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Resumo: O diptero Aedes aegypti é transmissor de pelo menos trés doengas importantes no Brasil, e por esse
motivo passaram-se a desenvolver algumas medidas preventivas, principalmente no que diz respeito ao acimulo
de agua, que possui grande potencial para sua reproducéo e proliferacdo. Outros mecanismos como o método de
controle biolégico ndo sdo frequentemente utilizados no Brasil, e neste estudo testamos 0 uso de um crustaceo
copépode (Mesocyclops longisetus) como predador de larvas de Aedes aegypti (Culicidae: Diptera). O copépode
Mesocyclops, como a maioria dos Cyclopoida dispde de um ciclo de vida curto, as fémeas produzem cerca de 100
ovos durante a vida til, podendo tolerar uma ampla gama de varia¢des térmicas, e também sendo capaz de entrar
em quiescéncia diante de condicdes desfavoraveis. Vérias proporcdes de copépodes e larvas foram separadas e
adicionadas em aquérios para serem observadas durante cinco dias, as larvas de primeiro estagio foram
exterminadas, as de segundo estagio foram menos predadas do que as larvas do primeiro estagio, e 0s demais
estagios nao foram consumidas pelo copépode. Os resultados indicam que o Mesocyclops longisetus pode ser
usado para controlar larvas do primeiro e segundo estagio de A. aegypti, mas é ineficaz em outros estagios mesmo
quando a densidade da presa ¢ alta.

Palavras-chave: Predacdo. Controle bioldgico. Mesocyclops. Aedes aegypti.

Abstract: The dipter Aedes aegypti is a transmitter of at least three important diseases in Brazil and for this reason
it started to develop some preventive measures, mostly about the water accumulation, that shows a great potential
to its reproduction and proliferation. Others mechanisms like the biological control method are not frequently used
in Brazil and in this study we tested the use of a copepod crustacean (Mesocyclops longisetus) as a predator of
Aedes aegypti larvae (Culicidae: Diptera). The copepod Mesocyclops, as the most Cyclopoids, has a short life
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cycle, the females produce about 100 eggs during the shelf-life, and it can withstand a wide range of thermal
variations and being capable to get in quiescence when exposed to unfavorable conditions. Many copepods and
larvae proportions were separated and added in aquariums to be observed during five days, the first stage larvae
were exterminated. The second stage larvae were less eaten than the first stage larvae and the others stages weren’t
consumed by the copepod. The results indicate that the Mesocyclops longisetus can be used to control larvae of
A. aegypti of the first and second stage but it is ineffective in others stages even when the prey density is high
Keywords: Predation. Biological control. Mesocyclops. Aedes aegypti.

Resumen: El diptero Aedes aegypti es transmisor de al menos tres enfermedades importantes en Brasil, y por ese
motivo se desarrollaron algunas medidas preventivas, principalmente en lo que se refiere a laacumulacion de agua,
que posee gran potencial para su reproduccion y proliferacion. Otros mecanismos como el método de control
biolégico no son frecuentemente utilizados en Brasil, y en este estudio probamos el uso de un crustaceo copépode
(como el depredador de larvas de Aedes aegypti (Cultidae: Diptera). El copépode Mesocyclops, como la mayoria
de los Cyclopoida dispone de un ciclo de vida corto, las hembras producen cerca de 100 huevos durante la vida
atil, pudiendo tolerar una amplia gama de variaciones térmicas, y también siendo capaz de entrar en quiescencia
ante condiciones desfavorables. Varias proporciones de copépodos y larvas fueron separadas y afiadidas en
acuarios para ser observadas durante cinco dias, las larvas de primera etapa fueron exterminadas, las de segunda
etapa fueron menos predadas que las larvas de la primera etapa, y las demas etapas no fueron consumidas por el
trabajo copépodos. Los resultados indican que el Mesocyclops longisetus puede ser utilizado para controlar larvas
de la primera y segunda etapa de A. aegypti, pero es ineficaz en otras etapas inclusos cuando la densidad de la
presa es alta.

