000
1.2.3 |Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja 3000 3000 3000
1.2.4 Proporcéo sexual por gaiola- N° de @ para cada relagdo/semana 3Q:14 1 39:14 | 39:18
1.2.5 {Produgdo média de ovos gaiola/vida (1° -3° ciclos) ovos/semana 36896 36896 36896
1.2.6 :Fecundidade fémea/vida util (1° -3° ciclos) ovos/semana 25 25 25
1.2.7 :Rendimento L-pupa (fémeas - 4 coletas/lote) Porcentagem 0,4 0,4 0,4
1.2.8 |Qtde de fémeas/necessérias para produgéo de ovos fémeas/semana 450.809 | 1.803.238 | 4.508.094
1.2.9 :Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana 150 601 1.503
1.2.10:Qtde de gaiolas/semana (PVC)-rotatividade gaiolas/semana 361 1.443 3.606
1.2.13;Producdo larval para sustentar coldnia/semana (4 separagdes/semana) larvas/semana 1.127.024 | 4.508.094 | 11.270.236
1.2.14/Qtde de ovos necessaria para sustentar a coldnia/semana ovos/semana 1.817.780 | 7.271.120 | 18.177.799
1.2.15/Qtde de ovos necessaria para sustentar a coldnia/semana gramas/semana 15 60 150
1.2.16!Qtde de bandejas/semana necessaria para produzir lote de colonia bandejas/semana 376 1.503 3.757
1.2.17:Qtde de bandejas/semana necessaria para produzir lote de colonia -fotatividade bandejas/semana 864 3.456 8.641
1.2.18EQtde de carrinho larval/semana necessaria para produzir lote de colénia carrinhos/semana 14 58 144
1.2.19EQtde de carrinho larval/semana necessaria para produzir lote de coldnia-rotatividade carrinhos/semana 32 127 318
1.2.20.Qtde de carrinho adulto/semana necesséria por lote ( PVC) carrinho adulto/semana 4 15 38
1.2.21:Qtde de carrinho adulto/semana necesséria por lote (PVC)-rotatividade carrinho adulto/semana 8 33 83
1.2.24 Producéo total de ovos para sustentar coldnia+ producéo de machos ovos/semana 1.817.872 :51.625.958 | 129.064.896
1.2.25{Produgéo total de ovos para sustentar coldnia+ produgdo de machos+ estoque (5%) gramas/semana 112 448 1.120
1.3 PRODUGAO DE MACHOS PARA LIBERACAO
1.3.1 :Densidade larval Larvas/mL 2,25 2,25 2,25
1.3.2 {Quantidade de agua por bandeja mL 3000 3000 3000
1.3.3 |Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja 6750 6750 6750
1.3.4 :Qtde de bandejas/semana necessaria para producéo de machos bandejas/semana 1.019 4.074 10.185
1.3.5 |Qtde de bandejas/semana necessaria para produgéo de machos - rotatividade bandejas/semana 2.343 9.370 23.426
1.3.6 | Qtde de carrinhos/semana necesséria para produgdo de machos carrinhos/semana 39 157 392
1.3.10:Qtde de potes/semana necessaria para acondicionamento de machos (+ 10%) Potes/semana 1.100 4.400 11.000
1.3.11E0tde de potes /semana necesséria para acondicionamento de machos (+10%)-rotatividade Potes/semana 4.400 17.600 44.000
1.4 :CONSUMO-DIETAS
1.4.1 :Consumo de dieta/larva por lote/coldnia g 0,003 0,003 0,003
1.4.2 :Consumo de dieta/lbandeja por lote/colonia g 9,4 9,4 94
1.4.3 |Consumo total de dieta/lote/colonia kg 41 15,5 38,8
1.4.4 :Consumo de dieta/larva por lote/supresséo - Tabela "BMB" g 0,002 0,002 0,002
1.4.5 :Consumo de dieta/bandeja por lote/producéo de machos g 11,5 11,5 11,5
1.4.6 :Consumo total de dieta/lote/producéo de machos (+15%) kg 13,4 46,8 116,9
1.4.7 :Consumo total de dieta (colonia+produgdo de machos) kg 17,5 62,3 155,7
1.4.8 |Agua (criagdo larval)+ reposicéo ( pos 1° separagao) (+3%) Its 8.574 34.297 85.743
1.4.9 :Consumo de dieta de adulto: algod&o kg 1,8 7,0 17,5
1.4.10:Consumo de dieta de adulto: agucar kg 4,0 12,0 30,0
1,5 ' RESUMO
1.5.1 {Producéo total de ovos para sustentar colonia+ produgdo de machos+ estoque (5%) gramas/semana 112 448 1.120
1.5.3 :Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana 150 601 1.503
1.5.4 |Qtde de bandejas/semana necessaria para produgéo de machos bandejas/semana 1.019 4.074 10.185
1.5.5 :Consumo total de dieta (colonia+produgdo de machos) kg 17,5 62,3 155,7
1.5.6 |Agua (criagéo larval)+ reposicéo ( pés 1° separagao) (+3%) Its 8.574 34.297 85.743
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Figura 25 — Planilha bésica de planejamento do sistema produtivo (PSP) para a producdo em
grande escala de Ae. aegypti, linhagem OX513 A.

Planejamento do Sistema Produtivo (PSP)

Linhagem: OX513 A

Atualizagdo: _ | | __

ITEM] PARAMETROS | UNIDADE | QUANTIDADES
1.1 iPRODUGAO GERAL
1.1.1 :Produgéo de machos/semana milhées de machos/semana 1 4 10
1.1.2 {Rendimento L-pupa Porcentagem 0,30 0,30 0,30
1.1.3 {Qtde de larvas/necessarias para recuperar produgdo de machos (+10%) larvas 3.666.667 | 14.666.667 | 36.666.667
1.1.4 :N° de ovos/grama 0V0S 80.000 80.000 80.000
1.1.5 iTaxa de eclosdo média (%) Porcentagem 0,81 0,81 0,81
1.1.6 {Qtde de ovos/necessaria para sustentar a produgdo de machos 0v0S 4.526.74918.106.996 | 45.267.490
1.1.7 {Qtde de ovos/necessaria para sustentar a produgdo de machos gramas 57 226 566
1.2 IMANUTENGAO COLONIA MATRIZ
1.2.1 {Densidade larval Larvas/mL 1,0 1,0 1,0
1.2.2 {Quantidade de agua por bandeja mL 3000 3000 3000
1.2.3 {Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja 3000 3000 3000
1.2.4 :Proporcéo sexual por gaiola- N° de Q para cada relagdo/semana 3Q:14 1 39:14 1 39:14
1.2.5 {Producdo média de ovos gaiola/vida (1° -2° ciclos) ovos/semana 143000 | 143000 143000
1.2.6 {Fecundidade fémea/vida util (1° -2° ciclos) ovos/semana 48 48 48
1.2.7 {Rendimento L;-pupa (fémeas - 4 coletas/lote) Porcentagem 0,4 04 0,4
1.2.8 {Qtde de fémeas/necessarias para producdo de ovos fémeas/semana 94.307 | 377.229 | 943.073
1.2.9 :Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana 63 251 629
1.2.10:Qtde de gaiolas/semana (PVC)-rotatividade gaiolas/semana 151 604 1.509
1.2.12:Producé&o larval para sustentar colénia/semana (4 separagées/semana) larvas/semana 235.768 | 943.073 | 2.357.682
1.2.13|Qtde de ovos necessaria para sustentar a coldnia/semana ovos/semana 291.072 | 1.164.287 | 2.910.718
1.2.14:Qtde de ovos necessaria para sustentar a coldnia/semana gramas/semana 4 15 36
1.2.15{Qtde de bandejas/semana necesséria para produzir lote de colénia bandejas/semana 79 314 786
1.2.16{Qtde de bandejas/semana necesséria para produzir lote de coldnia -rotatividade bandejas/semana 181 723 1.808
1.2.17iQtde de carrinho larval/semana necesséria para produzir lote de colénia carrinhos/semana 3 12 30
1.2.18§Qtde de carrinho larval/semana necessaria para produzir lote de coldnia-rotatividade carrinhos/semana 7 27 66
1.2.19§Qtde de carrinho adulto/semana necesséria por lote ( PVC) carrinho adulto/semana 2 6 16
1.2.20:Qtde de carrinho adulto/semana necessaria por lote (PVC)-rotatividade carrinho adulto/semana 3 14 35
1.2.23:Produgéo total de ovos para sustentar coldnia+ producdo de machos ovos/semana 291.128 §19.271.283 48.178.208
1.2.24{Produgéo total de ovos para sustentar coldnia+ produgéo de machos+ estoque (5%) gramas/semana 63 253 632
1.3 {PRODUGCAO DE MACHOS PARA LIBERAGAO
1.3.1 iDensidade larval Larvas/mL 2,25 2,25 2,25
1.3.2 :Quantidade de 4gua por bandeja mL 3000 3000 3000
1.3.3 {Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja 6750 6750 6750
1.3.4 :Qtde de bandejas/semana necesséria para producdo de machos bandejas/semana 543 2173 5.432
1.3.5 |Qtde de bandejas/semana necesséria para producdo de machos - rotatividade bandejas/semana 1.249 4.998 12.49%4
1.3.6 iQtde de caminhos/semana necessaria para produ¢do de machos carrinhos/semana 21 84 209
1.3.10{Qtde de potes/semana necesséria para acondicionamento de machos (+ 10%) Potes/semana 1.100 4.400 11.000
1.3.11§Qtde de potes /semana necessaria para acondicionamento de machos (+10%)-rotatividade Potes/semana 4.400 17.600 44.000
1.4 {CONSUMO-DIETAS
1.4.1 :Consumo de dieta/larva por lote/coldnia g 0,003 0,003 0,003
1.4.2 iConsumo de dieta/lbandeja por lote/coldnia g 9,4 9,4 9,4
1.4.3 {Consumo total de dieta/lote/colénia kg 0,8 34 8,5
1.4.4 iConsumo de dieta/larva por lote/supressao - Tabela "BMB" g 0,002 0,002 0,002
1.4.5 :Consumo de dieta/bandeja por lote/producéo de machos g 11,5 11,5 11,5
1.4.6 {Consumo total de dieta/lote/producéo de machos (+15%) kg 7,2 249 62,3
1.4.7 :Consumo total de dieta (colonia+producdo de machos) kg 8,0 28,3 70,8
1.4.8 {Agua (criacZo larval)+ reposicao (pos 1° separacio) (+3%) Its 3.824 15.296 38.241
1.4.9 {Consumo de dieta de adulto: algod&o kg 1,8 7,0 17,5
1.4.10iConsumo de dieta de adulto: aglcar kg 4,0 12,0 30,0
1,5 {RESUMO
1.5.1 {Produgéo total de ovos para sustentar coldnia+ produgéo de machos+ estoque (5%) gramas/semana 63 253 632
1.5.3 {Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana 63 251 629
1.5.4 {Qtde de bandejas/semana necesséria para producdo de machos bandejas/semana 543 2173 5.432
1.5.5 iConsumo fotal de dieta (coldnia+producéo de machos) kg 8,0 28,3 70,8
1.5.6 {Agua (criago larval)+ reposicdo (pos 1° separagao) (+3%) Its 3.824 15.296 38.241
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Figura 26 — Férmulas utilizadas na planilha basica de planejamento do sistema produtivo
(PSP) para a producéo de um milhdes de machos de Ae. aegypti.

ITEM | PARAMETROS [ UNIDADE [ QUANTIDADES
1.1 {PRODUGAO GERAL
1.1.1 {Producéo de machos/semana milhes de machos/semana |1
1.1.2 {Rendimento L4-pupa Porcentagem 0,16
1.1.3 iQtde de larvas/necessarias para recuperar produgao de machos (+10%) larvas =((1000000)/D5)+(0,1*(1000000)/D5)
1.1.4 IN° de ovos/grama 0V0S 121000
1.1.5 i Taxa de eclosdo média (%) Porcentagem 0,62
1.1.6 i Qide de ovos/necessaria para sustentar a producéo de machos 0ovos =((D6)/D8)
1.1.7 iQtde de ovos/necessaria para sustentar a produgdo de machos gramas =D9/D7
1.2 MANUTENGAO COLONIA MATRIZ
1.2.1 {Densidade larval Larvas/mL 1
1.2.2 {Quantidade de agua por bandeja mL 3000
1.2.3 {Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja =D14*D13
1.2.4 {Proporcdo sexual por gaiola- N° de @ para cada relagdo/semana 39:18
1.2.5 {Producdo média de ovos gaiola/vida (1° -3° ciclos) ovos/semana 36896
1.2.6 |Fecundidade fmea/vida ufil (1° -3° ciclos) ovos/semana =D17/1500
1.2.7 {Rendimento Ls-pupa (fémeas - 4 coletas/lote) Porcentagem 04
1.2.8 i Qtde de fémeas/necessarias para producéo de ovos fémeas/semana =D9/D18
1.2.9 | Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana =D20/3000
1.2.10 | Qtde de gaiolas/semana (PVC)-rotatividade gaiolas/semana =2%(D20/3000)+ (0,4*D20/3000)
1.2.13 {Producao larval para sustentar colonia/semana (4 separagdes/semana) larvas/semana =((D20)/D19)
1.2.14  Qtde de ovos necessaria para sustentar a colonia/semana ovos/semana =((D23)/D8)
1.2.15 Qtde de ovos necesséria para sustentar a colonia/semana gramas/semana =D24/D7
1.2.16 | Qtde de bandejas/semana necessaria para produzir lote de coldnia bandejas/semana =D23/3000
1.2.17 ; Qtde de bandejas/semana necessaria para produzir lote de colonia -rotatvidade bandejas/semana =(D26*2)+0,15*((D262))
1.2.18 | Qtde de carrinho larval/semana necessaria para produzir lote de colonia carrinhos/semana =D26/26
1.2.19 i Qtde de carrinho larval/semana necessaria para produzir lote de colonia-rotatividade carrinhos/semana =(D28*2)+0,1*((D28*2))
1.2.20 ; Qtde de carrinho adulto/semana necessaria por lote ( PVC) carrinho adulto/semana  {=D21/40
1.2.21 : Qtde de carrinho adulto/semana necessaria por lote (PVC)-rotatividade carrinho adulto/semana  {=(D30*2)+(0,1*(D30*2))
1.2.24 | Produgio total de ovos para sustentar colonia+ produgéo de machos ovos/semana =D10+D24
1.2.25 ; Produgdo fotal de ovos para sustentar colonia+ produgdo de machos+ estoque (5%) gramas/semana =(D10+D25)+(0,05*(D10+D25))
1.3 |PRODUGAO DE MACHOS PARA LIBERAGAO
1.3.1 iDensidade larval Larvas/mL 2,25
1.3.2 {Quantidade de agua por bandeja mL 3000
1.3.3 {Quantidade de larvas por bandeja Larvas/bandeja =D37*D36
1.3.4 i Qtde de bandejas/semana necesséria para producdo de machos bandejas/semana =D6/D38
1.3.5 i Qtde de bandejas/semana necesséria para produco de machos - rofatividade bandejas/semana =(2*D39)+(0,15%(2*D39))
1.3.6 i Qtde de carrinhos/semana necessaria para producao de machos carrinhos/semana =D39/26
1.3.10 i Qtde de potes/semana necessaria para acondicionamento de machos (+ 10%) Potes/semana =((D4*1000000)/1000)+0,1*(D4*1000000)/1000
1.3.11Qtde de potes /semana necessaria para acondicionamento de machos (+10% )-rotatividade Potes/semana =4*D42
1.4 {CONSUMO-DIETAS
1.4.1 {Consumo de dieta/larva por lote/colonia g 0,00313333333333333
1.4.2 {Consumo de dieta/lbandeja por lote/coldnia g =(D46*D15)
1.4.3 {Consumo total de dieta/lote/colonia kg =((D47*D26)/1000)+0,15*((D47*D26)/1000)
1.4.4 i Consumo de dieta/larva por lote/supressao - Tabela "BMB" g 0,0017
1.4.5 {Consumo de dieta/bandeja por lote/produgdo de machos g =(D49*D38)
1.4.6 i Consumo total de dieta/lote/produgdo de machos (+15%) kg =((D39*D50)/1000)+0,15*((D39*D50)/1000)
1.4.7 :Consumo total de diefa (colénia+produgéo de machos) kg =D48+D51
1.4.8 |Agua (criagdo larval)+ reposicdo ( pos 1° separagao) (+3%) Its =(2*(D26+D39)*(D37/1000))+0,05*((D26+D39)*(D37/1000))
1.4.9 iConsumo de dieta de adulto: algoddo kg =1,75*D4

1.4.10

Consumo de dieta de adulto: agticar

=4'D4
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Tabela 4 — Porcentagem de aumento dos principais parametros para a producdo de 1 milhdo de machos da
linhagem MBR-001 em comparag&o com a linhagem OX513 A.

Parametro Unidade OX513 A MBR-001 Aumento (%)
Producéo total de ovos ovos/semana  5.058.712 13.551.814 77
Qtde de gaiolas/semana (PVC) gaiolas/semana 63 150 139
Qtde de bandejas/semana para producédo de &  bandejas/semana 543 1.019 88
Consumo total de dieta kg 8 18 118
Consumo total de agua Its 3.824 8.574 124
Média geral 109

42  META Il - PADRONIZACAO E APRIMORAMENTO DO SISTEMA DE
PRODUCAO EM MASSA

4.2.1 Aprimoramento de gaiolas de adultos para a producdo em massa de Ae.
aegypti e efeito da densidade de insetos na producéo de ovos

4.2.1.1 Desenvolvimento e aprimoramento de gaiolas de adultos para a producéo em
massa de Ae. aegypti

A partir dos aspectos negativos observados na gaiola “Aedes MPC” (Figura 9)
(Mass Production Cage) desenvolvida por Balestrino et al. (2014), como a baixa taxa
de alimentacdo sanguinea das fémeas, a baixa produtividade de ovos e ainda, a grande
deposicdo de ovos fora dos substratos de oviposicdo (nas paredes internas da gaiola)
(observacdo pessoal; ZHANG et al., 2018), foi desenvolvida a GCM-II.

