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RESUMO

Aedes aegypti emerge como o principal vetor responsavel pela propagacéao de
arboviroses como febre amarela, dengue, chikungunya e Zika, especialmente
no cenario brasileiro, onde surtos simultdneos dessas enfermidades tém sido
observados desde 2015. Uma estratégia efetiva para mitigar a incidéncia
dessas doencas é o controle dos insetos vetores, e a Técnica do Inseto Estéril
(TIE) se destaca como uma abordagem de monitoramento genético que se
baseia na supressdo populacional mediante a esterilizacdo de machos,
geralmente por meio de radiacdo ionizante. O presente trabalho se prop6s a
avaliar o efeito genotoxico daradiacao ionizante na geracao parental (FO) e nas
duas geracOes seguintes consecutivas (F1 e F2), de Aedes aegypti, por meio
dos ensaios cometa e micronucleo. Para tanto, uma linhagem pupas machos
de A. aegypti foram submetidas a radiacdo gama, em doses de 20, 30, 40 e 50
Gy. Apos esse procedimento, foi analisada a taxa de oviposicdo nas geracdes
F1 e F2, bem como aviabilidade dos ovos. O efeito mutagénico foi avaliado por
meio do Teste do Micronucleo: em larvas (ganglio cerebral), machos adultos
(tdbulos de Malpighi e fémeas adultas (ovocitos). A avaliacdo genotoxica foi
conduzida por meio do Ensaio Cometa em larvas e adultos em células da
hemolinfa. Os resultados dos parametros fecundidade e fertilidade indicam que
houve transferéncia dos danos recebidos pela geracdo parental para primeira
geracéo filial, o que foi confirmado pelos dados mutagénicos obtidos a partir do
teste do microndcleo. Quanto a genotoxicidade, na geracdo FO, foi observado
um padrdao dose-resposta, em que o indice de danos aumenta
proporcionalmente ao aumento da dose de radiacdo. Os resultados sugerem
que a dose de 50 Gy apresenta maior seguranca para uso na TIE, visto que
nessa dose, a taxa de fertilidade observada é menor que 2%. O presente estudo
€ pioneiro no acompanhamento do efeito genotdéxico e mutagénico nos
individuos descendentes de A. aegypti, expostos a radiacdo gama. Portanto
faz-se necesséario novos estudos a fim de entender os efeitos da radiacao

ionizante nesses individuos.

Palavras-chave: Ensaio cometa; Genotoxicidade; Micronucleo; TIE.



ABSTRACT

Aedes aegypti emerges as the main vector responsible for the spread of
arboviruses such as yellow fever, dengue, chikungunya, and Zika, especially in
the Brazilian scenario, where simultaneous outbreaks of these diseases have
been observedsince 2015. An effective strategy to mitigate the incidence of
these diseases is the control of vector insects, and the Sterile Insect Technique
(SIT) stands out as a genetic monitoring approach based on population
suppression through the sterilization of males, usually through ionizing radiation.
This study aimed to evaluate the genotoxic effect of ionizing radiation on the
parental generation (FO) and the two consecutive subsequent generations (F1
and F2) of Aedes aegypti, through comet and micronucleus assays. For this
purpose, a lineage of male A. aegypti pupae was subjected to gamma radiation
at doses of 20, 30, 40, and 50 Gy. After this procedure,the oviposition rate in the
F1 and F2 generations, as well as the egg viability, were analyzed. The
mutagenic effect was evaluated through the Micronucleus Test: in larvae (brain
ganglia), adult males (Malpighian tubules), and adult females (oocytes).
Genotoxic evaluation was conducted through the Comet Assay in larvae and
adult hemolymph cells. The results of fecundity and fertility parameters indicate
that damage transferred from the parental generation to the first filial generation,
which was confirmed by mutagenic data obtained from the micronucleus test.
Regarding genotoxicity, in the FO generation, a dose-response pattern was
observed in which the damage index increases proportionally with the increase
in irradiation dose. The results suggest thatthe dose of 50 Gy presents greater
safety for use in SIT, as at this dose, the observed fertility rate is less than 2%.
This study is pioneering in monitoring the genotoxic and mutagenic effects in
descendants of A. aegypti exposed to gamma radiation. Therefore, further
studies are necessary to understand the effects of ionizing radiation on these

individuals.

Keywords: Comet Assay; Genotoxicity; Micronucleus; SIT.
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1 INTRODUCAO

Arboviroses como febre amarela, dengue, chikungunya e Zika tém provocado
grandes impactos na saude publica nos paises tropicais, especialmente no Brasil,
onde, desde 2015, tem-se observado surtos conjuntos dessas doengas. O principal
vetor dessas arboviroses € o Aedes aegypti (FARAONE et al., 2021), mosquito
originario da Africa subsaariana, e que foi reintroduzido no Brasil, em 1976. A
reintroducéo no Brasil ocorreu depois de ter sido erradicado, entre as décadas de 50
e 60, numa campanha patrocinada pela Fundacao Rockefeller contra a febre amarela
nas Américas (BRAGA e VALLE, 2007).

O controle de insetos vetores em saude publica é realizado com a finalidade de
reduzir a densidade populacional de uma espécie-alvo, de forma consistente e
progressiva, amenizando a incidéncia de surtos e epidemias (BRAGA e VALLE, 2007).
No caso de Aedes aegypti, 0 controle populacional permanece como medida mais
eficaz de reducgédo da incidéncia de arboviroses devido a inexisténcia de vacinas ou
farmacos especificos para essas enfermidades, exceto a dengue, para qual existem
duas vacinas disponiveis no mercado brasileiro: DENGVAXIA (CYD- TDV),
desenvolvida pelo laboratério Sanofi Pasteur e a QDENGA (TAK-003), desenvolvida
pelo laboratério japonés Takeda Pharma Ltda, sendo incorporada no Programa
Nacional de Imunizacdo (PNI), distribuida em fevereiro de 2024, para jovens de 10 a
14 anos de forma gratuita (CAMARA et al., 2009; BRASIL, 2024).

As acdes de controle populacional no Brasil estdo mais voltadas a eliminagao
mecanica de criadouros potenciais e reais para larvas do mosquito, com a aplicacao
focal de inseticidas quimicos de efeito larvicida - aplicados em grandes reservatorios
de agua - ou de efeito adulticidas, sob a forma de borrifacdo espacial, em pontos

estratégicos onde ha demasiada prevaléncia do mosquito.

Entretanto, muitas espécies de mosquitos vém sendo relatadas na literatura
como resistentes a inseticidas (SAFI et al., 2019). Além disso, 0 combate ao mosquito
Aedes aegypti apresenta-se como laborioso e complexo demandando novas
estratégias para o seu controle. Metodologias ainda em estado piloto sdo promissoras,
tais como mosquitos transgénicos portadores de genes letais e mosquitos estéreis,

ambas voltadas para a eliminagcdo do mosquito em sua fase de ovo, além do uso de
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micro/nanoparticulas de cinzas volantes de 6leo pesado como larvicidas e pupicidas
(FLORENCIO, 2017; CARVALHO et al., 2014; BOSLY et al., 2023).

A utilizacdo de mosquitos estéreis, dentro da Técnica do Inseto Estéril,
conhecida como TIE, foi proposta por Knipling, nos anos 50 (KNIPLING, 1955;
KLASSEN; CURTIS, 2005). A TIE é considerada uma técnica de controle genético
baseada na supressao populacional por meio da esterilizacdo de machos, geralmente
por radiacdo ionizante (Raios-X e radiacdo gama), apesar de também poder serem
utilizados quimioesterilizantes, como substancias alquilantes e triazinas. No
ambiente, estes machos estéreis copulam com fémeas selvagens e a prole gerada
desse cruzamento € inviavel (DAME et al., 1964; REISEN, 1982;MASTRANGELO,
2011; OLIVEIRA et al., 2011; CARVALHO, 2012; OLIVA et al., 2012; LIMA, 2015;
ERNAWAN et al., 2017; BOND et al., 2019).

A TIE tem sido aplicada no controle populacional do A. aegypti em diversos
paises, como Estados Unidos da Ameérica (CHEN et al., 2022), Indonésia (ERNAWAN
et al. 2019), China (ZHENG et al. 2019), experimentalmente no México (BOND et al.
2019) e Brasil (FLORENCIO, 2017). Segundo relata Apley (2010) as primeiras
tentativas de controle do Aedes aegypti por meio da TIE foi realizada nos EUA entre
os anos de 1960 e 1961 por Harvey e colaboraradores, utilizando uma fonte de °Co.
Entretanto ndo foram bem-sucedidas, observando-se reducédo da competitividade de
acasalamento de machos estéreis comparado aos machos selvagens nao irradiados,
ocasionada por altos niveis de radiacdo (110-180 Gy) aplicadas muito cedo ao estagio

de desenvolvimento pupal.

E de suma importancia escolher a dose certa para programas TIE, oferecendo
um o equilibrio entre maximizar a esterilidade dos machos irradiados e, a0 mesmo
tempo, minimizar os efeitos negativos da radiacdo nas métricas de desempenho,
como longevidade e competitividade de acasalamento. Sabe-se que doses acima de
50 Gy garantem a esterilidade. Contudo, quanto maior a dose utilizada, maior é o
prejuizo no desempenho do macho irradiado, reduzindo a eficacia da técnica (LIMA,
2015).

Lima (2015), avaliou, em experimentos controlados de campo e em laboratorio,
as doses de 30, 40 e 50 Gy de radiagdo gama para a esterilizagdo do mosquito Aedes
aegypti, que envolvem a TIE. No entanto, apenas a dose de 50 Gy promoveu a

esterilidade total, mas ocorreu uma diminui¢cao da longevidade dos machos irradiados.
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Além disso, o estudo mostrou ser necessaria uma proporcao de 10 machos irradiados
para cada macho selvagem na competicdo por acasalamento, de tal forma que ocorra
0 aumento do percentual de ovos inviaveis. Para as dosesde 30 e 40 Gy, observaram-
se que os percentuais de ovos viaveis de fémeas (ndo irradiadas) e que cruzaram

com machos irradiados, foram de 42 % e 16 %, respectivamente.

Estudo realizado por Silva et al. (2021A) mostrou que ocorreu uma diminuicao,
apesar de ndo acentuada, da fertilidade e da emergéncia de adultospara as
geracbes F1 e F3, descendentes dos machos irradiados com dose de 40 Gy,
evidenciando a transmissédo da mutacgéo letal dominante, provocada pela radiacao
ionizante, para estas geracfes. Porém, os autores ndo realizaram nenhuma avaliacéo
citogenética nesses descendentes que permitisse identificar o dano provocado e

transmitido.

A formacdo de micronucleos e de aberracdes cromossOmicas sdo duas
importantes consequéncias prejudiciais e que caracterizam algum efeito genotédxico
em determinado organismo quando este sofre agressdo de um agente fisico, tal
como a radiacao ionizante (KRISHNA et al., 1991; ZANONI et al., 2005).

Diante os efeitos causados pela exposicdo a radiacdo ionizante por meio da
TIE, a avaliagdo do potencial genotdxico e mutagénico torna-se importante,
principalmente em descendentes de mosquitos irradiados com doses semi-
esteriliantes (< 50 Gy). Para avaliar as consequéncias desses danos genéticos,
existem diferentes testes, dentre eles podemos destacar o ensaio cometa (EC), o teste

de microndcleo (MN) e a andlise das aberracfes cromossoémicas.

E importante observar que os micronicleos nem sempre indicam mutacdes
letais dominantes especificas, pois sua formacao pode resultar de uma variedade de
eventos genotoxicos. No entanto, no caso em que 0 agente genotoxico que atua
seja apenas a radiacdo ionizante, o teste pode ser bastante util. O teste do
micronucleo in vivo, estd bem estabelecido como um padrdo em ensaios para
avaliacdo de mutagenicidade em nivel cromossdmico pois sua formagédo esta
associada a eventos de quebra cromossbmica e pode refletir danos genéticos
(CAMMERER et al., 2007). Além disso, a analise da frequéncia de micronucleos em
intérfase € um meio rapido e facil para determinar o efeito genotoxico sobre
determinado organismo (MATSUMOTO et al.,, 2006). O teste de genotoxicidade

ensaio cometa (EC), descrito primeiramente por Ostling e Johanson (1984) e
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modificado por Singh et al. (1988), € uma técnica capaz de detectar dano ao DNA em
células individualizadas, sendo um método rapido, muito sensivel e de baixo custo
(BELPAEME et al., 1998; COLLINS et al., 2008). Recentemente, o EC foi utilizado
para estudos do efeito genotdxico induzido por radiacdo gama em A.aegypti
(SHETTY et al., 2017; VERCOSA, 2019). Shetty et al. (2017) utilizando sete doses
diferentes de radiacdo gama, variando de 1 a 50 Gy, observaram um aumentolinear
significativo no dano ao DNA, sendo a extensdo do dano proporcional & dose de
radiagdo gama que o0 organismo recebeu, exceto naqueles tratados com 1 Gy.
Vercosa (2019) utilizando doses de 30, 40 e 50 Gy observou o aumento do indice de

dano e da frequéncia do dano com o aumento da dose dos individuos irradiados.

Para otimizacdo da TIE, percebe-se a necessidade de estudos que possam
identificar os efeitos genotdxicos e mutagénicos causados pela radiacao ionizante em
A. aegyptiirradiados e em seus descendentes, originados dos cruzamentos de fémeas
nao irradiadas com machos irradiados em doses menores que 50 Gy.