Palabras-clave: La depredacion. Control bioldgico. Mesocyclops. Aedes aegypti.
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Introducéo

O Culicidae Aedes aegypti € um mosquito que, incontestavelmente, se adaptou aos
centros urbanos subdesenvolvidos, nos quais ainda é utilizado o procedimento de
armazenamento de agua para abastecimento futuro. Materiais descartados que retém
agua da chuva, vasos de plantas, pneus entre outros sdo perfeitos para sua reproducdo e
proliferacdo. Atualmente o diptero Aedes aegypti é responsavel por transmitir pelo menos trés
importantes doencas no Brasil (Dengue, Zika e Chikungunya), o que o torna um alvo para a
Organizacdo Mundial da Saude, inclusive pela recente associacdo do Zika virus com um
elevado numero de casos de microcefalia, que consiste na malformacdo do cranio de fetos
durante a gestacdo. Embora as medidas profilaticas tenham sido continuamente disseminadas
nos meios de comunicacdo, o nimero de casos dessas doencas tem aumentado. Segundo o
Boletim Epidemioldgico da semana 25 no ano de 2017 foram registrados 192.123 provaveis
casos de dengue, 13.353 possiveis casos de febre pelo virus Zika e 131.749 supostos casos de

febre de Chikungunya no Brasil.
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O mecanismo de controle frequentemente utilizado no pais € a aplicacdo de inseticida

tanto para A. aegypti quanto para outros culicidios no intuito de extermina-los; ha também o
uso de larvicidas nos recipientes de dgua acumulada nos centros urbanos, porém, as larvas ja
mostraram resisténcia em alguns estados brasileiros (Carvalho et al 2004); e, ainda, 0 método
de retirada manual, quando os recipientes sdo esvaziados. E comum a ocorréncia em ambientes
como pneus, garrafas pet, potes plasticos, piscinas, chafarizes, entre outros, contendo grandes
densidades de larvas do mosquito referido, além de outras espécies hemat6fogas, como do
género Culex.

Como meio de controle aos vetores e prevencdo das doencas, em muitos paises usam-
se diferentes recursos. O controle de larvas de mosquitos indesejados transmissores de doencas
usando meio bioldgicos ja se mostrou eficiente em diversos paises, como Vietnam (Nam et al.
1998, 2012), usando inclusive crustaceos copepodes do género Mesocyclops. Na Tailandia,
voluntérios de educacdo em saude foram treinados para realizar o controle de vetores com
método bioldgico utilizando copépodes (Baldacchino et al. 2015). Nas Filipinas tal operacéo
também se mostrou muito eficaz, onde foram introduzidos copepodes em recipientes ndo
removiveis (Panogadia-Reyes et al. 2004). As epidemias que afetaram a Europa permitiram
gue a mesma criasse variados métodos de defesa, como quimico, genético e mecanico, além do
amplo uso do método bioldgico sobre a relacdo predador-presa (Baldacchino et al. 2015).

Baldacchino et al. (2015) realizou uma revisdo sobre métodos de controle para
mosquitos invasores do género Aedes na Europa, apontando cinco categorias de meios de
controle de Aedes: 1. Ambientais (reducao da fonte de criacéo), 2. Mecanica (uso de armadilhas
para captura), 3. Bioldgica (uso de copépodes como predadores, bacilos Bti e Wolbachia), 4.
Quimica (uso de reguladores do crescimento das larvas e piretroides), e 5. Genéticas
(esterilizacdo de insetos e uso de organismos modificados geneticamente, no caso, 0S proprios
Aedes). Outra revisdo completa, agora especificamente sobre o uso dos copépodes como
controladores de Aedes, pode ser verificado em Lazaro et al. (2015). Percebe-se que essas
revisGes compiladoras tém sido recentemente publicadas, gerando maior quantidade de estudos
abordando o controle desses mosquitos.

Os copépodes estdo entre os animais multicelulares mais abundantes da Terra, e estes

podem coexistir com as larvas de Aedes aegypti em um mesmo local (Marten & Reid, 2007,
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Kay et al. 1992; Vu et al. 2000), tornando-a uma de suas presas naturais (Marten 1990, Marten
et al. 1994, ). A capacidade predatéria do crustaceo e sua resisténcia para com o ambiente séo
de grande relevancia para tentativas de introdu¢do no meio urbano visando o controle de larvas
de mosquito. Isso pode ser aplicado, por exemplo, em &dgua acumulada em pneus e pequenos
recipientes de cor escura exposta ao sol, nos quais ocorre grande variagdo diaria de temperatura,
sendo o copépode um organismo tolerante a essa variavel.