A GCM-II foi construida para ampliar a area de repouso e ainda, para aprimorar
o sistema de alimentacdo sanguinea e de coleta de ovos. O protdtipo é composto por trés
canaletas (68 cm comprimento X 6,4 cm largura) que podem ser utilizadas tanto para o
acondicionamento de pupas, quanto como local para oviposi¢do (Figura 27 A-C). As
canaletas foram instaladas para inviabilizar a oviposi¢ao nas paredes internas da gaiola.
Além disso, a GCM-II pode ser operada com duas diferentes metodologias de
alimentacdo sanguinea, sendo possivel a utilizacdo de duas metodologias de forma
assincrona ou ainda, simultanea (Figura 27 B). Para a primeira metodologia, € utilizado
um dispositivo (inédito) formado por um par de tubos: 1) tubo interno de aluminio (1.7
cm de diametro) para alocacdo de glicerol aquecido (manutencdo da temperatura do

sangue em cerca de 37°C- adaptado de Costa-da-Silva et al. (2013) e 2) tubo externo em
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PVC (2 cm de diametro), para distribuicdo do sangue. O tubo de PVC possui furos (2,5
cm x 0,5 cm) revestidos com pano tipo voal, para viabilizar o acesso das fémeas ao
sangue oferecido. Ja a segunda metodologia de alimentacdo sanguinea utiliza o sistema
de placas de aluminio, de acordo com a metodologia proposta por Carvalho et al. (2014)
(item 3.2.1.1)°. O teto da GCM -IlI foi projetado para acomodar até oito placas

simultaneamente.

Para ampliar a area da superficie vertical de repouso (RS - Resting Surface;
Gerberg, 1970) da gaiola, foi instalado no teto do prot6tipo, trés suportes para alocar
trés tiras de papel filtro (37 cm x 20 cm) (Figura 27 A). Desse modo, a area original de
superficie de repouso vertical (18.424 cm?) foi ampliada em 4.440 cm?,

Todos os processos de manipulacdo (inoculacdo de pupas, oferecimento do
substrato para oviposicao e alimentacdo (sacarose ou sanguinea com sistema de tubos),
podem ser realizados pela parte frontal da gaiola (Figura 27 B).

A analise comparativa entre as gaiolas com diferentes dimensdes (GCM-II e
PVC), mas com igual densidade de adultos (0,7 adultos/cm? ou DRS: 1.4 cm?/adulto),
ndo evidenciou diferenga significativa tanto na mortalidade, quanto na fecundidade de
fémeas ao longo dos ciclos reprodutivos (Tabela 5). A taxa de mortalidade de fémeas e
a fecundidade total (primeiro e segundo ciclos) também ndo diferiram entre as gaiolas.
Contudo, foi observado que a taxa de eclosdo (fertilidade), foi maior na gaiola GCM-II

em comparacdo com a PVC (Tabela 5).

& Apesar dos pré-testes indicarem o éxito do sistema de tubos, no experimento para avaliacio da GCM-
Il e do efeito da densidade de adultos (item 3.2.1.2) ele néo foi utilizado, buscando padronizar o método
de alimentagdo sanguinea entre as gaiolas, uma vez que na gaiola PVC apenas o sistema de placas pode
ser utilizado.
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Figura 27 - Protétipo da Gaiola de Criacdo em Massa (GCM-11).

Estrutura e funcionamento geral da GCM-II-11. A: Visdo lateral- com a tela direita removida para manipulagdo e papéis
para superficie de repouso instalados. B: Visdo frontal — central de manipulagdo: entradas para tubo de alimentagdo
sanguinea pode ser visualizada (seta vermelha) e para solugdo de sacarose (seta azul). C:Viséo frontal- com canaletas
preenchidas com agua e pupas. D: Visdo lateral-frontal da gaiola com mosquitos adultos. E: Experimento em andamento
com diferentes DRS. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5 — Mortalidade, fecundidade das fémeas e taxa de eclosédo em diferentes gaiolas de criagdo em massa.

Taxa de ecloséo

) Mortalidade Fecundidade (ovos/
Gaiola (%) ( ?) (%)

1° ciclo 2° ciclo Total 1° ciclo 2° ciclo Total 1° ciclo
GCM-II 022 + 0,04 = 039 + 0,06 = 0,61 + 0,09 = 3328 + 13,37 = 3294 + 1597 = 66,21 + 26,49 = 7436 + 146 =

PVC 0,11 + 002 = 0,21 + 002 = 0,33 = 0,03 = 2240 = 0,71 = 18,78 + 841 = 4118 + 893 = 6456 = 1,17 ®

al 4 4 4 4 4 4 28
p valor 0,13 0,11 0,10 0,23 0,25 0,20 p<0,01

As colunas representam a média de cada parametro + erro padrdo, em gaiolas de criagdo em massa mantidas com a mesma densidade de adultos. Médias seguidas de letras diferentes na
mesma coluna diferem entre si (Teste T, p<0,05).
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4.2.1.2 Efeito da densidade de adultos para a producdo em massa de ovos

As densidades de adultos para gaiolas de criagdo em massa foram determinadas a
partir do fator denominado “DRS” ’(do termo em inglés Density Resting Surface), que
considera 0 nimero de adultos por superficie de repouso vertical (GERBERG 1970;
BALESTRINO et al., 2014). Quatro DRS foram avaliadas: 2,0; 1,7; 1,4 e 1,0 (cm?/adulto)
(Tabela 6). A escolha da DRS 1.7 baseou-se nos resultados obtidos por Balestrino et al.,
(2014) para Ae. albopictus. J& a definicdo do DRS 1.4 foi fundamentada no atual
protocolo de criacdo em massa da Moscamed Brasil para Ae. aegypti. O DRS 1.0, por sua
vez, foi citado por Balestrino et al., (2014) como a densidade méaxima para Ae. albopictus.

As gaiolas foram montadas de acordo com a Tabela 6, seguindo a proporcéo de
13:19. Ap6s a emergéncia dos adultos foi avaliada a mortalidade de pupas nos
dispositivos de inoculacdo usados na gaiola PVC. No quinto dia apds a emergéncia dos

adultos, a alimentacéo sanguinea foi oferecida para fémeas mantidas em ambos tipos de

gaiola.
Tabela 6 — Dimensdes das gaiolas GCM-II-Il e PVC, DRS avaliados e nimero equivalente de adultos
utilizados para criagdo em massa de Ae. aegypti, linhagem Rockefeller.
. Medidas Area de superficie N° de N° de N° total de
Gaiola ) DRS : . )
(cm) de repouso (cm?) mosquitos ¢ mosquitos & mosquitos
2.0 700 700 1400
15 x 30 1.7 850 850 1700
PVC (RxA) 2.826 14 1.000 1.000 2000
1.0 1.400 1.400 2800
0% 98 x 2.0 5.750 5.750 11500
1.7 6.750 6.750 13.500
GCM-II 24 22.864
(CxAXL) 1.4 8.000 8.000 16000
1.0 11.000 11.000 22000

* R (Raio); C (Comprimento); A (Altura); L (Largura)

A densidade de fémeas pré-oviposicdo foi estimada a partir da razdo entre a
densidade inicial de fémeas na area lateral de cada tratamento (fémeas/cm?) e a densidade

7 A DRS é calculada a partir da formula DRS= RS/D, em que “RS” representa a area de superficie vertical
de repouso, e “D”, a densidade populacional de mosquitos na gaiola. A &rea de superficie de repouso é
calculada em cm?, a partir dos quatro lados da mesma, desconsiderando o topo e chdo da gaiola (GERBERG
1970).
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avaliada pré-oviposicdo. Assim, uma razao estimada de 0,5 para a avaliacdo do primeiro
ciclo gonotréfico, por exemplo, revelou uma reducdo de metade do numero inicial de

fémeas na gaiola.

Ap0s 72 h do repasto sanguineo, foi ofertado o substrato de oviposi¢éo para as
gaiolas PVC e GCM-II. Para ambos modelos de gaiolas, foram aguardadas 72 horas como
periodo para a oviposicao das fémeas. Em seguida, as posturas foram retiradas, e 0s ovos,
manipulados. A producéo de ovos & em cada tratamento foi avaliada através da pesagem
das amostras em balanca de precisao (Toledo Ohaus, preciséo de 0,001 g).

O segundo repasto sanguineo foi realizado um dia ap0és a retirada das posturas do
primeiro ciclo gonotréfico, o que correspondeu ao inicio do segundo ciclo gonotrofico.
Para avaliar a taxa de eclosdo, quinze amostras (1 mL cada) de cada tratamento (item
3.2.1.2) foram utilizadas. A taxa de ecloséo foi avaliada apenas para ovos recuperados
durante o primeiro ciclo.

O experimento foi conduzido em triplicata bioldgica, sendo que para cada DRS
avaliada, foram montadas trés GCM-II e trés gaiolas PVC como controle.

No que se refere ao comportamento da mortalidade de fémeas ao final dos ciclos
reprodutivos, observou-se uma amplitude entre 21 e 71%, sendo constatadas diferencas
significativas foram entre as DRS avaliadas (X?=23,56, p<0,05). A maior mortalidade de
adultos foi observada na GCM-II quando utilizada a DRS de 1.0 (71%). Grande parte
dessa mortalidade ocorreu previamente a primeira oviposi¢do (46%) dos adultos. No
entanto, quando utilizada a mesma DSR na gaiola de PVC, a mortalidade atingiu um valor
médio de 18 % (Figura 28).

Dentre as gaiolas GCM-I1, verificou-se que ndo houve diferencas significativas
entre as DRS avaliadas, apesar deste parametro variar entre 40 e 70% (Figura 28). Para
as gaiolas de PVC, a DRS também n&o influenciou no comportamento da mortalidade de
fémeas. Diferentemente do resultado observado nas gaiolas GCM-II, este parametro
oscilou em média entre 18 a 22%. De forma geral, a mortalidade média nestas gaiolas foi

50% menor em relacdo as gaiolas GCM-II.

8Para a linhagem Rockefeller, foi estimada uma média de 105.000 ovos por grama. Fonte: Arquivo, BMB.
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Figura 28 — Mortalidade de fémeas de Ae. aegypti em gaiolas de criacdo em
massa sob diferentes densidades ao final de dois ciclos reprodutivos.
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As colunas representam a taxa de mortalidade acumulada de fémeas + erro padrao.
Colunas com letras diferentes diferem entre si (Teste de VVan der Waerden, p<0,05).

A producdo de ovos durante o primeiro ciclo gonotrofico foi superior em relacdo
ao segundo ciclo para todas a DRS testadas tanto nas gaiolas GCM-I11 quanto nas de PVC.
Apenas paraa DRS 2.0 (PVC) registrou-se um ligeiro aumento deste parametro bioldgico
no segundo ciclo gonotréfico (Tabela 7). Nas gaiolas GCM-I11, houve uma reducéo de 20-
30% no numero de ovos produzidos entre o primeiro e segundo ciclo reprodutivo. Por
outro lado, nas gaiolas PVC, a reducdo foi diretamente proporcional a densidade de
adultos. Sendo assim, as gaiolas PVC com densidades maiores de adultos (DRS 1.7, 1.4

e 1.0) apresentaram uma reducdo de 10, 20 e 40%, respectivamente (Tabela 7).

A maior producdo total de ovos para as gaiolas GCM-II registrou-se quando
utilizada a DRS 1.4 (~377.000), enquanto a menor foi constatada com a DRS 2.0
(~212.000). Tais resultados revelam uma reducdo de 40 % na produtividade como
consequéncia da diminuicdo do numero de mosquitos nas gaiolas. Por outro lado, na
gaiola PVC, a DRS 1.0 acarretou em uma maior producdo de ovos (~47.000), quando

comparado as demais DRS avaliadas (Tabela 7).
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Considerando que para um mesmo DRS, cada gaiola GCM-II é equivalente em
nimero de mosquitos a oito gaiolas PVC® constatou-se que o uso da DRS 1.4
(cm?/mosquito) na GCM-II acarretou numa producio de ovos equivalente a 11 gaiolas
PVC, ou seja, superando a producdo de ovos prevista. As DRS 2.0 e 1.0, por sua vez,

evidenciaram uma producdo inferior, analoga a seis gaiolas PVC (Tabela 7).

Com relacdo ao primeiro ciclo reprodutivo, houve diferenca na fecundidade das
fémeas provenientes das diferentes gaiolas e densidades (F@g14= 8,19; p<0,05). A
fecundidade das fémeas mantidas nas GCM-11 sob DRS 1.7 e 2.0 diferiram entre si, com
esta Ultima densidade registrando a menor fecundidade (Teste de Tukey, p<0,05). N&o
houve diferenca entre as demais DRS no que se refere a este parametro bioldgico. Nas
gaiolas PVC, a fecundidade foi semelhante entre todas as densidades avaliadas (Tabela
7). Quando analisado o segundo ciclo, observou-se que ndo houve influéncia da DRS e
do tipo de gaiola de criacdo na fecundidade das fémeas(F 14)= 4,69; p=0,051),

A fecundidade total ndo variou entre as DRS avaliadas na GCM-II, contudo, as
densidades de 1.7 e 1.4 cm?/mosquito dessa gaiola, apresentaram maior fecundidade em
comparacdo com as DRS 1.4 e 1.0 nas gaiolas PVC (F3g)=7,84; p<0,05) (Teste de Tukey,
p<0,05) (Tabela 7). Além disso, nas gaiolas PVC, a fecundidade foi inversamente

proporcional a densidade de insetos utilizada.

9Ex.: N° total de individuos da GCM-Il DRS 1.0/ N° total de individuos da PVC DRS 1.0 =8
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Tabela 7 — Numero de fémeas vivas, reducéo da sobrevivéncia (%), produgdo de ovos por gaiola e fecundidade
das fémeas ao longo dos ciclos reprodutivos em gaiolas de criacdo em massa com diferentes DRS.

. o o Reducéo 5 .

Gaiola  DRS gonCo![(l:’I(%ico (in(i\(lzulidO) (\I>Iiva$S) SObgr;e\(/(j/\Zéf cia Ozg%?gl:%ifa Fegjvr(l)csl;?;)lde
2.0 5.750 4535 21 117 + 50 24 + 14

GCm- 17 6.750 5.068 25 169 + 34 35 + 15 a
I 1.4 8.000 6.230 22 205 + 46 33 + 13 @
1.0 - 11.000 5.970 46 155 * 8 26 + 3 ax

2.0 700 613 12 18 + 1 29 + 2

PVC 1.7 850 731 14 19 + 4 26 + 6 a
1.4 1.000 888 11 20 + 1 22 + 1 ¢

1.0 1.400 1.245 11 29 + 5 24 + 7

2.0 5.750 2.915 28 95 + 33 32 %17

Gecm- 17 6.750 3.442 24 121 + 39 33 + 10
Il 1.4 8.000 4.878 17 173 + 66 33 £ 16 -
1.0 11.000 3.171 25 113 + 38 33 + 15 a

9o

2.0 700 545 10 18 + 4 33+ 8

Ve 1.7 850 649 10 17 = 3 26 £ 6 -
14 1.000 786 10 15 + 4 19+ 8 -«

1.0 1.400 1.155 6 18 + 2 15 £ 2 .

2.0 5.750 2.835 49 212 + 67 56 + 16 ac

Gcm- 17 6.750 3.308 49 290 + 57 68 + 14 =
Il 14 8.000 3.122 39 377 + 106 66 + 26 @
1.0 11.000 7.829 71 267 + 36 59 + 14 b

Ambos**

2.0 700 155 22 36 + 5 62 + 6 @

PVC 1.7 850 201 24 36 + 7 52 + 12 ab
1.4 1.000 214 21 35 + 5 41 + 9

1.0 1.400 245 18 47 + 7 39 £ 9 ¢

As colunas representam a média de cada parametro + erro padréo, em gaiolas de criacdo em massa com diferentes densidades de criacdo
de adultos. Para o pardmetro “fecundidade”, médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (Teste de Tukey,
p<0,05). Somente tratamentos do mesmo ciclo reprodutivo foram comparados entre si. Demais parametros ndo foram estatisticamente

analisados.

*Reducdo entre o ndmero inicial de fémeas vivas e o ciclo reprodutivo correspondente.

** Somatdrio dos valores de cada pardametro para ambos ciclos reprodutivos. Representa a totalidade por gaiola.
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Foram observadas diferencas significativas na taxa de ecloséo (fertilidade) entre
as diferentes DRS avaliadas (F,102= 18,54; p<0,05). Nas GCM-II, o aumento da
densidade de adultos afetou a taxa de eclosdo, uma vez que a taxa de eclosdo foi superior
nos tratamentos com menor densidade (DRS 2.0 e 1.7) (Teste de Tukey, p<0,05). No
entanto, 0 mesmo padrdo ndo foi observado nas gaiolas PVC, pois somente a DRS 1.4
apresentou taxa de eclosdo inferior aos demais tratamentos (Teste de Tukey, p<0,05)
(Figura 29).

Figura 29 - Taxa de ecloséo (x erro padréo) das larvas provenientes de ovos
produzidos sob diferentes DRS.
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Taxa de eclosdo dos ovos (+ erro padréo) provenientes da criacdo em dois modelos de gaiolas
de criagcdo em massa, sob diferentes DRS. As colunas representam a taxa de eclosdo média s
+ erro padrdo de ovos produzidos no primeiro ciclo gonotréfico, para cada DRS avaliado.
Colunas com letras diferentes diferem entre si (Teste de Tukey, p<0,05).

Todas as andlises referentes aos efeitos da densidade de adultos foram realizadas
considerando o fator “repeticdo” como efeito fixo, uma vez que estas interagcdes poderiam
ser relevantes para a compreensao dos resultados obtidos. O efeito “repeti¢do” apresentou
interacdo significativa em todos os parametros, exceto para sua interacdo com o fator
DRS na fecundidade do 2° ciclo (Tabelas 8 e 9).



Tabela 8 — Efeito das interacdes de segundo nivel avaliadas.

Avaliacio Fatores GL X2 p-valor
DRS 3 8,01 0,05
. Gaiola 1 8,81 <0,01
Mortalidade  Rodada 1 5962 <001
Gaiola x Rodada 1 7,51 <0,01
DRS x Rodada 3 3,41 0,34
Total

Interacdes testadas via ANOVA do Modelo Linear Generalizado (GLM) com
intera¢des de segundo nivel considerando “Replicata” como efeito fixo.

Tabela 9 — Efeito das interacdes de segundo nivel avaliadas.

Avaliacao Fatores GL F p-valor
DRS 3 3,91 0,07
. Gaiola 1 12,54 0,02
Fecundiede  Rodada 2 2334 <001
Gaiola x Rodada 2 21,96 <0,01
DRS x Rodada 6 9,92 0,01
Total

DRS 3 3,61 0,08
. Gaiola 1 24,35 <0,01
Feg‘fl?é?sde Rodada 2 2209 <001
Gaiola x Rodada 2 12,07 <0,01
DRS x Rodada 6 3,38 0,08

Total 23
DRS 3 4,35 0,06
. Gaiola 2 33,14 <0,01
Fecmﬁade Rodada 1 1941 <001
Gaiola x Rodada 2 10,10 0,01
DRS x Rodada 6 5,28 0,03

Total 23
DRS 3 10,76 <0,01
Gaiola 1 0,42 0,52
Z?@gg Rodada 2 1569  <0,01
Gaiola x Rodada 2 10,95 <0,01
DRS x Rodada 6 4,64 <0,01

Total 119

Interacdes testadas via ANOVA do Modelo Linear Generalizado (GLM) com
interagdes de segundo nivel considerando “Replicata” como efeito fixo.