Diante disso, faz-se necessarios estudos que busquem identificar os possiveis
efeitos genotoxicos e/ou mutagénicos nos mosquitos descendentes de machos
irradiados em doses menores que 50 Gy, a fim de verificar se a mutacado causada pela
irradiacdo € passada ao longo das geracdes, e assim escolher a dose ideal a ser
utilizada nos programas de TIE, avaliando a seguranca da utilizacdo de doses que

ainda geram descendentes.
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2 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito genotdxico da radiacdo ionizante na geracao parental (FO) e

nas duas geracdes seguintes consecutivas (F1 e F2), de Aedes aegypti, por meio

dos ensaios cometa e micronucleo.

1.2 Objetivos Especificos

Avaliar a oviposicdo e eclosdo de ovos de fémeas néo irradiadas que
cruzaram com machos irradiados, nas doses de 20, 30, 40 e 50Gy, sendo
mantidos os controles;

Avaliar a oviposi¢édo e eclosdo de ovos de fémeas que cruzaram com
machos, ambos descendentes de machos irradiados nas doses de 20, 30
e 40 Gy, sendo mantidos os controles;

Analisar o efeito genotoxico em hemadcitos de machos adultos, controles e
irradiados na fase de pupa (geracao FO0), nas doses de 20, 30, 40 e 50 Gy,
edos descendentes adultos (machos e fémeas das geracdes F1 e F2) de
machos controles e irradiados nas doses de 20, 30 e 40 Gy, por meio do
ensaio Cometa;

Estimar a taxa de formacao de micronucleo em preparacgdes citologicas de
tubulos de Malpighi de machos adultos irradiados nas doses de 20, 30, 40
e 50 Gy e de seus descendentes, nas doses de 20, 30 e 40 Gy, sendo
mantidos os respectivos controles;

Estimar a taxa de formacéo de micronucleo em preparacdes citolégicas de
ganglios cerebrais de larvas e ovdcitos de fémeas adultas de A. aegypti,
nasgeracoes F1 e F2, descendentes de machos irradiados nas doses de

20, 30 e 40 Gy, sendo mantidos os controles.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aedes aegypti

A ordem Diptera abrange aproximadamente 85.000 espécies de insetos das quais
cerca de 200 podem agir como vetores de agentes (virus, bactérias, protozoarios e
helmintos) responsaveis por patologias que acometem o homem. Afamilia Culicidae é
formada por mais de 3.300 espécies de mosquitos classificados em 41 géneros, sendo,
no minimo, sete deles de significativa relevancia médica: Anopheles, Culex, Aedes,
Ochlerotatus, Psorophora, Haemagogus e Sabethes. No género Aedes, estdo
configuradas cerca de 900 espécies classificadas em 44 subgéneros, sendo um dos mais
representativos o Stegomyia (FORATTINI, 1962; SERVICE, 2004).

Aedes aegypti, Linnaeus 1762, ‘aedes’, do grego, odioso e ‘aegypti’, do latim,
do Egito) é originario do Egito, na Africa, e se espalhou por regiées tropicais,
subtropicais e temperadas desde o século XVI, provavelmente através de navios
negreiros (CLEMENTS, 1992; CONSOLI e OLIVEIRA, 1994; COSTA-DA-SILVA et
al., 2005). No Brasil, os primeiros relatos da espécie ocorreram no periodo colonial,
por meio do trafego de escravos originarios de regides onde o mosquito ja estava bem
estabelecido, entre os séculos XVI e XIX (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

A adaptacao desta espécie, a principio silvestre, aos espacgos urbanos, esta
ligada a existéncia de diversas areas propicias ao desenvolvimento de seus estagios
jovens e a seu alto grau de antropofilia (ACIOLI, 2006). Com relagao a distribuigcao, A.
aegypti aparece amplamente disseminado nas areas tropicais e subtropicais, entre as
latitudes 45° N e 35° S ou mesmo ultrapassando esses limites, porém nas areas
isotermais de 20 °C. A altitude também interfere na sua distribuicdo. Dificilmente é
visto acima dos 1.000 metros, no entanto ja foi divulgada sua existéncia a 2.200
metros acima do nivel do mar, na india e na Colémbia, o que comprova a elevada
adaptabilidade dessa espécie (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994).

A. aegypti (2n = 6 cromossomos), possui um par de cromossomos sexuais e
dois pares de cromossomos autossémicos (HEREIRA-ROJAS, 2007). Seu ciclo de
vida (Figura 1) compreende quatro estadios: ovo, larva (quatro estadios L1, L2, L3
e L4)e pupa, que ocorrem na agua, e a fase adulta (alada) que é terrestre,
apresentando, assim, uma metamorfose completa (FUNASA, 2001). Em regibes

tropicais, que € ocaso do Brasil, A. aegypti pode reproduzir em um periodo de 15 a
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30 dias.

Figura 1: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti: ovo, larva, pupa e
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adultos.
Fonte: Cadernos de atencdo basica do Mistério da Saude (2008).

Os ovos de A. aegypti medem cerca de 1 mm de comprimento, possui contorno
alongado e fusiforme, apresentam coloracao branca quando recém postose adquirem
coloracdo escura algumas horas apdés a oviposi¢cao (FORATINNI, 2002). A fémea de
A. aegypti oviposita cerca de 120 ovos/ciclo gonotréfico, dependendo daquantidade
de sangue ingerido. A oviposicao é realizada nos mais diferentes substratos capazes
de acumular agua, desde as paredes asperas, umedecidas e escurecidas, troncos de
arvores, cascas e frutas e outros ambientes naturais, quantode recipientes artificiais

preenchidos por agua fluvial ou do abastecimento publico.

Duas caracteristicas sdo fundamentais para a dispersdo do mosquito: a
primeira é a forma como ocorre a oviposi¢do, uma vez que a fémea procura diversos
locais para deixar os seus ovos e, a segunda, € a resisténcia dos ovos ao
ressecamento, baixa de temperatura e insolacdo, podendo permanecer vivo por até
450 dias em quiescéncia/dorméncia, sem o contato com a agua (SILVA e SILVA,
1999).

As larvas sdo exclusivamente aquaticas, sendo nesta fase onde ocorre a
alimentacdo por filtragdo do material organico encontrado nos criadouros. O
desenvolvimento ocorre em quatro estadios larvais (L1, L2, L3 e L4): o primeiro

estadio larval € a L1, que dura em média de 36 a 48 h e a larva mede



21

aproximadamente 2,5 mm; o segundo estadio é a L2, que dura de 24 a 36 h e larva
mede aproximadamente 3,9 mm; o terceiro estadio, L3, dura 36 a 48 h e a larva
alcanca 5,05 mm aproximadamente; e o quarto e ultimo estadio, L4, que dura de 48
a72healarvaé de aproximadamente 7,3 mm (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2009).

O seu completo desenvolvimento leva em torno de 6 a 10 dias e € influenciado
pela temperatura, luminosidade, salinidade, poluentes organicos e inorganicos,
disponibilidade de recursos alimentares e densidade populacional nos criadouros
(CLEMENTS, 1992).

Ao completarem o desenvolvimento larvar, avancam para o estadio de pupa,
quando n&o mais se alimentam e ocorre a primeira metamorfose (por se tratar de um
organismo holometabolo), uma vez que utiliza as reservas energéticas, armazenadas
durante o estagio de larva (CLEMENTS, 1992).

A pupa, morfologicamente, tem aspecto de “virgula” em virtude de a cabeca
unir-se ao térax, formando o cefalotérax. Seu corpo tem coloracdo esbranquicada
semelhantemente a larva, porém, a medida que se aproxima da transformacdo em
adulto, adquire coloracdo mais escura. Depois de 48 a 72 h do inicio da pupa, a forma
alada do mosquito emerge, por meio da segunda metamorfose, ou seja, passagem a
fase adulta (BESERRA et al., 2009). Ao emergir da pupa, na faseadulta, 0 mosquito
fica ainda por algumas horas nas paredes do criadouro até que o seu exoesqueleto e
asas estejam totalmente endurecidos (CONSOLI e OLIVEIRA 1994). Neste periodo,
0os machos sofrem a tor¢do da genitalia em angulo de 180° para tornar a copula

possivel.

Em sua forma adulta (Figura 2), o mosquito pode chegar de 3 a 6 mm de
comprimento, apresentando-se com coloragao geral enegrecida, e no térax apresenta
faixas branco- prateadas, formando um padréo de linhas caracteristico da espécie que
se parece com uma “lira” (FORATTINI, 2002; BECKER et al.,2003). Os mosquitos
apresentam dimorfismo sexual, pois a fémea apresenta antenas pilosas, palpos curtos

e probdscide longa, ao contrario do macho que possui antenas plumosas (Figura 03).
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Figura 2: Mosquito adulto de Aedes aegypti

Fonte: Geniton Vieira, Instituto Oswaldo Cruz (2021)

Figura 3: Dimorfismo sexual em mosquito Aedes aegypti adulto. (A) antenas pilosas em fémeas.
(B) Antenas plumosas dos machos
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Fonte: Dossié do mosquito (2005).
https://www1.folha.uol.com.br/infograficos/2015/04/119391-dossie-

do-mosquito.shtml.

Machos e fémeas procuram por fontes de carboidratos, como seivas vegetais,
néctares de flores, fundamentais para seu metabolismo basico, porém, as fémeas,
que sao hematofagas, também precisam de alimentacdo sanguinea obtida em
animais vertebrados, preferindo o sangue do homem (antropofilia), para a producéo
de ovos, estando apta para a postura dos ovos, cerca de trés dias apds o repasto,
dando, assim, inicio a um novo ciclo de vida do mosquito (FUNASA, 2001).

O mosquito fémea esta disponivel para o acasalamento em um Gnico momento
em sua vida, caracterizando um comportamento de monandria. Apos a coOpula, o
conteldo espermatico recebido é reservado em trés espermatecas, as quais sao

fundamentais para depositar, de forma vidvel, os espermatozoides ao longo do
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periodo de vida (CLEMENTS, 1992). As fémeas vivem aproximadamente 45 dias
e 0s machos um pouco menos que esse periodo (CLEMENTS, 1992; GLASSER e
GOMES, 2002).

A. aegypti passou a ter um comportamento estritamente sinantrépico e
antropofilico, o que o torna a espécie de culicideo mais associada ao ser humano, um
fator determinante para a trasmissao de patdogenos ao homem e a possibilidade de
uma rapida propagacéao viral, o que por sua vez pode levar a ocorrencia de epidemias
(GLORIA-SORIA et al., 2014). Diante disso as a¢fes de controle ao mosquito devem

ser direcionadas em todas as fases do seu ciclo de vida.

3.1.1 Aedes aegypti como vetor de arboviroses

As arboviroses sao doencas que apresentam grande morbidade e mortalidade
no mundo, causadas por virus transmitidos por artrépodes como mosquistos, moscas
e carrapatos, aos hospedeiros vertebrados, inclusive o homem (WEAVER e
BARRETT, 2004; VASILAKIS e TESH, 2015).

Dentre os mosquistos, Aedes aegypti destaca-se por ser o mais importante
transmissor de arbovirus para o ser humano, sendo considerado o principal vetor
nas Américas. Esse mosquito é exposto e interage com uma variedade de
microorganismos em seu ambiente, o que pode resultar na formacdo de uma
associacao vitalicia (DILLON e DILLON, 2004; DOUGLAS, 2011; COON et al.,2014).

Os mosquitos fémeas de A. aegypti infectam mais de 400 milhGes de pessoas
a cada ano com patégenos virais perigosos, incluindo dengue, febre amarela, Zica e
chikungunya, tornando-se um semi (LOPES et al. 2014; LIMA-CAMARA, 2016;
MATTHEWS et al., 2018, GLORIA-SORIA, 2022).

O virus dengue, pertence ao género Flavivirus, familia Flaviridae, teve origem
na Africa e difundiu-se pelo mundo, encontrando-se amplamente distribuido nas
regides Tropical e Subtropical (WEAVER, 2014). A incidéncia da dengue tem
aumentado globalmente nas dultimas décadas, sendo uma das arboviroses,
transmitidas por mosquitos, de maior repercussdo epidemiolégica na atualidade,
com uma estimativa global de cerca de 50 milhdes de casos anualmente,
culminando em cerca de 20 mil mortes (BHATT et al., 2013; AYUKEKBONG et al.,
2017).
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A dengue é endémica em mais de 129 paises, especialmente os localizados
nas regides tropicais e subtropicais, os quais possuem condi¢cdes climaticas e
ambientais favoraveis a reproducdo de mosquitos (DUARTE et al., 2021). No Brasil,
ocorre a circulagcéo de quatro dos cinco sorotipos existentes (DENV — 1, DENV — 2,
DENV - 3, DENV - 4), sendo o DENV-2 mais prevalente (BARRETO e TEIXEIRA,
2008; GUY et al, 2016; HUANG, 2021) e que tem causado uma situacao
hiperendémica no pais. Em 2024, entre as Semanas Epidemioldgicas 01 a 04, foram
notificados 243.720 casos provaveis de dengue, quando comparado com 0 mesmo
periodo de 2023, observa-se um aumento de 273% no numero de casos provaveis.
Nesse mesmo periodo foi identificada a circulagcdo dos quatro sorotipos supracitados
com predominéncia, até o momento, do DENV1, em 17 unidades da federagéo, em
nivel acima do esperado histérico (BRASIL, 2024).

