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RESUMO

Aedes (Stegomyia) aegypti possui relevancia mundial em saude publica como vetor
principal de diferentes arbovirus. A dependéncia da fémea pela alimentagao
sanguinea para produgdo de ovos e um ciclo de vida intimamente associado ao
ambiente urbano, sdo fatores relevantes no entendimento da evolugédo de uma
preferéncia alimentar pelo hospedeiro humano e na capacidade vetorial da espécie.
Nesse sentido, o principal objetivo do trabalho foi analisar como o sangue de
diferentes hospedeiros vertebrados podem influenciar nos parametros fisioldgicos e
genéticos relacionados a capacidade reprodutiva da fémea. Para isso, foi realizado
um bioensaio para analises bioldgicas (l) e outro para analises moleculares (Il), onde
fémeas (cepa Rockefeller) previamente acasalas receberam sangue de trés
vertebrados encontrados em ambiente urbano e semi-urbano: humano, ave e cédo. Os
experimentos foram realizados sob condi¢gbes controladas dentro de camara B.O.D.
(temperatura 25+1°C, umidade 60+£10 e fotoperiodo 12h:12h). O sangue foi obtido
diretamente do hospedeiro, com auxilio de profissionais capacitados e fornecido com
anticoagulante em um aparato artificial, por vinte minutos (CEUA 719 e CAAE
44032721.1.0000.0102). No Bioensaio |, fémeas alimentadas artificialmente com
sangue de cada hospedeiro vertebrado (e também, diretamente de camundongo)
foram individualizadas para analise da postura de ovos e viabilidade da prole. No
Bioensaio Il, apés 24 horas do repasto - periodo de pico de atividade de enzimas
responsaveis pela vitelogénese — as fémeas foram congeladas e armazenadas em
freezer -80°C em pools de quatro. Apds a extracao do RNA das amostras, foi realizada
a expressao génica relativa (AACT) de duas enzimas de ovogénese (catepsina B
vitelogénica e vitelogenina) através da RT-qPCR (“reverse transcription — quantitative
real time PCR”). Nas analises bioldgicas, houve uma producao significativamente
maior de ovos e viabilidade, para as fémeas que se alimentaram do sangue de ave
(3066 ovos e 59,26% de eclosédo larval, para 30 fémeas analisadas) e camundongo
(4747 ovos e 74% de eclosao, para 44 fémeas analisadas), em relacdo ao sangue do
céo (2306 ovos e 11,68% de eclosdao — 30 fémeas) e humano (1644 ovos e 33,88%
de eclosdo — 29 fémeas). Nas analises moleculares, para a Catepsina B, fémeas
alimentadas com sangue de galinha apresentaram uma maior expressao génica
relativa em relagao a aquelas alimentadas com sangue de céo. Os resultados obtidos
indicam que o sangue de outros animais (entre aves e mamiferos) e suas
propriedades, podem ser mais adequados para a produgéo de ovos de A. aegypti do
que o0 sangue humano, nao havendo uma aptiddo reprodutiva fornecida
exclusivamente por essa fonte. Logo, na natureza, o sangue de vertebrados presentes
no ambiente urbano, como cao e ave, tem o potencial de manutencéo da populagao
na auséncia do sangue humano.

Palavras-chave: Diptera; Culicidae; repasto sanguineo; aparato artificial; aspectos
reprodutivos; vitelogénese.



ABSTRACT

Aedes (Stegomyia) aegypti has global public health relevance as the main vector of
different arboviruses. The female's dependence on blood feeding for egg production
and a life cycle closely associated with the urban environment are relevant factors in
understanding the evolution of a preference for the human host and the vectorial
capacity of the species. In this sense, the main objective of the work was to analyze
how the blood of different vertebrate hosts can influence the physiological and genetic
parameters related to the reproductive capacity of the female. For this, a bioassay was
carried out for biological analysis (I) and another for molecular analysis (IlI), where
females (Rockefeller strain) previously mated received blood from three vertebrates
found in urban and semi-urban environments: human, bird and dog. The experiments
were carried out under controlled conditions inside a B.O.D. (temperature 25+1°C,
humidity 60+10 and photoperiod 12h:12h). Blood was obtained directly from the host,
with the help of trained professionals and supplied with anticoagulant in an artificial
apparatus, for twenty minutes (CEUA 719 and CAAE 44032721.1.0000.0102). In
Bioassay |, females artificially fed with blood from each vertebrate host (and also
directly from mice) were individualized for analysis of egg laying and offspring viability.
In Bioassay I, 24 hours after the meal - period of peak activity of enzymes responsible
for vitellogenesis - the females were frozen and stored in a freezer at -80°C in pools of
four. After extracting the RNA from the samples, the relative gene expression (AACT)
of two oogenesis enzymes (vitellogenic cathepsin B and vitellogenin) was performed
using RT-gPCR (Reverse transcription — quantitative real time PCR). In the biological
analyses, there was a significantly higher production of eggs and viability for the
females that fed on the blood of birds (3066 eggs and 59.26% of larval hatching, for
30 females analyzed) and mice (4747 eggs and 74% of hatching, for 44 females
analyzed), in relation to dog blood (2306 eggs and 11.68% hatching — 30 females) and
human blood (1644 eggs and 33.88% hatching — 29 females). In the molecular
analysis, for Cathepsin B, females fed with chicken blood showed a higher relative
gene expression in relation to those fed with dog blood. The results obtained indicate
that the blood of other animals (including birds and mammals) and their properties,
may be more suitable for the production of A. aegypti eggs than human blood, with no
reproductive aptitude provided exclusively by this source. Therefore, in nature, the
blood of vertebrates present in the urban environment, such as dogs and birds, has
the potential to maintain the population in the absence of human blood.

Keywords: Diptera; Culicidae; blood meal; artificial apparatus; reproductive aspects;
vitellogenesis.
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1 INTRODUGAO

O Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Culicidae: Diptera) apresenta
importancia em saude publica como vetor de diferentes arbovirus (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002). Caracteristicas evolutivas da
espécie, que incluem adaptacdes ao ambiente antrépico e a necessidade de sangue
para reproducdo, sdao pontos importantes para compreensdao dos mecanismos
relacionados a preferéncia alimentar pelo hospedeiro humano e a capacidade vetorial
(LYIMO & FERGUSON, 2009; POWELL & TABACHNICK, 2013).

O fossil mais antigo de Culicidae possui datagdo entre 100 e 90 milhdes de
anos, porém, estima-se que o grupo seja ainda mais antigo (BORKENT & GRIMALDI,
2005). A escassez de registros da familia corresponde a fragilidade de preservagao
desses espécimes, o que dificulta estabelecer a origem evolutiva entre os taxons e
suas associagdes iniciais com os hospedeiros vertebrados (BALASHOV, 1984). Para
0 grupo, sugere-se que a evolugado da hematofagia esteja relacionada a presencga de
pré-adaptagcdes morfofisioldgicas e um aparato bucal sugador ancestral, em
mosquitos inicialmente fitdfagos ou entomdéfagos, que permitiram ocasionais
alimentagdes em sangue de vertebrados (WAAGE, 1979). Nesse sentido,
restritamente na fémea, beneficios nutricionais proporcionados a capacidade
reprodutiva, podem ter favorecido uma hematofagia completa e a selegdo de
caracteristicas especificas (LEHANE, 2005).

Dentro dessa perspectiva, existem espécies que adotam habitos generalistas,
alimentando-se oportunamente de diferentes grupos de vertebrados e, especialistas,
apresentando preferéncia por determinados hospedeiros. Um conjunto de fatores
extrinsecos (relacionados ao hospedeiro e ao ambiente) e intrinsecos (genéticos e
fisiolégicos do inseto) podem modular essa relagdo. A evolugédo de uma preferéncia
alimentar em mosquitos parece estar associada a um contato prolongado e facilitado
com determinado vertebrado no ambiente (maior disponibilidade e facil acesso) e a
uma possivel vantagem seletiva (relagdo de custo-beneficio positiva) proporcionada
ao se alimentar desse organismo, especificamente (EGAS et al., 2004; TAKKEN &
VERHULST, 2013).

O A. aegypti se encaixa nesse cenario, tendo sua histéria evolutiva intimamente
moldada pelos seres humanos (TABACHNICK, 1991). Popula¢cdes da espécie

apresentam preferéncia pelo sangue desse hospedeiro ao longo de diferentes



17

distribuicbes geograficas e ambientes urbanos, semiurbanos e rurais, mas, podem
alimentar-se oportunamente e em menor escala de outros vertebrados disponiveis,
como caes, galinhas e gado (SCOTT, et al., 1993; SCOTT et al., 2000; PONLAWAT
& HARRINGTON, 2005; SIVAN et al., 2015). Acredita-se que a forma “domesticada”
e antropofilica da espécie tenha evoluido de populagbes ancestrais zoofilicas
generalistas, que viviam em florestas no leste da Africa e sofreram pressdes seletivas
que favoreceram a aproximagao ao habitat e criadouros artificiais. Com a chegada
nas Américas, a partir das navegacgodes intercontinentais dos séculos XV-XIX, foram
sendo selecionadas caracteristicas adaptativas que permitiram essa espécie viver no
ambiente antropico e nos grandes centros urbanos, realizando todo o ciclo de vida
nesses locais e especializando-se na dieta humana (PETERSEN, 1977;
TABACHNICK, 1991; POWEEL & TABACHNICK, 2013; BROWN et al., 2014).

A fémea de A. aegypti € essencialmente anautdgena, ou seja, depende das
proteinas e aminoacidos do sangue para ativagdo da maturagao dos ovarios e
producdo dos ovos. A busca ativa pelo hospedeiro e a ingestdo do sangue induzem
uma sucessado de eventos fisiologicos imprescindiveis para o ciclo gonadotréfico
(VALLE et al., 2015). Em conjunto com a digestao do sangue, da-se inicio ao periodo
vitelogénico da ovogénese. Nesse estagio, basicamente, ocorre a secregao de
horménios que estimulam a produgéo, no corpo gorduroso do inseto, de proteinas
precursoras do vitelo (principalmente vitelogenina, carboxipeptidase vitelogénica e
catepsina B), que séo levadas pela hemolinfa até os ovarios e propiciam a formagao
dos ovocitos maduros. Sdo necessarios de dois a trés dias para ocorrer a digestao
completa do sangue, o armazenamento de reservas nutricionais (vitelo) nos ovécitos
e consequentemente, a oviposigdo da fémea em local préximo a agua (RAIKHEL et
al., 2002).

Apesar da preferéncia alimentar ser um comportamento inerente e de origem
genética, diferentes estudos buscam compreender os elementos que impulsionaram
a selecao e manutencao dessa caracteristica em A. aegypti (GREENBERG, 1951;
BENNET, 1970; NAYAR & SAUERMAN, 1977; CHANG & JUDSON,1979; EDMAN &
SCOTT, 1987; HARRINGTON et al., 2001; SCOTT & TAKKEN, 2012; HARRISON et
al., 2021). Como os grupos de vertebrados apresentam caracteristicas bioquimicas
especificas na composi¢ao do sangue, sugere-se que esse parametro seja importante
na evolugao de uma escolha por hospedeiro. Logo, possiveis vantagens seletivas na

escolha de hospedeiro podem estar relacionadas, entre outros fatores, a
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especificidades nutritivas da composi¢cado do sangue do hospedeiro preferencial, que
poderiam favorecer a capacidade reprodutiva (producado de ovos e viabilidade), de
sobrevivéncia e tempo de vida da fémea do mosquito (HARRINGTON et al., 2001).