85
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4.2.2 Avaliago da sincronizagdo da ecloséo de larvas machos e fémeas

O experimento foi conduzido para avaliar se devido a protandria, larvas machos
eclodiriam antecipadamente em relacdo as fémeas. Foi avaliado o ndmero de larvas
machos e fémeas eclodidas a cada intervalo de tempo preestabelecido (10, 20, 40, 60, 80,
100 e 120 minutos) durante o processo de eclosdo. O experimento foi realizado em

triplicata, com trés vezes lotes bioldgicos diferentes.

Houve correlacdo entre a porcentagem de larvas eclodidas e os intervalos de
tempo de eclosao avaliados (r =-0,72; p<0,01) (Figura 30). A maioria das larvas (86%)

eclodiu durante os primeiros 60 minutos.

Figura 30 - Padréo de ecloséo de Ae. aegypti, linhagem MBR-
001, sob condicdes artificiais, em relacdo ao tempo.
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Larvas eclodidas (%) + erro padrdo em cada intervalo de eclosdo avaliado. O
namero de individuos eclodidos se correlacionou com o tempo (r=-,072).

N&o houve interacdo entre o numero de individuos de cada sexo e os intervalos de
eclosdo avaliados (ANOVA: F,112=0,14; p=0,99), ou seja, o padrdo de eclosdo de

machos e fémeas foi semelhante ao longo dos intervalos de tempo avaliados (Figura 31).
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Figura 31 —Padréo de eclosdo de machos e fémeas de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001, sob condicdes artificiais, em
relacéo ao tempo.
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As colunas representam o total de individuos de cada sexo eclodidos até o
intervalo de tempo avaliado * erro padrdo. O nimero de machos e fémeas
ndo diferiu com os intervalos de tempo (ANOVA, p>0,05).
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4.2.3 Desenvolvimento de dietas larvais alternativas para criacao larval

Foram formuladas seis dietas com produtos processados em territério nacional.
Para tanto, diferentes proporcdes de proteina (P) e carboidrato (C) foram utilizadas,
considerando a composic¢do nutricional de cada ingrediente descrita no rétulo dos
ingredientes utilizados ou na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (TACO,
2011). Para o preparo das dietas (Tabela 10), os ingredientes foram triturados, quando
necessario (triturador para grdos de café) e peneirados para padronizar o tamanho das
particulas. Em seguida, a quantidade de cada ingrediente foi pesada em balanca de
precisao e transferido para um recipiente para o preparo de 200 g de cada dieta. Entdo,
cada recipiente foi agitado manualmente por 25 vezes, para homogeneizar os ingredientes
da dieta.

A larvas foram alimentadas diariamente com as formulagtes desenvolvidas.
Baseado em resultados de testes preliminares, determinou-se que para evitar a
mortalidade larval por outros fatores que ndo a dieta, que a temperatura da agua na
bandeja de criacdo fosse estavel, mantendo-se em 27 °C + 1 °C. A partir do 5° dia de
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criacdo, as bandejas foram examinadas em dois periodos diurnos para registro do inicio
da formag&o das pupas. A partir do surgimento dos primeiros individuos nessa fase de
vida, aguardou-se 24 hs para realizacdo da primeira coleta. As pupas foram coletadas
diariamente durante trés dias consecutivos (72 hs). A cada dia de coleta, 30 pupas de cada
sexo foram pesadas em balanca de preciséo e 30 pupas-machos foram acondicionadas em
tubos para avaliacdo da emergéncia do adulto.

Tabela 10 - Composicéo das dietas alternativas avaliadas para o desenvolvimento larval de Ae. aegypti, linhagem

MBR-001.
Ingredientes Dietas

g | 1 1 v Vv VI Controle
Farinha de aveia 10 31 5 10 30 3 0
Clara de ovo em p6 0 0 0 10 4 34 0
Farinha de soja torrada 30 20 3 20 15 23 0
Farinha de trigo 0 0 0 10 9 5 0
Gema de ovo em po 30 5 80 20 4 14 0
Farinha de grdo-de-bico 5 24 5 10 23 5 0
Levedura de cerveja em pd 25 20 7 20 15 16 0
Sera Vipan® 0 0 0 0 0 0 100
Total (g) 100 100 95 100 100 100 100
Proporc¢do P:C 1.1 1.2 2:1 1:1 1:2 2:1 46,2% P*

As colunas representam a porcentagem do componente para cada 100 gramas de dieta
*Ingredientes informados pelo fabricante da Sera Vipan®: farinha de peixe, farinha de trigo, levedura de cerveja, caseinato de Ca,
gammarus, ovo inteiro em p6, mananoligossacarideos (0,4%), 6leo de figado de bacalhau, spirulina, ervas, alfafa, urtiga, farinha de

mexilhdo, algas marinhas, salsa, paprica, espinafre, alho, cenoura. Principais constituintes: 46,2% de proteina bruta; 8,9% Gordura
bruta.

4.2.3.1 Efeito das dietas no tempo de duracao larval e sobrevivéncia das fases imaturas

O tempo de desenvolvimento larval e a sobrevivéncia Li-pupa néo diferiram entre
as dietas avaliadas (Kruskal Wallis: H ) =3,06; p= 0,80) e a sobrevivéncia Li-pupa (H )
=10,12; p=0,12) (Tabela 11). Porém, houve diferencas significativas entre os tratamentos
em relacdo a porcentagem de pupas que sobreviveram apos a metamorfose (larva-pupa)
(H ) =29,44; p<0,01). Apesar do balanco P:C ser similar entre as dietas 11l e VI, ambas
foram diferentes no que se refere a este parametro bioldgico, uma vez que a dieta Il
apresentou menor taxa de sobrevivéncia de pupas (77%) (Teste de Mann-Whitney
p<0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11 — Duracdo larval (dias) e sobrevivéncia dos estagios imaturos de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001, desenvolvidos em diferentes dietas larvais.

Tempo de

Dieta * Proporcéao desenvolvimento Sobrevivéncia Sobrevivéncia de
P:C* L1-pupa (dias) Li-pupa (%) pupas (%)
I 1:1 6,2 + 0,29 0,95 + 0,04 0,92 £+ 0,04 =
I 1:2 65 + 0,25 0,99 + 0,01 1,00 + 0,00 -
i 2:1 65 + 0,16 0,94 + 0,03 0,77 £ 0,08 »
\VJ 1:1 6,7 = 0,14 1,00 + 0,00 0,97 + 0,02 a
\% 1:2 6,8 + 0,22 0,97 + 0,02 1,00 + 0,00 -
VI 2:1 6,6 + 0,25 0,89 + 0,05 0,99 + 0,01 =
Controle - 6,6 + 0,20 0,99 + 0,01 1,00 + 0,00 -

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (Teste de Mann-Whitney; p<0,05). Somente
tratamentos da mesma coleta foram comparados entre si.T= 29 + 1°C, UR= 80 £ 5%, fotofase 12 h.
*Propor¢éo Proteina:Carboidrato

4.2.3.2 Rendimento diério, peso, razdo sexual e emergéncia

O rendimento total de pupas (machos e fémeas) foi influenciado pelas dietas
(ANOVA: Fe69=4,96; p<0,01) no primeiro dia de coleta. A recuperagdo de pupas de
ambos os géneros na dieta VI foi menor em relacéo as dietas | e 1l. Além disso, as dietas
| (47 %) e 1l (54 %) apresentaram rendimento total superior ao obtido com a dieta
Controle (32 %) (Teste de Tukey, p<0,05) (Tabela 12).

O rendimento de pupas-machos registrado na primeira coleta (24 hs) para as dietas I,
I1, IV e V foi significativamente maior que o constatado para a dieta controle (ANOVA:
Fe.60= 5,35; p<0,001) (Tabela 13). Nesta mesma coleta, a dieta larval também afetou o
rendimento de pupas-fémeas (ANOVA: Fg69=3,74; p<0,05), com a dieta VI, que contém
maior proporcdo de proteina, apresentando menor rendimento em comparacdo com as
dietas I e Il (Tabela 12).

Considerando o segundo dia de coleta (48 hs), ndo houve influéncia da dieta larval no
rendimento total de pupas (ANOVA: Fe 69=0,87; p=0,52) (Tabela 12). Tanto para machos
(ANOVA: Fe75=1,72; p=0,13) quanto para fémeas (ANOVA: Fse9=1,10; p=0,372)
também ndo foram constadas diferencas significativas dos géneros com relacdo a este

parametro bioldgico (Tabela 12).

O peso medio de pupas-machos diferiu entre as dietas, tanto na primeira (ANOVA:
Fe66= 4,93; p<0,05) quanto na segunda coleta (ANOVA: Fg 6= 3,88; p<0,001) (Tabela
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12). Na primeira coleta, pupas-machos provenientes das dietas | e 111 apresentaram maior
peso corporal em relagdo a dieta controle (Teste de Tukey, gl=66, p<0,05). Na segunda
coleta (48 hs), o peso das pupas-machos diferiu somente entre as dietas 111 (2,07 mg) e
Controle (1,72 mg).

A composic¢do das dietas também influenciou o peso corporal das pupas-fémeas, tanto
na primeira (ANOVA: Fepo=6,70; p<0,05), quanto na segunda coleta (ANOVA: Fe 6=
6,51; p<0,05). Pupas-fémeas coletadas no primeiro dia e desenvolvidas na dieta Ill
apresentaram peso corporal consideravelmente maior (3,24 mg) em relagdo aos insetos
desenvolvidos nas dietas Il (2,76 mg), V e Controle (2,60 mg). Na segunda coleta,
observou-se 0 mesmo padrdo de comportamento com relacdo aos pesos de pupas-fémeas
(Teste de Tukey, p<0,05) (Tabela 12).

A razdo sexual das progénies de pupas recuperadas na primeira coleta (24 hs) foi
semelhante entre as dietas larvais testadas (ANOVA: Fee9-1,64; p=0,15). Na segunda
coleta, constatou-se que houve diferenca entre as seis dietas alternativas testadas em
relacdo a razdo sexual. As dietas | (0,27) e 11 (0,23) diferiram da dieta Controle (0,44) no
que se refere a este parametro bioldgico (ANOVA: Fs 63=4,06; p<0,05) (Tabela 12).

A emergéncia dos machos provenientes de pupas recuperadas no primeiro (H )
=10,76; p=0,09) e segundo dia (H ) =8,56; p=0,20) seguiu um padrdo semelhante e ndo

foi afetada pela composicao da dieta larval.
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Tabela 12 - Parametros biologicos e de producdo (média £ EP) de pupas de Aedes aegypti, linhagem MBR-001, criadas em diferentes dietas larvais.

. Proporcéao Rendimento Rendimento Rendimento Peso pupa (3)  Peso pupa (%) Razéo sexual TaxaAde_
Dieta . Coleta pupa total emergeéncia
P:C 2+ pupa (&) pupa (?) (mg) (mg) (313+9) 2
(@+%) )
I 1:1 0,47 £ 0,07 0,30 + 0,04 ® 0,17 = 0,04 a 2,04 + 0,02 ® 3,16 £ 0,08 a 0,63 £ 0,05 a 0,97 £ 0,02 a
Ti 1:2 054 + 0,03 a 0,40 + 0,02 @ 0,15 + 0,01 = 1,90 + 0,02 ® 276 £ 0,04 be 0,73 + 0,02 a 0,99 + 0,02 a
i 2:1 10 0,29 £ 0,05 be 0,20 + 0,03 ° 0,09 £ 0,02 a 2,11 + 0,08 *® 3,24 £ 0,09 - 0,70 £ 0,05 a 091 + 0,03 a
\V 1:1 (24 hs) 0,38 + 0,04 a 028 + 003 ® 0,10 + 0,02 a 1,96 £ 0,03 ® 285 + 0,05 ac 0,76 + 0,03 = 0,99 + 0,01 -
\Y 1:2 0,39 + 0,04 & 029 + 0,03 ® 0,10 £ 0,02 & 180 + 0,04 © 2,60 + 0,06 ¢ 0,76 + 0,03 2 0,99 + 0,00 @
VI 2:1 0,24 + 0,05 ¢ 0,19 £ 0,04 ® 0,05 + 0,01 ¢ 2,00 £ 0,10 ® 3,02 + 0,24 a 0,75 £ 0,04 a 0,99 + 0,01 a
Controle ] 032 + 003 bc 024 + 002° 008 + 001 bc 184 + 0,04 * 269 + 0,05 ¢ 074 + 002 = 096 + 0,03 =
| 11 0,27 + 0,06 a 0,09 £ 0,03 a 0,18 + 0,03 a 1,95 + 0,13 # 3,08 + 0,04 2 0,27 + 0,05 < 0,96 + 0,03 a
Ti 1:2 0,23 + 0,02 a 0,06 £ 0,01 a 0,18 + 0,02 a 1,83 + 0,02 ®* 2,62 + 0,04 b 0,23 + 0,02 ¢ 098 = 0,01 a
m 2:1 022 + 005 a 007 £ 003: 015 + 0022 207 + 0032 307 + 0,09 ® 0,31 + 005 ® 089 + 0,05 =
WY 1:1 (4§hs) 031 + 0032 012 + 002 019 + 002 . 186 + 0,03 ® 285 + 0,07 ® 0,38 + 0,04 ® 096 + 0,01 =
\V/ 1:2 0,24 + 0,02 a 0,10 £ 0,02 - 0,14 + 0,01 a 1,79 + 0,02 ® 2,57 + 0,07 ¢ 0,40 + 0,04 #® 0,99 + 0,00 =
VI 2:1 0,24 + 0,05 a 0,10 £ 0,02 a 0,14 + 0,03 a 1,93 + 0,08 ® 301 + 0,22 ® 0,41 + 0,04 ® 0,97 £ 0,01
Controle ] 028 + 002 013 + 001 - 015 + 001 172 + 005> 258 + 0,07 ¢ 044 + 003 ¢ 099 + 0,01 =

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (Teste de Tukey p<0,05). Somente tratamentos da mesma coleta foram comparados entre si. T= 29 + 1°C, UR= 80 £ 5%, 12:12
(claro:escuro).
P:C- Proteina:Carboidrato
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4.2.3.3 Taxa de producéo e rendimento acumulado de pupas-machos

A taxa de producdo de pupas-machos em 24 horas ndo diferiu entre as dietas
avaliadas, seja na primeira coleta realizada ap6s 24 horas do inicio da formac&o de pupas
(Fe,69=1,84; p=0,103) (Figura 32). Os resultados indicaram que aproximadamente 70 %

dos machos sdo produzidos nas primeiras 24 horas apo6s o inicio da formacéo das pupas.

Figura 32 - Taxa de produgéo de machos de Ae. aegypti linhagem
MBR-001 desenvolvidas em diferentes dietas de

criagéo larval.
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As colunas representam a média + erro padrdo. A criagdo dos
individuos foi realizada em sala com condig¢des controladas (29+1°C;
RH=80 +05%; fotoperiodo 12:12 claro:escuro).

Foram observadas diferencas entre as dietas testadas em relagéo ao rendimento
acumulado de machos (primeira e segunda coletas) (H ) =16,89 p<0,05). A criacéo larval
com a dieta Il (45%) acarretou em um maior rendimento acumulado de machos (45%)
quando comparada a dieta controle (37%). A menor recuperacdo de machos foi
evidenciada com a utilizacao das dietas I11 e VI (28%), que possuem maior proporc¢éo de
proteina. Entretanto, essas dietas ndo diferiram da dieta controle, (Teste de Mann-
Whitney, p<0,05) (Figura 33).
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Figura 33 - Rendimento acumulado de machos de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001, desenvolvidos em diferentes
dietas larvais.
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As colunas representam a media + erro padrdo. Colunas seguidas por letras
diferentes diferem entre si (Teste de Mann-Whitney p<0,05). A criagdo dos
individuos foi realizada em sala com condic¢des controladas (29+1°C; RH=80
+05%; fotoperiodo 14:10 (claro:escuro). *Proporcdo Proteina:Carboidrato de
cada dieta: I: (1:1); 11 (1:2); 11 (2:1); IV (1:1); V (1:2); VI (2:1)

4.2.3.4 Relacdo custo-beneficio para a producdo em massa com a utilizacao das dietas
alternativas desenvolvidas

Com base nos resultados obtidos, estimou-se a relacdo custo-beneficio para uma
producdo de um milh&o de pupas-machos, considerando o rendimento acumulado de
machos (duas primeiras coletas) obtido para cada dieta avaliada. A tabela 13 apresenta
tal relacdo em comparacdo com a dieta controle.

Todas as dietas tiveram desempenho similar ou superior a dieta Controle. Pode-
se observar que 0s menores custos com dieta larval correspondem as dietas I, V e |,
respectivamente. As dietas 11 e VI apresentaram relacdo custo-beneficio inferior quando
comparada as demais. Contudo, todas as dietas avaliadas apresentaram custo inferior
guando comparado a dieta controle.

A dieta Il apresentou a melhor relacdo custo-beneficio e sua utilizagdo na criagédo
em massa com uma reducdo de até 17 vezes no custo relacionado com a alimentagéo
larval. Além de demandar menor nimero inicial de larvas para a criacdo (~2,2 milhGes

larvas L1) e consequentemente, menor quantidade de ovos (20 g).
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Tabela 13 - Relagédo custo-beneficio para producéo de um milh&o de pupas-machos de Ae. aegypti linhagem MBR-001, considerando os rendimentos de pupas
obtidos para cada dieta larval avaliada.