O virus chikungunya (CHIKV), por sua vez, teve sua origem no oeste africano.
Pertencente a familia Togaviridae, era conhecido por causar surtos esporadicos na
Africa e no Sudeste Asiatico (PIALOUX et al., 2007). Segundo relatado pela
Organizacdo Mundial da Saude, o virus Chikungunya foi identificado em mais de 60
paises até o ano de 2018 (OMS, 2018). Em setembro de 2014, foram identificados
0s primeiros casos de transmissdo do virus Chikungunya no Brasil. Nesse ano,
1.425 casos foram confirmados, porém, no periodo que engloba 2014 até 31 de
dezembro de 2016, este nimero aumentou expressivamente, chegando a 17.971
casos confirmados. Nas SE 01 a 04 de 2024, foram notificados 14.958 casosprovaveis
de chikungunya, quando comparado com o mesmo periodo de 2023observa-se uma

reducao de 0,7% no numero de casos provaveis (BRASIL ,2024).

O virus Zika também tem sua origem em um ciclo silvestre de circulacao viral,
provavelmente na Africa. Pertencente a familia Flaviviridae, foi primeiro detectado
em uma floresta de Uganda (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Ficou restrita até a
metade da década de 2000 ao continente africano. Em 2007 causou uma epidemia
na Micronesia (DUFFY et al., 2009) e, a partir de abril de 2015, foram confirmados
laboratorialmente, os primeiros casos de transmissdo autéctone de febre pelo virus
Zika, em 18 estados da Federagéo Brasileira, ndo sendo oficialmente divulgado o
namero de casos confirmados. Porém, estima-se que de 500 mil a 1,5 milhdes de
pessoas tenham sido infectadas e foram confirmados trés casos de 6bito por esta

doenca (BRASIL, 2015). Entre as Semanas Epidemioldgicas 1 a 3 de 2024, foram
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notificados 105 casos provaveéis de Zika no Brasil, apresentando uma reducéo de 63%

Nnos casos provaveis, comparado ao mesmo periodo de 2023 (BRASIL, 2024).

A auséncia de vacinas eficazes aos virus torna o controle vetorial a principal
forma de contencéo destas doencas, exceto a dengue, para qual existe duas vacinas
tetravalente disponiveis no mercado, a DENGVAXIA (CYD-TDV) e a Qdenga. A
DENGVAXIA desenvolvida pelo laboratorio Sanofi Pasteur, foi aprovada em 2015 pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (SANOFI, 2019), no ano de 2017
passou a ser indicada somente para pessoas de 9 a 45 anos, por aumentar o risco de
doenca grave nas pessoas soronegativas para a dengue (LIM etal., 2016; GUBLER e
HALSTEAD, 2019; KIMBERLIN e LYNFIELD, 2021).

A Qdenga, do laboratdrio japonés Takeda Pharmaceutical Company, aprovada
em 2023 no Brasil, passou a ser incorporada, em fevereiro de 2024, no Programa
Nacional de Imuniza¢cGes (PNI) pelo Ministério da Saude, e sendo distribuida para
criangas de 10 a 14 anos de forma gratuita, em cidades com alta incidéncia da
Dengue, tornando o Brasil, o primeiro pais do mundo a oferecer o imunizante no
sistema publico de saude (BRASIL, 2024).

O controle de mosquitos pode ser feito de forma mecéanica, bioldgica e quimica,
para reduzir o seu tamanho populacional. O controle mecanico consiste em medidas
visando eliminar os criadouros do vetor (ZARA et al.,, 2016), o controle biolégico
consiste na utilizacdo de animais predadores ou parasitas, como os peixes larvéfagos
(Bettas) e bactérias (Bacillus thuringiensis var israelensis (Bti), Bacillus sphaericus e
Wolbachia pipientis) (CAVALCANTI et al., 2007; MACIAS et al., 2008),e o controle
quimico, normalmente direcionado aos estagios imaturos, por meio do uso de
larvicidas e adulticidas (GOVINDARAJAN e RAJESWARY, 2015).

A utilizacao inseticidas quimicos para o combate do A. aegypti pode acarretar em
desequilibrios nos ecossistemas, poluir o meio ambiente e provocar ressurgéncia de
pragas secundarias e ou ainda desenvolver resisténcia as subtancias mais empregadas
(MONTELLA et al., 2007; ARAUJO et al., 2013).

Os programas de controle vetorial, conduzidos pelos 6rgéos publicos tém foco
em estratégias que requerem a identificacdo de areas onde as ac¢des desenvolvidas
podem ser mais eficientes, com a finalidade de reduzir a densidade populacional, de
forma consistente e progressiva, amenizando a incidéncia de surtos e epidemias,
utilizando para isto inseticidas quimicos (BECKER et al, 2003; BRAGA e VALLE, 2007;
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FUNASA, 2002). No entanto, a resisténcia a um desses compostos tem sido referida
no Brasil e em outros paises, como uma caracteristica ao seu uso prolongado e
excessivo (ARAUJO et al., 2019).

Fica evidente que sdo necesséarias ferramentas de controle que sejam
inovadoras contra esse mosquito (BONIZZONI et al., 2013; McGRAW e O’NEILL,
2013). Diante disso, foram propostas alternativas de controle vetorial, as quaisutilizam
agentes biolégicos a base de bactérias entomopatogénicas, o Bti (Bacillus
thuringiensis var. israelenses), ou técnicas de manipulacdo genética, como a Técnica
do Inseto Estéril (ALPHEY, 2002; BENEDICT e ROBSON, 2003; DYCK et al. 2005;
BELLINI et al., 2007; CATTERUCCIA, 2009; CARVALHO et al, 2014).

3.2 Técnica do Inseto Estéril (TIE)

Como medida alternativa de controle dos mosquitos, a Técnica do Inseto Estéril
(TIE) ou, em inglés, Sterile Insect Technique (SIT), aparece como uma técnica que
causa a inviabilizacdo das progénies de A. aegypti, por meio da esterilizacdo de
machos através de agente fisicos (radiacao ionizante), quimicos ou biolégicos, e pode
permitir a erradicacdo de algumas espécies de mosquitos, quando utilizada em larga
escala. A TIE é, também, ambientalmente segura, usa populacdes locais da espécie-
alvo, ndo apresentando riscos aos polinizadores e aomeio ambiente (ARTHUR, 1997,
SILVA et al., 2007).

Apesar da TIE ser atribuida ao norte americano Edward F. Knipling,
entomologista do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA), a TIE foi proposta,
de forma independente, entre 1930 e 1940, por mais dois pesquisadores: A.S.
Serebrovskii, na Universidade Estadual de Moscou e, F.L. Vanderplank em uma
estacdo de pesquisa da tsé-tsé na zona rural de Tanganyika (atual Tanzania), os quais
utilizaram o cruzamento de diferentes espécies ou linhagens genéticas de insetos para
poder alcancar a esterilidade (KLASSEN, 2005).

No entanto, foi Edward F. Knipling, em 1937, quem conseguiu estabelecer o
principio que caracteriza a TIE, ao utilizar a técnica com o objetivo de erradicar a
mosca varejeira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel), praga que, em 1933, trouxe
sérios problemas para a bovinocultura e animais silvestres da regido sudoeste dos
Estados Unidos (MALAVASI e ZUCCHI, 2000; DIAS e GARCIA, 2014).

A TIE é considerada um tipo de controle autocida ou genético, na qual a praga
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€ utilizada para seu proprio controle. Compreende as seguintes etapas: (1) criagcdo em
massa de insetos; (2) sexagem, pois para a TIE s0 interessa a liberacdo de machos;
(3) irradiacado por agentes mutagénicos para induzir esterilidade; (4) liberagédo de

machos estéreis na area alvo e acasalamento com fémeas selvagens (Figura 4).

Figura 4. Etapas da Técnica do Inseto Estéril.
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Fonte: Lima (2015).

Para o sucesso da aplicacdo da técnica, a populacdo a ser dizimada precisa
apresentar caracteristica monogamica das fémeas, pois uma vez que elas copulam
com machos esterilizados, ndo estardo disponiveis aos machos férteis, garantindo
assim a supressao populacional (KNIPLING, 1955). Portanto, serdo necessarios o
conhecimento e uma andlise da forma como a biologia e a ecologia da espécie-alvo
afetara a viabilidade e a logistica para o manejo integrado e a utilizacdo da TIE
(KNIPLING, 1955; ROBINSON, 2002).

Na TIE, a esterilizacdo de machos pode ocorrer por uso de bactérias
simbiontes, como a Wolbachia, por uso de quimioesterilizantes, como as substancias

alquilantes e triazinas ou por radiacdo ionizante, proveniente de radiois6topos como
Co%0 ou Raios-X de alta energia.

No irradiador gama, mais especificamente na base desse equipamento esta o
local onde ocorrera a irradiacdo. Este local encontra-se tipicamente preenchido por
varias “pastilhas” em formato cilindrico, de 6°Co. A taxa de dose é pré-determinada
pela atividade atual da fonte radioativa e o operador controla a dose que sera

absorvida pela amostra, ajustando o tempo de exposi¢ao (HELINSLKI et al., 2009).

Os irradiadores de armazenamento a seco (Figura 5) onde a fonte radioativa

fica dentro de um escudo protetor de chumbo e geralmente possuem um mecanismo
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para 0 manuseio das amostras. A amostra biolégica é armazenada nos canisters e

exposta a uma fonte radioativa.

Figura 5: irradiador de amostra biolégica Gammacell-220, pertencente ao Departamento de
EnergiaNuclear da Universidade Federal de Pernambuco (DEN-UFPE), Recife, Brasil.

Fonte: Os autores (2024)

Considerada a TIE classica, o uso de radiagéo ionizante para esterilizacdo de
insetos machos apresenta vantagens sobre o uso de quimicos e organismos
modificados, uma vez que ndo deixa residuos toxicos e nem envolve o uso de outros
organismos. Além disso, € compativel com a utilizagcdo concomitante de compostos
com acao larvicida e/ou ovicida (TWEEN, 2002; MOSCAMED, 2014). Bakri et al.
(2005) apresentam trés beneficios ao empregar radiacao ionizante para esterilizar
insetos: 0 aumento de temperatura durante o processo € irrelevante; insetos estéreis
podem ser soltos rapidamente ap0s a irradiacdo; a irradiacdo pode passar através de
varios materiais, possibilitando que os insetos sejam irradiados, mesmo estando
acondicionados.
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Knipling (1955) relatou o primeiro sucesso de aplicacdo da TIE no campo,
com a erradicacao de moscas varejeiras (Dermatobia hominis), em 1954, meses apés
liberac6es semanais e inundativas de moscas varejeiras estéreis na llha de Curacao,
na Venezuela, em 1954. Em 1955, Knipling propos o conceito de liberacdo de insetos
estéreis para controlar pragas agricolas, e, a partir dai, a técnica foi utilizada para a
erradicacao de varias outras pragas a exemplo de Anastrepha ludens, no sudoeste
da Califérnia, em 1954; Bactrocera tryoni na Australia, em 1962; Bactrocera
cucurbitae, nas ilhas sudoestes do Japéo (LANCE e MCINNIS, 2005; KOYAMA et al.
2004; ENKERLIN, 2005).

Posteriormente, outros relatos de sucesso com a incorporacdao a TIE a um
programa integrado para o manejo de pragas em area extensa (originalmente, em
inglés, “Area-wide Integrated Pest Management” ou AW-IPM), para a eliminacédo de
C. hominivorax em outras regides do mundo foram referidos (BUSHLAND et al., 1958).
Os locais que se tornaram livres desta praga foram: Flérida, em 1958; Sudoeste dos
Estados Unidos e México, em 1962; Porto Rico e llhas Virgens, em 1975; América
central, em 1984; Africa do Norte, em 1989, Belize e Guatemala, em 1994, El
Salvador, em 1995, Honduras, em 1996, Nicaragua, em 1999, Costa Rica, em 2000 e
Panama, 2001 (BUSHLAND, 1985; MEYER; MASTRANGELO, 2011; HENDRICHS et
al.; 2005.

Posteriormente, a TIE foi aplicada para o controle de vetores, capazes de
transmitir doencas ao homem (DAME et al., 1964; REISEN, 1982; DAME et al. 2009,
OLIVA et al., 2012; BELINI et al., 2013; ERNAWAN et al., 2017; FLORENCIO, 2017;
BOND et al., 2019).

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

aegypti), podem eclodir e originar insetos viaveis (FLORENCIO, 2017).

Lima (2015), utilizando a TIE para controle de Aedes aegypti apresentaram
resultados promissores, em seus experimentos de laboratério. Os autores utilizaram

doses de 30, 40 e 50 Gy de radiagcdo gama para a esterilizacdo do mosquito. No



30

entanto, apenas a dose de 50 Gy promoveu a esterilidade total. Para as doses de 30
e 40 Gy, observaram-se que 0s percentuais de ovos viaveis de fémeas (nao
irradiadas) e que cruzaram com machos irradiados, foram de 42 % e 16 %,

respectivamente.

A partir de 2015, Floréncio (2017), realizou a liberacdo em massa de mosquitos
machos A. aegypti irradiados, na Praia da Conceicéo, llha de Fernando de Noronha,
Pernambuco, Brasil. Foram empregados dois esquemas de liberacao: oprimeiro, que
iniciou em dezembro de 2015, com a liberacdo de machos expostos a 40 Gy e
perdurou por 16 semanas sucessivas (dez/2015 a abril/2016) e, o segundo (a partir
de maio/2016), com machos esterilizados com 50 Gy nos eventos subsequentes que
perdurou até nov/2016. A soltura de machos estéreis na vila da Praia da Conceigao
levou a uma diminuicdo do nivel de infestacdo por A. aegypti nesta localidade, no
periodo de maio a setembro de 2016, tendo as autoras concluido que o conjunto de
informacdes técnicas geradas no estudo confirmaram a viabilidade da TIE para o
controle de A. aegypti em ambientes insulares e apontarampara seu uso potencial em

contextos urbanos em areas continentais.