Nesse sentido, a investigacao de fatores genéticos e fisioldgicos relacionados ao
repasto sanguineo e capacidade reprodutiva da fémea, podem auxiliar na
compreensao da evolugdo da preferéncia pelo sangue humano, mesmo com
disponibilidade de outros vertebrados em ambiente urbano, possibilitando também
novas abordagens para modulagdo dessas caracteristicas no controle de vetores
(LYIMO & FERGUNSON, 2009). Além disso, a analise da eficiéncia de metodologias
artificias de alimentagdo sanguinea sao importantes para manutencgao de insetarios e
realizagcao de experimentos em laboratério, sem a necessidade de submissao direta
de vertebrados aos insetos (COSTA-DA-SILVA et al., 2013; ANJOLETTE &
MACORIS, 2016; HARRISON et al., 2021).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar como o sangue de diferentes hospedeiros vertebrados de comum
disponibilidade em ambiente urbano (incluindo o ser humano), podem influenciar
parametros fisioldgicos e genéticos reprodutivos de fémeas de Aedes aegypti e sua

viabilidade na manutencao dos mosquitos em insetario.

1.1.2 Objetivos especificos

¢ Analisar a eficacia da utilizagdo de aparato sanguineo e a possibilidade de
substituicdo do método de alimentagdo para manutencado do insetario em
laboratoério;

e Avaliar os niveis de distensao do abdémen e o total de fémeas alimentadas
em cada repasto fornecido;

¢ Contabilizar os ovos e a viabilidade da prole de fémeas alimentadas com as
diferentes fontes sanguineas;

e Comparar o peso das fémeas durante os diferentes processos fisioldgicos

(ap6ds repasto sanguineo, apds digestdo do sangue e apos oviposi¢ao);
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Analisar a dinamica de produc¢ao de proteinas precursoras do vitelo, a partir
do método de expressédo génica relativa, para as fémeas alimentadas de

diferentes hospedeiros vertebrados;

Relacionar a dinamica de expressao génica de vitelogeninas aos dados

bioldgicos de oviposigao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 EVOLUCAO DA HEMATOFAGIA E ESCOLHA DE HOSPEDEIRO EM INSETOS

O habito hematofago evoluiu de forma independente em diferentes linhagens
de insetos — por vezes, dentro da mesma ordem —, com surgimento estimado entre o
Jurassico e Cretaceo (BALASHOV, 1984; RIBEIRO, 1995; WHEELER et al., 2001).
Essa evolugao multipla fica evidente quando se observa, por exemplo, as diferencas
em relacdo aos processos e estratégias de interacdo especificas com o hospedeiro;
niveis de dependéncia do sangue; a presenga do habito em diferentes fases do ciclo
de vida, em ambos os sexos ou somente na fémea; as particularidades das pecas
bucais; entre outros. Por outro lado, houve convergéncia evolutiva de caracteristicas
relacionadas a hematofagia, sendo a principal delas, o surgimento de um aparato
bucal essencialmente picador-sugador, adaptado para perfurar a pele e sugar o
sangue do hospedeiro (FRIEND & SMITH, 1977; LEHANE, 2005; ARAUJO et al.,
2012).

Os grupos de insetos hemato6fagos conhecidos atualmente sao: os percevejos
e triatomineos (Ordem Hemiptera); os piolhos (Ordem Phthiraptera); as pulgas
(Ordem Shiphonaptera); ocasionalmente, alguns grupos de mariposas (Ordem
Lepidoptera); e moscas, mosquitos e outros representantes desse grupo (Ordem
Diptera) (LEHANE, 2005; BRUSCA et al., 2018).

De acordo com dados de registros fésseis e analises morfofisioldgicas e
moleculares de grupos recentes, sdo propostas duas hipoteses macroevolutivas para
o surgimento da hematofagia nos insetos, que podem se sobrepor (WAAGE, 1979;
LEHANE, 2005). A primeira, inclui uma associagdo intima e prolongada com os
vertebrados (répteis e mamiferos primitivos) no ninho, para onde os insetos seriam
atraidos pelas condigbes propicias e disponibilidade de alimento. Inicialmente,
acredita-se que esses invertebrados eram mastigadores e alimentavam-se de detritos
organicos, passando ocasionalmente a aproveitar produtos e secregbes tegumentares
e sangue em injurias da pele do hospedeiro. Como o sangue apresenta um alto valor
nutricional, a evolugdo da hematofagia e de um aparato bucal especializado podem
ter sido favorecidas. Esse habito também poderia ter evoluido longe do ninho,

relacionado principalmente as vantagens de obter o alimento proximo ao local
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necessario para deposi¢cao dos ovos e desenvolvimento das formas imaturas, o que
geraria um menor custo energético para a fémea (LEHANE, 2005).

Apesar dos mecanismos que envolvem o surgimento da hematofagia nos
machos serem dificeis de explicar, uma associacao intima com vertebrado pode ter
sido favorecida pela maior probabilidade de encontro com a fémea e copula bem
sucedida (LEHANE, 2005). Um exemplo interessante de interacdo semelhante, é
observado em A. aegypti, onde apesar do macho ndao ser hematdfago, este vive
essencialmente no mesmo ambiente da fémea e é encontrado sobrevoando o
hospedeiro humano na intencao de realizar a copula (TEESDALE, 1955).

A segunda rota evolutiva envolve insetos com pré-adaptacdes
morfofisiolégicas, que em associagdo prolongada com vertebrados em locais de
habitat compartilhado, e ocasional alimentagdo sanguinea, evoluiram para uma
hematofagia completa. Acredita-se que esses organismos eram inicialmente fit6fagos
(alimentacao de néctar) ou entomofagos (alimentagao de produtos internos de outros
invertebrados), que possuiam um aparato bucal perfurador ancestral
(BEKLEMISHEV, 1957; DOWNES, 1970; WAAGE, 1979; LEHANE, 2005). Exemplos
que ilustram essa teoria incluem mosquitos hematdéfagos que em condigbes de
laboratério foram capazes de produzir ovos viaveis alimentando-se de liquidos
corporais de larvas (HARRIS et al., 1969) e grupos de borboletas em que o aparato
bucal essencialmente adaptado para sugar néctar, pode ser utilizado para
alimentagao sanguinea ocasional (ZASPEL et al., 2007).

Independente do caminho, a evolugdo da hematofagia favoreceu diversas
adaptacgdes relacionadas ao habito, podendo também estar associada aos processos
de coespeciacao e coevolugao entre vertebrados e invertebrados e, entre esses e
organismos patogénicos (KIM et al., 2011; DA SILVA NETO, 2013; CRUZ, 2017;
FERREIRA et al., 2018).

Dentro do grupo mais diversos de representantes hematédfagos, os dipteros, a
familia Culicidae apresenta o maior grau de adaptacdes especificas relacionadas a
alimentagao sanguinea. Inferéncias ecoldgicas e de relacionamentos taxonémicos,
sugerem que essa caracteristica evoluiu no grupo de acordo com segunda rota
anteriormente descrita. Nesta, as fémeas se beneficiaram com o carater nutritivo no
quesito reprodutivo, enquanto os machos mantiveram o habito fitéfago. Logo, nos
mosquitos, a relagdo parasito/hospedeiro estaria associada a via tréfica apenas da

fémea e existiria certa independéncia do hospedeiro, pois a associacdo ocorre
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somente no momento da alimentagdo (BALASHOV, 1984; WAAGE, 1979; HARBACH,
2007).

Uma carateristica de extrema relevancia € a evolug¢ao de uma relacéo intima
de alguns mosquitos com o ser humano e o ambiente urbano, como € o caso de Aedes
agypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles gambiae sensu stricto (s.s.), por exemplo.
Apesar das fémeas da maioria das espécies de mosquitos apresentarem habito
hematofagico, poucas apresentam preferéncia por hospedeiros especificos como o
ser humano (TAKKEN & VERHULST et al, 2013). De acordo com Powell &
Tabachnick (2013), o habito que alguns insetos vetores possuem de viver em
ambiente urbano, o que os autores denominam como processo de “domesticacao”, €
um dos fenébmenos mais importantes da entomologia médica. Logo, ainda ha muitos
questionamentos do porque essas caracteristicas evoluiram em alguns grupos e qual
a relagcdo com a competéncia vetorial do inseto (EGAS et al., 2004; LYIMO &
FERGUSON, 2009; TAKKEN & VERHULST et al., 2013).

Sabe-se que os primeiros hominideos surgiram milhées de anos apds os
insetos hematofagos, sendo a historia da espécie humana relativamente recente
(cerca de 10 milhdes de anos atras) (POWELL & TABACHNICK, 2013). Por
consequéncia, nesse periodo, os insetos ja ocupavam uma grande variedade de
habitats e possuiam adaptacbes especificas para hematofagia em diferentes
vertebrados (LEHANE, 2005). Nesse sentido, pode-se considerar que os patdgenos
transmitidos por esses vetores tem uma longa histéria prévia de associagdo com
outros animais vertebrados e as infecgdes ao ser humano foram subproduto derivado
(POWELL & TABACHNICK, 2013).

Os seres humanos ocuparam e modificaram em larga escala o ambiente
silvestre, impactando profundamente algumas espécies de insetos e favorecendo
outras com adaptacbes ao ambiente modificado, criando-se nichos onde esses
organismos vivem em ampla associagdo com os humanos (LEHANE, 2005; POWELL
& TABACHNICK, 2013). Espécies generalistas resistentes podem evoluir ao longo do
tempo para viver nesses ambientes e podem tornar-se especialistas na dieta humana
(LYIMO & FERGUSON, 2009). As relagbes ecoldgicas mais proximas de mosquitos
com o0s seres humanos geralmente sdo apresentadas por espécies vetoras com
preferéncia alimentar pelo sangue humano e que dependem diretamente do ambiente
artificial para realizar seus ciclos de vida (HARRINGTON et al. 2001; TAKKEN &
VERHULST et al., 2013; BROWN et al., 2014).
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Em Culicidae, a escolha por hospedeiro, em diferentes niveis, esta relacionada
aos padrdes histéricos de disponibilidade de hospedeiros e as variagbes genéticas
das populagdes desses insetos. Logo, pode variar espacial e temporalmente, e entre
populagdes e espécies. Sugere-se, empiricamente, que uma especializagao alimentar
surge em ambientes com disponibilidade de hospedeiros favoraveis e quando exista
um custo-beneficio positivo relacionado ao ganho energético e de aptiddao, em
restringir/limitar as possibilidades. Por outro lado, o generalismo estaria relacionado
aos ambientes onde os encontros com hospedeiros ideais sao baixos e o custo da
espera seria alto, podendo refletir na morte do inseto antes da alimentacao (KELLY &
THOMPSON, 2000; PAGE, 2003; EGAS et al., 2004; LYIMO & FERGUSON, 2009).

A distribuicdo do hospedeiro na natureza pode influenciar diretamente no gasto
energético, sobrevivéncia e risco de predagcdo durante a procura da fémea por
alimentagao sanguinea. Porém, uma verdadeira preferéncia alimentar esta associada
a multiplos fatores fisioldgicos, comportamentais e ecolégicos tanto dos insetos
quanto dos potenciais hospedeiros vertebrados, que ndo se resumem apenas a
disponibilidade do hospedeiro. Em culicideos que apresentam alta especificidade com
o ser humano, mesmo sob escassez do hospedeiro preferencial e disponibilidade de
outras espécies no local, altas taxas de alimentagao especifica podem ocorrer, onde
a fémea procura ativamente seu hospedeiro preferencial (TAKKEN & KNOLS, 1999;
LYIMO & FERGUSON, 2009; TAKKEN & VERHULST, 2013).

Algumas hipoteses levantadas, sugerem a relevancia de caracteristicas como
a base nutricional e propriedades fisicas e quimicas do sangue; o custo e tempo de
digestdo no inseto; as caracteristicas defensivas do hospedeiro e nivel de
suscetibilidade as picadas, na evolugdo de uma escolha de hospedeiro preferencial
relacionada a possiveis aptidées reprodutivas e de sobrevida da fémea de mosquitos
(LYIMO & FERGUSON, 2009; SCOTT & TAKKEN, 2012; TAKKEN & VERHULST,
2013).