Rendimento Producéo de 1 milh&o de machos Produgdo de 1 milhdo de

Proporcéao L machos/semana
Dieta* P:C rln ggﬁg' Quantidade Quantidade Consumo  Custo de Custo mensal
(24 + 48 hs) de ovos (g) de larvas total de 1kg de Custo total comdieta  Reducgdo**
g (10%)** dieta (kg)  dieta* (R$ / US$)

| 1:1 0,43 21 2,33 3,8 R$ 31,73 R$ 116,77 466,00/ 124 10
I 1:2 0,45 20 2,20 3,6 R$ 1856 R$ 68,82 272,00/ 72 17
Il 2:1 0,28 33 3,63 59 R$ 66,86 R$ 394,47 1.106 / 294 4
v 1:1 0,40 23 2,48 4,0 R$ 3547 R$ 141,89 555/148 8
V 1:2 0,41 22 2,46 4,0 R$ 21,84 R$ 87,36 368 /98 12
VI 2:1 0,28 32 3,55 58 R$ 56,44 R$ 327,35 1.318 /350 3

Controle - 0,37 25 2,12 4.4 R$ 259,00 R$1.139,6 4,596/ 1.222

*Proporc¢éo Proteina/Carboidrato de cada dieta: I: (1:1); 11 (1:2); 111 (2:1); IV (1:1); V (1:2); VI (2:1)

**Numero inicial de larvas necessarias calculado com base no rendimento Li-pupa-macho por dieta.

***\/alores referentes ao ano de 2017.

****Reducdo em relacdo a dieta controle. Uma redugdo de valor 10,0, por exemplo, representa um custo mensal 10 vezes menor em comparagdo com a dieta controle.
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4.2.4 Determinacgdo da densidade 6tima para a criacdo larval

Uma ampla faixa de densidade de larvas por volume (mL) foi avaliada, a fim de
determinar as condi¢fes 6timas de criacdo em massa de Ae. aegypti. As densidades larvais
testadas foram:1,0; 1,05; 2,0; 2,25; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 larvas/mL, que no recipiente utilizado
corresponderam a 134; 201; 268; 302; 335; 402; 469 e 536 (larvas/recipiente), respectivamente.

A larvas foram alimentadas diariamente com a dieta Sera Vipan®. A partir do 5° dia
de criacdo, foram realizadas observacGes diarias em dois turnos para registrar o inicio da
formacéo das pupas. Com base nesse registro, 24 horas apds ocorreu a primeira coleta de pupas,

sendo realizadas outras trés coletas sucessivas (48,72 e 96 hs ap0s).

A cada dia de coleta, 30 pupas-machos e 30 pupas-fémeas foram pesadas em balanga de
precisdo e em seguida, foram acondicionadas em potes plasticos (1,8 L) para avaliacdo da

emergéncia do adulto.

4.2.4.1 Efeito da densidade no desenvolvimento larval e sobrevivéncia de pupas

O tempo de desenvolvimento de Li-pupa foi similar (6 dias) para todas as densidades
avaliadas. A densidade larval ndo influenciou na sobrevivéncia L:- pupa (H (7) =6,83; p=0,45),

uma vez que ndo houve mortalidade larval em nenhum dos grupos experimentais.

4.2.4.2 Rendimento diario, peso corporal, razdo sexual e emergéncia

A recuperacdo total de pupas (machos e fémeas) na primeira coleta oscilou de 0.21 a
0.49, sendo afetada pela densidade larval (ANOVA: F7.24=5,70; p<0,01) (Tabela 14). Os
resultados evidenciaram uma relacdo inversamente proporcional entre a densidade larval e o
rendimento total. Assim, densidades acima de 2,25 larvas/mL apresentaram diferenca
significativa com a menor densidade de larvas por volume testada (1.0 larva/mL) (Teste de
Tukey; p <0,05) (Tabela 14).

Na segunda coleta de pupas também se constatou influéncia da densidade no rendimento
total de pupas (ANOVA: Fg24= 2,62; p<0,05). As densidades de 1,0 e 2,25 larvas/mL
produziram menor quantidade de pupas em relacdo as demais densidades (exceto 2,5
larvas/mL) (Teste de LSD, p <0,05) (Tabela 14).
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Quanto ao terceiro dia de coleta, também foram verificadas diferencas significativas
entre as densidades de larvas estudadas com relagdo ao rendimento total (ANOVA: F(7,24=7,52;
p<0,01). O menor rendimento de pupas (6%) observou-se quando utilizada a menor densidade,
ou seja,1.0 larva/mL (Teste de Tukey, p <0,05) (Tabela 14).

A razdo sexual da progénie de pupas recuperadas na primeira coleta diferiu
significativamente entre os tratamentos (ANOVA: F(7,24)=4,25; p<0,05), oscilando entre 0.69 e
0.88. A razdo sexual das menores densidades (1,0 a 2,25 larvas/mL) atingiu valores inferiores
(0,69 - 0,74) quando comparada com as maiores densidades (2,5 a 4,0 larvas/mL) (Teste de
Tukey, p <0,05). Contudo, os valores obtidos para a razao sexual evidenciaram que na primeira
coleta, a proporcdo de machos foi superior a de fémeas em todas as densidades avaliadas. Este
parametro também diferiu entre as densidades avaliadas no segundo dia de coleta de pupas
(ANOVA: F(7,24y=6,78; p<0,05). Porém, diferentemente da primeira coleta, a razdo sexual dos
grupos experimentais com maior densidade larval (2,25 a 4,0 larvas/mL) manteve uma
proporcédo proxima de 1:1 (fémea:macho) (Tabela 15). Na terceira coleta, a proporcao de pupas-
machos recuperadas foi inferior a de pupas-fémeas em todas as densidades estudadas, ndo sendo
observadas diferencas significativas entre as densidades larvais avaliadas (ANOVA:
F(7,24)=0,53; p=0,80).
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Tabela 14 — Rendimento acumulado (média + erro padréo) e razdo sexual
de progénies de pupas de Ae. aegypti, linhagem MBR-001,
desenvolvidas sob diferentes densidades larvais.

i Rendimento ~
Densidade Coleta oupa total Razéo sexual
(larvas/mL) (@+9) pupa (3/3+2)
1,0 049 + 0,02 - 0,69 + 0,05 °
1,5 0,37 £ 0,03 0,83 = 0,05 ®
2,0 . 0,34 £ 0,05 0,80 + 0,03 @
2,25 (Zihs) 0,39 + 0,06 = 0,74 £+ 0,03 *
2,5 0,30 £ 0,04 » 0,88 + 0,01 ®
3,0 0,24 £ 0,03 » 0,87 = 0,02 ®
35 025 + 0,01 » 086 = 0,01 °
4,0 021 + 0,04 » 0,87 + 0,04 @
1,0 0,34 £ 0,06 » 0,26 = 0,04 »
15 0,47 + 0,03 = 040 + 0,01 =
2,0 o 0,46 + 0,03 = 046 =+ 0,03 a
2,25 (4§hs) 0,32 £ 0,08 » 041 + 0,02 a
2,5 0,44 + 0,03 049 + 0,04 -
3,0 049 + 0,02 = 054 + 0,04 -
3,5 0,47 + 0,00 - 050 = 0,01 -
4,0 0,47 + 0,02 = 056 = 0,07 a
1,0 0,06 £ 0,01 » 020 = 0,11 @
1,5 0,12 + 0,01 = 0,09 £ 0,03 =@
2,0 0,12 + 0,01 = 0,18 + 0,04 =
2,25 3° 0,12 £ 0,02 0,14 + 0,04 @
2,5 (72hs) 0,17 + 0,02 - 0,17 + 0,03 @
3,0 0,17 £ 0,02 = 0,16 = 0,02 °
3,5 0,16 + 0,00 - 0,14 + 0,02 °
4,0 0,19 £ 0,02 - 0,19 + 0,03 °

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (Teste de Tukey,
p<0,05). Somente tratamentos da mesma coleta foram comparados entre si.

Com relacdo a producdo de pupas-machos, as densidades de criacdo larval afetaram o
rendimento diario na primeira (ANOVA: F(7,24)=3,50; p<0,01), segunda (ANOVA: F(7,24)= 6,06;
p<0,01) e terceira coleta de pupas (ANOVA: F,24=2,49; p<0,05) (Tabela 15).

Na primeira coleta, observou-se que a menor densidade larval (1,0 larvas/mL) produziu
um rendimento de machos significativamente superior (34%) ao constatado para a densidade

mais alta (4,0 larvas/mL) (18%) (Teste de Tukey, p <0,05). As mesmas densidades também
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diferiram entre si com relacdo a recuperacdo de machos na segunda coleta, contudo,
diferentemente do comportamento observado na primeira coleta, a densidade de 4,0 larvas/mL
apresentou maior rendimento de pupas-machos (Teste de Tukey, p <0,05). O rendimento de

machos variou entre 1 — 4% na terceira coleta de pupas, (Tabela 15).

O peso das pupas-machos coletadas no primeiro dia (24 hs) foi influenciado pela
densidade de criagdo larval (ANOVA: F(7,20=3,07; p<0,05). Entretanto, observou-se que o
incremento da densidade néo interferiu no peso dos machos recuperados na segunda (ANOVA:
F,23= 0,90; p=0,52) e terceira coleta (ANOVA: F(723)=0,45; p=0,86) (Tabela 16).

A emergéncia de adultos machos atingiu valores superiores a 92%, ndo sendo este
pardmetro influenciado pela densidade larval nas trés coletas avaliadas 1%: H (7)=8,11 p=0,92;
2% H (7= 8,79 p=0,27; 3% H (7=,3,44 p=0,84 (Tabela 15).

Ainda com relacdo a producdo de pupas-machos, a criacdo larval de Ae. aegypti sob
diferentes densidades influenciou a taxa de producdo de machos em 24 hs (ANOVA: F(7,24)=
6,88; p<0,01). Porém, o aumento da densidade larval ndo incrementou a produtividade de
machos, sendo constatada uma relacdo inversa entre esses dois parametros sob densidades de

criacdo larval mais extremas (1,0 e 4,0 larvas/mL) (Teste de Tukey, p<0,05) (Figura 34).

O rendimento acumulado de machos néo foi afetado pela densidade larval (ANOVA:
F7,24y= 1,35; p=0,27). Em ambas as coletas, recuperou-se em meédia, 46% de pupas-machos em

relacdo ao total de larvas inoculadas (Figura 35).



Tabela 15 - Pardmetros de producéo (média + erro padréo) e biol6gicos de pupas-machos de

Ae. aegypti, linhagem MBR-001, criadas em diferentes densidades.

Densidade Coleta Rendimento Peso pupa- Emergéncia
(Larvas/mL) pupa-macho macho (mg)* macho
1,0 0,34 + 0,02 ® 197 + 0,02 * 094 = 0,01
1,5 0,30 + 0,02 = 195 + 0,03 ° 0,96 = 0,03
2,0 0,27 + 0,03 = 188 + 0,03 * 098 = 0,01
295 (Zi"hs) 028 + 004 ® 194 + 008 * 094 + 005
25 0,26 + 0,04 1,80 + 0,03 * 0,97 + 0,01
3,0 0,21 + 0,03 = 1,80 + 0,02 * 0,99 = 0,01
3,5 021 = 0,01 = 1,80 + 0,01 * 098 + 0,01
4,0 0,18 + 0,02 °® 1,89 + 0,04 098 = 0,01
1,0 0,09 + 0,02 ¢ 186 + 0,04 =@ 0,98 x= 0,02
1,5 0,19 + 0,01 *c 185 + 0,03 @ 099 = 0,01
2,0 . 0,21 + 0,02 = 184 + 0,02 @ 0,97 = 0,01
2,25 (4§hs) 0,13 + 0,04 * 1,84 + 0,09 * 099 + 0,01
25 021 + 0,02 #* 1,79 + 0,02 = 09 =+ 0,01
3,0 0,27 + 0,02 @ 1,76 + 0,02 * 099 + 0,01
3,5 023 + 0,01 * 1,77 £ 0,02 @ 098 = 0,01
4.0 0,26 + 0,04 ®° 1,80 + 0,02 @ 0,96 x= 0,02
1,0 0,01 + 0,00 « 1,00 £ 0,01 =@ 1,00 £ 0,00
15 0,01 + 0,00 1,89 + 022 * 092 + 0,08
2,0 0,02 + 0,00 abc 190 £ 0,05 =@ 0,96 = 0,04
2,25 3° 0,02 + 0,00 o 206 + 033 * 092 + 0,08
2,5 (72hs) 0,03 + 000 = 1,79 + 004 = 098 = 0,02
3,0 0,03 £+ 0,01 = 1,85 + 0,07 * 099 + 0,01
3,5 0,02 + 0,00 abc 188 + 0,03 @ 1,00 = 0,00
4,0 0,04 + 0,01 - 2,10 =+ 0,18 * 0,96 x= 0,02

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (Teste de Tukey p<0,05).

*Para a terceira coleta, representa o valor original do rendimento. Para analise, os dados foram transformados

(Vx). Somente tratamentos da mesma coleta foram comparados entre si.
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Figura 34 - Taxa de producdo de machos (média + erro padrdo) de Ae.

aegypti, linhagem MBR-001, desenvolvidas em diferentes

densidades de criacdo larval.
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Com relagdo a producdo de pupas-fémeas, a recuperacdo média desse sexo diferiu
significativamente entre as densidades avaliadas, tanto na primeira (ANOVA: F(7,24/=5,67, p<
0,01), quanto na terceira (ANOVA: F(7,24y=6,7149; p<0,01) e quarta coleta (ANOVA:
F(7,24y=4,35, p<0,01). Na primeira coleta (24 hs), o rendimento de fémeas foi inversamente
proporcional a densidade larval, uma vez que a menor densidade (1,0 larvas/mL) apresentou o
maior rendimento (15 %), enquanto a densidade mais alta (4,0 larvas/mL) exibiu a menor

recuperacdo de pupas-fémeas (3%) (Teste de Tukey, p <0,05) (Tabela 16).

O maior rendimento de fémeas ocorreu no segundo dia de coleta. Este parametro oscilou
de 19 a 28% e ndo diferiu entre os tratamentos (ANOVA: Fz24=1,09; p=0,40) Ja na terceira
coleta, este pardmetro bioldgico se mostrou semelhante entre todas as densidades larvais
estudadas, com excecdo da menor densidade avaliada (0,04%) (Teste de Tukey, p <0,05). Na
quarta coleta, a densidade de larvas utilizada também influenciou a recuperagao de fémeas, com
as maiores recuperacgdes sendo obtidas nas densidades entre 2,0 e 3,5 larvas/mL (oscilacdo de
3 a5 %) (Teste de Tukey, p <0,05) (Tabela 16).

O peso corporal das pupas-fémeas néo foi afetado pela densidade na primeira (ANOVA:
F@,20= 0,73; p=0,65), segunda (ANOVA: Fg22= 1,40; p=0,26) ou quarta coleta (ANOVA:
F7,24=1,29; p=0,30). Contudo, o peso das pupas coletadas no terceiro dia diferiu entre os
tratamentos (ANOVA: F(7,24)=7,33; p<0,01), revelando que pupas provenientes da densidade
1.0 larva/mL alcangaram maior peso (3,39 mg) que individuos desenvolvidos sob densidades
superiores a 2.0 larvas/mL (Teste de Tukey, p <0,05) (Tabela 16).

A densidade larval ndo influenciou a emergéncia das fémeas coletadas no primeiro (H
m= 2,54 p=0,92), segundo (H (7,32=10,83 p=0,15), terceiro (H (7,32= 8,43; p=0,29) ou quarto
dia de coleta de pupas (H 7= 5,23; p=0,63). Todos 0s grupos experimentais apresentaram

valores de taxa emergéncia superiores a 94% (Tabela 16).



Tabela 16 - Pardmetros de producdo e bioldgicos de pupas-fémeas de Aedes aegypti,
linhagem MBR-001, criadas sob diferentes densidades larvais ao longo
de quatro coletas.

Densidade Coleta Rendimento Peso pupa Emergéncia
(Larvas/mL) pupa @ * Q (mg) Q (%)
1,0 0,15 = 0,02 ® 2,88 + 0,02 @ 0,99 + 0,99 °
1,5 0,06 + 0,02 * 289 + 0,17 ® 0,96 £ 0,96 °@
2,0 10 0,07 + 0,02 ® 2,79 + 0,05 @ 0,97 + 0,97 °
2,25 (24 hs) 0,05 + 0,010 ® 2,71 £ 0,06 ® 0,98 + 0,98 *°
2,5 0,04 £ 0,01 * 2,79 £ 0,10 ® 0,99 + 0,99 °
3,0 0,03 + 0,01 * 2,74 £ 0,05 ® 094 + 0,94 °
35 0,04 + 0,00 * 2,75 £ 0,05 ® 0,99 + 0,99 °
4,0 0,03 £ 0,01 °© 2,76 + 0,03 @ 0,96 + 0,96 °
1,0 0,25 £ 0,04 = 289 £ 0,06 * 094 + 0,03
1,5 0,28 £ 0,01 = 284 £ 0,05 * 1,00 + 0,00 ®
2,0 . 0,25 + 0,02 = 28 £ 003 * 09 £ 001
2,25 (4§hs) 0,19 £ 0,04 = 2,73 £ 0,06 * 099 + 0,00 ®
2,5 0,22 £ 0,02 = 2,71 £ 001 * 098 + 0,01
3,0 0,22 £ 0,02 = 2,70 £ 0,06 * 0,99 + 0,02
35 0,24 £ 0,01 = 29 £ 0,22 * 097 = 0,02 @
4,0 0,21 + 0,03 = 281 +£ 008 ¢ 098 = 0,02 *
1,0 0,04 = 0,01 » 3,39 £ 0,05 = 0,96 + 0,04 °
1,5 0,11 + 0,01 = 3,09 + 0,06 = 1,00 + 0,00 °
2,0 0,10 = 0,02 = 3,16 + 0,07 0,97 + 0,01 °
2,25 3° 0,11 = 0,02 = 293 + 0,09 == 0,98 + 0,02 @
25 (72hs) 0,14 + 0,02 = 2,86 + 0,07 = 1,00 £ 0,00 °
3,0 0,14 £+ 0,01 = 2,79 £ 0,08 0,99 + 0,01 °
3,5 0,14 + 0,01 = 2,86 + 0,05 = 0,97 + 0,01 @
4,0 0,15 + 0,01 = 293 + 0,11 =« 0,98 + 0,02 @
1,0 0,01 £ 0,00 ¢ 3,73 + 0,29 = 1,00 + 0,00 °
1,5 0,02 £ 0,01 b« 348 £ 0,03 * 1,00 + 0,00
2,0 0,03 + 0,01 & 371 £ 021 = 095 £+ 0,05 *
2,25 4° 0,04 + 0,01 & 354 + 0,09 * 09 % 0,03 *°
2,5 (%6 hs) 0,04 £ 0,01 = 353 +£ 009 * 0,99 + 0,01 *
3,0 0,03 £ 0,00 » 348 £ 0,12 * 0,95 + 0,03 *
3,5 0,05 + 0,01 346 + 0,06 * 0,97 + 0,02 @
4,0 0,02 £ 0,00 ¢ 322 + 0,14 = 098 + 0,02 *°

Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (ANOVA, Teste de Tukey

p<0,05). Somente tratamentos da mesma coleta foram comparados entre si.