Considerando os resultados observados por Lima (2015) e Floréncio (2017),
Vercosa (2019) utilizou a TIE em A. aegypti a fim de investigar os efeitos genotdxicos
de diferentes doses de radiagdo gama em pupas por meio do Ensaio Cometa. O autor
verificou que quanto maior a dose de radiagdo gama aplicada maior o dano genético,
sendo este efeito diretamente associado ao aumento crescente dos niveis de

esterilidade em machos adultos.

3.3 Citogenética em Aedes aegypti irradiados

A citogenética € o ramo da genética que estuda 0s cromossomos, quanto a seu
namero,sua fungcdo, estrutura, morfologia, comportamento biolégico e
alteragcbescromossdmicas, assim como 0 mapeamento de genes especificos
(GUERRA, 1998).

Tais varia¢cOes, estruturais, funcionais ou morfolégicas, por exemplo, revelam
alteracdes a nivel individual, que envolvem anomalias cromoss6micas; populacional,
referentes a variacdes intraespecificas; e a nivel espécie, como eventos de

especiacao.
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Consiste na analise dos cromossomos da célula em divisdo, em particular, na
metafase, fase de maior condensacdo dos cromossomos. ApOs a interrupcao da
mitose, seguem-se procedimentos técnicos, como hipotonia e fixacdo, preparo do
espalhamento cromossémico, coloracdo por banda G, pareamento e montagem do
cariotipo.

Desde o inicio da década de 1950, diversas técnicas foram desenvolvidas a fim
de melhor observacdo dos cromossomos. Entre elas estdo o uso de solucao
hipotémica, que causa edema celular, ruptura e melhor separacdo dos cromossomos
individuais, e 0 uso de corantes que sao absorvidos em partes diferentes dos

Cromossomaos.

A expressiva contribuicdo dos estudos citogenéticos em insetos possibilita o
conhecimento de diversas particularidades, incluindo aspectos numeéricos,
morfologicos, estruturais, de diferenciacdo e deslocamento cromossémico duranteos
eventos de reproducéo celular, e ainda € capaz de elucidar processos associadosa
evolugdo cromossomica desta classe (GUERRA, 2002).

A citogenética tem se mostrado uma excelente ferramenta para analise de
varias espécies, visando um maior conhecimento sobre evolugédo, taxonomia e
espécies vetores. Um exemplo sdo os mosquitos da familia Culicidae, que apresentam

um cariétipo 2n = 6 cromossomaos.

O primeiro relato sobre o numero de cromossomos da espécie Aedes aegypti
foi em 1918 por Carter. A autora, utilizando goénadas seccionadas descreve um
cari6tipo de 2n = 4. Sutton (1942), por sua vez, usando uma técnica
consideravelmente melhorada de esmagamento, em glandulas salivares, indicou que
0 numero somatico de cromossomos era seis. O que foi confirmado por Rai e Chaig
(1961) e Breland e Gassner (1961), utilizando células cerebrais de larvas de 4°
estagio.

Rai (1963) indicou que dois pares (um grande, um pequeno) sdo metacéntricos
e um dos pares maiores € ligeiramente submetacéntrico. Assim, pelo comprimento
do cromossomo e pela posigdo do centrdmero, os trés pares foram reconhecidos
individualmente e designados I, Il e lll. Segundo a classificacdo de McDonald e Rai
(1970), o mosquito Aedes aegyti possui um cromossomo menor designado como |,
um maior como Il e um mediano como lll, sendo os pares de cromossomos menor e

maior metacéntricos, enquanto o par Il (mediano) submetacéntrico (RAI e



32

HARTBERG, 1975).

Mosquitos da ordem Diptera apresentam cromossomos politénicos, 0s quais
tém facilitado os estudos citogenéticos, a fim de obter informacfes estruturais e
funcionais dos cromossomos, estudos citotaxondmicos e rearranjos cromossOmicos.
Diferentes tecidos foram utilizados para detectar cromossomos politénicos, como
branquias anais, intestino, glandulas salivares, papilas e tubulos de Malpighi em
larvas de A. aegypti (SUTTON, 1942). Estudos citogenéticos para A. aegypti, em sua
grande maioria, foram realizados em cromossomos mitéticos de ganglios cerebrais ou
cromossomos meidticos de testiculos (RAI, 1963; NEWTON etal., 1964).

Na década de 1960, Aedes aegypti foi 0 mosquito mais utilizado para estudos
de respostas dos cromossomos a irradiacdo (RAI, 1967). Rai (1963 apud RAI (1967)
utilizando células cerebrais em diviséo, verificou os efeitos da radiacédo nas atividades
mitéticas, expondo larvas de 4° instar a quatro doses de Raio-X (500 R, 1000 R, 2000
R, 4000 R ou 4,385 Gy, 8,77 Gy, 17,54 Gy, 35,08 Gy, respectivamente). O autor
observou que todas as doses suprimiram a atividade mit6tica quase completamente.
Apds um tempo (dependendo da dose utilizada), houve um grande aumento na divisdo
celular, sendo a taxa de 500 R e 1000 R mais do que o dobro da taxa do grupo controle
(ndo irradados). O raio X induziu nas células sométicas dele¢Bes, trocas, anéis,
dicéntricos e pontes anafasicas.

A radiacdo pode interagir diretamente com a molécula de DNA (efeito direto)
ou de modo indireto, resultando em alteracdes celulares e moleculares (SEGRETO e
SEGRETO, 2000). Na forma indireta, a radiacdo transfere sua energia para moléculas
intermediarias, como a agua, ocorrendo a radidlise, o que acarreta na formacéo de
produtos altamente reativos, os radicais livres, que sdo capazes de difundir e
promover a quebra da dupla fita do DNA, ou da fita simples. Este efeito indireto é
responsavel pela maioria dos danos ao DNA, uma vez que aproximadamente 80% do
conteudo celular consiste em agua (METTLER JUNIOR eUPTON, 1995; HALL, 2000).

Os efeitos das radiacfes ionizantes podem ser categorizados como somaticos
ou hereditarios. Os efeitos hereditarios sdo observados, sobretudo, nos descendentes
do individuo irradiado, enquanto os efeitos somaticos ocorrem no proprio individuo
exposto a radiacdo. (SEGRETO e SEGRETO, 2000).

A manifestagdo dos efeitos biologicos pode ocorrer atraves do efeito

deterministico e do efeito estocastico. Os efeitos deterministicos aparecem para
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exposicdes acima de um valor limite de dose, aumentando a gravidade com o
aumento da dose absorvida. Existe um limiar de dose absorvida necessario para
desencadear esses efeitos, e sua gravidade aumenta conforme a dose radioativa
aumenta (NAVARRO et al., 2008). Essas reacdes teciduais sdo provocadas por
doses radioativas consideraveis e s6 se manifestam quando ultrapassam um limiar
especifico, cujo valor varia conforme o tipo de radiacdo e o tecido irradiado. Um dos
principais efeitos deterministicos é a morte celular (SEGRETO e SEGRETO, 2000).

Tal como os efeitos deterministicos, os efeitos estocasticos sé aparecem a
partir de um limiar de dose. Porém, diferentemente dos efeitos deterministicos, os
efeitos estocasticos ndo ocorrem necessariamente, sendo governados pelas leis da
probabilidade.. Sdo efeitos ndo imediatamente aparentes, geralmente associados a
doses baixas de radiacdo, e se desenvolvem ao longo de um periodo mais longo,
tornando dificil estabelecer uma relagcdo clara de “causa e efeito”. Em células
germinativas, podem ocorrer efeitos genéticos ou hereditarios como resultado dessas
mutagdes (BIRAL, 2002; D’'IPPOLITO e MEDEIRQOS, 2005).

As alteracdes na sequéncia de bases do DNA podem induzir na melhoria da
adaptacao da célula, ou, mais frequentemente, alterar a funcionalidade dealgumas
moléculas, podendo levar & morte ou transformacéo celular e afetar os sistemas de
controle da proliferacdo celular, convertendo gene normal para um oncogene
(PIETRIASA e OSTMANB, 2010).

Essas aberracdes podem ocorrer durante a meiose, na formacdo dos gametas
e/ou formacdo do embrido, como também durante a mitose, podendo causar
desequilibrio na formacéo, no crescimento, no desenvolvimento e no metabolismo
dessas células (HASSOLD e HUNT, 2001).

As aberracbes cromossOmicas podem ser instaveis ou estaveis. As estaveis
(delecdes, insercdes e translocacdes), tendem a permanecer nas células ao longo dos
processos de divisdo celular. As aberracbes instaveis (fragméntos acéntricos,
cromossomos discéntricos e em anel), sédo alteracdes na estrutura dos cromossomos

quantificadas em exposicdes recentes a radiacao ionizante (IAEA, 2001).

A transferéncia Linear de Energia (LET) é uma medida da taxa em qual a
energia é transferida da radiacao ionizante para tecido.O valor do LET varia com a
velocidade, massa e carga da radiacao ionizante (HALL, 2000). Em geral, radiacdes

de alto LET, como particulas alfa e néutrons, sdo mais eficazes na inducdo de danos
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biolégicos comparada a radiacées de baixo LET, como raios X, radiacdo gama e
particulas beta (DOWND e TILSON, 1999).

3.4 Bioensaios para identificacdo de danos no DNA

Os materiais genéticos dos organismos podem sofrer mutacdes causadas por
agentes mutagénicos de natureza quimica, fisica ou biolégica. Por ser capaz de
causar lesdo no DNA esses agentes sdo conhecidos como genotoxicos (DA COSTA
e MENK, 2000).

Entende-se como genotoxicidade as alteracbes na estrutura dos
Cromossomos, por exposicao a agentes toxicos para os genes (DA COSTA e MENK,
2000). As lesdes causadas por agentes toxicos afetam processos celulares (WATSON
et al., 2006), e podem ser ou ndo corrigidas através de mecanismos de reparo da
célula, levando a apoptose, ou causar alteracbes permanentes no DNA,
(ERDTMANN, 2003).

Um agente é considerado mutagénico quando possui a capacidade de
aumentar o numero de mutacdo em um organismo. Mutacao se refere a qualquer
alteracéo estavel numa sequéncia nucleotidica de DNA, capaz de proporcionarnovas
combinacdes genéticas e, consequentemente, uma variabilidade genética, onde
essas modificacdes podem ser génicas ou cromossomicas (GATEHOUSE et al.,
1990).

Apesar da mutacdo ser importante para a variabilidade nos processos
evolutivos, proporcionando novas combinacdes genéticas e, consequentemente, uma
variabilidade genética, podem exercer, na maioria das vezes, efeitos negativos ao
fendtipo e provocar aparecimento de tumores (SNUSTAD e SIMMONS; 2001).

A radiacdo ionizante comporta-se como um agente genotdxico e/ou
mutagénico para as células (VAISNAV et al.,, 2014), pois é capaz de modificar o
material genético e provocar uma cadeia de eventos bioldgicos prejudiciais ao DNA,
como a dimerizacdo das bases pirimidinicas, originar vias deletérias para os eventos
da transcricdo e replicacdo do material genético, troca de base, quebra de cadeia
simples e quebras de cadeia dupla (NIKJOO et al., 1998), além de afetar os processos
biolégicos normais, alterar a variabilidade genética das popula¢cdes naturais e afetar
variadas caracteristicas como reproducdo, morfologia e fisiologia, podendo induzir o

surgimento de cancer e doencas degenerativas (UNSCEAR,2000).
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O estudo sobre o efeito da radiacéo ionizante sobre 0s parametros genéticos
pode oferecer informacgdes importantes sobre as consequéncias da exposi¢ao no nivel
da populacéo das espécies analisadas (MUSSALI-GALANTE et al., 2014).

Diversos métodos sdo aplicados para avaliar o potencial mutagénico de
moléculas variadas (AMES, 1979; NATARAJAN, 2002; OBE et al., 2002). Esses
estudos tém sido possiveis gracas a citogenética, que por sua vez analisa 0s
cromossomos, isolados ou em conjunto, condensados ou distendidos, tanto no que
diz respeito a sua morfologia, organizacao, funcao e replicacdo, quanto a sua variacao
e evolugcdo (GUERRA, 1988).

Atualmente diversos ensaios citogenéticos tém sido utilizados para monitorar
populacées expostas a agentes mutagénicos, com destaque ao Teste Citogenético do
Micronucleo (MN) e o Ensaio Cometa, que vém se mostrando como boa alternativa
em estudos a nivel celular, que permite analisar lesées no materialgenético dos
organismos (JESUS e CARVALHO, 2008), sendo util na verificacdo do potencial
genotdxico das substancias e dos danos provocados aos organismos(HEDDLE et al.,
1983). Por esta razao € utilizado no estudo da genotoxicidade e/ou mutagenicidade,
com o propésito de biomonitoramento (VILLELA et al.,, 2006; SILVA, 2010).

A deteccdo de danos celulares, como micronucleos (MNs), pontes
nucleoplasmaticas (PNP), brotos nucleares, quebra cromossdmica, dentre outras
anomalias, sdo parametros genéticos que auxiliam em estudos de resposta decélulas

expostas a agentes genotéxicos (FENECH et al., 2011).