O padrao de alimentagdo em humanos (e outros animais) pode variar de acordo
com fatores como idade, tamanho, sexo, gravidez, saude e até mesmo tipo sanguineo
(LINDSAY et al., 1972; PORT et al., 1980; EDMAN & SPIELMAN, 1988; KELLY, 2001;
KWEKA et al., 2010; MACIEL-DE-FREITAS et al., 2013; PRASADINI et al., 2019). O
sangue dos vertebrados é composto principalmente por glébulos vermelhos
suspendidos em plasma, com a solugcao geral contendo grandes quantidades de

proteinas e, em menor quantidade, lipidios, carboidratos e moléculas inorganicas, que
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variam entre espécies e organismos (WINTROBE, 1933; DE SMET, 1978). De
maneira geral, nos mamiferos, as hemacias s&o menores, anucleadas e cilindricas,
enquanto que nas demais classes sao maiores e apresentam nucleo em formato
achatado-oval (LEWIS, 1996). Nesse sentido, as variagdes na composi¢ao do sangue
e tamanho dos eritrécitos podem ter consequéncias nutricionais para os mosquitos e
na producéo de ovos, desempenhando um papel importante na escolha de hospedeiro
(HARRINGTON et al., 2001; LYIMO & FERGUNSON, 2012; HARRISON et al., 2021).

Caracteristicas biomecanicas relacionadas a facilitagdo da ingestao de sangue
e o custo energético da digestdao também podem ser relevantes, apesar da
necessidade de maiores estudos com Culicidae nessa area. Os parametros que
atuam sobre a viscosidade do sangue durante o bombeamento do inseto pelo canal
alimentar para o intestino podem influenciar na ingestao de sangue pelo inseto, dentre
eles: temperatura corporal, hematdcrito (fragdo do volume de sangue ocupada pelas
hemacias), agregacao eritrocitaria, coagulacao, agregacgao plaquetaria, diametro do
tubo pelo qual ele flui (ARAUJO et al., 2012). Também, como o acesso inicial aos
aminoacidos depende da quebra mecanica das hemacias pela armadura cibarial, e
como a morfologia dessa estrutura € distinta entre as espécies de mosquitos, a
evolugao pode ter favorecido relagdes preferencias com hospedeiros em que as
células sanguineas sejam hemolizadas de forma mais eficiente (LYIMO E
FERGUSON, 2009).

Além disso, como a quantidade de sangue ingerido e a probabilidade de
alimentacao bem sucedida e sobrevivéncia durante o repasto também pode influenciar
na aptiddo da fémea, fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado, como o
tamanho, capacidade defensiva e as barreiras fisicas da pele, também podem ser
relevantes na selegao e evolugao de hospedeiros preferenciais (EDMAN et al., 1972;
KELLY, 2001; LEHANNE, 2005). Nesse sentido, um tamanho corporal maior poderia
influenciar a escolha de hospedeiro pela emissdo de maiores pistas olfatérias e
fornecimento de maior superficie corporal para realizacdo da picada (SMITH, 1956;
PORT et al., 1980; TORR, 2006; KWEKA et al., 2010). Ja a espessura da pele e a
presenca de pelos e penas poderiam influenciar na sondagem do inseto e bloquear o
acesso a alimentacdo, enquanto que movimentos fisicos, poderiam espanta-lo e até
mata-lo (WAAGE & NONDO, 1982; WALKER & EDMAN et al., 1985; EDMAN &
SCOTT, 1987; KELLY et al., 1996; LEHANNE, 2005).
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2.2 HISTORIA EVOLUTIVA E PREFERENCIA ALIMENTAR EM Aedes aegypti

O A. aegypti pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, género Aedes e subgénero Stegomyia. E
considerado o vetor de maior importancia epidemiolégica da familia Culicidae
(HARBACH, 2007). A espécie é praticamente ubiqua, com ampla distribuicdo nas
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Acredita-se que o inseto alcangou a
regido neotropical através das expedigdes colonizadoras e trafico comercial com o
Velho Mundo, sendo originario da Africa, onde estdo a maioria dos outros membros
do género (FORATTINI, 2002; GUBLER, 2002; VALLE et al., 2015).

A espécie apresenta um alto grau de capacidade adaptativa e plasticidade
genética, caracteristica que evoluiu principalmente relacionada as diferentes
condigbes aplicadas sobre o ambiente pelas atividades antrépicas, além das
consecutivas introducbes da espécie na regiao neotropical. Isso fica claro nas
diferencas morfoldgicas, fisioldgicas, genéticas e comportamentais, das populacdes
provenientes de locais distintos na natureza e também daquelas estabelecidas em
laboratorio. No cenario atual, sem entrar na questdo de possiveis divisbes em
subespécies, sabe-se que ainda existem populagdes com habitos selvagens, vivendo
em florestas e alimentando-se do sangue de mamiferos e répteis, que estao restritas
ao local de origem da espécie na regido subsaariana da Africa, e populagdes
tipicamente conhecidas como domesticadas, com preferéncia pela dieta humana, que
estdo distribuidas amplamente e principalmente nas Américas (MCCLELLAND &
WEITZ, 1963; LOPES, 1997; FORATTINI, 2002; BRAGA & VALLE, 2007; MCBRIDE,
2016).

Existem duas hipoteses para o surgimento de populagcbes de A. aegypti
adaptadas ao ambiente antrépico e especialistas no sangue humano (POWEEL &
TABACHNICK, 2013). Em ambos os casos, sugere-se que esse modelo tenha
evoluido de uma populacéo ancestral generalista e zoofilica, que vivia em buracos de
arvores no leste africano. No primeiro caso, acredita-se que populagdes ancestrais
passaram por um isolamento geografico em periodo de seca severa no Saara, cerca
de 4000 anos atras. Essa paisagem poderia ter favorecido a selecdo de
comportamentos domeésticos e caracteristicas relacionadas. Entéo, essas populagdes

teriam sido disseminadas globalmente através de viagens intercontinentais de
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exploragbes humanas iniciadas no século XV, especializando-se amplamente aos
ambientes modificados (TABACHNICK, 1991; POWEEL & TABACHNICK, 2013).

No segundo caso, sugere-se que essa diferenciagdo ocorreu apenas durante o
processo de transporte humano e colonizagao do Novo Mundo e ndo antes. Ou seja,
a selecdo da forma adaptada ocorreu em resposta as condi¢cdes de transporte nos
navios e aos novos locais (POWEEL & TABACHNICK, 2013). Ainda ndo esta claro se
todas as populacdes “domésticas” atuais resultaram de um unico evento evolutivo
inicial ou se ocorreram multiplos eventos independentes de associagdo com o0s
humanos que resultaram em populacdes distintas de acordo com as regides de
ocupacado e processos de reintrodugdo (MATTINGLY,1957; PETERSEN, 1977;
BROWN et al., 2011; BROWN et al., 2014; WILKE et al, 2019).

O processo de aproximacdo do ambiente antropico na espécie pode ter sido
acompanhado por uma maior competéncia em transmitir determinados patégenos aos
humanos. Sugere-se que arboviroses humanas podem ter sofrido pressao de selecao
favorecendo adaptagcbes aos gendtipos de mosquitos que se alimentam
preferencialmente desses hospedeiros. Quanto maior a histéria evolutiva entre essas
associagdes, mais eficientemente o virus se replica no corpo do inseto - driblando seu
sistema de defesa - e é transmitido para o hospedeiro vertebrado em outros repastos
sanguineos (MONCAYO et al., 2004; LOBO et al., 2009; POWELL & TABACHNICK,
2013).

Uma acentuada atracao e elevados niveis de alimentacdo na natureza indicam
a preferéncia alimentar de A. aegypti pelo sangue humano (MCCLELLAND & WEITZ,
1963; GOUCK, 1972; MCBRIDE et al., 2014). Estudos mostram que mais de 80% da
alimentacdo sanguinea na natureza, da forma domesticada da espécie, sao
provenientes de humanos. Sivan e colaborados (2015) identificaram que 87,8% de
fémeas ingurgitadas de diferentes paisagens da india, alimentam-se
preferencialmente de humanos, seguido de uma pequena proporgdo de mamiferos
(vacas = 4,8% e cabras = 2,7%), aves (galinhas = 0,7%) e amostras de origem
desconhecida (4,01%).

Em A. aegypti coletados em diferentes distritos da Tailéndia, o registro de uma
unica refeigcdo sanguinea em sangue humano ultrapassou 80% em todos os locais,
sendo o segundo registro mais comum a combinagdo de sangue humano e de
cachorro (entre 4,6% e 16%) (PONLAWAT & HARRINGTON, 2005). Em uma vila rural
também da Tailandia, 88% das refeicbes sanguineas avaliadas para fémeas da



27

especie, foram provenientes de um unico repasto em humano e mais 7% de refei¢cdes
multiplas incluiram esse hospedeiro. A segunda refeicdo unica mais comum foi
realizada em cées (2%) e a terceira, em aves (1%), enquanto as refeicdes multiplas
mais comuns foram nas combinagdes humano e galinha, humano e cado e humano e
boi, com cerca de 2% do total (SCOTT et al.,1993). Ja em area residencial de Porto
Rico, 95% de fémeas coletadas foram positivas para sangue humano e 2% para
sangue humano em refeicées mistas com outros hospedeiros (SCOTT et al., 2000).
Os mesmos autores, realizando comparacdes de coletas entre area residencial de
Porto Rico e vila rural na Tailandia, encontraram que em geral, os mosquitos coletados
em ambiente domiciliar de vila rural possuiam mais refeicdbes multiplas (42% duplas e
5% triplas) do que em ambiente domiciliar urbanizado (32% e 2%, respectivamente)
(SCOTT et al., 2000).

Sabe-se que o habito hematdéfago evoluiu exclusivamente na fémea de A.
aegypti, associado a obtengao de nutrientes e aminoacidos, indispensaveis para o
desenvolvimento do ovario e produgdao de ovos, caracteristica chamada de
anautogenia (GREENBERG, 1951; CLEMENTS, 1992). Por outro lado, em
populagdes restritas ao leste africano, foram registrados diferentes graus de autogenia
(producdo de ovos sem alimentagdo sanguinea). Essa caracteristica pode ser
influenciada por questdes ambientais e disponibilidade de hospedeiro, além de uma
base genética (retida provavelmente dos ancestrais) que permite que populacdes
onde o encontro com hospedeiro seja raro, sobrevivam ao longo do tempo. Nessas
populacdes, uma alta taxa de alimentacao na fase larval e refeicbes 6timas de acucar
parecem propiciar a producao de ovos de forma autégena (TRPIS, 1977; ARIANI et
al., 2015).

Desde que os mecanismos relacionados com a producao de ovos de A. aegypti
passaram a ser melhor compreendidos, estudos comegaram a buscar como o sangue
e componentes do sangue de diferentes hospedeiros podem influenciar na preferéncia
alimentar do inseto pelo sangue humano (MATHIS, 1934; DIMOND et al., 1956; LEA
et al., 1958; DE SMET, 1978). Em conjunto com a evolugédo desses estudos, foram
sendo propostas diferentes metodologias de aparatos e membranas artificiais como
alternativas viaveis, eficazes e seguras, na substituicdo de repastos sanguineos
diretamente dos vertebrados em laboratério (GREENBERG, 1949; GREENBERG,
1951; LEA et al., 1956; SPIELMAN & WONG, 1974; HAGEN et al., 1990).
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Experimentos iniciais, comparando o fornecimento de alimentagdo agucarada
com sangue total de vertebrados (tratado com anticoagulante ou desfibrinado) ou com
fragcbes e componentes do sangue e outras fontes de proteina, evidenciaram que a
alimentagao primaria e mais completa de sangue ocasionou a produgao de um
numero significativamente maior de ovos pelas fémeas de A. aegypti. Porém, outras
alternativas como somente o plasma sanguineo, sérum, eritrocitos lavados, leite
desnatado fresco, albumina diluida, entre outras dietas artificias, também levaram a
producao de ovos viaveis. O volume de sangue ingerido pela fémea da espécie e a
quantidade e suplementacao de proteinas, aminoacidos e produtos proteicos nessa
alimentagao parecem ser os principais fatores relevantes nesse sentido, estando
relacionados positivamente com o aumento da produg¢do de ovos (WOKE 1937b;
GREENBERG, 1951; LEA et al, 1956; SPIELMAN & WONG, 1974).