*Representa o valor original do rendimento. Para analise, os dados foram transformados em Vx.
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4.2.4.3 Relacdo custo-beneficio na producdo em massa com a utilizacdo das diferentes
densidades de criacdo larval

Com base nos resultados obtidos, foi calculada a relagdo custo-beneficio para a

producdo de um milhdo de pupas-machos da linhagem MBR-001 de Ae. aegypti utilizando as

densidades de criacdo larval avaliadas (Tabela 17). Quando se considera o rendimento

acumulado de machos (1° e 2° coleta de pupas), pode-se observar que 0S menores custos

mensais (R$ 5.244 e R$5.827) com a dieta larval correspondem as densidades de 1,0 e 1,5

larvas/mL, respectivamente.

Tabela 17 - Estimativa de utilizacdo de material biol6gico, consumo e custo de dieta para a producao de
um milhdo de machos/semana, considerando a utilizagc&o de cada densidade larval avaliada e
seu respectivo rendimento de pupas-machos nas primeiras 48h de coleta.

Producao de 1
Rendimento Producéo de 1 milh&o de machos milh&o de
Densidade Li-pupa- machos/semana
(larvas/ macho . Consumo
m) @ Quiide QI g | G Custo e
48 hs

) deovos(@)  Tjgen e (k) Rg)  (Rs/USE)

1,0 0,46 18 2,15 3,7 1.311 5.244/1.394
15 0,49 17 2,03 3,4 1.457 5.827/1.549
2,0 0,48 17 2,07 3,5 1.628 6.510/1.731
2,25 0,42 20 2,40 41 1.555 6.221/1.654
2,5 0,48 17 2,09 3,5 1.667 6.667/1.773
3,0 0,48 17 2,09 3,6 2.089 8.354/2.222
3,5 0,45 19 2,25 3,8 2.075 8.302/2.208
4,0 0,44 19 2,26 3,8 2.458 9.833/2.615

*Nu0mero inicial de larvas necessarias calculado com base no rendimento Li-pupa-macho por densidade.

** Valor referente ao ano de 2017 (259,00//kg).

***Cotacdo do dolar em 02/08/2018.

4.3 META 11l — PROCESSOS POS-PRODUCAO: CONDICOES PARA O TRANSPORTE

DE ADULTOS

O produto final de uma criacdo em massa € 0 mosquito macho para liberagdo. Para o

transporte de adultos, os machos devem ser expedidos da biofébrica ja estéreis. Entretanto,

apesar de ser um processo pos-producdo, as condic¢@es iniciais para manipulacdo e transporte

desses machos podem ser realizadas na biofabrica.



Etapa 1:
Condigdes para
imobilizagao

Etapa 2:
Transporte
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O estudo para determinar as condi¢des para o transporte de adultos machos estéreis
imobilizados foi conduzido em duas etapas (Figura 36). Na etapa 1, as condicGes de
imobilizacdo de machos estéreis adultos, foram determinadas a partir da avaliacdo dos
intervalos de temperatura (3a 0 °C; 2 a5 °C e 6 a 9°C) e de duracdo maxima (limite) para o
processo de imobilizacdo ou knockdown (10, 20, 30, 45 e 60 minutos). Para tanto, um grupo
controle machos estéreis ndo expostos ao resfriamento foi utilizado. Foram realizadas cinco

repeticdes para cada periodo-limite de cada temperatura.

Figura 36 - Fluxograma de desenvolvimento do experimento para determinacédo de condicdes
para o transporte de machos estéreis.
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As trés faixas de temperatura avaliadas imobilizaram os machos estéreis. Contudo, o
grau de imobilizagéo de adultos incubados na faixa de 6 a 9 °C foi menor (imobilizag&o parcial).
Apo6s 60 minutos de exposicdo, machos expostos a faixa de temperatura supracitada
permaneceram imdveis nas paredes do recipiente, diferentemente do observado para machos

expostos a temperaturas inferiores a 5°C (Figura 37).

A sobrevivéncia dos machos estéreis sob condi¢fes de estresse oscilou em média de 98
a 100 % (Figura 38) e ndo foi influenciada pelas temperaturas e tempos de exposi¢do avaliados
(-3a0 °C: Hus) =4,88; p=0,30; 2 a 5 °C: Hu) =0,86; p=0,93; 6 a 9°C: Hu) =2,42; p=0,66). A

sobrevivéncia média observada para machos estéreis nédo resfriados foi de 98,4%.
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Figura 37- Machos estéreis imobilizados logo ap6s o resfriamento.

Comparacédo do grau de imobilizacdo de machos estéreis logo ap6s a exposicdo
(60 minutos) a diferentes faixas de temperatura: 6 a 9 °C (esquerda) e 2a 5 °C
(direita). Créditos das fotos: Maylen Gomez

Figura 38 - Sobrevivéncia sob stress de machos estéreis de Ae. aegypti,

linhagem MBR-001, imobilizados.
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As colunas representam a sobrevivéncia média + erro padrdo dos diferentes tratamentos
72h apo6s a imobilizacdo durante diferentes periodos. A sobrevivéncia foi avaliada em sala
com condicdes controladas (27+1°C; RH= 60 +10%; fotoperiodo 14:10 claro:escuro).

Quanto a habilidade de voo dos machos resfriados, verificou-se que ndo houve
influéncia das temperaturas para imobilizacdo e periodos de exposicao neste parametro (-3a0
°C: Hu =5,44; p=0,25; 2 a5 °C: Hw) =2,74; p=0,60; 6 a 9°C : Hy) =7,29; p=0,12). De acordo
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com os resultados obtidos, mesmo na condi¢cdo mais extrema (3 a 0 °C, 60 minutos de

exposicédo), a taxa de voadores foi superior a 92% (Figura 39).

Figura 39 - Habilidade de voo de machos estéreis de Ae. aegypti (linhagem

MBR-001) imobilizados.
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As colunas representam o nimero médio de voadores * erro padréo dos diferentes
tratamentos, uma hora ap6s a imobilizacdo durante diferentes periodos. Os adultos
foram mantidos em sala com condig¢Bes controladas (27+1°C; RH= 60 +10%;

fotoperiodo 14:10 claro:escuro).
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Os resultados obtidos na primeira etapa, a faixa de temperatura (2 a 5 °C) e o tempo

limite de 45 = 15 minutos foram definidos para imobilizacdo dos machos estéreis prévio ao

transporte a baixas temperaturas.

No segundo bioensaio, foi simulada a condicéo de transporte entre biofabrica e area de

liberacdo, sob condicbes controladas de temperatura. Para isso, tendo como referéncias os

resultados da primeira etapa e o estudo realizado por Culbert et al. (2017), a temperatura de 4 a

7°C foi determinada para o transporte.

Diante do exposto, machos estéreis foram imobilizados através da exposicdo a

temperatura de 2 a 5°C durante 45 minutos, com subsequente incubacéo a 4-7°C durante 2, 4

ou 6 horas. Foram realizadas oito repeticbes do experimento para cada periodo de transporte

(trés tratamentos) avaliado. Tal condicdo ndo afetou a sobrevivéncia dos machos estéreis,

mesmo sob estresse (Kruskal Wallis: Hg) =2,06; p=0,56) (Figura 40). Além disso, a
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porcentagem média de machos estéreis voadores foi similar entre os periodos de transporte
simulados (Kruskal Wallis: Hz) =3,66; p=030), oscilando entre 98 -100% (Figura 41).

Sobrevivéncia acumulada

Figura 40 - Sobrevivéncia sob stress de machos estéreis de Ae.

aegypti, linhagem MBR-001, imobilizados e incubados.
As colunas representam a sobrevivéncia média + erro padrdo dos diferentes

0 (estéril) 2 4 6
Periodo de incubacéo (horas)

tratamentos 72h ap6s a simulacdo do transporte. A sobrevivéncia foi avaliada
em sala com condigGes controladas (27+1°C; RH= 60 +£10%,; fotoperiodo 14:10
claro:escuro).

Figura 41. Habilidade de voo sob stress de machos estéreis de Ae. aegypti
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As colunas representam o nimero médio de voadores + erro padrdo dos diferentes
tratamentos uma hora ap6s a ap6s a simulacdo do transporte. Os adultos foram
mantidos em sala com condigdes controladas (27+1°C; RH= 60 +10%,; fotoperiodo
14:10 claro:escuro).
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Ainda sobre a simulagdo do transporte, a avaliacdo do tempo de recuperagéo, foi
realizada realizadas cinco vezes para cada periodo de transporte. A tabela 18 apresenta 0s
resultados do tempo de recuperacdo dos machos estéreis ap6s simulacdo de transporte a baixas
temperaturas. Este parametro foi influenciado pelo tempo de exposicdo (1° mosquito:
F(3,14=14,20; e 100% dos mosquitos: F(3,14=1092,1; p<0,01). A taxa de recuperagédo dos 100%
dos insetos oscilou entre 1,9 e 7,1 minutos. Com o aumento do tempo de exposicdo, a taxa de
recuperacdo foi menor. O grupo controle, ou seja, machos que foram imobilizados (2 a 5°C; 45
min.) mas ndo foram incubados durante longos periodos, retardou o despertar em relacdo a

todos os outros grupos avaliados (Tabela 18).

Tabela 18 - Tempo de recuperacdo de machos estéreis de Ae. aegypti,
linhagem MBR-001, ap6s imobilizagdo e incubagdo durante 2,

4 ou 6 horas.

Periodo de Tempo de recuperagitg O((\;occ)]l)oS

i g0 (h ° i 70 .
Incubagdo (horas) 1* mosquito (3) mosquitos (min.)
0 (Controle)* 443 + 11° 71 £ 011 °
2 652 + 64 2 35 + 0,08 °
4 222 + 51 ¢ 19 + 003 ¢
6 410 + 3,7 ™ 22 + 0,01 ¢

Tempo médio + erro padrdo de machos estéreis submetidos ao resfriamento. Médias
seguidas de letras diferentes (a,b,c) na mesma coluna indicam diferencas significativas
para as comparacOes entre tratamentos (Teste de Tukey, p<0,05).



109

5 DISCUSSAO

A producéo e liberacdo de insetos em numero suficiente e com a qualidade
apropriada para induzir uma alta proporcdo de acasalamentos estéreis numa populagédo
selvagem, é um dos principais requisitos para o sucesso da SIT e tecnologias relacionadas
(PARKER, 2005). O requerimento de um alto nimero de insetos pode demandar a
otimizacdo do sistema produtivo e como consequéncia, esse aumento na escala de
producdo resultaria em uma queda no custo médio de producdo (economia de escala).
Contudo, durante a otimizacdo da criacdo, a qualidade do inseto produzido deve ser
considerada (CALKINS & PARKER, 2005). Melhorias na tecnologia de criacdo e
mudancas nos procedimentos realizados tem contribuido grandemente para a reducéo no
custo medio de producdo de insetos (PARKER, 2005). Nesse sentido, o presente estudo
realizou diversos experimentos no intuito de aprimorar alguns fatores da criacdo em
massa de Ae. aegypti, sem reduzir a qualidade dos produtos (ovos e machos). Os
resultados obtidos em cada experimento e suas implicacfes para o planejamento e

aplicacdo da criagdo em massa sdo discutidos a seguir.

51  META |- PLANO DE APLICACAO EM MASSA DA LINHAGEM MBR-001

A avaliacdo dos dados produtivos da linhagem MBR-001 para uso em SIT,
revelou taxa média de eclosdo (62%), inferior aos dados obtidos por Carvalho et al. (2014)
para a linhagem OX513 A de Ae. aegypti (81,3 %). A eclosdo de larvas pode estar
relacionada com fatores como a temperatura de imerséo e a condicao fisiol6gica dos ovos
(periodo de quiescéncia/idade) (CHRISTOPHERS 1960, ALMEIDA, 2005; DIENG et
al., 2006). Nesse sentido, os lotes avaliados neste estudo foram produzidos para a

manutencdo da Coldnia matriz. Assim, ovos de diferentes idades foram utilizados.

Com relacdo ao rendimento de pupas dessa linhagem, ainda que a criacdo larval
tenha sido realizada em menor densidade (1 larva/mL), o rendimento diario foi inferior
ao esperado, uma vez que para a producdo de machos para liberacdo (densidade 2,25
larvas/mL) CARVALHO et al. (2014) obteve somente no primeiro dia de coleta
rendimentos superiores para machos (30 %) e fémeas (15%) em compara¢do com o
presente estudo. Uma explicacdo plausivel para o baixo rendimento da linhagem MBR-

001 em condicBes criagdo em massa relaciona-se com a origem da linhagem: ovos
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coletados na cidade de Juazeiro, sertdo da Bahia, nordeste do pais. No nordeste, 0s
reservatorios para armazenamento de agua sdo os criadouros predominantes de Ae.
aegypti. Em 2014, estes dep0ositos representaram 78,8 % dos criadouros e em 2015, este
numero subiu para 82,2% (M.S.,2015). Nesse contexto, é provavel que a densidade de
larvas seja baixa nestes reservatorios, devido ao grande volume de 4gua que armazenam.
Assim, o baixo rendimento de pupas em alta densidade larval poderia estar relacionado
as caracteristicas genéticas da populacdo que originou a linhagem. Contudo, outros

fatores como adaptacdo a temperaturas mais elevadas também precisam ser avaliados.

O tamanho das pupas pode ser correlacionado com o tamanho do imago
(KOENRAADT, 2008; CARVALHO et al., 2014). Na criacdo dos lotes de colbnia, este
parametro foi avaliado a partir da mensuracéo da largura do cefalotdrax das pupas. Assim,
o tamanho médio do cefalotdrax de machos (1,06 mm e 1,04 mm) e fémeas (1,27 mm e
1,29 mm) foi similar entre as linhagens MBR-001 e OX513A, respectivamente
(CARVALHO et al., 2014).

Apesar do tamanho semelhante entre as fémeas das linhagens MBR-001 e OX513
A, a fecundidade total das fémeas da MBR-001 foi aproximadamente 50 % menor que a
das fémeas da linhagem OX513A (48 ovos/fémea) em dois ciclos. A massa da pupa esta
significativamente correlacionada com a fecundidade de fémeas. Pupas maiores geram
fémeas maiores, que por sua vez, produzem mais ovos por ciclo reprodutivo em
comparacdo com as fémeas menores (BAR-ZEEV, 1957; STEINWASCHER, 1982),
provavelmente por conseguirem ingerir maior quantidade de sangue (BAR-ZEEV, 1957).
Nesse sentido, a baixa fecundidade da MBR-001 em relacdo a OX513 A pode estar
relacionada a outros fatores e ndo ao tamanho das fémeas, pois como descrito
anteriormente as pupas apresentaram tamanho similar, foram desenvolvidas com a

mesma dieta larval se alimentaram do mesmo tipo de fonte sanguinea.

Com relacdo aos experimentos desenvolvidos para a determinacdo de parametros-
chave para criagdo em massa, a propor¢ao sexual ndo afetou a fecundidade das fémeas ou
taxa de eclosdo (fertilidade) das larvas. Considerando que em densidades adequadas de
adultos, uma maior producéo de ovos por gaiola pode ser alcangada com o incremento da
quantidade de fémeas na gaiola (ZHANG et al., 2018), a proporcdo de 3: 1 (9:J) é a mais
indicada para a manutencdo da colonia matriz. A mesma propor¢do também foi

considerada adequada por Carvalho et al. (2014) para Ae. aegypti e Zhang et al. (2018)
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para Ae. albopictus. De acordo com este ultimo autor, o risco de reducdo da diversidade
genética da linhagem pode ser minimizado através da realizacdo de cruzamentos

periddicos com material bioldgico selvagem.

Neste experimento, diferentemente da avaliagdo da col6nia matriz, as fémeas
apresentaram alta fecundidade (~66 ovos/fémea) quando realizaram deposi¢do de ovos
de forma individual. Entretanto, também foi observado que 75 % das fémeas do estudo
ndo ovipositaram ao longo de sua vida. De acordo com Hartberg (1971), fémeas muito
jovens desta espécie sdo refratarias a inseminacdo: apds emergirem podem copular,
porém ndo ocorre inseminacdo quando estdo na idade entre 24 e 72 horas. Fémeas
utilizadas neste estudo tinham entre 48 e 72 h de idade quando a cépula foi induzida, a
mesma idade relatada por Carvalho et al. (2014) para a col6nia matriz. Assim, 0s
resultados sugerem que as fémeas da linhagem MBR-001 atingem a maturidade sexual
mais tardiamente em comparagdo com a linhagem transgénica. Mais estudos sao
necessarios para verificar tal suspeita, porém, caso seja confirmada, o protocolo para
manutencdo da coldnia matriz devera ser adaptado para delongar a inoculacdo de machos
nas gaiolas ou o primeiro repasto sanguineo. No entanto, vale ressaltar que a metodologia
utilizada pode ter interferido negativamente na fecundidade, pois neste estudo as fémeas
foram adormecidas (knockdown) em freezer — 20°C, diferentemente do que foi descrito

por loshino (2018, manuscrito em avaliacdo) que utilizou uma atmosfera de COa.

Foi observado que os ovos da MBR-001 sdo mais leves em comparagdo com
outras linhagens de Ae aegypti. Um grama de ovos da linhagem estudada corresponde a
121.000 ovos, enquanto a mesma massa representa ~80.000 ovos da linhagem transgénica
0X513 A (CARVALHO, 2013) e ainda, ~105.000 ovos da linhagem Rockefeller (dados
Moscamed Brasil, manuscrito em preparacéo. Os dados foram semelhantes ao obtido por
Zheng et al. (2015) ~115.000 que também analisou ovos cuja populacdo de origem é da
cidade de Juazeiro (mas com locais de coleta distintos dos utilizados para MBR-001).
Ainda que as fémeas das linhagens MBR-001 e OX513A tenham tamanhos semelhantes,
como descrito anteriormente, os ovos da primeira linhagem possuem menor peso em
comparagdo com a segunda. Assim, pode-se inferir que ha uma variabilidade genética

entre as linhagens quanto ao tamanho e/ou peso dos ovos.

O cérium do ovo diminui a perda de agua para o ambiente (CLEMENTS, 1992).

Numa avaliagdo interespecifica entre Ae. aegypti e Ae. albopictus, Sota & Mogi (1992)



112

detectaram que quanto maior o volume do ovo, maior tolerdncia a dessecacdo. Por outro
lado, o grau de resisténcia a dessecagdo dos ovos pode variar de forma interespecifica
(Ae. aegypti e Ae. albopictus) e até mesmo entre populacdes de uma mesma espécie
(SOTA; MOGI, 1992); JULIANO et al. 2002), muitas vezes relacionada a variacoes
climaticas (ALMEIDA, 2005). Nesse contexto, as plantas de ambientes &ridos e
semiéridos como a Caatinga, possuem algumas caracteristicas morfoldgicas de cunho
adaptativo ao estresse hidrico. Dentre elas, pode-se citar a reducdo da relacdo entre
superficie e volume das folhas para reduzir a perda de agua (BARROS; SOARES, 2013).
Fazendo uma analogia com esses vegetais, é provavel que o menor volume dos ovos da
MBR-001 seja também uma adaptacéo as condic¢des climéticas do local de origem da

linhagem, no intuito de minimizar a perda de agua.