A referida espécie a ser agente controlador de Aedes é, neste experimento, um copépode
da ordem Cyclopoida, Mesocyclops longisetus, considerando o sucesso obtido com outras
espécies desse género em paises como Argentina (Marti et al. 2004; Tranchida et al. 2009),
Filipinas (Panogadia-Reyes et al. 2004), Costa Rica (Schaper, 1999) e Vietnam (Nam et al.
1998, 2005, 2012). Estudos recentes do experimento no vilarejo do Vietnam mostraram um
comparativo de sucesso alguns anos antes e apds a introducao do copépode como controlador
de Aedes em longo prazo, entretanto apds a transferéncia da responsabilidade do governo e
pesquisadores a populacdo, houve um acréscimo populacional do mosquito (Tran et al. 2015).
Tal ocorrido reforca a ideia da manutencdo a curto, médio e longo prazo de programas de
controle da proliferacdo de mosquitos transmissores de doencas importantes atualmente.

O uso de Mesocyclops longisetus ja foi empregado para esse mesmo fim nos Estados
Unidos e no México (Soumare & Cilek 2011; Uejio et al. 2014), e resultados contraditérios
quanto a sua eficiéncia foram encontrados, apontando que o copépode é apto para o controle
apenas do primeiro estagio larval, e sobre as pupas nédo foi verificado efeito algum. Lazaro et
al. (2015) sugerem que a intervencdo somente de copépodes para o controle de Aedes apresenta
resultados limitados, necessitando de estudos mais aprofundados, até pelo baixo nimero destes.

No Brasil foram feitas algumas pesquisas sobre o uso de alguns Mesocyclops para o
controle de larvas de dipteros (Kay et al. 1992), inclusive com a combinacéo de alguns bacilos
Bti (Silva et al. 2015), indicando resultados satisfatorios. Entretanto, no trabalho de Silva et al.
(2015) desenvolvido no estado da Paraiba foi utilizado o copépode Mesocyclops ogunnus, que
é uma espécie invasora de origem da Africa (Ueda & Reid 2003), embora ja amplamente
distribuida no pais e no mundo. O uso combinado de bactérias Bti e de Mesocyclops ja foi
testado por diferentes trabalhos, que em geral apontam eficiéncia nos resultados (Chansang et
al. 2004; Kosiyachinda et al. 2003; Baldacchino et al. 2015).
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Copépodes da espécie M. longisetus toleram ampla variacdo térmica, sendo capazes de
habitar, por exemplo, vasos de plantas com &gua permanente, com grande oscilacdo diaria de
temperatura. Essa espécie possui ampla distribuicdo geogréfica na regido Neotropical (Ueda &
Reid 2003; Neves 2011; Perbiche-Neves et al. 2014, 2015), e € uma das maiores em termos de
comprimento corporal entre os Cyclopoida. Possui habitos onivoros como quase todos 0s
Cyclopoida (Reid 1985, Nam et al 1998). Além disso, esses animais tem ciclo de vida réapido,
produzem cerca de 100 ovos a cada reproducdo e podem entrar em estagio de quiescéncia caso
0 ambiente seque ou se torne impréprio. Estudos indicam que apés a eliminacdo das larvas de
A. aegypti, os copépodes do género Mesocyclops podem permanecer mais de 100 dias nos
habitats que receberam a intervencao (Marti et al. 2004; Nam et al. 1998, 2012).

No presente estudo foram analisadas as taxas de predacdo do copépode Mesocyclops
longisetus sobre larvas de Aedes aegypti em diferentes densidades e tratamentos, 0s
experimentos ocorreram em local semiaberto, simulando um ambiente urbano. Foram inseridas

quantidades conhecidas de copépodes e larvas de mosquitos.

Material e Métodos

Este estudo foi conduzido em um ambiente simulado, semiaberto, diante de variacao
natural de temperatura e umidade. Foram utilizados trés aquarios de formato circular e de
volumes variados para o cultivo de Mesocyclops longisetus, e outros dois para o cultivo de
larvas de A. aegypti, protegidos com tela mosquiteiro para conter evasées em sua fase adulta.
Os aquarios foram preenchidos com agua mineral e acondicionados em local protegido
indiretamente das intempéries, expostos o suficiente ao tempo para testes de resisténcia térmica,
radiacdo solar e a dessecacéo.