Ainda nao esta claro se as particularidades fisicas e quimicas especificas do
sangue humano estao associadas a beneficios reprodutivos para A. aegypti e existem
resultados divergentes nessa questdo (HARRINGTON et al., 2001; LYIMO &
FERGUSON, 2009; HARRISON et al., 2021). Trabalhos pioneiros primeiramente
constataram diferengas nas produgdes de ovos de fémeas a partir de comparagdes
qualitativas de sangue e propuseram que o sangue humano poderia ser utilizado de
forma mais eficiente pela espécie (GEOLDI, 1905 apud HARRINGTON et al., 2001;
MATHIS, 1934 apud HARRINGTON et al., 2001). Comparagdes de diferentes fontes
sanguineas em condigdes experimentais (macaco, humano, coelho e porquinho-da-
india) corroboraram essa visao, onde fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue
humano produziram mais ovos (MATHIS, 1934 apud HARRINGTON et al, 2001).

Por outro lado, estudos subsequentes ndo conseguiram estabelecer a mesma
l6gica, mostrando que o sangue de outros vertebrados (dentre répteis, aves e
mamiferos) foram mais relevantes nesse sentido (WOKE, 1937; LEA et al., 1958;
BENNET, 1970; NAYAR & SAUERMAN,1977). Sugeriu-se, entdo, que ao contrario do
que se esperava, o sangue de répteis e aves poderiam levar a uma maior produgao
de ovos que de mamiferos, pois possuem um balango de aminoacidos (principalmente
altos niveis de isoleucina) e eritrécitos nucleados que s&o mais adequados para
formagdo de ovo do que os aminoacidos e células sanguineas anucleadas dos
mamiferos. Nos mamiferos, os menores titulos de isoleucina nos humanos em relagao
aos outros animais do grupo, foram relacionados também com a menor producéo de
ovos de fémeas alimentadas desse hospedeiro (GREENBERG, 1951; CLEMENTS,
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1963; BENNET, 1970; SPIELMAN & WONG, 1974; CHANG, 1976; CHANG &
JUDSON,1977; NAYAR & SAUERMAN, 1977; BRIEGEL, 1985). Diferentes
experimentos conduzidos em laboratério concluiram consistentemente que a
isoleucina influencia positivamente na producédo de ovos e inicio da odgenese de A.
aegypti, onde a suplementacdo e/ou titulos superiores presentes no sangue de
determinados vertebrados, levou a uma maior capacidade reprodutiva da fémea do
mosquito (GREENBERG, 1951; DIMOND et al., 1956; BELLAMY & BRACKEN, 1971;
SPIELMAN & WONG, 1974; CHANG & JUDSON,1977).

Chang & Judson (1977) relataram que o papel da isoleucina no
desenvolvimento ovariano de A. aegypti ndo esta associado diretamente com o
desencadeamento da liberagdo enddcrina de ecdisteroidogénio ovariano, pois o
sangue relativamente pobre de isoleucina humano fornecido para a fémea néo
apresentou diferenca na liberacdo desse hormdnio, se comparado com o sangue de
porquinho-da-india rico de aminoacido. Porém, os niveis de isoleucina apresentaram
uma correlagdo positiva com o grau de maturagéo folicular e a presenga dessas
moléculas gerou uma maior incorporagédo da quantidade de aminoacidos marcados
nas proteinas soluveis (vitelogeninas) nas culturas de 6rgaos do corpo gorduroso do
inseto.

Harrington et al. (2001) encontraram uma relag&o positiva entre a isoleucina e
0 aumento da produgao de ovos de A. aegypti somente quando as fémeas foram
alimentadas em conjunto com acgucar. Por outro lado, fémeas alimentadas apenas
com sangue humano apresentaram uma maior sobrevivéncia especifica (em relagéo
a idade) e maior producao reprodutiva total do que aquelas alimentadas em conjunto
com agucar ou em relagao aquelas alimentadas com sangue de camundongo rico em
isoleucina (com ou sem acgucar). Ou seja, apesar de um aumento da producgao de ovos
para fémeas alimentadas com sangue de camundongo combinado com alimentagao
agucarada, essas nao viveram tanto e produziram menos ovos totais ao longo da vida
do que as alimentadas somente com sangue humano. Nesse sentido, foi proposto que
um alto teor de isoleucina sem uma fonte de carboidrato, realoca a maioria ou todos
os nutrientes do repasto para a vitelogénese, resultando nos esgotamentos de
reservas para manutencdo de outras fungbes e morte do inseto por fome. Logo,
segundo os autores, o0s niveis especificos de isoleucina no sangue humano podem
fornecer uma vantagem adaptativa para as fémeas na natureza, que raramente se

alimentam de acgucar.
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2.3 CARACTERISTICAS DE Aedes aegypti
2.3.1 Adaptagdes ao habito hematofago

Diferentes caracteristicas morfologicas, fisiolégicas e comportamentais
explicam a eficiéncia de A. aegypti na ingestdo, armazenamento e digestdo do
sangue. Nesse sentido, destaca-se o aparato bucal (ou probdscide) do tipo picador-
sugador labial da fémea, formado por seis estiletes, um par de maxilas e um de
mandibulas e a hipofaringe e o labro, que se encontram alojados no labio (CONSOLI
& LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A probdscide da fémea é adaptada para
solenofagia, ou seja, para perfurar a pele do hospedeiro e alcancar diretamente os
vasos sanguineos (ARAUJO et al. 2012).

Durante o repasto, a fémea inocula saliva — com propriedades anticoagulantes,
antiplaquetarias e anestésicas — pelo canal salivar (hipofaringe), e suga o sangue pelo
canal alimentar, formado pelo labro em aspecto de calha. A presencga de duas bombas
de succgéo (faringeana e cibarial) também auxiliam na ingestao eficiente do sangue. A
solenofagia e as propriedades anestésicas da saliva geram menores respostas
fisiolégicas e dano tecidual no hospedeiro, 0 que evita comportamentos agonistas
imediatos (CLEMENTS, 1992; ARAUJO et al. 2012; DA SILVA NETO, 2013; CRUZ,
2017).

Além disso, a presenca de armadura cibarial e a produ¢cdo de uma cascata
complexa de serino-proteases do tipo tripsinas digestivas, permitem a quebra
mecanica das hemacias e digestdo quimica do sangue (CLEMENTS, 1992; ISOE et
al., 2009; BRACKNEY et al., 2010). Existem também, diversos receptores gustativos
e olfatorios presentes nas sensilas desses insetos, principalmente nos palpos labiais
e antenas, que auxiliam na localizacdo do hospedeiro (SENGUL & TU, 2010;
MANOHARAN et al., 2013; EYUN et al., 2017). Foi demonstrado que, para a espécie,
os perfis de respostas olfatorias podem ser assimilados em conjunto com as respostas
defensivas dos hospedeiros (VINAUGER et al., 2018).

Durante a alimentagao sanguinea, a fémea pode ingerir até quatro vezes o seu
peso, possuindo receptores do sistema nervoso que controlam a hiperfagia e evitam
0 estresse mecanico no intestino médio (GWADZ, 1969; NAYAR & SAUERMAN,
1977). As adaptacdes anatdbmicas do intestino médio - incluindo dois diverticulos para

armazenamento adicional e uma membrana acelular (matriz peritréfica) que isola o
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conteudo alimentar e protege o intestino — e as barreiras fisicas de infec¢des do corpo
do inseto, os hemdcitos e proteinas defensivas da hemolinfa, e a microbiota intestinal
prépria, que atuam no impedimento de infec¢des e sao fatores que influenciam na
competéncia vetorial (JOBLING, 1987; SHAO et al., 2001; CASTILLO et al., 2011).

Além de adaptagdes ao habito hematdéfago, esses insetos desenvolveram
particularidades relacionadas a localizagao e distingdo de seu hospedeiro preferencial.
A fémea possui uma maior atracdo pelos compostos volateis emitidos pelo corpo
humano, em relagao a outros animais, e através de receptores odoriferos mediados
por respostas neuronais, parece conseguir diferenciar e assimilar os niveis
particulares de acido lactico emitido pela pele através do suor em combinagdo com o
CO: liberado pela respiracéo, o que desencadeia comportamentos predatorios e de
escolha de hospedeiro (ACREE et al., 1968; GEIER & BOECKH, 1996; DEKKER et
al., 2005; MCBRIDE et al., 2014; MCBRIDE, 2016; VINAUGER et al., 2018).
Curiosamente, o macho também pode ser particularmente atraido por condicdes
quimicas do hospedeiro humano, caracteristica que parece estar relacionada com o
aumento das chances de encontro com a fémea e copula (DA SILVA PAIXAO et al.,
2015).

2.3.2 Ciclo de vida

O A. aegypti € um organismo de facil criacdo e manutencdo em laboratorio,
sendo a maioria do conhecimento sobre o grupo obtido sobre essas condigdes. E um
inseto holometabolo (metamorfose completa), com as fases de: ovo, quatro instares
larvais, pupa e adulto. A forma adulta, em geral, possui coloragdo escura, com
escamas brancas que formam linhas pelo corpo. Além disso, tem um desenho
caracteristico de uma lira no dorso do térax, que facilita a identificacdo da espécie
(CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

O ciclo de vida do ovo até emergéncia do inseto alado dura, em média, de sete
a dez dias e depende, principalmente, das condicdes de temperatura e umidade do
ambiente, disponibilidade de alimento e numero de larvas no criadouro. Apos a
oviposicao, a incubacao do ovo dura cerca de 48 horas e o contato com a agua parece
ser o principal fator desencadeador da ecloséo da larva. Em condi¢des desfavoraveis,
0 ovo pode permanecer viavel por um longo periodo de laténcia (diapausa
embrionaria) (FORATTINI, 2002; VALLE et al., 2015)
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As fases imaturas (larvas e pupa) ocorrem em ambiente aquatico e sdo
caracterizadas por organismos livres natantes, responsaveis por grande parte do
crescimento e desenvolvimento do inseto. As larvas alimentam-se de matéria
organica, tem grande mobilidade e acumulam nutrientes realizando alimentagao
intensa. Passam por quatro fases de desenvolvimento — que duram, no total,
aproximadamente cinco dias - em que aumentam consideravelmente de tamanho. Ja
na fase de pupa, o inseto ndo se alimenta e permanece na superficie da agua em
grande parte do tempo, onde utiliza as reservas nutricionais para completar a
metamorfose em dois/trés dias (BESERRA et al, 2009; MOHAMMED & CHADEE,
2011).

Os adultos alados, responsaveis pela reproducdo, manutengao e dispersao da
espécie, vivem em média 30 dias, sendo que as fémeas geralmente apresentam maior
longevidade — ha registros de fémeas vivendo em laboratério por mais de 90 dias
(MACIEL-DE-FREITAS et al., 2011) -, porém, esse parametro varia de acordo com as
condigdes ambientais e caracteristicas proprias do inseto e populagbes (BESERRA et
al., 2006; BESERRA et al., 2009).

Os mosquitos da espécie estdao aptos para copular apés a emergéncia e
endurecimento do exoesqueleto. No macho, esse periodo € um pouco mais lento,
podendo durar até 24 horas, relacionado ao processo de rotagao de 180°da genitalia
externa. Por outro lado, foi observado em condi¢des laboratoriais, que mesmo a fémea
podendo comecgar a copular logo apés a emergéncia, essa parece refrataria a
inseminacgao nas primeiras 48-72 horas (GWADZ, 1967; LEA, 1967 apud HARTBERG,
1971; GWADZ & CRAIG, 1968; GWADZ & CRAIG, 1971).