A MBR-001 apresentou rendimento de machos inferior a linhagem transgénica,
uma vez que foram recuperadas 15% de pupas-machos (em dois dias de coleta), enquanto
paraa OX513 A o rendimento de machos foi de 30 % de machos (um dia de coleta). Além
disso, o rendimento para obtencdo de machos para a liberacao (densidade de criacdo: 2.25
larvas/mL) foi menor em comparagdo com o rendimento de machos para manutencao da
colonia (densidade de criagdo: 1.0 larvas/mL). Novamente, a criagdo em densidades mais

elevada pode ter influenciado negativamente este parametro biologico.

Diante da baixa produtividade da linhagem MBR-001 em compara¢do com a
transgénica, foi possivel pressupor as principais implicacfes, para a sua producdo em
massa. De forma geral, aproximadamente 10 % do total de ovos produzidos em uma
criacdo em massa sdo usados para a manutencdo da prépria colénia matriz e o restante,
para a producdo de lotes dos machos para liberacdo (CARVALHO et al., 2014; ZHANG
et al., 2018) e estoque emergencial. Contudo, devido a reduzida fecundidade das fémeas
e 0 baixo rendimento de machos (producéo para liberacdo) da linhagem MBR-001, uma
porcentagem superior seria exigida (17%) e consequentemente, seriam necessarias mais
que o dobro de gaiolas/semana do tipo PVVC (150 gaiolas) em comparag¢ao com a linhagem
transgénica (63 gaiolas). Além disso, a producdo de um milhdo de machos/semana para
liberacdo da linhagem MBR-001 demandaria um tamanho exorbitante de cada lote
semanal de criagéo larval (1.019 bandejas), enquanto para a linhagem OX513 A, 543
bandejas seriam necesséarias. Tal fato resultaria em um consumo semanal de 4.750 litros

de &gua e 9,5 quilos de dieta a mais em comparacdo com a linhagem transgénica.
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Assim, a MBR-001 exige um aumento médio de 109 % no sistema de producgéo
em comparacdo com a linhagem transgénica. Soma-se a este aumento, importantes itens
ndo mensurados nesse estudo, como a area construida e capacidade instalada da biofabrica
e ainda, o numero de colaboradores. Dessa maneira, todos esses acréscimos acarretariam
em um custo dispendioso com a criagdo em massa da espécie. Considerando que €
necessario um equilibrio entre aprimorar a criagdo em massa, reduzir custos e produzir
machos de qualidade (CARVALHO et al., 2014), algumas adaptacBes no protocolo de
criacdo sdo necessarias para essa cepa, bem como sdo imprescindiveis experimentos que
conduzam a uma melhor rela¢éo custo-beneficio para a producdo em grande escala dessa

linhagem.

52  META Il — PADRONIZACAO E APRIMORAMENTO DO SISTEMA DE
PRODUCAO EM MASSA

5.2.1 Aprimoramento de gaiolas de adultos para a producdo em massa de Ae.
aegypti

A producdo de ovos sustenta uma criacdo em massa. Neste estudo, foi
desenvolvida uma grande gaiola de criacdo em massa (GCM-I1). A analise comparativa
entre a operacdo da gaiola grande e pequena (PVC) revelou que a mortalidade e a
fecundidade das fémeas ndo foram afetadas na GCM-II. Balestrino et al. (2014) também
ndo encontraram diferencas entre a fecundidade das fémeas mantidas em gaiolas
pequenas ou grandes. Contudo, a taxa de ecloséo (fertilidade) foi superior na GCM-11 em
relagdo a gaiola PVC. Nesse sentido, a unido sexual ocorre durante o voo para Ae. aegypti,
sendo a frequéncia do batimento alar um dos atrativos para a copula (FORATTINI, 2002).
Considerando que as paredes da GCM-II sdo de tela, as fémeas podem receber mais
estimulos externos e, portanto, voarem mais vezes em compara¢do com fémeas mantidas
nas gaiolas PVC. Somado a isso, tem-se o fato do maior volume da GCM-II, que contribui
para voos mais longos. Tais fatores possivelmente, aumentam a probabilidade de
encontro entre machos e fémeas e consequentemente, a taxa de inseminagdo de fémeas,
o0 resultando em uma taxa de ecloséo (fertilidade) mais elevada.

Com relacéo a operacionalidade e funcionamento da gaiola, foi observado que
nem todas as fémeas subiram (~1/5 da gaiola) para se alimentar na fonte sanguinea.

Balestrino et al. (2014) ndo relataram esse comportamento em seu estudo com Ae.
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albopicus na MPC. Por outro lado, Zhang et al. (2018) ao testarem uma grande gaiola em
posicao vertical (altura 50 cm) e horizontal (altura 30 cm), sugeriram que a altura da
gaiola tenha influenciado a taxa de alimentacdo das fémeas, uma vez que a maior
fecundidade foi apresentada por fémeas criadas na gaiola na horizontal. Portanto, os
mesmos autores recomendaram que é necessario um equilibrio entre a altura e largura
para o desenvolvimento de uma estrutura ideal. Todavia, vale ressaltar que na GCM-II,
esse comportamento provavelmente, sera minimizado com a utilizacdo do sistema de
tubos para alimentacdo sanguinea, uma vez que o sistema esta situado a 71 cm de altura,
26 cm mais baixo que o sistema de placas.

Foi observado ainda que na GCM-II, houve um padrdo de movimentacdo das
fémeas na gaiola de acordo com a fase do ciclo reprodutivo em que se encontravam: no
periodo pré-alimentacdo sanguinea (dois dias antes do repasto), as fémeas se
concentravam na parte frontal superior da gaiola (central de manipulagéo), que também é
o local mais préximo da &rea de movimentacdo do operador ou de outras pessoas que
circulam no laborat6rio; no periodo pos-prandial as fémeas se distribuiram
uniformemente sobre toda a area de repouso da gaiola; no dia pré-oviposicao, as fémeas
passaram a ocupar a area inferior da gaiola, mais préxima a area de oviposicao, ainda que
essa ndo estivesse preparada com agua e sitios de postura; em seguida, as fémeas
retornavam para a parte frontal da gaiola, como descrito acima. Tal padrdo de
movimentacdo pode ter contribuido para a maior mortalidade de fémeas, pois ao se
concentraram em determinados pontos da gaiola, a densidade de adultos e a competicdo
por espaco aumentaram. Como citado anteriormente, na GCM-II as fémeas estdo mais
expostas a estimulos externos. Portanto, é possivel presumir que em melhores condi¢des
de isolamento (ex.: gaiolas em racks com capas de tecido), a mortalidade de fémeas
poderia ser menor e consequentemente, a producdo de ovos aumentaria.

Por fim, com relacdo a estrutura da gaiola, a Aedes MPC foi fabricada em aco
inoxidavel, mas de acordo com o Balestrino et al. (2014), modelos em plastico ou
aluminio estavam sendo avaliados por serem mais leves e terem menor custo. Nesse
sentido, a GCM-II foi desenvolvida em aluminio, sendo mais leve e com um custo
ligeiramente inferior a MPC. Entretanto ainda é uma gaiola com valor elevado e por essa
razdo, sua fabricacdo em plastico ou acrilico precisa ser avaliada. Além disso, nos pré-
testes realizados com a GCM-I, as fémeas ovipuseram ndo somente no papel destinado a

postura, como também nas paredes internas da gaiola. Devido a tal fato, foi necessario
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adaptar um sistema de canaletas na gaiola, o que levou ao desenvolvimento do protétipo
Il da GCM (GCM-II). As canaletas solucionaram o problema da oviposicdo, porém,
aumentaram a possibilidade de escape dos individuos (observacdo pessoal). Dessa
maneira, os fatos relatados reforcam a necessidade de avaliagdo da GCM-I11 fabricada com
outros materiais.

Grandes gaiolas de criacdo em massa além de proporcionarem uma maior
producdo de ovos devido ao maior numero de mosquitos, também reduzem o espaco
necessario para a criacdo, minimizam o escape de adultos durante a manipulacéo e ainda,
diminuem o trabalho manual durante sua operagdo (ZHANG et al., 2018). Entretanto,
devem ser tdo ou mais eficientes que as gaiolas pequenas (PVC), sem reduzir a
fecundidade e a taxa de eclosdo dos ovos (BALESTRINO et al., 2014; MAMAI et al.,
2017; ZHANG et al., 2018). Portanto, quando eficientes, sdo estratégicas para o
aprimoramento de uma criagdo em massa e contribuem para a reducdo dos custos
operacionais. Nesse contexto, a GCM-II foi a primeira grande gaiola testada para Ae.
aegypti e os resultados obtidos neste estudo revelam sua eficiéncia na producdo em massa

de ovos dessa espécie.

5.2.1.1 Efeito da densidade de adultos e do tipo de gaiola de adultos para a producéo
em massa de ovos

O numero de adultos por superficie de repouso vertical em uma gaiola (DRS) é
um parametro importante para uma adequada cria¢do de mosquitos (GERBERG, 1970;
BALESTRINO et al., 2014). O presente estudo avaliou quatro diferentes DRS para a
manutencdo de adultos em gaiolas de criagdo. Os resultados obtidos indicam que as
densidades mais adequadas para a criacdo de adultos sdo as intermediarias, entre 1.4 e 1.7

cm? para cada mosquito.

Na presente pesquisa, a linhagem Rockefeller foi selecionada devido a
estabilidade de sua criacdo sob condicdes artificiais, reduzindo-se ou eliminando-se,
efeitos de outros fatores além do modelo de gaiola e densidade de adultos, na producédo
de ovos e sobrevivéncia dos insetos. Um efeito da gaiola combinado com a densidade de
adulto foi observado apenas na utilizacdo da DRS 1.0 que resultou em uma alta
mortalidade de fémeas e menor producdo de ovos somente na GCM-II. Zhang et al.

(2018) também detectaram menor fecundidade em gaiolas de criagdo em massa com
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densidades mais altas (DRS=0.5), mas os autores desconsideraram a mortalidade em suas
anélises. E possivel que o padrdo de movimentagio das fémeas mantidas na GCM-II
descrito no item 5.1.1.1, somado a maior abundancia de adultos nessa GCM tenham

contribuido para a mortalidade mais acentuada em relacdo a PVC.

A densidade de criacdo de adultos pode afetar a fecundidade das fémeas e
consequentemente, a producéo total de ovos (ZHANG et al., 2018). No presente estudo,
a fecundidade total (1° e 2° ciclos) ndo variou entre as DRS avaliadas em grandes gaiolas
de criagdo. Entretanto, a densidade de adultos influenciou a fecundidade das fémeas
mantidas em gaiolas PVC, sendo detectado que fémeas mantidas em densidades de
criacdo mais altas (DRS 1.0) depositaram menos ovos quando comparadas com fémeas
criadas em densidades mais baixas (DRS 2.0).

E provavel que exista um limiar entre a densidade de adultos e os pardmetros
bioldgicos afetados pela mesma (LINTS & LINTS, 1969; PETERS & BARBOSA, 1977).
Assim, deve haver um equilibrio entre a densidade de criacdo e a producdo de
ovos/fecundidade feminina para a criacdo de adultos em gaiolas (ZHANG et al.; 2018).
Em um estudo conduzido por Mamai et al. (2017), foi observada a diminui¢do da
fecundidade das fémeas de Anopheles arabiensis com 0 aumento da densidade de adultos.
A fecundidade das fémeas na GCM-I1 em qualquer densidade avaliada (29 ovos/fémea/1°
ciclo) foi superior a obtida por Balestrino et al. (2014) com a criacdo de Ae. albopictus na
MPC na DRS 1.7 (16 ovos/fémea/1° ciclo), gaiola. Entretanto, ja foi relatado que fémeas
de Ae. aegypti se alimentam melhor que fémeas de Ae. albopictus em condicGes de
laboratorio (SOEKIMANI et al. 19841° apud BALESTRINO et al., 2014). Apesar disso,
os dados de fecundidade total (dois ciclos reprodutivos) do presente estudo (62
ovos/fémea) foram similares aos alcancados por Zhang et al. (2018) com a criacdo de Ae.
albopictus em grandes gaiolas nas DRS 0.9 e 0.6 (64 ovos/fémea). Vale ressaltar que o
mesmo autor acrescentou ATP (Adenosina Trifosfato) no sangue oferecido para as
fémeas e comprovou o aumento da fecundidade com esse suplemento. Com relacao as
gaiolas PVC, os resultados de fecundidade foram superiores aos obtidos por Carvalho et
al. (2014), que obteve uma media de 48 ovos/fémea (dois ciclos reprodutivos) na criagéo
com gaiola PVC mantida sob uma alta densidade (DRS 0,9).

©YSOEKIMANI, S.; MACHFUDZ; SUBAGYO, S. ADIPOETRO, YAMANISHI H. AND
MATSUMURA, T. Comparative studies on the biology of Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) and Aedes
albopictus (Skuse, 1895) in a room condition. ICMR Ann. 4: 143P151, 1984.
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De acordo com Zhang et al. (2018), a fecundidade das fémeas pode ser afetada
pela qualidade do sangue, volume de sangue ingurgitado, estado de inseminacéo, dentre
outros fatores. Portanto, esses aspectos podem estar relacionados com as diferencas
encontradas entre as repeticGes do experimento e representam um cenario real da criacédo

em grande escala.

A taxa de eclosdo diminuiu com o aumento da densidade de adultos nas GCM-II.
Diferentemente do observado na gaiola PVC em que essa reducéo foi observada somente
para a DRS 1.4. Portanto, considerando as varia¢Oes significativas entre rodadas desse
experimento (Item 4.2.2.2), mais avaliacdes referentes a esse parametro seriam relevantes
para a confirmacdo deste resultado. Além disso, no estudo de Zhang et al. (2018) nao
houve diferenca na taxa de eclosdo de larvas de Ae. albopictus provenientes de fémeas

mantidas em grandes gaiolas sob diferentes DRS.

No estudo de Zhang et al. (2018) ao avaliar diferentes DRS (0,9; 0,68 e 0,54) para a
criacdo de Ae. albopictus em grandes gaiolas, a utilizacdo da densidade intermediaria
(DRS= 0,68) também foi recomendada para a producéo em grande escala de ovos. Nesse
contexto, na medida em que a taxa de eclosdo indica a fertilidade, a DRS mais adequada
para a criacdo de adultos sera aquela que propiciar a melhor relacéo entre fecundidade e
fertilidade. Assim, as GCM-1I mantidas nas DRS 1.7 e 1.4 produziram a maior quantidade
de ovos (290.000 e 377.000, respectivamente) e apresentaram taxas de eclosdo similares
entre si (81 % e 74 %, respectivamente). Com base nesses dados, a quantidade de ovos
viaveis produzidos em cada gaiola foi de aproximadamente 235.000 (DRS 1.7) e 279.000
(DRS 1.4). Portanto, em condicdes de grande escala, é vidvel manter gaiolas sob DRS
1.4, que garantiriam cerca de 45.000 mais ovos com um uso de apenas 1250 fémeas a
mais que a DRS 1.7.

Finalmente, a proporcdo 3%9:13 apresentou resultados semelhantes de
fecundidade e fertilidade em comparagdo com as demais propor¢des avaliadas para a
linhagem MBR-001. Além do mais, essa proporc¢do foi indicada para a criagdo em massa
de Ae. albopictus (ZHANG et al. ,2018). Nesse sentido, a utilizagdo dessa proporgéo
sexual em uma GCM-11 sob DRS 1.4 certamente levaria a uma producao de 550.000 ovos
em sua vida Util. Na criacdo em massa de Ae. albopictus, foi observado que com uma
maior proporcdo de machos em uma gaiola (1:1) o assédio as fémeas para realizacdo da

copula foi intenso (ZHANG et al. 2018). Assim, 0 mesmo autor presume que a utilizagéo
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de uma maior proporcdo de fémeas na gaiola diminuiria a perseguicdo pelos machos,
contribuindo para uma melhor sobrevivéncia e fecundidade das fémeas. Portanto, a
criacdo de adultos na GCM-II com uma proporc¢do de 39: 12 sob uma DRS de 1.4,
presumivelmente, levaria a um aumento da producao de ovos viaveis de Ae. aegypti. Os
resultados deste estudo podem contribuir para o aprimoramento da produgdo em massa
de ovos dessa espécie.

5.2.2  Avaliacdo do padrao de eclosédo de Ae. aegypti, linhagem MBR-001

A protandria é definida como o fendmeno em que machos se desenvolvem mais
cedo que fémeas dentro de uma mesma geracdo (ALTO et al. 2005), uma caracteristica
apresentada por Ae. aegypti que favorece a criacdo de lotes de machos para liberacdo na
auséncia de uma linhagem GSS, na medida em que prové maior recuperagéo inicial de
machos (PUGGLIOLI et al., 2013). Nesse estudo avaliou se a protandria expressa-se
ainda na fase de eclosdo. A avaliacdo da eclosdo revelou que o numero de larvas eclodidas
se correlaciona com o tempo do processo, sendo maior nos minutos iniciais. Além disso,
larvas machos e fémeas eclodiram de forma uniforme ao longo do processo de eclosao,

ndo havendo predominancia de algum dos sexos nos periodos avaliados.

A eclosdo de larvas de Ae. aegypti esta relacionada com fatores como a
temperatura de imersdo e a condicédo fisiolégica dos ovos (tempo de armazenamento)
(CHRISTOPHERS, 1960; (DIENG et al., 2006), e é estimulada pela baixa concentracdo
de oxigénio dissolvida na d&gua (CLEMENTS, 1992). Entretanto, apesar do estimulo a
que os ovos foram submetidos neste estudo, os resultados indicaram que a eclosdo variou
em funcdo do tempo de exposicdo. Foram observadas diferencas entre os individuos
quanto a resposta ao inicio da eclosdo, uma vez que apesar da maioria das larvas terem
eclodido rapidamente (até 60 minutos), 14% delas eclodiram até o fim do processo de

eclosdo (120 minutos).

Com relagdo a uniformidade dos sexos na ecloséo de larvas machos e fémeas,
ainda que a espécie apresente protandria, ndo houve influéncia do sexo no comportamento
deste parametro. Assim, esta caracteristica bioldgica pode estar relacionada a outros
processos nos estadios tardios do desenvolvimento larval, como a nutrigdo. As larvas de

Ae. aegpti devem atingir um determinado peso critico e reserva de glicogénio para
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atingirem um estado competente e consequentemente, sofrerem metamorfose para o
estagio de pupa. Esse peso critico € maior para larvas fémeas do que para larvas machos
(CHAMBERS; KLOWDEN, 1990).