3.4.1 Teste do Micronucleo

O Teste do Micronucleo, desenvolvido por Schmid (1976), utilizando células
demedula 6ssea de mamiferos, é utilizado em uma variedade de células animais e
vegetais, tanto em sistema in vitro (FENECH, 2000) quando in vivo (RIBEIRO, 2003).
Os micronucleos foram descobertos por Howel (1900) no citoplasma deeritrocitos, que
inicialmente receberam o nome de “fragmento de material nuclear”. No entanto, Boller

e Schimid (1970), passaram a chamar esses fragmentos de micronucleos.

Essas aberracdes sdo resultado de anormalidades cromossdmicas ou dofuso,
levando aformacgéo de micronucleos, que tendem a ser irreversiveis, passando para
as futuras geracbes por meio da hereditariedade, podendo levar a reducdo na

diversidade de espécies do ecossistema impactado (OBIAKOR et al., 2012).
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O MN consiste em fragmentos cromossdmicos acéntricos ou por cromossomos
inteiros que n&o foram incluidos no nicleo principal da célula. E formado por agentes
clastogénicos (quebra de cromossomos), como também aneugénicos (segregacao
cromossOmica anormal) requerendo, no entanto, proliferagdo celular para a
observacdo do biomarcador de efeito. (RIBEIRO et al., 2003, NATARAJAN, 2002;
MATEUCA et al., 2006; FENECH, 2007; 2010).

Os micronucleos sao estruturalmente pequenos nudcleos representando o
material genético que foi perdido pelo ndcleo principal, como consequéncia de um
dano genético, capazes de interferir no processo de ligagdo do cromossomo asfibras
do fuso ou que possam induzir a perda de material genético, como cromossomos
inteiros ou fragmentos de cromossomos (SCHMIDT, 1975; SILVA, 2010). Esses por
sua vez ficam no citoplasma da célula e é envolvido por um envoltério nuclear,
adquirindo caracteristicas semelhantes as do nucleo principal (FENECH et al., 2011)
(Figura 6).

Figura 6: Formac&o de micronucleo por perda de fragmento cromossdmico acéntrico e
cromossomo atrasado (A). Formacgéo de ponte nucleoplasmaética, a partir de um cromossomo
dicéntrico (B). Broto nuclear (C).
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As pontes nucleoplasmaticas sdo estruturas formadas apO0s o0s rearranjos
cromossOmicos discéntricos, ou através de cromatides, que mantém os nucleos das
células filhas ligadas por finos fios de cromatina (SALVADORI et al. 2003; PALAZZO
e MALUF, 2009). Ja os brotos nucleares, sédo estruturas semelhante ao microndcleo,

que estdo em contato com o nucleo principal.

Segundo Fenech (2000) essa estrutura de material genético presente no
citoplasma precisa apresentar as seguintes caracteristicas para ser considerado um
MN: possuir um tamanho entre 1/6 a 1/3 do diametro do nucleo principal, apresentar
envoltorio nuclear visivelmente distinto, ndo apresentar nenhuma conexao com o0
nudcleo principal, ter intensidade de coloracéo similar ou igual a do nucleo principal e

nao ser birrefringente.

O teste de MN é um método simples, eficiente na deteccdo de lesdo de DNA
em uma célula, confiavel, sensivel, de baixo custo, pode ser realizado em qualquer
populacao celular em proliferacdo (HAYASHI et al., 1998; KRISHNA e HAYASHI,
2000), e pode ser aplicado em testes in vivo e in vitro (KRISHNA e HAYASHI, 2000;
SEVERIN et al., 2010).

Diferentes tipos de célula nucleada de diversos organismos, como humanos
(TONELINI et al., 2014; BARBON et al., 2015; COSTA JUNIOR, et al.,2018) peixes
(BUENO et al., 2017; ROBSON et al., 2011), moluscos (SOTIL et al., 2007, ROCHA
e ROCH, 2016), e insetos (SANTOVITO et al., 2020; SILVA et al., 2021 (b)) podem
ser usadas para deteccdo de micronucleos.

3.4.2 Ensaio Cometa

O Ensaio Cometa ou teste de Eletroforese em Gel de Célula Unica, foi
originalmente desenvolvido por Ostling e Johanson (1984) e posteriomente
aprimorado por Singh e colaboradores em 1988 em condi¢fes alcalinas (pH >13).
Com a modificacao foi possivel otimizar a desnaturagdo do DNA e permitiu detectar
um aumento na migragdo do DNA em decorréncia do aumento nos niveis de quebras

de fitas simples e sitios alcali labeis (sitios apurinicos), além das quebras defita dupla.

O Ensaio Cometa (EC) é uma técnica para andlise genotdxica e reparo do DNA
originalmente in vivo (BRENNAN et al.,, 2012), no entanto recentemente tem-se
realizado alguns testes in vitro (GUANGGANG et al., 2013). O EC detecta apenas
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danos no DNA, que podem resultar em mutacfes se o dano nao for reparado, caso
0 reparo ndo acontega, essas alteracdes no DNA sdo detectadas por outros testes

(GONTIJO e TICE, 2003), como por exemplo o Teste do Micronucleo.

Para execucdo da técnica do EC, as células sdo incorporadas em gel de
agarose, e submetidas a detergente e solucdes salinas para a lise celular (para
remocao das proteinas histonas), induzindo a desespiralizacdo do DNA e a liberacdo
dos fragmentos por meio de solucdes alcalinas, de forma que o DNA ocupara todo o
espaco celular, assumindo a forma de um nucledide (UMBUZEIRO e ROUBICEK,
2006) .

Durante a corrida de eletroforese, O DNA migra para o polo positivo (dnodo) do
aparato (fragmentos menores migram mais rapidamente). Essa migragédo forma um
arrasto, que lembra ligeiramente a cauda de cometa (SINGH et al., 1988; KASUBA et
al., 2012). Assim,as laminas sdo avaliadas de acordo com comprimento e quantidade
de material genético presente na cauda, comparada a chamada “cabega” do cometa
(Figura 7). Essa migracdo é indicativa da frequéncia e da intensidade dos danos
causados ao DNA onde, quanto mais rapida a migracdo da cauda (mais longa),
maior a intensidade de danos ao DNA (AZQUETA e COLLINS, 2013). A analise dos
nucleoides pode ser visualmente ou por meio de softwares de andlise de imagem
(GONTIJO e TICE, 2003; OCDE, 2014).

Figura 7: Padré&o visual de um nucleoide.

Fonte: Os autores (2024)

O Ensaio Cometa € um meétodo rapido, muito sensivel e de baixo custo
(BELPAEME et al., 1998; COLLINS et al., 2008) que tem mostrado sensibilidade para
deteccdo de danos genéticos induzidos por diferentes agentes genotoxicos, como
poluentes atmosféricos (SANTANA et al., 2018), pesticidas (MISHRA et al., 2014;
CRUZ et al., 2023), radiacdo induzida (KUMAR et al., 2014; DOBRZYNSK et al., 2014,
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SHETTY et al., 2017; VERCOSA, 2019), radiacdo natural (VERCOSA et al., 2017),
entre outros. O teste tem sido usado amplamente como ferramenta de investigacao
de danos ao DNA e reparo em diferentes tipos celulares, em resposta auma série de
agentes genéticos nocivos em diferentes grupos animais, desde humanos
(GODSCHALK et al., 2013; COLLINS et al., 2014) a invertebrados, como oAedes
aegypti (SHETTY et al., 2017;VERCOSA, 2019).

No entanto, se faz necessario e urgente implementar novas abordagens para
o estudo da mutagenecidade associada a técnica do inseto estéril, a fim de viabilizar

uma rapida e qualificada caracterizacdo destas alteracbes no material genético.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criacdo em massa de Aedes aegypti em laboratoério

No presente estudo, foi utilizada uma linhagem de Aedes aegypti, coletada no
arquipélago de Fernando de Noronha-PE, geracdo 132 (FN-F13) e mantidas no
Insetario do Departamento de Entomologia/Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz.

Seguindo a metodologia utilizada por Floréncio (2017) para produgdo em
massa de mosquitos A. aegypti em laboratorio, o processo de criacdo foi padronizado
nas seguintes etapas: producao larval, sexagem pupal; manutencdo de mosquitos
adultos e coleta de ovos. Todos os eventos foram feitos em salas com condi¢cdes
controladas de temperatura (26°C). Umidade (50 a 60%) e fotoperiodo (12:12 claro:

escuro).

O processo de sexagem foi baseado no tamanho relativo das pupas, levando
em conta que os machos sdo menores do que as fémeas e sado 0s primeiros a
entrarem no processo de pupacdo. Apos esta etapa, as pupas com idade entre 24 e
40 horas foram transferidas, com auxilio de uma pipeta Pasteur, para placas de Petri
forradas com papel de filtro umedecido, para garantir a hidratacdo das pupas durante
o procedimento de irradiagcdo. O confinamento das pupas em placas de Petri, sem
agua, tem por objetivo reduzir sua mobilidade e assegurar a uniformidade durante a

exposicao a radiacao.

4.2 Irradiacdo de Aedes aegypti

Para o processo de irradiacdo, pupas machos com idade entre 24 e 40 horas
foram separadas das fémeas e submetidas a exposicdo a fonte de radiacdo. Para o
processo de irradiacdo das amostras biologicas foi utilizado o Irradiador de
Armazenamento a Seco (Gammacell) pertencente ao Departamento de Energia
Nuclear da Universidade Federal de Pernambuco (DEN/UFPE). As pupas machos
foram irradiadas nas doses de radiacdo gama de 20, 30, 40 e 50 Gy, além de serem
mantidos os controles néo irradiados. A fonte radioativa utilizada foi o Cobalto-60
(Taxa de dose: 1,081 kGy/h).

Para a ultima dose de 50 Gy, apenas os mosquitos da geracao parental (FO)
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foram avaliados, conforme protocolo estabelecido por Lima (2015) e Floréncio (2017).
Os grupos testados contabilizaram 70 individuos por placa, por dose. Um grupo
controle negativo com 70 individios foi separado e mantido com as demais amostras,
porém néo irradiado. Para cada dose de radiagdo e para o controlenegativo foram

consideradas triplicatas.

4.3 Avaliacao do efeito da radiacdo gama na fecundidade e na fertilidade.

Para determinacgédo do nivel de esterilidade induzido nos mosquitos machos da
geracdo parental (F0), foram formados dois grupos: Grupo A representado pela
separacdo aleatéria de 15 machos irradiados (MI) de cada tratamento (20, 30 40 Gy
e 50 Gy) e 15 fémeas néo irradiadas (FNI) e Grupo B (grupo controle) representados
por 15 machos néao irradiados (MNI) e 15 fémeas nao irradiadas (FNI). Os individuos
descritos como irradiados referem-se a individuos irradiados na fase de pupa. Estas

avaliagbes foram realizadas em triplicata.

Os grupos foram colocados em recipiente plastico transparente (16 X 8 cm),
telado. Machos e fémeas foram alimentados com solucdo de agucar a 10%,
adicionalmente, as fémeas foi oferecido por um periodo de 20 minutos, um repasto

com sangue de camundongo para a obtencdo das progénies dos grupos.

Para determinacgdes da fecundidade e fertilidade dos descendentes da primeira
geracéao filial (F1), foram formados trés grupos para cada tratamento (0, 20, 30 e 40
Gy): Grupo A, formado com machos e fémeas descendentes dos machos irradiados
(FI x MI); Grupo B, formado com fémeas descendentes dos machos néo irradiados e
machos descendentes de machos irradiados (FNI x Ml); Grupo C formado por fémeas
descendentes de machos irradiados e machos descendentesde machos né&o
irradiados (FI x MNI). Estes grupos foram comparado ao grupo controle, composto por
fémeas e machos descendentes de machos nao irradiados (FNI x MNI). Os mosquitos

descendentes destes cruzamentos deram origem asegunda geracao filial (F2).

Em todos os experimentos, ap0s o primeiro repasto sanguineo das fémeas,
cada casal foi colocado em copo parafinado e telado para cruzamento, além de um
copo plastico (50 mL) com papel de filtro e dgua (20 mL) para oviposicéo, onde ficaram
por sete dias, sendo alimentados com solucdo de sacarose a 10%. Em seguida, os
ovos foram contabilizados com o auxilio de estereoscopio (Zeiss) e do contador

manual de células. Os ovos postos pelas fémeas, apenas no primeiro ciclo gonotréfico,
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para cada repeticdo de cada grupo, foram contados para estimar a fecundidade média

de ovos por grupo.

Os ovos foram colocados para eclodir em &gua potavel logo ap6s a finalizacao
da embriogénese (72 h). Ao final, a fertilidade foi estimada como o percentual médio
de larvas em L1 em cada grupo/dose de radiacdo com relagcdo ao numero de ovos

para cada cruzamento.

4.4 Avaliacao genotoxica e mutagénica em Aedes aegypti exposto a radiacao
gama

4.4.1 Teste do micronucleo

O procedimento utilizado para preparacao das laminas no teste do microndcleo
seguiu a metodologia estabelecida por Silva (2010), sendo utilizadopara as
preparacdes citologicas, o método de espalhamento de Imai et al. (1988), com
adaptacdes por Rafael e Tadei (1998). O efeito mutagénico foi analisado em larvas e

em machos e fémeas adultos, seguindo os seguintes critérios:

() Larvas: Foram analisadas preparacdes citoldgica do ganglio cerebral, para
avaliacdo dos neuroblastos, de larvas, no 3° estadio, das geracdes filiais F1 e F2
sendo consideradas dez larvas em cada tratamento (20, 30 e 40 Gy) e o controle

negativo, totalizando 50 laminas;

(i) Adultos: foram analisadas laminas contendo células mitéticas de tubulos
de Malpighi de machos adultos (FO a F2), onde na geragdo FO foram analisados
individuos que foram irradiados nas doses de 20, 30, 40 e 50 Gy, e nas geracdes
subsequentes, aqueles descendentes de machos irradiados nas doses de 20, 30 e 40
Gy. Também foram analisadas laminas contendo células meiédticas de ovdcito de
fémeas adultas, das geracdes F1 e F2, descendentes de machos irradiados nas doses
de 20, 30 e 40 Gy. Nas duas avalia¢gbes, em cada dose foram analisadas 10 laminas,

sendo mantidos os controles.