A copula pode ocorrer em espacgos pequenos, durante o voo ou em repouso,
geralmente proxima ao hospedeiro humano no domicilio (CONSOLI & LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 1994). Apesar dos mecanismos envolvidos ndo estarem
completamente elucidados, os machos também podem participar da formagao de
pequenos agregados (‘enxames”) na natureza, proximos aos hospedeiros
vertebrados (TEESDALE, 1955; HARTBERG, 1971; CATOR et al., 2011; OLIVA et al.,
2014; ALDERSLEY & CATOR, 2019). Independe do caso, quando as fémeas se
aproximam, provavelmente atraidas pelos hospedeiros sanguineos, sao detectadas e
interceptadas pelos machos, que as reconhecem através de frequéncias especificas
emitidas pelos batimentos das asas. O acasalamento nao parece ocorrer

forcadamente e de forma aleatodria, sendo que a escolha da fémea vem sendo
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relacionada com caracteristicas como o tamanho do macho e a convergéncia
harménica da batida das asas entre os sexos (HELINSKI & HARRINGTON, 2011;
CATOR & ZANTI, 2016; ALDERSLEY & CANTOR, 2019;).

As fémeas sao essencialmente monogamicas, no sentido em que o processo
de inseminagdo ocorre predominantemente uma unica vez. Nesse caso, fémeas
virgens, apos a primeira inseminagao, tornam-se refratarias a um novo acasalamento.
Como possuem espermatecas que permitem armazenar os espermatozoides, podem
produzir ovos viaveis por toda a vida (GWADZ & CRAIG, 1971; FORATTINI, 2002).
Por outro lado, mesmo em baixa frequéncia, fémeas que receberam sémen de mais
de um macho foram observadas em experimentos em laboratério e semi-campo
utilizando populagdes naturais (HELINSKI et al., 2012; RICHARDSON et al., 2015;
DEGNER & HARRINGTON, 2016). Esses registros podem estar relacionados e
depender de diferentes fatores, como: tempo pds-acasalamento, depreciacdo do
sémen de machos, copulas e inseminagdes interrompidas e multiplos ciclos de
oviposicao da fémea (GWADZ et al., 1970; WILLIAMS,1980; HELINSKI et al., 2012).

Ja nos machos, o acasalamento pode ocorrer com multiplas fémeas ao longo
da vida, potencializando as chances de reprodugao bem sucedida, mas sao limitados
pela capacidade de inseminagao consecutiva em um unico dia ou periodo, o que pode
afetar a fecundidade da fémea (WEDELL, 2007; HELINSKI & HARRINGTON, 2011).
Estudos apontam que sdo necessarias trés a seis inseminagdes consecutivas para a
diminuicao significativa do sémen do macho (GWADZ & CRAIG, 1970; JONES, 1973;
FOSTER & LEA 1975 apud HELINSKI & HARRINGTON, 2011). E importante ressaltar
que a copula/acasalamento indica o posicionamento e encontro dos 6rgaos sexuais
femininos e masculinos, enquanto a inseminagao propriamente refere-se ao despejo
e retencdo dos espermatozoides e liquido seminal na fémea. Logo, pode ocorrer
copula sem inseminacao bem sucedida (AKEY & JONES, 1968; HARTBERG, 1971).

Apods o acasalamento, a voracidade da fémea pelo sangue é intensificada e
através de diversas estratégias especializadas, ocorre a busca ativa pelo hospedeiro
vertebrado, para completar o ciclo gonotréfico. Em A. aegypti, a copula geralmente
precede a procura por sangue, mas o contrario ja foi observado em populacao de
campo do leste da Africa (TEESDALE, 1955; FORATTINI, 2002; VALLE et al., 2015).
Geralmente, um repasto completo e o inicio da digestdo do sangue € suficiente para
ativar a maturagido dos ovarios e concluir a produgao dos ovos. Porém, sabe-se que

a fémea pode apresentar discordancia gonotréfica, ou seja, realizar mais de um
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repasto em diferentes hospedeiros durante o mesmo ciclo gonotréfico. Isso é um fator
preocupante, pois aumenta a competéncia vetorial e transmissao de arboviroses entre
hospedeiros. Essa caracteristica pode estar relacionada a deficiéncias nutricionais do
sangue, interrupgao do repasto ou ndo ingurgitamento completo do abdémen e pode
depender do periodo de ovogénese da fémea gravida, no qual estagios avangados de
desenvolvimento ovariano poderiam inibir a procura por outros hospedeiros
(KLOWDEN & LEA 1979; TRPIS & HAUSERMANN, 1986; SCOTT et al., 1993;
KLOWDEN, 1995; BARATA et al., 2001; LIMA-CAMARA et al., 2007; VALLE et al.,
2015).

Por outro lado, estudos sugerem que multiplos repastos sdo comuns na
natureza e podem estar associados a um aumento de fecundidade da fémea, sendo
o nivel de distensao do abdémen e de desenvolvimento ovariano nao suficientes para
inibir a procura por nova alimentagao. Ovocitos de fémeas coletadas em campo, com
multiplas refeicdes, geralmente se encontram em estagios avangados de
desenvolvimento e os registros de espécimes com abdémen parcialmente
preenchidos sdo baixos, sendo a maioria encontrada com abdémen totalmente
preenchido (SCOTT et al., 2000; HARRINGTON et al., 2005; FARJANA & TUNO,
2012; FARJANA & TUNO, 2013).

As fémeas de A. aegyptirealizam atividade diurna, picando geralmente no inicio
da manha e fim da tarde (FORATTINI, 2002; VALLE et al., 2015). A alimentag&o de
solucdo acucarada, representada principalmente pelo néctar de plantas na natureza,
€ realizada por ambos os sexos e esta relacionada a obtengdo de energia para
diversas funcgdes vitais (CLEMENTS, 1992). Mesmo sendo apta a essa alimentacgao,
os fatores relacionados a escolha da fémea em quando utilizar agucar e/ou sangue e
a relacdo com a presenca de cobertura vegetal e densidade de hospedeiros, ainda
sao incertos. Experimentos realizados em uma vila rural da Tailandia indicam que
fémeas de populacdes naturais apresentam uma taxa muito baixa de alimentagao de
agucar, mesmo com a disponibilidade vegetal do local (EDMAN et al., 1992).

Day et al. (1994), realizando experimentos de laboratério e observagdes de
campo, apontaram que as fémeas tem uma maior longevidade em laboratoério se
receberem uma fonte de carboidrato, porém isso ndo aumenta o sucesso reprodutivo.
Em seus ensaios controlados, fémeas que se alimentaram apenas de agucar ou de
agucar e sangue, tiveram a sobrevida aumentada, porém uma menor fecundidade em

relacdo a aquelas alimentadas apenas com sangue de galinha.
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Normalmente, apdés a digestdo completa de uma refeicdo sanguinea e
ocorréncia do periodo vitelogénico (cerca de 72 horas depois do repasto), as fémeas
gravidas estéo prontas para ovipor e buscam — através de respostas visuais, olfatérias
e quimiotaticas -, preferencialmente, locais sombreados, com agua razoavelmente
limpa e concentragdes moderadas de matéria orgénica e sais, para realizar a postura
(BENTLEY & DAY, 1989; MERRIT et al., 1992; CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; SOUZA-SANTOS, 1999; VAREJAO, 2005). Por outro lado, como
esses insetos possuem grande capacidade de se adaptar as adversidades, podem
sobreviver, mesmo com menor viabilidade, em esgotos e agua salobra (BESERRA et
al., 2010; BRITO-ARDUINO et al., 2010; BRITO-ARDUINO et al., 2015; SURENDRAN
et al., 2018). Navarro et al. (2003) mostraram, em laboratério, que a oviposi¢ao de A.
aegypti diminui de acordo com a salinidade, porém, a presencga de bactérias em agua
residual e de lagoa coletadas em campo, favorecem positivamente a oviposicao, se
comparadas com agua destilada.

Existe, nas populag¢des neotropicais, uma preferéncia por criadouros artificiais
(grande variedade) em relagdo aos naturais (como bromélias, bambu e buracos em
rochas), o que pode ser explicado pelas vantagens de um ambiente mais seguro, com
ampla disponibilidade de criadouros com condigdes ideias para oviposicao e
desenvolvimento larval. Logo, os adultos dessas regides tendem a nao se afastar do
ambiente domiciliar. Em geral, a fémea gravida realiza, no mesmo ciclo gonotrofico, a
postura em diferentes ocasides e localidades, ou seja, utiliza diferentes criadouros.
Esse comportamento é relacionado a uma estratégia de disperséo e sobrevivéncia da
espécie, além de evitar competicao intraespecifica (CONSOLI & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994; FORATINNI, 2002).

2.3.3 Ciclo gonotréfico e vitelogénese

O ciclo gonotroéfico dura em média 3-4 dias e compreende o periodo sucedido
entre a realizagdo do repasto sanguineo e a oviposi¢do. Na fémea, o primeiro ciclo
depende do tempo para realizagao dos processos relacionados a copula, busca por
hospedeiro, alimentacao sanguinea, digestdo do sangue, maturagéo dos ovos, busca
por criadouros e postura. Necessariamente, os ciclos seguintes ndo dependem mais
do acasalamento, pois os 6vulos podem ser fertilizados pelo sémen do primeiro macho

que foi armazenado nas espermatecas. Além disso, condigdes ambientais como
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temperatura, umidade relativa do ar, fotoperiodo e disponibilidade de hospedeiro, e
fatores intrinsecos, como abundancia populacional e tamanho do mosquito,
influenciam diretamente nas atividades da fémea e na duragao do ciclo gonotrofico
(FORATTINI, 2002; VALLE et al., 2015).

As fémeas possuem um par de ovarios com diversos ovariolos compostos por
camaras que irdo conter um odcito (ovo primario que por divisdes meiodticas forma o
ovulo ou ovécito), células nutridoras e foliculares. Essas camaras e o odcito primario
permanecem com o desenvolvimento interrompido até a realizagdo do repasto
sanguineo. Apos isso, inicia-se o processo de maturagdo (oogénese) e acumulo de
vitelo que ira nutrir o embrido (vitelogénese) (CLEMENTS, 1992; CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Durante a oogénese, ocorrem cinco estagios (I-V) em que os ovocitos assumem
formas e tamanhos distintos com a deposicdo de vitelo. Nos estagios Il ou 1V,
geralmente no segundo dia apds alimentacdo, as fémeas sao consideradas pré-
gravidas. Nesse periodo, se a fémea voltar a se alimentar de sangue, identifica-se a
discordancia gonotréfica, o que pode atrasar o desenvolvimento do estagio V em até
dois dias. No estagio V, a fémea esta gravida e pronta para ovulagao e oviposicéo. A
fertilizacdo ocorre durante a oviposi¢cao e passagem do ovo pelo oviduto, quando os
espermatozoides sio liberados pelas espermatecas e podem penetrar pela micropila
e fecundar o ovo. Uma unica fémea de A. aegypti pode depositar mais de 100 ovos
em cada ciclo (CLEMENTS, 1992; CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
ROY et al., 2016; VALLE et al., 2015; VALZANIA et al., 2019)

A proporgao de ovos eclodidos em uma mesma desova varia principalmente em
relagao a fatores ambientais (VALLE et al., 2005). A viabilidade dos ovos depositados
geralmente é alta, porém, mesmo sob condigcdes adequadas para oviposigao,
ocasionalmente, ovos totalmente formados podem ser retidos na fémea. Ovos
defeituosos (encolhidos, divididos, fora do tamanho adequado ou sem coloragéao
normal) também podem ser depositados, em baixa frequéncia (WOKE, 1995). Esses
ovos sao considerados na literatura como colapsados ou nao viaveis (embrido nao
viavel), podendo ser considerado “morto” (BYTTEBIER et al., 2014; FISCHER et al.,
2011; BIBBS et al., 2018).