Apesar de ndo ser o objetivo do experimento, quando se considera cada tempo de
avaliacdo, foi observado que a proporgdo de machos foi ligeiramente maior que a de
fémeas. Tal fato indica que machos sdo predominantes na progénie da linhagem MBR-
001, com uma frequéncia média de 55%. De acordo com Dieng et al. (2006) na
reproducdo de mosquitos, o pai (mosquito macho) é quem determina a proporcao da
progénie e, dada a segregacdo normal, igual nimero de machos e fémeas é esperado.
Contudo, os dados do presente estudo corroboram a varios estudos que registraram a
predominancia do género masculino, com fémeas presentes numa frequéncia de 35 a 45%
em Ae. aegypti (CHRISTOPHERS, 1960; DIENG et al., 2006).

5.2.3 Desenvolvimento de dietas alternativas para a criacao larval

A qualidade da dieta larval e as condi¢Oes de criagéo influenciam fortemente as
caracteristicas morfolégicas e comportamentais dos mosquitos em sua fase adulta
(BRIEGEL; KNUSEL; TIMMERMANN, 2001; COHEN, 2001; BENEDICT et al.,
2009; GUNATHILAKA et al., 2017). Assim, em programas de controle de mosquitos
que envolvem o uso da SIT, a producdo em massa de machos estéreis competitivos requer
uma dieta que forneca os nutrientes necessarios para o adequado desenvolvimento larval
e que seja de baixo custo (PARKER, 2005; BOND, 2017). Neste estudo, seis formulacdes
de dietas foram desenvolvidas e avaliadas para a criacdo larval de Ae. aegypti. As
formulacGes estudadas atenderam aos requisitos supracitados e apresentaram resultados
em seus parametros biolégicos e produtivos semelhantes ou superiores em comparagao

com a dieta controle (racdo Sera Vipan®).

Larvas de Ae. aegypti precisam atingir um peso critico para que ocorra a
metamorfoses larva-pupa (CHAMBERS & KLOWDEN, 1990). Neste estudo, o tempo
de desenvolvimento Li-pupa foi semelhante entre as dietas avaliadas, indicando que todas
elas forneceram os nutrientes necessarios para que as larvas alcangassem o peso critico.
Nesse contexto, a duracdo da fase imatura € um aspecto importante para a criacdo em

massa, uma vez que influencia os custos de producdo (GUNATHILAKA et al., 2017).
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No presente estudo, a taxa de sobrevivéncia Li-pupa atingiu, valores superiores a
89%, ndo sendo afetada pela dieta utilizada durante a criacéo larval. Valores semelhantes
de sobrevivéncia (90%) foram registrados para larvas de Ae. albopictus desenvolvidas na
dieta IAEA ! (p/v 4%) usando uma densidade de 2 larvas/mL (PUGGLIOLI et al., 2016).
BOND et al. (2017) também constataram taxas de sobrevivéncia entre 94 e 98% para Ae.
aegypti, ndo sendo observadas diferencas entre as dietas testadas pelos autores (IAEA e
dieta de rato de laboratorio- LabDiet 5001, respectivamente). A levedura de cerveja é um
ingrediente comum entre as dietas supracitadas e as dietas avaliadas no presente estudo.

Além disso, a farinha de soja também esta presente na LabDiet.

Quanto a sobrevivéncia do estagio de pupa, os resultados revelaram um
comportamento semelhante deste parametro entre as formulacGes de dietas avaliadas e a
dieta controle. Apenas a dieta Il (77%) registrou sobrevivéncia inferior a dieta controle.
Normalmente, pupas mortas seriam consideradas na avaliagdo da taxa de emergéncia.
Entretanto, optou-se por avaliar essa mortalidade de forma separada, devido a algumas
observacOes durante a realizacdo do experimento: 1) grande parte das pupas mortas
recuperadas da dieta Ill eram brancas (recém formadas); 2) as pupas sobreviventes,
apresentavam dificuldade para se locomoverem na &gua, nadando de forma mais lenta e
com impulsos mais fortes em relacdo as pupas desenvolvidas nas demais dietas, mas
quando retiradas da agua de criacdo larval, continuavam a nadar com certa dificuldade,
mas mortalidade diminuia consideravelmente. Tal comportamento pode estar relacionado
com a elevada proporcdo de gema de ovo em p6 (80%) presente na composicao da dieta
I11, cuja concentracdo de colesterol é alta (225mg/ unidade de gema) (NOVELLO et al.,
2006; TACO, 2011). Vale ressaltar que o colesterol ndo pode ser disperso em agua sem
a ajuda de um agente emulsificante e, portanto, o efeito de seu excesso pode ser de
caracteristica fisico-quimica. Durante a realizacdo do experimento ndo foi observada
formacdo de barreira fisica (tipo biofilme) na dgua, mas a insolubilidade do colesterol
pode ter dificultado a manutencdo da pupa na superficie. Essa forma de vida quando
submersa por maior tempo tende a perder a flutuabilidade devido ao uso de oxigénio pelos
tecidos e ainda, se tornam muito pesadas para subir a superficie (CLEMENTES, 1960),
0 que consequentemente, contribuird para sua mortalidade devido a baixa captacdo de

u Dieta IAEA: Elaborada pela Organizacdo para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO)/Laboratério
de Controle de Pragas e Insetos- Agéncia Internacional de Energia Atémica (IAEA) para producdo em
massa de mosquitos, composta por farinha de atum, figado bovino em po, levedura de cerveja e mix de
vitaminas (DAMIENS et al., 2012; PUGGLIOLI et al., 2013).
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oxigénio do meio externo. Além disso, pupas-machos e fémeas desenvolvidas na dieta |11
eram mais pesadas que as pupas produzidas nas dietas V e Controle. Considerando a
composicdo da dieta I1l, o maior peso corpéreo pode estar relacionado com a maior

quantidade de lipideos.

Os requisitos nutricionais de um inseto, estdo relacionadas com o seu contetdo
corporeo e ndao com a composicdo de seu alimento natural (AKOV, 1962). Em Ae.
aegypti, as reservas de carboidratos e lipidios correspondem a maior propor¢do do peso
vivo total de larvas machos em comparacdo com fémeas (CHAMBERS & KLOWDEN,
1990). Considerando que as dietas foram testadas exclusivamente para a produgéo de
machos para liberacdo, as formulacdes I, 11, IV e V revelaram um maior rendimento de
machos em comparagdo com as demais dietas avaliadas. As dietas I, 11, IV e V contém
proporcao igual ou maior de carboidrato em relacdo as demais dietas. Bond et al. (2017)
obtiveram alta produtividade de machos de Ae. aegypti, com a utilizacdo de uma dieta de
rato com alta concentracdo de carboidratos (~65%). O desenvolvimento do mosquito
pode estar diretamente relacionado com a absorcao de carboidratos, uma vez que a queda
do horménio juvenil (JH) pode ser regulada pela obtencdo de reservas caloricas e pelo
aumento de alguns componentes dos carboidratos (JONES et al. 1981; CHAMBERS &
KLOWDEN, 1990). Ocorre que ambos fatores, possivelmente, iniciam a cascata
endocrinoldgica que culmina na reducdo do JH e consequentemente, as larvas param de
se alimentar e iniciam o processo de metamorfose larva-pupa (TELANG; FRAME;
BROWN, 2007). Outro fator é que o consumo de carboidrato provavelmente, leva mais
rapidamente a um ganho de peso, e consequentemente, 0 peso critico é atingido mais
ligeiramente em comparacdo com dietas com menor quantidade desse nutriente
(CHAMBERS & KLOWDEN, 1990).

A razdo sexual de pupas recuperadas foi semelhante entre as dietas na primeira
coleta de pupas, atingindo um valor médio de 0,72 de machos em relacéo ao total de pupas
formadas. O surgimento de machos previamente as fémeas é esperado devido a
protandria, uma caracteristica comum em espécies monogamicas ou sem sobreposi¢éo de
geracOes (ALTO et al., 2005; MERCERCER et al., 2008). Num contexto evolutivo, a
protandria aumenta a oportunidade de acasalamento dos machos com fémeas virgens
(MERCER et 1., 2008; YEE et al., 2012), uma vez que fémeas necessitam de uma
condicdo muito especifica em relacdo a copula/inseminacdo para serem poliandricas

(CARVALHO et al., 2018). Assim, a utilizagéo de dietas que sejam capazes de induzir a
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expressdo dessa caracteristica € primordial (PUGGLIOLI et al., 2013; BOND et al.,
2017), tanto para obter um alto rendimento de machos, quanto para reduzir o risco de

contaminacdo de fémeas durante a liberacdo de linhagens que néo séo GSS.

A taxa de producdo de pupas-machos nas primeiras 24 horas seguiu um padréo
semelhante entre as dietas avaliadas e atingiu valores médios superiores a 70%. Taxas de
producdo superiores a 85% foram relatadas por Puggioli et al. (2013, 2016) para Ae.
albopictus e por Bond et al. (2017) para a Ae. aegypti quando utilizadas as dietas IAEA e
LabDiet 5001, respectivamente. Na producdo em massa, € importante recuperar uma
maior quantidade de pupas-machos dentro de um curto espaco de tempo, para
potencializar a eficiéncia dos métodos de separacdo sexual (PUGGIOLI et al. 2013;
BOND et al., 2017). Assim, com maiores taxas de producdo de pupas-machos num
intervalo de 24 hs, evitaria realizar uma segunda coleta de pupas que consequentemente
reduziria os custos relacionados com o consumo de agua (para criacao e separacao), dieta
e numero de colaboradores necessarios para realizar todos os demais procedimentos
envolvidos no processo de criacdao. Além disso, altas taxa de producao de pupas-machos
em 24 hs sugerem uma maior sincronizacdo do periodo de formagdo dos pupérios. Tal
fato contribuiria para uma determinagdo mais exata da idade da pupa (PUGGLIOLI et al.,
2013), parametro “crucial” para o processo de esterilizag¢do, considerando que ha uma
idade adequada para realizacdo do processo de esterilizacdo , quanto para reduzir 0s
possiveis danos decorrentes do processo de ;irradiacdo realizado durante esse estagio
biolégico (BALESTRINO et al., 2010; PUGGLIOLI et al., 2013, VIANEZ, 2018).

Considerando que em projetos pilotos da TIE com Ae. aegypti sdo utilizados
machos estéreis provenientes das duas primeiras coletas de pupas (CARVALHO et al.,
2015; GARZIERA et al., 2017), foi avaliado o rendimento acumulado de machos para
cada dieta testada. Neste sentido, as dietas I, Il, IV e V apresentaram altos rendimentos
de pupas-machos considerando ambas coletas. Mas apenas a dieta Il apresentou 0 maior
rendimento (45%) em relacdo as dietas com maior propor¢do de proteina (I11 e VI) e em
comparagdo com a dieta controle (37%).

A nutricdo larval adequada para mosquitos requer aproximadamente quatorze
aminoéacidos, carboidratos, acidos graxos polinsaturados, esterdis e nucleotideos e cerca
de oito vitaminas (KLEINIAN et al.,1977; DADD et al., 1988; KHAN; FARID; ZEB,

2013). Akov (1962) demonstrou que dietas contendo as vitaminas tiamina, piridoxina,
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riboflavina, niacinamida ou pantotenato de célcio comprometeram a sobrevivéncia dos
primeiros instares larvais de Ae. aegypti. No presente estudo, esses nutrientes foram
fornecidos principalmente através das farinhas de aveia e de soja e levedura. Nesse
sentido, com relacdo ao desempenho da dieta Il, sua formulacdo contém a maior
proporcdo dos ingredientes levedura: 20 % e farinha de aveia: 31%, dentre as dietas
avaliadas, além de grande quantidade de soja (20%). Além disso, essa dieta contém a
maior proporcdo de farinha de grdo-de-bico em comparacdo as demais dietas. Essa
leguminosa possui grande quantidade de triptofano e metionina, aminoacidos presentes
em pequenas proporcgdes nos cereais (SHAN, et al., 1987; (KHAN; VREYSEN, 2011)
e tem sido eficiente nas dietas desenvolvidas para Anopheles sp. ((KHAN; VREYSEN,
2011); KHAN & AZEB, 2013).

No estudo conduzido por Akov (1962), observou-se que ao adicionar levedura a
uma dieta a base de caseina (proteina), o desenvolvimento larval foi mais satisfatorio o
que, provavelmente, € resultado de uma dieta mais palatavel. O mesmo autor sugere que
o efeito positivo de uma fonte proteica esteja relacionado ndo somente ao seu valor
nutritivo, mas também pelo fato de que as larvas ndo se alimentam o suficiente quando
criadas em dietas com sabor menos agradavel. O balanco nutricional e a palatabilidade
das formulacdes desenvolvidas conduziram a um desempenho favoravel na criacao larval,
eliminando a necessidade da adi¢do de ingredientes onerosos como vitaminas sintetizadas

ou figado bovino em po, utilizados em outras dietas para criagdo em massa de mosquitos.

Inesperadamente, as dietas que apresentaram resultados biol6gicos e produtivos
mais favoraveis (I, 11, 1V e V), foram também as que revelaram menor custo total por
quilograma de dieta (~ R$31; R$19; R$ 35 e R$ 22, respectivamente). Nesse contexto, a
utilizacdo dessas dietas na criacdo em massa de Ae. aegypti poderia reduzir os custos com
alimentacdo larval entre oito e dezessete vezes, a depender da dieta utilizada. Vale
ressaltar que o custo de cada dieta pode se tornar ainda menor quando os ingredientes
forem adquiridos em grandes quantidades, o que seria 0 cenario real de uma biofabrica
de producédo de insetos. Além disso, considerando o rendimento acumulado obtido no
presente estudo, a producdo larval utilizando as dietas supracitadas acarretaria em um
menor requerimento de gramas de ovos de Ae. aegypti para a criagcdo dos lotes, menor
quantidade de bandejas de criacdo larval e consequentemente, menor consumo de agua.

Portanto, a reducdo dos custos extrapolaria os valores apresentados na Tabela 13.
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Outro ponto favoravel a ser considerado no que refere ao custo-beneficio é que os
ingredientes utilizados nesse estudo podem ser facilmente obtidos a pre¢os acessiveis no
mercado nacional. A dieta controle (Sera Vipan®- racdo para peixes ornamentais),
sugerida no protocolo de Carvalho et al. (2014) além de dispendiosa, € importada, o que
limita sua compra a poucos fornecedores e aumenta as chances de indisponibilidade no
mercado nacional por haver apenas um Unico revendedor no pais. A dieta IAEA por sua
vez, tem um custo aproximado®? de R$ 70,00/kg, enquanto a dieta de rato avaliada por
Bond et al. (2017) é de baixo custo (R$8,00/kg) 2 Apesar do valor da dieta de rato ser
inferior ao valor das dietas desenvolvidas nesse estudo, a LabDiet 5001 também apresenta
alguns pontos desfavoraveis para sua utilizagdo no Brasil: 1) Valor condicionado ao valor
do dolar; 2) é uma dieta importada, e portanto, os gastos referentes a importacdo devem
ser agregados ao valor final do produto; 3) compras em grandes quantidades diminuiriam
0 custo, mas isso dependeria do tempo de validade da dieta; 4) oscilacbes de

disponibilidade do produto pelo distribuidor brasileiro.

Considerando que o sucesso do controle autocida requer a producdo de machos
estéreis de qualidade, estudos complementares que avaliem a longevidade do adulto e sua
competitividade sexual devem ser conduzidos para definir a dieta mais eficiente
(PARKER, 2005; BENEDICT et al., 2009; PUGGLIOLI et al., 2016; SOMDA et al.,
2017) para a criacdo em massa desta linhagem de Ae. aegypti. Neste contexto, embora
estes parametros bioldgicos ainda precisem ser avaliados, o presente estudo revelou
quatro dietas potenciais (I, Il, IV e V), com destaque para a dieta Il, cuja utilizacdo na
criacdo larval conduziu a melhores resultados quando comparada com a dieta controle.
Os resultados deste estudo sugerem que a dieta Il constitui uma opcéo favoravel para a
criacdo em massa de machos estéreis de Ae. aegypti, linhagem MBR-001 visando sua

utilizacdo em projetos de SIT.

5.2.4 Determinacdo da densidade 6tima para a criacéo larval

O desenvolvimento e sobrevivéncia em Ae. aegypti estdo relacionados com a
densidade intraespecifica de criacdo de seus estagios imaturos (COURET; DOTSON;

BENEDICT, 2014). Na producdo em massa de mosquitos €& desejavel um

12 US$18.00 e US$2,00, respectivamente. Conversdo de moedas realizada em 15/07/2018.
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desenvolvimento larval rapido e com alta sobrevivéncia, um tamanho padronizado dos
individuos e sincronismo na formacdo de pupas (MEDICI et al., 2011). A fim de
determinar a densidade étima para a criacdo larval de Ae. aegypti, foram avaliadas
densidades larvais entre 1 e 4 larvas/mL. Os resultados obtidos mostraram que a
densidade de criacdo larval afetou a porcentagem de recuperacdo de pupas e
principalmente, o peso corporal de machos nessa fase de vida.

A duracao do tempo de criacdo larval € um parametro relevante para a criacdo em
massa na medida em que influencia diretamente os custos de produgéo (PUGGLIOLI et
al., 2016). No presente estudo, o tempo de desenvolvimento (Li-pupa) ndo foi afetado
pela densidade de larvas, corroborando os estudos de Beserra; Fernandes, Ribeiro (2009)
para Ae aegypti e Medici et al. (2011) para Ae. albopictus. Nos trabalhos conduzidos por
Gilles et al. (2011) para Anopheles arabiensis, e Pugglioli et al. (2016) para Ae.
albopictus, foram detectadas diferencas no tempo de desenvolvimento larval quando este
parametro esteve associado a diferentes propor¢des de dietas. Assim, observou-se que 0
aumento da densidade larval relacionado a menores niveis de dieta prolongou o tempo de
desenvolvimento ou quando em niveis de dieta mais altos, reduziu o tempo de
desenvolvimento larval. Provavelmente, esse padrdo € resultante da competicdo
intraespecifica pelo recurso alimentar.

A densidade de criacdo também ndo acometeu a sobrevivéncia (L1-pupa), assim
como no estudo de Beserra; Fernandes, Ribeiro (2009). Pugglioli et al. (2016), por sua
vez, revelou menor sobrevida em densidades baixas combinadas com maior tratamento
alimentar (maior quantidade diaria de alimento). A autora considera que a menor
sobrevivéncia se deve ao excesso de dieta residual na bandeja de criacdo, uma vez que as
larvas foram incapazes de consumir toda o alimento oferecido. Assim, os resultados
obtidos na pesquisa atual demonstram um equilibrio entre a quantidade de dieta oferecida
por larva (regime de alimentacdo BMB) e as densidades de criacdo de larvas avaliadas.