A coleta de copépodes adultos de M. longisetus foi realizada em lagoas localizadas em
Buri, Sdo Paulo, com auxilio de uma rede conica de plancton 68 pum. A coleta de larvas de A.
aegypti ocorreu nos centros urbanos mais proximos, locais onde havia dgua acumulada,
estagnada e com potencial para a reproducéo. Foram coletados também ovos de A.
aegypti com auxilio de um papel toalha umedecido levemente esfregado as bordas dos

recipientes com agua parada, para obter apenas larvas do primeiro estagio.
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Organismos do cultivo estoque de copépodes e larvas de mosquito foram alimentados

diariamente com uma combinagdo de fitoplancton (géneros Chlorella e Staurastrum),
claddceros (Ceriodaphnia sp.) e racdo floculada para peixes ornamentais.

Para os testes de predagdo foram utilizados vidrarias de coleta de 10 mL, os quais
possibilitaram a visualizagdo pelo estereoscopio, imagens e acompanhamento dos resultados.

Realizaram-se vinte e trés experimentos de diferentes combinagcdes de numeros de
larvas de mosquitos e copépodes, e cada recipiente conteve individuos de copépodes em estagio
adulto e larvas de Aedes de primeiro e segundo estagio, manipulados com auxilio de pipetas e
lanternas, separadas em niimeros necessarios em férmas de gelo da cor branca. Os recipientes
foram monitorados diariamente durante cinco dias seguidos, fazendo o registro dos niumeros de

ambos os individuos.

Resultados e Discussao

Os experimentos foram reproduzidos mais de vinte vezes utilizando larvas de A. aegypti
de primeiro e segundo estagio e adultos de M. longisetus em um mesmo aquério para avaliar a
taxa de predacdo num periodo de cinco dias (Tabela 2). A principio foram realizados alguns
testes com larvas a partir do segundo estagio até pupa, como visto na tabela 1, porém, ndo houve
nenhuma predacdo, certamente em razdo ao comprimento corpéreo das larvas em relacdo ao
comprimento dos copépodes, bem como, o volume dos aquérios, que dificultaram a
visualizacdo da interacdo entre os individuos.

Certificada a dificuldade de predacdo nos estagios larvais seguintes ao segundo,
estabeleceu a manipulacdo a partir da ecloséo de ovos de A. Aegypti, obtendo somente larvas
de estagio um para o experimento. Foi verificado a predacao de uma larva por um copépode no
tempo de apenas 10 segundos, um comportamento promissor diante do tempo de ciclo de vida
das larvas de A. aegypti, que leva cerca de 8 a 10 dias. Os copépodes atacaram prontamente as
larvas de todos os angulos possiveis, porém foi mais frequente visualizar o ataque pelo sifdo
respiratorio. Verificou-se também a semelhante alimentacdo das larvas e dos copépodes,
constituida de matéria organica contida nos recipientes experimentais, 0 que em tese garante

sua natural interacdo e permanéncia sem muito esforgo do copépode em recipientes artificiais.
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No primeiro experimento de predacdo das larvas de estagio um, foi disponibilizado um
menor nimero de larvas para um maior nimero de copépodes, e assim que 0s resultados
atingiram o completo exterminio das larvas em dois dias, como se Vvé na tabela 2, passou-se
para combinacfes de copépodes menores em relacdo as larvas. O exterminio total se deu apds
quatro dias. Aumentou-se o nimero de larvas do primeiro e segundo estagio a fim de obter
exterminio com um baixo nimero de copépodes, alguns conseguiram evoluir para estagios
seguintes em que 0s copépodes ndo foram capazes de predar, mas ainda o nimero de predacfes
foi alto, como é possivel visualizar nos graficos de barras e boxplot (Figura 1 e 2) e no quinto
dia da tabela 2, onde é especificado o nimero de mortes (sigla M).

Tabela 1. Predacéo das larvas de Aedes aegypti pelo copépode Mesocyclops longisetus a

partir do segundo estagio larval.

N° de larvas Estagio N° de copépodes Total de predacédo
10 2°e 3° 5 0
7 20,3% e 4° 5 0
9 2°,3°,4° e pupa 5 0
10 3°,4° e pupa 10 0
8 4° e pupa 10 0
7 pupa 10 0

Foram também testadas as limitagdes do M. longisetus conforme a variacdo de
temperatura diaria, tendo o potencial de sobreviver a maxima de 34,0 °C durante o dia e, minima
de 17,0 °C durante a noite, essas temperaturas foram registradas em dias de verdo. Além do
mais, foram constantemente deslocados através de recipientes de outros materiais sofrendo

variacOes abruptas de temperatura.

Figura 1. Grafico de barras exibindo nimero de larvas, copépodes e a predacdo de acordo com

0s estagios.
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Figura 2. Boxplot de acordo com o nimero de larvas predadas e seu respectivo estagio.
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Tabela 2. Numeros de larvas utilizadas, niUmero de copépodes e total de larvas predadas no @
tempo de cinco dias.