Os processos fisiolégicos, hormonais e moleculares envolvidos no ciclo
gonotrofico e principalmente na produgao de ovos, foram e continuam sendo alvo de
extensos estudos na espécie (RAIKHEL et al., 2002; CHEN et al, 2004). A
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vitelogénese foi amplamente descrita, sendo o processo definido pela cascata de
sinalizagado hormonal e proteica, que culmina na sintese de proteinas precursoras do
vitelo e incorporagao dessas moléculas pelos ovécitos em desenvolvimento. O corpo
gorduroso possui extrema importancia nessa etapa, sendo o tecido metabdlico
responsavel pela producgéo e liberagdo dessas proteinas na hemolinfa. Na grande
maioria dos casos, a ativagao da via, em A. aegypti, depende diretamente do volume
de sangue ingerido, do nivel de distensdo abdominal, tempo de digestdo e da
disponibilidade nutricional (KLOWDEN, 1997; RAIKHEL et al., 2002; CHEN et al.,
2004; ATTARDO et al., 2005). Spielman & Wong (1974) mostraram que quantidades
inferiores a 0,5 mg de sangue nao sao suficientes para estimular a maturagdo dos
ovarios.

A vitelogenina é uma das principais proteinas precursoras do vitelo em animais
oviparos e o gene codificante (VQ) foi caracterizado para A. aegypti por Chen et al.
(1994). Esse gene é ativado especificamente pela alimentagdo sanguinea (em
populag¢des anautdgenas), transcrito em niveis altos no corpo do inseto — ha diferencga
de expressao considerando o tempo decorrido e tipo de tecido analisado - e principal
alvo de regulacéo da via, sendo essencial para a produgao dos ovos. Logo, torna-se
de grande interesse para estudos genéticos e fisiologicos relacionados
especificamente ao repasto sanguineo e a oviposi¢cao (RAIKHEL et al., 2002). Hays e
Raikhel (1990), Cho et al. (1991) e Cho et al. (1999) mostraram também, que outras
duas pré-enzimas — carboxipeptidase vitelogénica (VCP) e catepsina B (VCB) - séo
secretadas de forma semelhante pelo corpo gorduroso e participam da formagéao do
vitelo durante a embriogénese. A VCP atua como segunda proteina precursora mais
abundante, sendo que seu gene precursor é expresso de forma harménica e possui
sitios conservados em relagdao a Vg. Nos anos 2000, Sun et al., descobriram que a
lipoforina (Lp), uma proteina transportadora de lipidios, também atua como precursora
na formacao do vitelo.

Basicamente, no mosquito, a vitelogénese ocorre em dois periodos: pre-
vitelogénico e vitelogénico. A pré-vitelogénese é a fase preparatoéria, que ocorre antes
do repasto sanguineo. O hormodnio juvenil Il (JH 1ll) é essencial nesse periodo e
durante os trés dias iniciais de emergéncia da fémea, atua na maturagdo do corpo
gorduroso e ovarios, para que respondam competentemente aos hormdnios que
promovem a vitelogénese. Esse periodo também é indicado como necessario para a

fémea se tornar receptiva a inseminagao e alimentagdo sanguinea. Apos essa fase, o
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inseto pode permanecer em estado de espera até a oportunidade de alimentagéo
sanguinea (RAIKHEL et al., 2002; ATTARDO et al., 2005).

O periodo vitelogénico inicia-se com a fase de sintese, que ocorre durante as
primeiras 30 horas apos o repasto e acompanha o processo digestivo do sangue que
ocorre no intestino médio do inseto. Inicialmente, fatores relacionados a distenséo
abdominal e sinais nutricionais, ativam a liberacdo de peptideos semelhantes a
insulina (ILPs — “insulin-like peptides”), relacionados a expressao de serino-proteases
do tipo tripsinas digestivas, e do horménio ecdisteroidogénico ovariano (OHE — do
inglés “ovary ecdysteroidogenic hormone”), o principal fator desencadeador da
vitelogénese (RAIKHEL, 1992; RAIKHEL et al., 1999; RAIKHEL et al., 2002; ISOE et
al., 2009; GULIA-NUSS et al., 2011).

O OHE é secretado por células neuroenddécrinas do cérebro e nos ovarios, e
estimula a produgado e secregao de ecdisona na hemolinfa. No corpo gorduroso, a
ecdisona transforma-se em 20-hidroxiecdisona, sua forma ativa. Essas moléculas,
apos serem reconhecidas pelos receptores nucleares das células do tecido, regulam
uma cascata de fatores de transcricdo e genes responsaveis pela produgao de
proteinas precursoras do vitelo. Este é o evento principal que leva a uma maturagao
bem sucedida dos ovos. Por outro lado, o corpo gorduroso também depende da
sinalizagao nutricional de aminoacidos liberados na digestdo sanguinea para iniciar a
sintese. Também é nesse periodo que os ovarios sao ativados para captar, armazenar
e transformar as proteinas precursoras em granulos de vitelo (HAGEDORN, 1985;
HAGEDORN, 1989; RAIKHEL, 1992; RAIKHEL et al., 2002; ATTARDO et al., 2005).

A 20-hidroxiecdisona tem seu pico de atividade cerca de 18 horas apds o repasto
sanguineo, enquanto as proteinas precursoras tem os maiores niveis proximo a 24
horas. A depleciagcdo da 20-hidroxiecdisona na hemolinfa leva ao fim do periodo de
sintese. A fase de término vai de 30 horas até 72 horas, quando as fémeas estao
aptas para ovipositar. Durante esse periodo, ocorre o fim da sintese de proteinas
precursoras (proxima as 48 horas), término de digestdo do sangue e finalizagdo da
biossintese de tripsinas (aproximadamente 54 h), formagao do cérion e regresséo do
corpo gorduroso ao estado inicial (RAIKHEL & DHADIALLA, 1994; RAIKHEL et al.,
1999; RAIKHEL et al., 2002; BRIEGEL, 2003; ATTARDO et al., 2005; BRACKNEY et
al., 2010; GULIA-NUSS et al., 2011; ROY et al., 2016).



39

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MANUTENCAO DA CEPA ROCKEFELLER

A cepa Rockefeller de Aedes aegypti € uma populagdo estabelecida em
laboratdrio e tida como referéncia em suscetibilidade aos inseticidas. Um insetario
dessa espécie € mantida no Laboratorio de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e
Chironomidae (LAMFIC?), sendo a criagdo realizada em sala individualizada com
ambiente controlado (temperatura 25+1°C, umidade relativa de 60+10% e fotoperiodo
12h: 12h).

A manutencdo da populagdo de mosquitos no laboratério ocorre por meio do
repasto sanguineo utilizando camundongos “Swiss” fémeas (espécie Mus musculus)
anestesiados, provenientes do biotério da UFPR (CEUA 719). Os mosquitos adultos
sdo mantidos em gaiolas de criagao, em proporgcao de duas fémeas para um macho,
com alimentagao acucarada (mel e agua, em mamadeiras adaptadas) “ad libitum”. A
alimentagao sanguinea é fornecida de duas a trés vezes por semana, para uma boa
reposicao de ovos.

O recipiente para oviposi¢cao consiste em copo contendo agua desclorada e
acima é adicionado papel filtro dobrado (como um filtro coador de café), onde as
fémeas realizam a postura atraidas pela proximidade a agua. A cada dois dias, os
papéis filtro sdo trocados (para evitar a eclosdo das larvas) e apds secagem, sao
armazenados em saco de papel (com data e identificagcdo), em potes plasticos
fechados. Quando existe necessidade de reposi¢cao dos insetos ou para realizagao de
experimentos, 0s ovos previamente armazenados (de acordo com a quantidade
necessaria) sao colocados em copos de 500/300 mL contendo agua reconstituida ou
desclorada e ragao em flocos para peixe triturada em p6 (TetraMin®).

ApOs a ecloséo, as larvas sao transferidas para bandejas de criagdo de 5 L
(complementando com agua), com reposicao de ragao diaria, na propor¢ao adequada
para cada estagio larval e densidade populacional (Tabela 1, baseada em Carvalho
et al., 2014). Geralmente, sdo adicionadas 800 larvas por bandeja, separadas e
contabilizadas no primeiro instar, com pipeta Pasteur de vidro. Seguindo-se esses
padrdes, os insetos atingem estagio de pupa, em média, no sétimo dia apds o contato

inicial dos ovos com a agua.

Tabela 1. Regime geral de alimentagéo para larvas de Aedes aegypti (mg de comida por larva por



dia) utilizando ragéo triturada para peixe. Para calcular o total € necessario multiplicar pelo nivel de
larvas por bandeja (CARVALHO et al., 2014).

Dia Quantidade de alimento por larva (mg)
0,06
0,08
0,16
0,31
0,64
0,32
0,32
0,32
0,16
0,08
0,06

© 00 N o g A~ ODN -

-— -
- O

As pupas séo separadas, em lupa, através da observagao do tamanho (as
fémeas sdo, em geral, consideravelmente maiores que os machos, conforme
observado na Figura 1, em vista lateral) e também da analise do ultimo segmento
abdominal. Existem diferengas morfolégicas na forma do lobo genital, no ultimo
segmento ventral, abaixo das “pas”. Na Figura 1, destacado em vermelho, pode-se
observar que as fémeas apresentam esse lobo fino e curto, enquanto nos machos,
sao alongados e largos (CARVALHO et al., 2014).

Dorsal view Ventral view

Figura 1. Distingdo de pupas fémeas e machos de Aedes aegypti, através das diferencas
morfoldgicas do lobo genital (indicado por flechas vermelhas, na fémea e no macho, em vista ventral).
As flechas pretas (vista dorsal) indicam o ultimo segmento abdominal (acima) e as “pas” (em numero
par, abaixo), em ambos os sexos. Fonte: CARVALHO et al., 2014.
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Por fim, as pupas s&o contabilizadas e adicionadas nas gaiolas em copos de

50 mL, para emergéncia dos adultos e continuagéo do ciclo.

3.2 HOSPEDEIROS VERTEBRADOS

Os hospedeiros vertebrados utilizados para desenvolver esse trabalho
correspondem aos animais encontrados com frequéncia em ambiente urbano e
semiurbano. Foram utilizados dois mamiferos, um da espécie humana (Homo
sapiens) e um canideo (Canis lupus familiares, da raca Pastor Belga) e uma ave
(Gallus gallus domesticus, galinha doméstica). O sexo feminino foi padronizado pela
disponibilidade de representantes desse sexo para o experimento.

O sangue humano foi fornecido por uma pesquisadora da Universidade
Federal do Parana, saudavel, com exames gerais (sangue e urina) e de COVID-19
realizados previamente. O sangue foi retirado por uma profissional de enfermagem
habilitada para essa fungao (Alaise Dalmazo, Coren/PR 855.024).

O céo e a ave foram disponibilizados pelo médico veterinario parceiro deste
trabalho e sao provenientes de criagao prépria. A coleta de sangue também foi
realizada pelo profissional (Marcos Felipe Wagner Rauth, Crmv/PR 9689). Esses
animais, através de testes hematoldgicos (esfregaco sanguineo e teste
parasitoldgico de ponta de orelha), foram atestados pelo veterinario como livres de
hemoparasitos que poderiam influenciar no experimento.

Todos os hospedeiros envolvidos estavam previamente alimentados de
forma pertinente a cada espécie, considerando o interesse de fornecer sangue
nutritivo aos insetos. O sangue foi retirado em dois momentos distintos (em locais
adequados e higienizados), para o Bioensaio | e Il, observando o peso de cada
animal e quantia maxima que pode ser retirada sem prejudicar o hospedeiro. A
coleta foi realizada no mesmo dia de cada experimento e o sangue foi armazenado
na geladeira até o momento de utilizacdo. Dos mamiferos, foram coletado 5 mL de
sangue e da ave, 3mL, considerando a quantidade necessaria para cada aparato
artificial de alimentacao. Foram utilizadas seringas e agulhas estéreis e descartaveis
e tubos de coleta para armazenamento.

O anticoagulante utilizado foi o CPDA-1 (citrato fosfato dextrose adenina) na
propor¢gao de 0,14 mL para 1 mL de sangue. As condi¢bes para coleta e

biosseguranga seguiram as normas do Ministério da Saude, de acordo com as
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aprovacdes da Comissao de Etica em Uso de Animais da UFPR (CEUA - BIO UFPR
namero 719) e do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFPR -
CEP/SD (Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica — CAAE numero
44032721.1.0000.0102).