A criacdo larval em densidade baixa (1.0 larvas/mL) acelerou a producdo global
de pupas em relagdo as densidades mais altas no primeiro dia de coleta.
Aproximadamente metade dos individuos criados sob tal densidade se tornaram pupas
nas primeiras 24 horas. Entretanto, a razdo sexual (&) nesta densidade foi inferior a razéo
sexual das densidades mais altas que 2,25 larvas/mL, como resultado do maior

rendimento de pupas-fémeas também formadas.
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Grandes diferencas entre o rendimento de machos na primeira coleta foram
detectadas somente quando densidades larvais extremas foram utilizadas (1 e 4
larvas/mL). A criacdo na densidade mais baixa rendeu aproximadamente o dobro de
machos em comparacdo com a densidade mais alta. Como esperado, as densidades larvais
que propiciaram a maior recuperacdo de pupas-machos na primeira coleta tiveram
menores rendimentos na segunda e terceira coletas. Contudo, o rendimento de machos
desenvolvidos nas densidades acima de 2,25 larvas/mL foi equivalente entre a primeira e

segunda coletas.

A densidade larval mais extrema (4 larvas/mL) apresentou maior recuperacao de
machos na segunda coleta em comparacdo com a primeira. Os dados corroboram a Medici
et al. (2011) que também relatou menor recuperacdo de machos em 24 hs nas densidades
mais elevadas de criacdo larval. A recuperacdo de fémeas nesse periodo também se
mostrou inversamente proporcional a densidade de criacdo. Maior quantidade de pupas-

fémeas no primeiro dia de coleta tornam a separacao de pupas mais laboriosa.

O tamanho de Ae. aegypti € altamente sensivel a densidade larval
(JIRAKANJANAKIT et al., 2007). O presente estudo revelou que a criagdo em menores
densidades produziu pupas-machos com maior peso corporal, exceto para as densidades
2,0 e 4,0 que ndo apresentaram padrdo diferente. Os resultados foram similares aos
obtidos por Timmermann& Briegel (1993) e Beserra; Fernandes, Ribeiro (2009) que
detectaram uma relagé@o inversamente proporcional entre densidade larval e tamanho dos
machos da mesma espécie (aumento da densidade, diminuicdo do tamanho). Medici et al.
(2011) também obteve pupas de Ae. albopictus com cefalotérax mais largos quando
desenvolvidas em densidades mais baixas de criacdo larval. Considerando que a
competicdo pode afetar diretamente a protandria (KLECKNER et al. 1995), mesmo que
o recurso alimentar esteja em quantidade adequada, o desenvolvimento sob alta densidade
larval pode dificultar o forrageamento das larvas. Nessas condi¢cdes, 0s machos
minimizam o tempo de desenvolvimento e se tornam pupas com menor massa corporal
(KLECKNER et al. 1995). Todavia, como relatado anteriormente, a formacdo de pupas
na densidade de 4 larvas/mL se deu de forma proporcional entre as duas primeiras coletas.
Tal fato pode ter contribuido para que essas larvas consumissem maior quantidade de
comida em relacdo as densidades de 2,5 a 3,5 larvas/mL e portanto, obtivessem peso
corporal também similar as pupas criadas sob densidades baixas. Vale ressaltar que nos

estudos de Timmermann & Briegel (1993), Jirakanyanaki et al. (2007), Beserra,;
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Fernandes, Ribeiro (2009) e Medici et al. (2011), as densidades avaliadas foram baixas
em relagéo ao presente estudo, variando entre 0,04 e 1,5 larvas/mL.

Diferentemente dos machos, a massa corporal das fémeas ndo foi afetada pela
densidade de criacdo nos dois primeiros dias de coleta. Contudo, na terceira coleta a
relagdo inversa entre densidade larval e peso também foi observada. Nesse dia de coleta,
as fémeas apresentaram maior massa corporal em relacao as fémeas produzidas nos dois
primeiros dias. Do mesmo modo, Medici et al. (2011) detectou variagdo entre 0s
tamanhos de fémeas de Ae. albopictus com a criacdo em diferentes densidades larvais.
No entanto, 0 mesmo autor sugere que a diferenca de tamanho entre os sexos (essencial
para 0 processo de separacdo de pupas) € geneticamente impulsionada, sendo pouco

influenciada pelas condigdes de criacao.

Dentre cada densidade avaliada, os machos da primeira coleta apresentaram maior
peso corporal em relacdo aos machos da segunda coleta. Embora ndo avaliadas
estatisticamente, essas diferencas sdo cruciais para a definicdo de quais machos devem
ser liberados (somente primeira coleta ou ambas). Além disso, no presente estudo 0s
individuos foram alimentados de acordo com o regime para a criagdo de machos para
liberacdo. Portanto, apesar de estudos com o regime alimentar para a col6nia ainda
precisarem ser realizados, os resultados referentes ao peso das fémeas sdo importantes
para a definicdo da melhor densidade larval para criacdo de lotes de colonia, pois fémeas
maiores produzem mais ovos por ciclo reprodutivo (BAR-ZEEV, 1957;
STEINWASCHER, 1982).

A emergéncia de adultos foi satisfatéria em todas as densidades avaliadas. Assim,
de forma geral, a densidade de criacdo larval influenciou apenas no rendimento e peso
corporal dos individuos. De forma geral, a densidade larval € um dos fatores que acarreta
na competicdo larval, que incorre em um custo especifico para cada sexo. Para minimizar
os efeitos da competicdo em sua aptiddo, machos e fémeas parecem manter a
caracteristica mais importante de sua histéria de vida (para machos, o tempo de
desenvolvimento e para fémeas, o peso corporal) (BEDHOMME et al., 2003). Tal fato é
de extrema importancia para a criagcdo em massa, considerando que dependendo dos fins
para 0s quais a criagdo é realizada (manutencéo da col6nia ou producdo de machos para
liberacéo), diferentes densidades larvais séo utilizadas.
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A taxa de producdo de pupas-machos em 24 hs é um parametro de extrema
relevancia para a criacdo em massa, uma vez que determina a quantidade de machos que
podem ser recuperados para liberacdo (PUGGLIOLI et al., 2016). Nesse estudo, uma alta
produtividade masculina (~78 %) foi obtida na densidade larval mais baixa (1 larva/mL)
em comparacdo com densidades mais altas. Uma inversdo desse padrao foi observada na
taxa de producdo em 48 hs. Assim, a alta produtividade obtida na segunda coleta
compensa a baixa produtividade da primeira ou vice e versa. Isso reflete no rendimento
acumulado de machos que se mostrou similar entre as densidades avaliadas. Nesse
sentido, em cenérios de producdo em que somente um dia de coleta de pupas sera
utilizado, a criacdo larval em densidades mais baixas serd a mais apropriada.

A criacdo larval em densidades altas ndo se mostrou favoravel, uma vez que o
rendimento acumulado de machos foi semelhante entre as densidades avaliadas. Todos
esses fatores incorrem diretamente nos custos de producdo em massa do mosquito.
Considerando a planilha PSP (4.3.3), pode-se observar que guanto maior a densidade
larval utilizada, menor quantidade de bandejas, carrinhos e espaco fisico serdo
necessarios e ainda, e o consumo de &gua e dieta serdo inferiores. Assim, de forma geral,
0 presente estudo evidenciou que a criacdo sob densidades de até 2,25 larvas/mL tem
resultados produtivos similares entre si e que essas densidades sdo 6timas para a criacao
em massa de Ae. aegypti. Além disso, a densidade larval pode ser um fator manipulavel
dentro do sistema produtivo Gtil para a adequar o tamanho dos machos produzidos ao
tamanho dos machos selvagens provenientes da area-alvo onde o controle vetorial

autocida devera ser realizado.

5.3 META Ill- PROCESSOS POS-PRODUCAQ: CONDICOES PARA TRANSPORTE
DE ADULTOS

O transporte de mosquitos adultos estéreis € 0 método mais viavel (CULBERT et
al., 2017). Contudo, ndo existem referéncias que sustentem a praticabilidade desse
método para Ae. aegypti, 0 que seria de extrema relevancia para aplicacdo do controle
autocida. Neste sentido, o presente estudo determinou condi¢Ges iniciais para viabilizagdo
do transporte de machos estéreis de Ae. aegypti resfriados (imobilizados). Foi

determinada o intervalo de temperatura ideal, o periodo-limite para imobilizacdo e
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manipulagdo dos mosquitos e a partir desses parametros, definiu-se a faixa de temperatura
adequada para o transporte avaliados em trés diferentes duragdes.

Na aplicacdo da TIE, o tamanho da &rea a ser tratada e consequentemente o
nimero de insetos requeridos, pode determinar se € mais vantajoso construir uma
instalagdo de criacdo em massa para produzir os insetos estéreis no local ou transporta-
los de uma biofébrica instalada em outra regido (PAGABELEGUEM et al., 2015), uma
vez que o custo de instalacdo de uma fabrica pode ser maior que os custos referentes ao
transporte dos machos. Nos casos em que o transporte € op¢do mais viavel, a imobilizacéo
dos insetos através do resfriamento pode ser utilizada. Nessa pesquisa, todas as faixas de
temperatura e periodos avaliados para imobilizagdo dos machos estéreis ndo
comprometeram a habilidade de voo testada em condicdes laboratoriais e a sobrevivéncia
dos mosquitos em condicdo de estresse. O resfriamento de insetos adultos para o
transporte impede que o chogue mecanico danifique os machos durante todo o trajeto e
ainda, reduz o metabolismo dos mesmos (CULBERT et al., 2017).

Entretanto, foi contatado que a faixa de temperatura elevada avaliada (6 a 9 °C)
os mosquitos foram “parcialmente imobilizados”, uma vez que permaneceram imoveis
nas paredes dos recipientes utilizados, ndo se despregando das paredes diferentemente do
comportamento observado para as demais faixas avaliadas. Em uma situacdo de
imobilizacdo por resfriamento, os individuos perdem a forca ou a coordenacéo para ficar
em pé (DAVID et al., 1998; MACMILLAN; SINCLAIR, 2011). O resfriamento de
insetos ocasiona em um “coma frio”, onde a transmissdao € o movimento neuromuscular
sdo interrompidos, porém esse é um estado é reversivel (MACMILLAN & SINCLAIR,
2011). Nesse sentido, machos “parcialmente imobilizados” poderiam sofrer maiores
danos fisicos devido a incompleta paralizagdo do seu sistema neuromuscular, uma vez
que acondicionar mosquitos para o transporte sem sua completa imobilizacdo seria
laborioso e consequentemente, exigiria maior espacgo para transporta-los. Por outro lado,
os efeitos dessa faixa de temperatura elevada na imobilizacdo dos adultos podem ser
interessantes para fins de liberacdo terrestre, ou aérea, ja que provavelmente os adultos
despertariam, mais rapidamente quando liberados.

Baseados nos resultados da primeira etapa do experimento, e nas diretrizes dos
programas de SIT para o controle da mosca-do-mediterraneo, C. capitata (ZAVALA-
LOPEZ & ENKERLIN, 2017), definiu-se para a imobilizagdo dos insetos a faixa de

temperatura de 2 a 5°C durante um periodo de 45 minutos (15 min) como limite para
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exposicdo dos machos ao resfriamento. Em um cenério de producdo em massa, este
periodo seria suficiente para imobilizar os mosquitos em camaras frias e acondiciona-los,
ainda “nocauteados” nos dispositivos de transporte. Além disso, foi determinada uma
faixa de temperatura moderadamente mais alta para o transporte dos machos estéreis (4 a
7°C), em que eles estivessem totalmente imobilizados.

Os dados obtidos neste experimento foram similares aos encontrados por Culbert
et al. (2017). Esses autores definiram a temperatura de 6°C como ideal para o transporte
de machos estéreis de Anopheles arabiensis. Contudo, 0s mesmos autores recomendaram
uma temperatura entre 4 e 10 °C durante o transporte, prevendo oscilagdes de £ 3°C em
torno da temperatura 6tima definida. O transporte de adultos imobilizados tem sido
utilizado para algumas espécies-alvo de SIT, tais como moscas-das-frutas dos géneros:
Ceratitis e Anastrepha, Bactrocera e Dacus). Na Guatemala e México, rotineiramente é
realizada a imobilizacdo de adultos machos estéreis da mosca-do-mediterraneo entre 2 e
5 °C durante 45 + 15 minutos, com subsequente transporte para o aeroporto em um
veiculo refrigerado (10 e 14 °C) (SAGARPA-SENASICA, 2013; ZAVALA-LOPEZ &
ENKERLIN 2017).

No caso da mosca-do-mediterraneo, o nivel de dano ao inseto exposto as baixas
temperaturas é diretamente proporcional a duragio da exposicdo (ZAVALA-LOPEZ &
ENKERLIN. 2017). No presente estudo, a incubacdo por até seis horas na temperatura
para transporte (4 a 7°C) ndo afetou a habilidade de voo e a sobrevivéncia dos individuos
sob condicbes de estresse. Culbert et al. (2017) avaliaram diferentes periodos de
transporte (1, 4, 8 e 24 horas) e ndo obtiveram efeito da temperatura na sobrevivéncia de
mosquitos machos imobilizados por até 24 horas.

Outro importante parametro avaliado foi o tempo de recuperacdo dos mosquitos
apos o resfriamento (despertar até voar). Este parametro bioldgico parece estar
diretamente relacionado com o tempo de exposicdo a baixas temperaturas
(MACDONALD et al., 2004; MACMILLAN & SINCLAIR, 2011). Neste estudo, ao
contrario do esperado, machos imobilizados e incubados durante duas horas demoraram
mais tempo para se recuperarem em relagdo aos machos incubados por periodos mais
longos. Portanto, estudos complementares sao necessarios para avaliar se existe um limiar
de tempo de exposicdo a baixas temperaturas que influencie no periodo de recuperagéo
dos mosquitos. Além disso, no estudo de Culbert et al. (2017), o tempo de recuperagédo

de todos os adultos de A. arabiensis expostos durante 20 minutos, foi inferior (~ 110
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segundos) ao obtido neste trabalho, considerando temperaturas entre 4 a 7°C. Contudo, é
sabido que o tempo de recuperacdo provavelmente, varia de acordo com as condigdes
ambientais da sala, incubadoras (maior ou menor oscilacdo da temperatura), materiais
utilizados para acondicionamento dos individuos e principalmente, diverge
consideravelmente entre espécies e populacdes de insetos (MACMILLAN & SINCLAIR,
2011).

Diferentemente do trabalho realizado por Culbert et al. (2017), a atual pesquisa
foi conduzida com machos estéreis, representando o cenario real do transporte de adultos,
0 que aumenta a precisdo das condicOes para transporte de mosquitos aqui definidos.
Além disso, a sobrevivéncia foi avaliada sob condicdo de estresse (sem alimento),
simulando o pior cenario de liberacdo em campo aberto, em que 0s machos poderiam ndo
encontrar nenhuma fonte alimentar. Pardmetros como compactacdo de adultos para o
transporte e longevidade dos adultos resfriados (FAO/IAEA/USDA, 2014) ainda
necessitam ser avaliados. Além disso, como esses machos precisam sobreviver ao
transporte e uma vez liberados competir com os machos selvagens pela copula com a
fémea, a competitividade entre machos por copula apds as condicBes de transporte
também precisa ser avaliada (CULBERT et al., 2017). Contudo, os resultados obtidos s&o
inéditos para Ae. aegypti e contribuem para a definicdo das condicGes para o transporte
de machos estéreis desta espécie. Tais condi¢des sdo fundamentais no desenvolvimento
de diretrizes para distribuicdo de mosquitos estéreis entre biofabricas e centros de

liberacdo.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos na Meta “Plano de aplicacdo para a producdo em massa da
linhagem MBR-001", permitem concluir que podem existir diferencas nos parametros
produtivos entre linhagens de uma mesma espécie. Assim, a criagdo em massa de cada
linhagem deve considerar aspectos da histéria de vida e caracteristicas adaptativas da
populacédo fundadora da colbnia. Para tanto, ajustes no protocolo de criacdo podem ser
necessarios, para maximizar a produtividade sem detrimento da qualidade. Esses ajustes
podem ser cruciais na medida em que estdo diretamente ligados & demanda de espaco
fisico da biofabrica, custo e mao-de-obra.

Com relagdo a Meta de “ Padronizacao e aprimoramento do sistema de producéo
em massa”, foi desenvolvido um novo modelo de gaiola de criagdo em massa (GCM-II),
que apesar de necessitar de melhorias, encontra-se pronta para utilizacdo. Além disso, foi
observado que diferentes densidades de criacdo de adultos podem aumentar ou diminuir
a producdo total de ovos viaveis e que possivelmente, 0 modelo/estrutura da gaiola pode
afetar a produtividade em densidades muito altas. Ainda sobre tal meta, referente a
padronizacdo e aprimoramento da criacdo larval, detectou-se que a protandria ndo se
manifesta desde 0 momento da eclosdo das larvas e que possivelmente, esta relacionada
com aspectos fisioldgicos/genéticos exibidos em fases mais tardias do desenvolvimento
larval. Trés dietas larvais formuladas com insumos nacionais de baixo custo,
apresentaram resultados superiores a dieta atualmente indicada para a criacdo em massa
da espécie. Ademais, uma ampla faixa de densidades 6timas de criacdo larval (1 a 2,25
larvas/mL) foi determinada como eficiente. Tais definicdo contribuirdo para a
padronizacdo e otimizacao das condi¢Oes ideais de producdo de machos de qualidade,

com a melhor relagéo custo beneficio possivel.

Sobre a Meta “Processos pos-producdo: condigdes para o transporte de adultos”,
a imobilizacéo de Ae. aegypti em baixas temperaturas se mostrou viavel, pois ndo afetou
a sobrevivéncia ou habilidade de voo. Ainda que testes complementares para avaliar a
competitividade desses machos devam ser realizados, recomenda-se para a imobilizacéo
de Ae. aegypti o periodo de 45 minutos (2 a 5°C) e o transporte por até seis horas numa
temperatura entre 4 e 7°C. Tais resultados podem contribuir para ampliar a area de acéo
de uma biofabrica de mosquitos.
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Considerando todas as metas delineadas, o presente trabalho forneceu
informagdes, produtos e/ou condi¢bes que contribuiram para o desenvolvimento de um
protocolo padronizado e para o0 aprimoramento da criacdo em massa de Ae. aegypti,
visando a producéo de alta qualidade e a reducdo dos custos operacionais em estratégias

de controle que demandem a produgdo em massa desse vetor.
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