Revista
Hipotese

Experimento  NumL Num C D1 D2 D3 D4 D5
El 2 4 Exterminio
E2 2 2 Exterminio
E3 8 4 Exterminio
E4 10 1 Exterminio
ES5 15 1 Exterminio
E6 20 2 Exterminio
E7 20 1 Exterminio
ES8 77 15 Exterminio
E9 80 20 72M
E10 15 5 Exterminio
E1ll 8 4 Exterminio
E12 2 4 Exterminio
E13 1 5 Exterminio
El4 2 5 Exterminio
E15 2 7 Exterminio
E16 5 5 4 M
E17 10 1 7™
E18 10 5 8M
E19 10 9 8M
E20 5 9 Exterminio
E21 10 11 9M
E22 5 2 4 M
E23 12 1 9M
Concluséo

Até 0 momento, de acordo com o Boletim Epidemiolégico, foram registrados em todo

0 pais mais de 300.000 casos de doencas transmitidas pelo Aedes aegypti, revelando um
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obstaculo para a satde publica, principalmente tratando-se de gestantes, uma vez que 0 Vvirus
Zika transmitido pelo diptero € associado constantemente ao nascimento de bebés com
microcefalia, além do mais, a dengue também é capaz de se agravar, podendo se tornar ainda
mais prejudicial quando se converte para um quadro de hemorragia, no que se refere aos casos
de reincidéncia.

O meio de controle biologico de predacéo de larvas de A. aegypti pelo copépode M.
longisetus aponta ser um mecanismo promissor diante dos surtos de doencas transmitidas pelo
diptero no pais. A maioria das larvas de primeiro e segundo estagio foram predadas com
eficiéncia no experimento, assim como visto no trabalho de Marten et al. (1994). Apesar do
baixo custo para o controle do vetor em questdo, € necessaria a participacdo da comunidade em
geral, para que a curto e longo prazo haja mudancas significativas no ambito da saude publica,
assim como verificado em Nam et al. (1998), desenvolvido em um pequeno vilarejo do
Vietnam, em que a populacédo local pdde colaborar com a reciclagem de alguns materiais nao
utilizados, bem como, recipientes descartados que coletavam &gua da chuva, o qual é propicio
para o criadouro do mosquito.

O género Mesocyclops possui ampla distribuicdo geografica na regido neotropical,
impossibilitando a aplicacdo de uma espécie exdtica. Além do mais, o0 M. longisetus, assim
como a maioria dos cyclopoidas, tem o ciclo de vida rapido, com fémeas produzindo cerca de
100 ovos durante a vida util, sendo capaz de proliferar-se em um curto espaco de tempo no
ambiente em que é inserida e aumentar sua populacdo sendo ainda mais eficaz, dando énfase a
densidade de copépodes que consumira futuras larvas de A. aegypti. Os copépodes sdo muito
resistentes as variacfes abruptas de temperatura no ambiente onde é inserida, como por
exemplo, garrafas pets, pratos de plantas e pneus, assim como mostrou o trabalho de Marten et
al. (1990, 1994) e Schaper (1999) é uma espécie bastante resistente e tende a se proliferar
rapidamente mesmo em locais artificiais.

Os testes foram realizados com diferentes densidades de copépodes para o0 primeiro e
segundo estagio larval apontando sua efetividade, ja que, dentre os vinte e trés testes houve uma
estimativa de 93,65% de predacdo, o que corresponde a 310 de um total de 331 larvas. Ademais,
constatou-se uma relagcdo de dezesseis testes na qual ocorreu exterminio e apenas sete onde

algumas larvas conseguiram prosseguir seu ciclo.
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Com a colaboracgdo de outros mecanismos de controle do vetor é possivel dizer que, o
controle bioldgico utilizando a espécie Mesocyclops longisetus é eficaz até o segundo estagio
larval, os copépodes predam prontamente em poucos segundos, sendo resistentes as variacoes
térmicas e podendo se reproduzir facilmente, aumentando sua densidade e sendo ainda mais
eficaz no exterminio das larvas. Ainda é preciso recordar que a fase mais acessivel de controle
do vetor é o estagio larval, onde o diptero é confinado apenas aos recipientes com agua,
ambientes que podem ser eliminados ou delimitados a se aplicar o controle biolégico.
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