3.3 APARATO ARTIFICIAL DE ALIMENTACAO SANGUINEA

O repasto em aparato artificial foi escolhido para evitar o incomodo causado
pela picada de diversos mosquitos diretamente na pele do hospedeiro e para excluir
0 viés da questdo de atratividade e de diferentes barreiras fisicas (p. ex.: pelos e
penas) de cada animal. Além disso, houve interesse em analisar a eficiéncia dessa
metodologia alternativa para otimizar a manutencao do insetario sob condi¢cdes de
laboratorio.

Em tentativas prévias de utilizacdo de membrana artificial de parafiime através
de adaptagcdes do método de Costa-da-Silva et al. (2013), ndo foi observado
atratividade de fémeas ao alimentador e nenhuma tentativa de alimentagdo de
sucesso. Como alternativa, o tecido TNT foi empregado para substituir uma
membrana artificial de plastico, considerando-se resultados positivos encontrados por
Anjolette & Macoris (2016).

O protétipo final do aparato utilizado (Figura 2) foi composto por recipiente
acrilico contendo tampa com uma superficie central cébncava, agua aquecida, tecido
TNT e elastico. A montagem consistiu em: 1) preencher o recipiente até sua
capacidade maxima - para que houvesse contato com a superficie inferior da tampa —
e fecha-lo; Il) adicionar o sangue sobre a parte central da tampa; Ill) em contato direto
com o sangue, adicionar o tecido TNT e prendé-lo firmemente com elastico, simulando
uma pelicula perfurante. Por fim, o aparato foi adicionado na superficie inferior da
gaiola contento as fémeas de mosquitos.

A agua utilizada no interior do aparato foi mantida em equipamento de banho
maria digital na temperatura de 45°C, para que apds a montagem e finalizagdo do
aparato, a mesma estivesse proxima aos 42-40°C. Isso foi necessario para conservar
a temperatura do sangue na tampa entre 36-38°C, padronizacdo média de
temperatura inicial de interesse para adicdo do aparato na gaiola. O sangue pré-
aquecido em banho maria (40°C) foi adicionado com auxilio de uma pipeta Pasteur

descartavel, sendo utilizado 1 mL por aparato.
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Figura 2. Montagem e funcionamento do aparato artificial de alimentagéo sanguinea. Em “1” o sangue
foi inserido sobre a tampa do pote acrilico (ja com agua aquecida em seu anterior). Em “2”, o pano TNT
foi adicionado e sobre ele foi acrescido um pouco de sangue. Em “3”, fémeas de Aedes agypti
alimentando-se através do aparato artificial, dentro da gaiola de criagdo. Fonte: a autora.

3.4 BIOENSAIO | (ANALISES BIOLOGICAS)

No Bioensaio |, além do fornecimento de trés tipos de repastos sanguineos
(cao, ave e humano) através do aparato artificial, foi incluido como analise o repasto
fornecido diretamente de camundongo anestesiado de acordo com protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana (CEUA 719). Nesse sentido, as fémeas
de A. aegypti foram avaliados sobre duas situagbes em relagdo a alimentacao de
sangue sob condi¢des de laboratdrio: (1) alimentacéo diretamente sobre hospedeiro
(camundongo) e (2) alimentacg&o atraveés de aparato artificial, utilizando sangue de trés
hospedeiros (humano, cao e galinha). Os resultados obtidos ap6s alimentagao sobre
camundongo representam os niveis que almejam ser alcangados sobre alimentador
artificial.

Para os experimentos, foram utilizados ovos da criacdo Rockefeller, com no
maximo trés meses de armazenamento e provenientes de uma mesma geragao. A
obtencdo e manutencdo dos espécimes foi realizada de forma padronizada e de
acordo com o que foi descrito no tépico “3.1”. Para o bioensaio, foi realizada uma
produgdo em massa, onde todo o ciclo de vida dos insetos ocorreu dentro de camara
B.O.D., em condigdes ambientais adequadas para a espécie (temperatura 25+1°C,
umidade 60+10 e fotoperiodo 12h: 12h).

Inicialmente, foram montadas quatro “gaiolas méaes” e adicionadas 350 pupas
fémeas e 175 pupas machos em cada, mantendo a proporgao 2:1 e totalizando 1400

fémeas e 700 machos iniciais. Os adultos necessarios foram superestimados,
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considerando a mortalidade existente até o dia da realizagdo do repasto sanguineo.
Além disso, as pupas triadas estavam dentro de trés dias de diferenca de idade.
Apos a emergéncia dos adultos, esses foram mantidos com solugao agucarada
até o dia anterior ao repasto sanguineo, que ocorreu entre 12-15 dias de idade das
fémeas. Tal periodo foi utilizado para aumentar a probabilidade de que todas as
fémeas estivessem acasaladas e consequentemente, apresentassem maior
voracidade pelo sangue. O mel foi retirado no dia anterior para evitar que a fémea
estivesse alimentada e com o abdémen preenchido por essa fonte. No dia do
experimento, as fémeas foram distribuidas (utilizando Capturador Manual de Castro)
nas gaiolas especificas de cada réplica, de forma aleatdria, contabilizando 100 fémeas
por gaiola (totalizando 1200 fémeas para o experimento). Os bioensaios foram
realizados em camaras contendo cada uma das réplicas de diferentes hospedeiros
(Figura 3), de acordo com esquema da Figura 4. O padrao de distribuicao das réplicas
foi seguido até o término de todas as analises bioldgicas pertinentes e finalizagao

dessa etapa.

Figura 3. Gaiolas dispostas na “B.0O.D. 3” para o Bioensaio |. Fonte: a autora.
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Figura 4. Desenho experimental para o repasto sanguineo do Bioensaio |, ilustrando a disposicao das
réplicas nas B.O.Ds. Foram adicionadas 100 fémeas de Aedes aegypti previamente acasaladas, com
12-15 dias de vida, por réplica. O repasto foi fornecido por 20 minutos. As siglas RG, RH, RC e RR
correspondem, respectivamente, as réplicas do sangue de galinha, humano, cdo e camundongo,
seguidas pelo numero da réplica (1, 2 ou 3). Fonte: a autora.

O repasto sanguineo foi realizado préximo das 16:00 horas, considerando o
periodo de maior atividade da espécie na natureza (FORATTINI, 2002; VALLE et al.,
2015). No repasto diretamente do hospedeiro (camundongo), o mesmo animal foi
utilizado para as trés réplicas e mantido por 20 minutos em cada réplica. A adigdo do
aparato foi cronometrada para cada gaiola para garantir a retirada em exatos 20
minutos e as B.O.Ds foram mantidas fechadas durante o periodo de alimentacgao.

Apos o término do periodo de alimentagédo sanguinea, as fémeas com abdémen
visivelmente preenchido em algum nivel, foram retiradas com sugador (Capturador
Manual de Castro) e mantidas em recipientes menores. Nesse momento, as analises
se dividiram em duas etapas: Etapa | — Individualizagao de 15 fémeas totalmente
ingurgitadas (analisadas em lupa de mao) de cada uma das réplicas, para oviposi¢ao
e analises de fecundidade e fertilidade; Etapa Il — Congelamento do restante das
fémeas e analise de nivel de distensdo do abdémen de cada uma, em microscopio
estereoscopio (lupa).

Os dados bioldgicos foram avaliados pelos testes de Shapiro Wilk (p < 0,05) e
Levene’s (P < 0,05), para verificacdo de normalidade e homogeneidade de
distribuicdo, respectivamente. Os dados paramétricos foram analisados pelo teste
ANOVA (p =< 0,05) unifatorial com aposteriori de Tukey e os dados nao paramétricos
foram comparados pelo teste de Kruskal- Wallis (p < 0,0001) com aposteriori de

Dunn’s post hoc, através do programa “Past 4.02”.
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3.4.1 Etapa |

Considerando que as fémeas necessitam da distensdo completa do abdémen
para induzir a producdo otima de ovos (SPIELMAN & WONG, 1974), foram
selecionadas fémeas completamente ingurgitadas para analises de numero e
viabilidade dos ovos O numero total de ovos postos pelas fémeas indicou a
fecundidade, enquanto a fertilidade foi medida pela quantidade de larvas emergidas
apos eclosao dos ovos, em porcentagem (CLEMENTS, 1992). Além disso, como o
intuito foi testar a influéncia do sangue completo de vertebrados sobre a produtividade
de ovos das fémeas, de maneira semelhante como ocorreria na natureza, as fémeas
selecionadas estavam apenas com sangue vermelho no abdémen.

Nessa etapa, 15 fémeas totalmente ingurgitadas (abdémen com sangue
escuro) foram individualizadas aleatoriamente para cada réplica. Os mosquitos foram
inicialmente pesados em balanca de precisao (a leitura foi feita quando o mosquito se
encontrava pousado em recipiente previamente tarado) e transferidos para recipientes
préprios de criacao individual, devidamente identificados e contendo alimentador com
agua e mel (Figura 5). No total, foram individualizadas 180 fémeas totalmente
ingurgitadas com sangue (15 fémeas para cada umas das trés réplicas, para os quatro
tipos de hospedeiros).

ApGs 72 horas (trés dias), periodo em que a fémea esta pronta para ovipor
(ap6s a digestdo do sangue e vitelogénese), foi adicionado o recipiente para
oviposigao, consistindo em copo de 50 mL com agua reconstituida e papel filtro acima,

com identificagao individual (Figura 5).
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Figura 5. Fémeas de Aedes aegyptiindividualizadas nos recipientes contento alimentador com solu¢ao
agucarada e potes de oviposicéo (dentro de B.O.D.). Fonte: a autora.

Dois dias depois da adi¢cao do recipiente de oviposicdo, os papéis filtro com
ovos foram retirados e as fémeas foram novamente pesadas. Apds a secagem de
todos os papéis, os ovos de cada papel filtro foram contados em microscopio
estereoscopio (lupa) (Figura 6). A contagem foi realizada de forma separada para os
ovos turgidos (normais e dilatados) e ovos colapsados (amassados ou ressecados em

algum nivel), sendo a morfologia de cada um exemplificada na Figura 7.

7

do

Figura 6. Ovos de Aedes. aegypti secando em B.O.D. Cada papel equivale aos ovos (pontinhos pretos)

de uma uUnica fémea. Fonte: a autora.
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Figura 7. Ovos de Aedes aegypti em lupa para ilustrar a morfologia de um ovo turgido (em vermelho)
e ovos colapsados (em azul). Os ovos da espécie medem cerca de 0,4 mm. Fonte: a autora.

Apos contagem dos ovos nos papéis filtro, os mesmos foram colocados
individualmente em copos de 300 mL com agua reconstituida, para eclosao das larvas
(Figura 8). As larvas de primeiro instar comegaram a ser contabilizadas cerca de um
dia apds o contato inicial dos ovos com a agua (considerando a sequéncia em que foi
adicionada nos copos). Inicialmente, a agua e as larvas de cada copo foram
despejadas em recipientes de vidro, com plastico preto abaixo (para facilitar
visualizagao). Entao, foi feita a contagem utilizando pipeta Pasteur de vidro e contador

de mao. Por ultimo, as larvas foram descartadas em agua sanitaria.

Figura 8. Papéis filtro com ovos individuais de fémeas de Aedes aegypti em copos de 300 mL (dentro
da B.O.D.), para eclosédo das larvas. Fonte: a autora.

3.4.2 Etapa ll
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Nessa etapa, as fémeas ingurgitadas restantes, para cada uma das réplicas,
foram congeladas e triadas em lupa de acordo com os niveis de distensdo do
abdémen pré-estabelecidos (Figura 9). Caracteristicas do sangue no abddémen
também foram anotadas, visto que foi observado alimentagdo somente com o plasma
sanguineo (Figura 10).