Com o auxilio de microestiletes (palito de madeira com ponta de alfinete) e
estereoscopio, retirou-se as cabecas das larvas e abdémens dos machos e das
fémeas. os quais foram transferidos para solucéo de citrato de sodio 0.8% e colchicina
0.01% (concentracao final de 0.005%), e incubados em estufa a 37 °C por 1 hora.

Posteriormente, com o auxilio do microestilete, os ganglios cerebrais, tabulos
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de Malpighi e ovarios foram dissecados e espalhados sobre a lamina, adicionando- se
uma gota do fixador | (1,5 mL acido acético glacial 100% + 1,5 mL de etanol P.A + 2
mL &gua). Em seguida, adicionou-se mais uma gota do fixador I, para retirar o excesso
de material. Ap6és 5 minutos, adicionou-se gotas do fixador 1l (1 mL deetanol P.A
+ 1 mL acido acético glacial 100%) e, passados mais 5 minutos, adicionou-se o fixador
Il (1 mL de acido aceético glacial 100%). As laminas foram mantidas em temperatura
ambiente (T.A) por 4 horas e, posteriormente, foramcoradas pelo método de Giemsa
(pH 6,8) e orceina-lacto-acética a 2%, por 10 minutos e, em seguida, foram lavadas

em agua destilada e secas em T.A. por 24 horas. Apds esse periodo, foi adicionada
sobre as laminas uma gota de Entellan®, e sobre esta, uma laminula. O excesso de

Entellan® foi removido com o solvente Xilol e, apos 4 horas, as laminas foram
armazenadas em caixa e mantidas em freezer a temperatura - 20 °C, para posterior

analise. A Figura 8 € um esquema simplificado destas etapas.

Figura 8: Esquema simplificado da metodologia do teste do Micronucleo.

ol Microscopio de Luz
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Fonte: Os autores (2024)

Em cada geracédo, a avaliacdo da genotoxicidade foi realizada mediante as
frequéncias de anomalias em nucleos mitéticos de neuroblastos, mitéticos de tlbulos
de Malpighi e meibticos de ovocitos de A. aegypti. Para cada dose determinou-se
a contagem de 10 mil células nucleos interfasicos e em divisdo de células de
neuroblastos de 10 larvas (n = 10), 10 mil dos tubulos de Malpighi e 10 mildos ovarios
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(n = 10) de individuos adultos, respectivamente. Para isto, utilizou-se microscépio de
luz Nikon-Eclipse 80i, por meio de objetiva de imersdo 100x. Na contagem dos nucleos
normais e microndcleos encontrados, foi utilizado um contador mecéanico

hematoldgico de células (Blood Cell Counter, DigiTimer).

4.4.2 Ensaio cometa em Aedes aegypti

No experimento do Ensaio Cometa foram utilizadas células da hemolinfa
(hemdécitos), de adultos de A. aegypti da geracédo FO, células da hemolinfa de larvas
e adultos das geracfes F1 e F2. A metodologia do ensaio Cometa em A. aegypti foi

baseada na descricdo de Vercosa et al. (2019).

- Obtencédo dos hemacitos:

A extracdo dos hemacitos presentes na hemolinfa de A. aegypti foi realizada
em individuos em cada fase de desenvolvimento. No total, foram estabelecidas trés
repeticdes para cada dose, com cada repeticao contendo 20 individuos, o quetotalizou
60 individuos por dose. Os individuos foram contados e mantidos em uma placa de
Petri, resfriadas a 4 °C por 1 min para a diminuicdo metabdlica, facilitando asua
manipulacdo. Seguido ao resfriamento, os individuos foram transferidos,
individualmente, em uma placa escavada Kline, contendo solucdo de EDTA, para
evitar a coagulacdo da hemolinfa. Para esse processo, foi utilizado um microscoépio
estereoscopico (lupa), e com a ajuda de um bisturi e uma pinca de relojoeiro n°® 5 e
uma seringa de 5 mL, foram realizados dois cortes nas cuticulas de cada individuo

(larvas e adultos): uma transpassando o térax e uma segunda lesédo, no abdémen.

A hemolinfa depositada no fundo da placa escavada foi retirada com a ajuda
de uma micropipeta e colocada em tubos de microcentrifuga (1,5 mL). A hemolinfa
obtida de cada uma das trés repeti¢cdes foi transferida para um anico tubo, constituindo
um pool celular de todos os individuos, por cada repeticdo. O volume final de solucao
de EDTA + hemolinfa foi equivalente a 0,5 mL por tubo. O material foi submetido a
centrifugacgéo a 3.000 rpm por 6 minutos, sendo descartados 100 pLdo sobrenadante,
seguido do acréscimo de mais 100 yL de solugédo de EDTA, completando o volume

do tubo novamente para 0,5 mL, para a segunda centrifugacéo.
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- Montagem das laminas:

Laminas de vidro foram previamente lixadas, lavadas em agua destilada e
esterilizadas em alcool. Na sequéncia, as laminas foram banhadas em agarose
padrdo. Apoés este preparo das laminas e obtencdo do material biolégico de larvas e
individuos adultos de A. aegypti, estas foram montadas com uma camada de 60 pL
de suspensao celular, homogeneizado em 100 pyL de solu¢cdo de agarose de baixo
ponto de fusdo (agarose LMP) a 37 °C. Esse homogeneizado foi aplicado na lamina
previamente banhada em agarose padrdo. Sobre o material foi colocada uma
laminula. As laminas assim preparadas foram submetidas a 4 °C por 10 min com o
objetivo de solidificar o material. Apds esse tempo, as laminulas foram retiradas e as
laminas com o material biol6gico foram submersas em solugdo de lise (2,5 M NacCl;
100 mM EDTA; 1 M NaOH; 10 mM Tris; 1% Triton X-100 e 10% DMSO) ajustada para
pH 10 e mantidas a 4 °C por 72 h. Ao término do periodo de lise celular, as laminas
foram submetidas a uma solucdo tampéo a 4 °C (1M NaOH e 200 mM EDTA), pH >
13 por um periodo de 20 min a fim de desnaturar o material genético.

Na sequéncia, foi realizada a corrida eletroforética durante 20 min a 40 V e 300
mA, em uma cuba com 40 cm. Apés a corrida, as laminas foram neutralizadas em
solucéo especifica (0,4 M Tris-HCI pH 7,5) por 15 min, e apés, foram fixadas em etanol
absoluto por 5 min, secas em temperatura ambiente, e armazenadas a 4 °C até o

momento da analise em microscopia fluorescente.

-Analise em microscopia:

As laminas foram coradas com 50 pL de solucdo de GeIRedTM, diluido em
agua para injecdo, na proporcao de 1:500, sendo observadas em microscépio de
fluorescéncia (Zeiss-Imager, M2), com o aumento de 400x, utilizando o filtro Alexa
Fluor 546. Em cada repeticdo dos tratamentos foram observados um total de 100
nucleoides (sendo 50 em cada uma das duas laminas analisadas). Um a um o0s
cometas foram classificados em cinco classes, de 0 a 4. A classe 0 compreende 0s
cometas considerados intactos, ou seja, sem danos causados pela exposicao; a

Classe 1 corresponde a cometas com danos minimos; Classe 2 a cometas com danos
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meédios; Classe 3 a cometas com danos intensos; e a Classe 4 corresponde aos

cometas com danos maximos.

Foram utilizados trés indices de analise visual: a Percentagem de Classe de
Dano (PCD), o indice de Danos (ID) e a Frequéncia de Danos (%) (Andrade et al.
2004).

A Percentagem de Classe de Dano (PCD) (Eg. 01) foi calculada como a

percentagem de ocorréncia de cada classe no total de cometas contados.

n° de determinada classe X100

PCD% = (Eq. 01)

n® total de cometas

Os valores obtidos através do indice de Dano (ID), podem variar de O (totalmente
intacta: 100 células x dano 0) a 400 (com dano maximo: 100 células x dano 4). Deste modo,

o ID total foi calculado pela seguinte formula:

ID =0 X (n°Classe 0) + 1 X (n° Classe 1) + 2 X (n° Classe 2) + 3 X (n° Classe 3) +
4 X (n° Classe 4) (Eq. 02)

A Frequéncia de Dano (FD%), que representa a percentagem de todos os cometas
com danos (Classe 1 até a Classe 4) em relacdo ao total de cometas contabilizados, que
corresponde desde a classe 0 até a classe 4 (n° total). Assim,foi utilizada a seguinte

formula:

[(n® total de cometas — n° de cometas com Dano 0)]
FD(%) = ~ T X 100%
n° total de cometas (Eq. 03)

4.5 Anélises estatisticas

A analise estatistica final dos resultados foi realizada através dos testesANOVA
e 0 pos-teste de Tukey. Foi estabelecido um nivel de significancia em todos os testes

de p < 0,05 e o software utilizado foi o STATA versdo 13.0., na avaliacdo das
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diferencas entre tratamentos para as determinacdes dos parametros fecundidade e

fertilidade (p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeitos da irradiacéo sobre a fecundidade e fertilidade

Na Tabela 01 sdo apresentados os resultados obtidos nas determinacdes da
fecundidade e da fertilidade para a geracéo FO. A andlise dos dados obtidos indicam
gque os machos irradiados parecem influenciar no niamero de ovos postos pelas
fémeas nédo irradiadas (FNI), uma vez que foram observadas reducdes nas
guantidades médias de ovos postos pelas fémeas que acasalaram com Ml em
comparacdo com as quantidades médias de ovos postos pelas fémeas que
acasalaram com machos néo irradiados (MNI) (Tabela 01).

As maiores reducbes foram observadas para as FNI que acasalaram com Mi
nas doses de 20 e 40 Gy, sendo os percentuais médios de reducao de oviposicao de
(47,03 £ 0,41) % e (39,22 + 0,31) %, respectivamente. Para as FNI que acasalaram
com MI nas doses de 30 e 50 Gy, os percentuais médios de reducdo de oviposicao
foram de (15,63 £ 0,45) % e (25,19 + 0,11) %, respectivamente.

Este resultado difere do observado por Helinski et al., (2006), que estudou o
mosquito An. Arabiensis (Diptera: Culicidae) irradiados nas doses de 25, 50, 60, 70,
80, e 100 Gy, e Mendonca et al. (2021), que estudou a geracado parental de A. aegypti
e os descendentes de machos irradiados nas doses de 20, 30 e 40 Gy.Estes
autores irradiaram o mosquito na fase de pupa e observaram que n&o ocorreu
influéncia da radiagcédo na fecundidade das fémeas que acasalaram com machos da

geracéo parental, em comparacdo com o controle.

Os resultados apresentados por Shetty et al. (2017) indicam que ocorreu
diferenca da fecundidade de fémeas que copularam com machos irradiados na fase
adulta em doses a partir de 30 Gy, em comparacéo ao controle. Os autores atribuiram
os resultados obtidos ao fato de os machos irradiados ndo produzirem ou transferirem
as fémeas esperma suficiente durante a copula, o que provavelmente, pode explicar

0s resultados aqui obtidos.
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Tabela 01 — Valores médios para a fecundidade e fertilidade dos individuos da geracao parental (FO),
submetidos aos diferentes tratamentos. N= 70

Dose (Gy) Fecundidade Ovos eclodidos Fertilidade
Controle 810,0 + 5,02 557,7+2,1 68,85 + 0,542
20 429,0 £6,0° 297,3+2,1 69,30 £ 0,522
30 683,0 £ 3,5° 439,7 £4,2 64,43 + 0,46
40 492,0 + 3,19 149,3+3,5 30,33 £0,90°

50 606,0 + 3,6¢ 12,0+2,6 1,99 + 0,444

Fonte: Os autores (2024). "Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste estatistico
utilizando a ANOVA one-way seguida de Tukey, ao nivel de significancia de 5%. Valores seguidos

de letras diferentes nha mesma coluna apresentaram diferenca estatistica significativa entre si.
Apesar de ter havido diminuicao significativa na quantidade de ovos postos por
fémeas que cruzaram com machos irradiados, indicando a influéncia dose-
dependente da radiacdo na fecundidade, a viabilidade desses ovos (fertilidade) na
dose de 20 Gy néo diferiu da observada para o grupo controle. J4 a partir da dose
de 30 Gy, a analise estatistica mostrou haver diferenca significativa com relacdo ao
controle, mostrando que para o parametro fertilidade, a influéncia da radiacéo foi dose-

dependente a partir dessa dose.

Os resultados aqui obtidos para a fertilidade para a geracdo parental
corroboram com aqueles apresentados por Balestrino et al., (2010), Lima (2015),
Floréncio (2017), Ernawan (2017) e Shetty et al., (2017), os quais também observaram
a diminuicao da fertilidade de forma dose-dependente, em mosquitos irradiados em
diferentes fases de desenvolvimento. Como afirmado por Bushland e Hopkins, apud
Klassen et al. (2021), a radiacdo gama pode induzir mutacdes letais em todas as
células, especialmente nas células germinativas, as quais estdo em constante divisdo.
Este efeito pode causar a morte do embrido, resultando em ovos ndo viaveis, como

observado no presente estudo.

Na Figura 09 sdo apresentados os resultados das fecundidades das fémeas de
cada grupo avaliado nos diferentes tratamentos para a geracdo F1. A andlise
estatistica mostrou que o Grupo A, formado por casais compostos por machos e
fémeas descentes dos machos irradiados (FI x MI), apresentou aumento da
fecundidade para as diferentes doses estudadas, sendo este aumento significativo (p-
valor < 0,0001). J4 para o Grupo B, formado por casais compostos por fémeas
descendentes dos machos néo irradiados e machos descendentes de machos

irradiados (FNI x MI), houve uma diminuicdo da fecundidade para as doses de 20 e
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40 Gy, enquanto para a dose de 30 Gy, houve um aumento. Os resultados observados
para o Grupo C, compostos por fémeas descendentes de machosirradiados e machos
descendentes de machos néo irradiados (FI x MNI), mostram a diminuicdo da
fecundidade apenas para as fémeas descendentes dos machos irradiados com 20 Gy.
Para as doses de 30 e 40 Gy nao foram observadas diferencas significativas com

relacdo ao controle.

Figura 9: Fecundidade da geracéo filial F1 de Aedes aegypti, para os diferentes grupos estudados.
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Fonte: Os autores (2024). Legenda: Grupo A, composto por fémeas e machos adultos
descendentes de machos irradiados (FI x MI); Grupo B, composto por fémeas descendentes de
machos néo irradiados e por machos descendentes de machos irradiados (FNI x MI); Grupo C,
composto por fémeas descendentes de machos irradiados e machos descendentes de machos
ndo irradiados (FI x MNI). O grupo controle foi formado por fémeas e machos descendentes
de machos néo irradiados (FNI xMNI). Cada valor representa a Média + Desvio Padrdo de
experimentos independentes realizados em triplicata. A andlise estatistica foi realizada
comparando o controle com os tratamentos dentro de cada grupo, utilizando o teste t-Student
para amostras independentes, ao nivel de 5% de significancia. LEGENDA: **** p-valor < 0,0001;
***0,0001 < p-valor < 0,0009; ** 0,001 < p-valor < 0,009; * 0,01 < p-valor < 0,05; ns = ndo
significativo.

Na Tabela 02 € apresentado o resultado das comparacgdes das fecundidades
entre grupos. Observa-se que a fecundidade das fémeas foi maior para o Grupo A,
formado por Fl x MI, independentemente da dose recebida pelo macho ascendente.
Pode-se interpretar este resultado como sendo uma resposta adaptativa das fémeas
quando estas tentam compensar os efeitos deletérios herdados, aumentando a

producéo de ovos.
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Tabela 02 — Comparacéo, entre grupos, da fecundidade de A. aegypti, para a primeira geracao filial
(F1). Valores expressos como médias + desvio padrao.

Grupo” 20 Gy 30 Gy 40 Gy
A 637,0 + 14,572 633,0 +18,2A2 946,0 + 33,7AP
B 233,0 £17,482 449,0 £17,68b 331,0 +18,28¢
C 426,0 +19,6¢2 358,0 +21,2Cb 388,0 +11,8¢P

Fonte: Os autores (2024). LEGENDA: "Grupo A, composto por fémeas e machos adultos
descendentes de machos irradiados (FI x MI); Grupo B, composto por fémeas descendentes
de machos néo irradiados e por machos descendentes de machos irradiados (FNI x Ml); Grupo
C, composto por fémeas descendentes de machos irradiados e machos descendentes de
machos néo irradiados (FI x MNI). Analise estatistica realizada a partir do teste t-Student.
Valores seguidos de letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre doses (comparagédo com o controle). Valores seguidos de
letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre grupos. Foi
considerado um nivel de significancia de 5% para todos os testes.

Na Tabela 03 sdo apresentados os resultados obtidos para o parametro
fertilidade para a geracdo F1. E possivel observar a que as fémeas apresentaram
diminuicao estatisticamente significativa da fertilidade, nos trés grupos avaliados, com
o0 aumento da dose até 30 Gy. Na dose de 40 Gy, apesar da fertilidade com relacao
ao controle e a dose de 20 Gy ser menor, existe um aumento estatisticamente
significativo com relacdo a dose de 30 Gy, nos trés grupos avaliados.

Tabela 03 — Avaliacdo da fertilidade de A. aegypti, para a primeira geracao filial (F1). Valores
expressos como médias * desvio padréo.

Dose (Gy) Grupo A" Grupo B” Grupo C™
Controle 82,5+0,8"
20 Gy 69,2 +0,4B2 75,6 +2,3Bb 87,9 £ 1,08¢
30 Gy 46,8 +0,5¢2 48,0 +£1,4¢2 51,7 £0,8Cb
40 Gy 49,5 + 1,62 52,1 +1,0P2 72,6 +1,1Pb

LEGENDA: "Grupo A, composto por fémeas e machos adultos descendentes de machos irradiados
(FI x MI); "Grupo B, composto por fémeas descendentes de machos néo irradiados e por machos
descendentes de machos irradiados (FNI x MI); ™Grupo C, composto por fémeas descendentes de
machos irradiados e machos descendentes de machos néo irradiados (FI x MNI). Analise estatistica
realizada a partir da ANOVA one way seguida de Tukey. Valores seguidos de letras mailsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa entre doses (comparacgéo
com o controle). Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre grupos. Foi considerado um nivel de significancia de 5% para todos os testes.

Na comparacdo entre grupos, observa-se que, em média, os Grupos A (FI x

MI) e B (FNI x MI) apresentaram fertilidades menores que as do Grupo C (FI x MNI),
sendo estas diferencgas estatisticamente significativas. Os resultados de fecundidade
mostraram que o Grupo A foi 0 grupo que apresentou 0s maiores valores de

fecundidade. No entanto, os baixos valores de fertilidade sugerem que os machos
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descendentes dos machos irradiados podem ter herdado mais dos danos genéticos
sofridos por seus ascendentes, em comparacdo com as fémeas (FI), acarretando em
uma menor fertilidade das fémeas com as quais copulam. Estes resultados sdo os
primeiros apresentados na literatura, ndo sendo possivel, portanto, realizar uma

comparacao com outros resultados.

5.2 Efeito Genotdxico em Aedes aegypti pelo Ensaio Cometa

Os valores absolutos e médios do nivel de dano genético (zero a quatro), do
célculo do indice de Dano (ID) e da Frequéncia de Dano (FD%) de hemdcitos de larvas
e adultos de Aedes aegypti, para o grupo controle negativo (0 Gy) e para 0s grupos
(F1 e F2) descendentes dos expostos a radiacdo (20, 30 e 40 Gy), estdo apresentados
na Tabela 5. Observa-se valores baixos do ID e FD% em todos 0s grupos comparados

aos valores apresentados pela geracdo parental (FO)apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados dos danos genéticos observados por meio do ensaio Cometa em adultos de
Aedes aegypti irradiados com diferentes doses (20, 30 40 e 50Gy) de radiagdo gama (Cobalto-60), e
grupo controle negativo (0 Gy), para geragdo parental (FO).

Geragido Parental (FO) - Adultos

Grupos

Nivel de Dano Genético

0 1 2 3 4 1D FD %
Controle
negativo
Média 87,67 10,00 233 0 0 14,67 12,33
Desvio
Padrao 0,58 1,00 153 0 0 2,08 0,58
20 Gy
Média 33,00 5,33 333 32,00 26,33 213,33 67,00
Desvio
Padrao 1,00 058 058 1,00 0,58 23 1,00
30 Gy
Média 27,67 3,33 1,33 32,00 35,67 244 67 72,33
Desvio
Padrio 23 058 058 100 1,53 833 2.1
40 Gy
Média 20,33 1,67 2,00 36,67 39,33 273,00 79,67
Desvio
Padrio 208 058 000 058 1,53 6,93 2,08
50 Gy
Média 18,00 1,00 1,67 38,33 41,00 283,33 82,00
Desvio
Padrio 100 O0,00 058 153 1,00 4,04 1,00

Fonte: Os autores (2024).



Tabela 5:Resultados dos danos genéticos observados por meio do ensaio Cometa em larvas

e adultos dos grupos F1 e F2, descendentes de Aedes aegypti irradiados com diferentes

doses (20, 30e 40Gy) de radiacdo gama (Cobalto-60).

12 Geragao Filial (F1) - Larvas

12 Geracéo Filial (F1) - Adultos

Grupos
Mivel de Dano Genético Nivel de Dano Genéfico
FD
0 1 2 3 ID FD% 0 1 2 3 4 D %
Controle
negativo
Média 8633 12,00 1,67 0 1533 13,67 87,33 1033 233 0 0 15,00 12,67
Desvio
Padrio 1,45 1,00 058 0 1,53 1,45 058 153 153 0 D 173 053
20 Gy
Média 86,00 867 533 0 19,33 14,00 87,33 800 467 0 O 17,33 12,67
3:3:52 1,00 2,31 252 0 3,06 1,00 153 1,00 05 0 0 208 153
30 Gy
Média 8333 833 833 0 25,00 16,67 8633 7,33 633 0 0 20,00 1367
Desvio
Peize 208 058 153 0 361 2,08 145 145 145 0 O 2,00 1,15
40 Gy
Média 78,67 10,67 9,67 1,00 33,00 21,33 8367 967 66T 0 0 23,00 1367
E;;:'ﬁ'.'; 1,53 058 1,15 1,00 453 1,53 153 058 145 0 O 265 1,53
Grupos __ 2° Geragdo Filial (F2) — Larvas 2* Geraciio Filial (F2) — Adultos
Mivel de Dano Genético Mivel de Dano Genético
FD
0 1 2 3 ID FD% 0 1 2 3 4 D %
Controle
negativo
Média 8667 12,33 1,00 0 1433 13,33 36,67 1233 100 0 D 14,33 13,33
Desvio
Padrio 289 3.06 1.00 0 3,06 2.89 252 153 100 0 D 351 252
20 Gy
Média 88,00 7,00 500 0 17,00 12,00 8633 7,00 667 0 D 2033 1367
Desvio
Padrio 173 1,00 4.00 0 265 173 058 200 153 0 D 1,15 053
30 Gy
Média 88,33 6,67 500 O 16,67 11,67 8433 7,33 833 0 D 24,00 1567
3.53?5'3 1,15 2,08 1,00 0 058 1,15 252 153 115 0 D 361 2,52
40 Gy
Média 87,67 7,33 500 0 17,33 12,33 8400 7,67 833 0 0 2433 16,00
DEE SI"'J” 1,45 1,45 0,00 O 1,45 1,15 200 445 145 0 D 3,06 2,00

Fonte: Os autores (2024)
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O teste ANOVA e pos-teste de Tukey foram aplicados aos resultados utilizando

o programa STATA versao 13.0. Observa-se que em FO (adultos resultantes de pupas

irradiadas), as analises estatisticas comparativas do ID entreos grupos expostos

(20, 30, 40 e 50Gy) e entre os grupos expostos e o controle negativo (adultos
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resultantes de pupas nao irradiadas) resultaram em diferencas significativas (p =
0.0001). Entretanto, entre F1 e F3 (larvas e adultos), os resultados demonstraram que
ndo houve diferenca significativa nas analises estatisticas comparativas do ID, assim
como na comparacdo desses grupos em relacdo ao controle negativo (adultos
descendentes de pupas nao irradiadas), com excecdo ao F1, na fase larval (40Gy),

gue apresentou diferenca (p = 0,0001) quando comparado ao controle negativo, como

pode ser observado na Figura 10.

Figura 10. Médias do indice de Dano (ID) em hemdcitos de adultos de Aedes aegypti irradiados em
fase de pupa com doses de 20,30,40 e 50Gy (geragéo parental - F1) e médias do ID em hemdcitosde
larvas e adultos da primeira (F2) e segunda (F3) geracao filial.
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Fonte: Os autores (2024). Legenda: Os asteriscos (*) no topo da coluna indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, comparados ao controle negativo (C-). As
barras verticais no alto das colunas representam os valores de desvio padrao. Resultados
com diagndstico estatistico pelo teste ANOVA e pos-teste Tukey.

A adaptacdo da metodologia do ensaio cometa para avaliar a genotoxicidade
em insetos € relativamente recente (SILVA et al., 2021B), onde os primeiros relatos
se dao ao organismo modelo Drosophila melanogaster (SIDDIQUE et al., 2005;

VERCOSA et al. 2017), e em machos adultos de A. aegypti (SHETTY et al., 2017).
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Cruz et al. (2023) avaliou o efeito de produtos quimicos em larvas de A. Aegypti

utilizando o ensaio cometa.

O presente estudo utilizou 0 ensaio cometa para avaliar o efeito genotoxico da
radiacdo gama em Aedes aegypti, em machos adultos (FO) que passaram pelo
processo de irradiacdo na fase de pupa, nas doses de 20, 30, 40 e 50 Gy. Os efeitos

da radiacdo gama (6000) foram claramente detectaveis por meio do ensaio cometa,
indicando alta sensibilidade dos hemdcitos do Aedes aegypti, apontando esse método
como promissor no que se refere na avaliacdo dos danos genéticos promovidos pela
TIE, com vistas ao controle populacional do A. aegypti. Os resultados demonstraram
que quanto maior a dose de radiacdo ionizante, maior o indice de dano, corroborando
os estudos de Shetty et al., (2017) e Vergosa (2019).

No presente estudo, procurou-se também analisar o efeito da radiacéo
ionizante nos individuos descendentes de FO (geracdes F1 e F2), nas fases de larvas
e adultos. Os resultados encontrados para ambas as fases ndo diferiram do controle
negativo (individuos descendentes de machos e fémeas néo irradiados), exceto para
F2 larvas na dose de 40 Gy, demonstrando que os danos encontrados em FO foram
reparados e, portanto, ndo passados a descendéncia. Portanto, apesar de ter sido
observado aumento linear significativo de danos ao DNA, foi observado em todas as
amostras da geracao FO, sendo o indice de dano proporcional a dose que o organismo
recebeu, para as geracOes filiais (F1 e F2) ndo foram observadas diferencas
significativas em comparacéo ao grupo controle. Isso pode indicar reparo do DNA
danificado e/ou perda de células contendo muitos danos a medida que passa as

geracoes futuras.

Percebe-se com os resultados obtidos que a compreensao dos impactos da
radiacdo ionizante no DNA é fundamental para avaliar os riscos vinculados a
exposicao e para a concepcéao de estratégias de protecdo. A investigacdo dos danos
genéticos decorrentes da radiacdo assume uma relevancia significativa em diversos

dominios, abrangendo desde a medicina nuclear até a preservacao ambiental.

5.3 Efeito mutagénico em Aedes aegypti

Foram analisadas laminas preparadas com tecido de ganglios cerebrais de

larvas, tubulos de Malpighi de machos adultos e de ovarios de fémeas adultas, de A.
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aegypti, para determinar o efeito mutagénico. Na geracdo parental foi verificada a
presenca de micronucleos. Entretanto, foram raramente encontrados em individuos
descendentes (F1 e F2) dos individuos irradiados nas doses de 20, 30 e 40 Gy,
principalmente no controle negativo. As frequéncias totais de micronucleos séo

apresentadas em cada geracéao.

5.3.1 Micronucleos (MN) em neuroblastos (ganglios cerebrais) em Aedes aegypti.

Nas andlises de células de ganglios cerebrais de larvas de 3° estadio (L3) da
primeira e segunda geracéao filial (F1 e F2) expostas a diferentes doses de radiacao

(20, 30, 40 e 50 Gy), foram registradas as presencas de células com micronucleos.

Na geracéo F1, a frequéncia média do total de micronucleo foi de 0,003; 0,003,
0,004 e 0,005% para as doses de 20, 30, 40 e 50 Gy e frequéncia 0,003; 0,003 e
0,004%, nas doses de 20, 30 e 40 Gy, na geracao F2. No controle negativo foi de

0,002 para F1 e F2, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6: Comparacdo da média e desvio padrdo da frequéncia de micronicleo em neuroblatos de
larvas nas geracdes F1 e F2, tratadas com diferentes doses de radiacéo ionizante (20, 30, 40 e 50
Gy*) e o controle negativo (ndo-irradiado).

] Micronucleos
Dose recebida

X ts
(Gy F1 F2
(Controle) _ 0,002+0,063 0,002 £0,063
20 0,003+0,134 0,003 +0,067
30 0,003 +£0,082 0,003 + 0,067
40 0,004 +0,106 0,04 + 0,084
50 0,005 + 0,183 i

Fonte: Os autores (2024). Legenda: F = geracdo; x= média; s =
desvio padrdo. *Nao ha resultados da dose de 50 Gy na geracao
F3 porque nao houvedescendentes.

Em neuroblasto de larvas descendentes (F1 e F2) houve aumento significativo
de microndcleos, comparado ao controle negativo (p < 0.05), nas doses de 30 e 40
Gy (Figura 11).
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Figura 11: Numero médio de micronudcleos em células mitéticas de ganglios cerebrais de larvas de
Aedes aegypti e controle negativo (ndo-irradiado) da primeira e segunda geracao filial (F1 e F2)
expostos a diferentes doses de radiagéo.

Ganglios cerebrais

1* geragdo filial (F1)

i””

C- 20Gy 30Gy 40Gy 50Gy
Grupos estudados

2* geracdo filial (F2)

20Gy 30Gy 40Gy

o = RO B oM S =] 8

Nimero medio de microntcleos/ 1000

Fonte: Os autores (2024). Cada valor representa a média
desvio padrao de experimentos independentes. ANOVA One-
Way seguido do teste deTukey; *p<0,05. Nota: ndo ha
resultados da dose de 50 Gy na geracdo F2 porque ndo houve
descendentes.

5.3.2 Micronucleos em células de Tubulos de Malpighi de Aedes aegypti

Na Tabela 7 séo apresentados os valores de frequéncia de microndcleos para
a geracao parental (FO) e para as geracdes filiais F1 e F2. Observou-se, para as
geracdes filiais, uma diminuicdo na frequéncia de micronucleos, sendo registradas
frequéncias de 0,003; 0,003; 0,004%, para as doses de 20, 30 e 40 Gy,
respectivamente.
Tabela 7: Comparacéo da média e desvio padrédo (X + s) da frequéncia de microntcleo em tlbulos

de Malpighi de machos adultos de A. aegypti, nas gera¢des FO a F2, tratadas com diferentes doses
de radiagéo ionizante (20, 30, 40 e 50 Gy*) e o controle negativo (ndo-irradiado).

. Micronucleos
Dose recebida

X *+s
(Gy) Fo F1* Fo*
(Controle) 0002+0120 0002+0074 0,002 0,042
20 0011+0,094 0003+0.120 0003 +0.063
30 0016+0,092 0003+0.110 0003 + 0,063
40 0020+0074 0004+0116 0004 0,097
50 0022 +0.105 i i

Fonte: Os autores (2024). Legenda: F = geracao; X = média; s = desvio padrao. *Nao ha
resultados da dose de 50 Gy para as geracfes F1 e F2 porque ndo houve descendentes.
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Na Figura 12 sdo apresentadas as frequéncias de microndcleos em células
mitéticas de tubulos de Malpighi de machos adultos de A. aegypti da geracao parental
FO e das gerac0es filiais F1 e F2. Observa-se que a frequéncia de micronucleos foi
influenciada de forma dose-dependente pela radiacdo ionizante, na geracao FO, sendo
as diferencas estatisticamente significativas com relagcdo aocontrole e entre as doses.
Para a geracdo F1, a frequéncia de microndcleos na dose de 40 diferiu
significativamente do controle (ndo-irradiado); e, na geracdo F2, houve diferenca

significativa entre as doses de 30 e 40 Gy e o controle.

Figura 12: Nimero médio de microndcleos em células mitéticas de Tubulos de Malpighi de Aedes
aegypti de trés geracdes consecutivas (FO a F2) expostos a diferentes dosagens de radiacao.
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Fonte: Os autores (2024). Cada valor representa a média + desvio padrdo de experimentos
independentes. ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey; * p<0,05 Nota: ndo ha
resultados dadose de 50 Gy na geracdo F2 porque ndo houve descendentes

5.3.3 Micronucleos em células de ovocitos de Aedes aegypti

Ao analisar células de ovécitos de fémeas de A. aegypti, foi possivel observar
que as frequéncias de micronucleos obtidas para as segunda e terceira geracoes
(F1 e F2) foram de 0,003%, paras ambas as geracdes. Na dose de 40 Gy, as geracoes
filiais apresentaram frequéncia de 0,004 %. Os controles negativos apresentaram

frequéncia de 0.002%, como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8: Comparacéo da frequéncia de microntcleo em ovécitos de fémeas adultas de A. aegypti,
nas gerac@es F1 e F2, tratadas com diferentes doses de radiacéo ionizante (20,30, 40) e o controle
negativo (0 Gy).

) MicronuUcleos
Dose recebida

X ts
Gy F1 F2
0 (Controle) 0,002 +0,103 0,002 + 0,063
20 0,003+0,079 0,003 0,079
30 0,003+0,092 0,003 + 0,088
40 0,004+0,092 0,004 +0,110

Fonte: Os autores (2024). Legenda: F= geracdo; X = média; s =
desvio padréo.

Na Figura 13 é apresentado o comportamento das frequéncias de micronucleos
em células meidticas de ovdcitos de fémeas adultas de A. aegypti, descendentes de
machos expostos as diferentes doses de radiacdo ionizante. E possivel observar um
aumento significativo de micronicleos em fémeas descendentes de machos

irradiados na dose de 40 Gy, quando comparado ao controle negativo (p < 0.05).

Figura 13: Numero médio de micronucleos em células meidticas de ovécitos de fémeas

adultas deAedes aegypti de duas geracdes filiais (F1 e F2) de organismos extraidos de

individuos descendentes de machos expostos a diferentes doses de radiagcéo ionizante
(20,30 e 40Gy).
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Fonte: Os autores (2024). Cada valor representa a média + desvio padréo de
experimentosindependentes. ANOVA One-Way seguido do teste de Tukey; *
p<0,05.

Estudos de mutagenicidade em insetos sdo escassos na literatura. Silva et al.,
(2021C) avaliaram o efeito mutagénico do Temefés, em neuroblastos de larvas e
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ovocitos de fémeas adultas de A. aegypti, ao longo de quatro geracdes (F1-F4),
observando a formacéo de micronucleos. Essa mesma substancia foi avaliada por
Cruz et al. (2023) por meio do ensaio cometa, tendo sido observado que todas as
concentragfes estudadas apresentaram efeito genotdxicos em A. aegypti.

O presente estudo também avaliou o efeito mutagénico da radiacéo ionizante
(doses de 20, 30, 40 e 50 Gy), ao longo de trés geracdes (FO a F2) em diferentes
células de A. aegypti (Neuroblastos de larvas, Tubulos de Malpighi de machosadultos
e ovocitos de fémeas adultas). Na geracao parental (FO) foi verificada a presenca de
micronucleos em células de tubulos de Mapighi, onde sua frequéncia foidiretamente

proporcional a dose.

Para as geracdes F1 e F2, os micronucleos foram raramente encontrados,
apesar de células de neuroblastos terem apresentado aumento significativo de
micronucleos quando comparado ao controle negativo, nas doses de 30 e 40 Gy. Em
células meidticas de ovocitos de fémeas adultas foi observado um aumento
significativo na frequéncia apenas na dose de 40 Gy. Estes resultados evidenciam que
o efeito deletério em decorréncia da exposicéo a radiacado ionizante é permanece ao

longo das geracoes.

Em fungdo da sensibilidade na identificagcdo de danos, o ensaio de
micronucleos revela-se uma ferramenta relevante para tracar estratégias de
biocontrole e monitoramento populacional de insetos, sobretudo aqueles cujo impacto
é prejudicial ao ser humano. Ao analisar os danos genéticos induzidos por agentes
genotoxicos, esse método proporciona uma abordagem técnica robustapara a
avaliacdo do estado gendmico e potenciais intervencdes em populacdes de insetos-
alvo (MISHRA e SRIVASTAVA, 2023). Neste estudo, evidenciamos resultados
promissores ao combinar a Técnica do Inseto Estéril com o teste de Micronucleo para
avaliar o comportamento de geracdes de Aedes aegypti apos exposi¢do a radiacdo

gama.

Diante disso, este trabalho segue a recomendacédo de Bond et al. (2019),
Ranathunge et al. (2022) e Silva et al. (2022), sugerindo a dose de 50 Gy a ser utilizada
em futuras avaliacdes e programa de controle de A. aegypti, garantindo assim maior
seguranca, visto que nessa dose, a taxa de fertilidade observada € baixa, menor que
2%.

Por fim, este estudo também reafirma a importancia e a eficacia do teste do
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micronlcleo em ensaios citogenéticos para a avaliacdo da mutagenicidade,
especialmente em Aedes aegypti, um invertebrado de interesse na area da saude. Por
se tratar de um inseto, a realiza¢é@o do teste do microntcleo em A. aegypti € complexa
e requer extrema atencdo em todas as etapas, incluindo a correta extragcao de
ganglios, ovarios e tubulos de Malpighi, assim como a fixac&o e coloracdo adequadas,
para garantir resultados confiaveis. Dado o numero limitado de relatos sobre a
aplicacdo da técnica do micronucleo em insetos, esta pesquisa apresenta resultados
promissores para a expansao das possibilidades de ensaios com A. aegypti e do

bioensaio em questdo, amplamente reconhecido na comunidade cientifica.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo € pioneiro no acompanhamento do efeito genotoxico e
mutagénico nos individuos descendentes de A. aegypti, expostos a radiacdo gama.
Os resultados obtidos, referentes aos parametros fecundidade e fertilidade, indicam
que houve transferéncia dos danos recebidos pela geragao parental para a primeira
geracao filial, o que foi confirmado pelos dados mutagénicos obtidos a partir do teste

do microntcleo.

Os valores de fertilidade para os grupos avaliados (Grupo A, composto por
fémeas e machos adultos descendentes de machos irradiados (FI x MI); Grupo B,
composto por fémeas descendentes de machos néo irradiados e por machos
descendentes de machos irradiados (FNI x MI); Grupo C, composto por fémeas
descendentes de machos irradiados e machos descendentes de machos néo
irradiados (FI x MNI), mostram que ocorreu uma diminuicdo dos valores indicativos
deste parametro para as doses de 20 e 30 Gy. Porém, para a dose de 40 Gy, a
fertilidade aumentou em todos os grupos avaliados. A auséncia de dados para a

dose de 50Gy se da porque ndo houve descendentes.

Estes resultados sugerem que a dose de 50 Gy apresenta maior seguranca
para uso na Técnica do Inseto Estéril, visto que nessa dose, a taxa de fertilidade

observada é menor que 2%.
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