Niveis de distensdo do abddmen de fémeas de Aedes Aegypti

Nivel 2. Médio Nivel 3. Totalmente

Figura 9. Niveis de distensdo do abdémen, apds alimentagdo sanguinea, estabelecidos pela autora
para triagem das fémeas de Aedes aegypti. Nivel 1: Abdémen pouco distendido. Nivel de distenséo
vertical do abdémen: menos de um esclerito de distancia (indicado na figura em tracejado amarelo)
entre os escleritos ventrais (esternitos) e dorsais (tergitos) — considerando 3° e 4° escleritos abdominais
(indicados com flechas amarelas). Penultimos escleritos do abdémen pouco ou ndo separados entre si
(circulado em amarelo). Nivel 2: Abddmen parcialmente distendido. Nivel de distensdo vertical do
abddémen: um/ mais de um/ menos de dois escleritos de distancia (indicado na figura em tracejado
laranja) entre os escleritos ventrais (esternitos) e dorsais (tergitos) — considerando 3° e 4° escleritos
abdominais (indicados com flechas laranjas). Penultimos escleritos do abdémen comegam a separar,
com um angulo médio de abertura (circulado em laranja). Nivel 3: Abdémen quase ou totalmente
distendido. pouco ou n&do separados entre si (circulado em amarelo). Nivel 2: Abdédmen parcialmente
distendido. Nivel de distensao vertical do abdémen: dois/ mais de dois escleritos de distancia (indicado
na figura em tracejado vermelho) entre os escleritos ventrais (esternitos) e dorsais (tergitos) —
considerando 3° e 4° escleritos abdominais (indicados com flechas vermelhas). Penultimos escleritos
do abddmen separados entre si, com um angulo amplo de abertura (circulado em vermelho). Fonte: a
autora.

1. Fémea totalmente ingurgitada com sangue; 2. Fémea totalmenteingurgitada apenas com
plasma sanguineo.
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Figura 10. Fémeas de Aedes aegypti. Em “1”: fémea totalmente ingurgitada com sangue (nesse caso,
os escleritos chegam a separar longitudinalmente). Em “2”: fémea totalmente ingurgitada apenas com
plasma sanguineo (direita). Ambas as fémeas realizaram repasto sanguineo em aparato artificial.
Fonte: a autora.

3.5 BIOENSAIO Il (ANALISES MOLECULARES)

O Bioensaio Il ocorreu, inicialmente, de forma semelhante ao bioensaio
anterior. Porém, para esse experimento, foram utilizados apenas os trés hospedeiros
vertebrados de interesse (com utilizacdo de aparato artificial). Novamente, uma
criacdo em massa foi iniciada no laboratério e foram utilizadas quatro “gaiolas méaes”,
onde as pupas fémeas e machos foram adicionadas em proporgéo 2:1 (275 fémeas
para 138 machos, totalizando 1100 fémeas e 552 machos disponiveis inicialmente).

As fémeas foram mantidas nas “gaiolas maes” para acasalamento por 12-15
dias (diferenga maxima de idade de trés dias), com alimentagdo agucarada. No dia
anterior ao experimento, as mamadeiras foram retiradas e fémeas que se alimentaram
somente dessa fonte durante esse periodo foram aleatorizadas, separadas e
congeladas em freezer -80°C. Foram armazenados 20 pools de quatro fémeas
(totalizando 100), para serem utilizadas como amostras controles (n&o submetidas a
qualquer tipo de alimentagdo sanguinea) nas analises moleculares. No dia do
bioensaio, as fémeas foram adicionadas de forma aleatéria nas gaiolas/réplicas e a
organizacgao nas B.0.Ds seguiu o mesmo padrao anterior, com intuito de manter cada
experimento de forma inicialmente separada (“B.O.D. 1”7 com “réplicas 17, “B.O.D. 2”
com “réplicas 2” e “B.0.D. 3” com “réplicas 3”). Logo, foram utilizadas nove réplicas,
sendo trés para cada hospedeiro sanguineo (cdo, galinha e humano) e foram
adicionadas 100 fémeas por réplica, totalizando 900 fémeas. O repasto também foi
padronizado da mesma forma e ocorreu proximo das 16:00 horas da tarde, por um
periodo de 20 minutos cronometrado em cada gaiola.

Em seguida, todas as fémeas totalmente ingurgitadas (com sangue escuro no
abdémen) de cada gaiola foram separadas, utilizando lupa de mao e sugador. As
fémeas provenientes das réplicas dos mesmos hospedeiros sanguineos foram
adicionadas em um unico recipiente (totalizando trés recipientes finais), onde foram
mantidas por 24 horas apds o repasto sanguineo (em B.O.D.), considerando o periodo
de pico de atividade das enzimas vitelogénicas. Apos, os recipientes foram colocados

em freezer -20°C (para sacrificar os mosquitos) e os espécimes foram separados
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sobre o gelo, em pools de quatro (de forma aleatéria, dentro de cada tipo de repasto),
com auxilio de pinga autoclavada.

Para conservagao do material genético, as fémeas foram armazenadas em
eppendorfs em freezer -80°C. Todo o material utilizado para analises moleculares foi
previamente autoclavado. Os tubos foram identificados de acordo com o tipo de

repasto sanguineo proveniente e numero do pool adquirido.

3.5.1 Primers

As sequéncias dos primers dos genes de interesse foram selecionadas em
bibliografia pertinente utilizando RT- gPCR (“reverse transcription — quantitative real
time PCR”). Além dos genes de interesse relacionados a ovogénese (catepsina B
vitelogénica e vitelogenina), a actina - comumente utilizada em estudos de expresséo
génica com insetos - foi escolhida para normalizagao da expressao basal, funcionando
como controle interno/endégeno (genes de referéncia) (ARAUJO et al.,2011; ISOE et
al., 2009).

Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados para cada gene de interesse, sendo Fw
=fowad e Rv =reverse. Abaixo, foi adicionado a sigla adotada no trabalho e o nimero de acesso do
Genbank (se disponibilizado).

Primer Sequéncia
Actina , ’
(Act) Fw5 GAC TAC CTG ATG AAGATCCTGAC 3
(PARK et al, 2006) Rv 5 GGC ACA GCT TCT CCT TAATGT CAC 3

X}Lﬂ‘:?m?g 42) Fw 5" CCA CAG TAT CCT TCATGC TCT TT 3'

(ISOE & HAGEDORN, 2007) Rv& GTT CGT ACT CTT CAA ATC CAT TCT 3

Catepsina B vitelogénica : ,
(CatB) (AF127592) Fw 5 AGT CTA AGG GAAATC CGC GATC 3

(ARAUJO et al., 2011) Rv 5 ACG AGT GAC AGC AAGACAGCA 3

O gene referéncia € aquele que possui um nivel de expressado continuo em
todas as células do organismo, mesmo apos tratamentos experimentais. Apesar
disso, diversos estudos demonstram que mesmo esses genes possuem certa
modulagao em condigdes experimentais e nem sempre estao expressos igualmente
em todos os tecidos. Por isso, geralmente é utilizado mais de um normalizador
(BUSTIN et al., 2009; PFAFFL, 2001).
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Os primers sdo sequéncias iniciadoras que irdo alinhar e propiciar a
amplificagédo das fitas de cDNA pela enzima DNA polimerase (BUSTIN et al., 2009).
Foram obtidos liofilizados e preparados para uso final em laboratério, de acordo com

informacdes do fabricante (Sintese Biotecnologia — IDT®).

3.5.1.1 Gradiente de temperatura de anelamento dos primers

O teste de temperatura ideal de anelamento foi realizado em PCR
convencional com gradiente de temperaturas (seis temperaturas entre 45°C e
65°C). Para isso, foram utilizadas seis copias de uma amostra de RNA do organismo
de interesse (ja transformada em cDNA), os reagentes comuns de um protocolo de
PCR convencional e uma programacao adequada de ciclos no termociclador. Foi
utilizado, para um volume final de 10 pl por reacédo: 1,2 ul de 10x PCR Buffer
(contendo MgCl2) (disponivel no kit); 0,1 pul Tag DNA polimerase (Sigma-Aldrich®,
“from Thermuns quaticus”, ref.:D1806); 1 ul de primer foward; 1 ul de primer reverse;
0,8 pl de MgCl2 (25mM) (Applied Biosystems®, ref.: N8080241); 0,4 pl dNTP mix
(10mM) (Promega®, dNTPs Sets conc. 100mM, ref. U1330); 4 ul de agua Milli-Q®
autoclavada e 1,5 pl de amostra. Os parametros utilizados no termociclador foram:
94°C por 3 min; 32 ciclos de: 94°C por 30 seg., 52°C por 30 seg. e 72°C por 60 seg.
; 72°C por 5 min.; “hold «” de 4°C.

Em seguida, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (0,600 g de
agarose para 60mL de tampao TAE diluido em 1X (Tris-Acetato EDTA buffer 10x,
Sigma-Aldrich®, ref.:T9650), com pipetagem de 4 ul de amostra mais 1,5 pl de safer
dye (Kasvi®, ref. K9-16C) e 1 ul de ladder (marcador molecular de 50 p.b.) mais 1,5
Ml de safer e 3 pl de agua Milli-Q® autoclavada, com os parametros de 80 V por 160
M.A por meia hora. No gel, foi possivel vizualizar a temperatura ideal (de preferéncia
comum) de anelamento (formagao de bandas nitidas € no peso molecular esperado)
para utilizagdo dos primers na PCR em tempo real (QPCR — PCR quantitativo). A
temperatura escolhida para utilizagcdo foi de 58,9°C para os quatro primers de

interesse.

3.5.1.2 Teste de eficiéncia dos primers em PCR tempo real
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O teste de eficiéncia dos primers foi realizado em qPCR (fabricante Rotor-
Gene®), através da diluigdo seriada (fator de diluicdo de 4x) de uma amostra de cDNA
com concentragdo conhecida, totalizando cinco diluigcbes (trés réplicas para cada
diluicdo e trés controles negativos para cada primer). Para cada reacdo com um
volume final de 10 pl, utilizou-se: 5 yl de PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems®, ref.:A25742); 0,3 pl de primer foward (10mM), 0,3 ul de primer reverse
(10mM) e 3,4 ul de agua Milli-Q® autoclavada. Foi utilizado o “standart cycling mode”
de indicagdo do SYBR, que leva em consideracdo a temperatura adequada de
anelamento dos primers. O calculo de eficiéncia dos primers foi baseado no método
de Pfaffl (2001), onde os valores de concentragdes das amostras sao transformados
em log e plotados em um gréfico de regresséo linear contra os valores de “Cq” (Ciclos
de quantificacado). O “Cq” equivalente ao valor de expressao a partir da emissao de
fluorescéncia e indica em qual ciclo a fluoréscia comegou a ser detectada pelo
equipamento. E importante ressaltar que os valores finais de “Cq” sdo obtidos da
meédia entre as trés réplicas realizadas para cada amostra, onde o desvio padréao deve
ser inferior ao valor “1”. Ou seja, é possivel excluir uma das réplicas para ajustar os
valores. Por fim, o valor de slope (coeficiente angular, medida de inclinagao da reta),
obtido no grafico de regressao linear, foi utilizado para aplicagédo da formula abaixo,

onde os valores aceitaveis para utilizacdo dos primers devem estar entre 90 e 110%.

-1
Eficiéncia (%)= <1 0 Slope_1 > x 100

Tabela 3. Valores de eficiéncia dos primers utilizados.

Primer Eficiéncia (em %)
Actina 105,82
Vitelogenina 92,58
Catepsina B vitelogénica 103,93

3.5.2 Extracdo de RNA das amostras e tratamento com DNAse

A extracdo de RNA foi realizada em pools de quatro fémeas, com o “RNeasy

Mini Kit” (Qiagen®, ref:74106), seguindo todas as instrugdes do fabricante e com
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um volume final de reagao de 50 ul. Apds a extracdo de todas as amostras, foi
avaliada a concentragdo de RNA e o grau de pureza das amostras (considerando
as absorbancias 260 nm e 280 nm) em “NanoDrop 2000/2000c¢” (Espectrofotémetro
da Thermo Scientific®).

Em seguida, foi realizado o tratamento com o kit de “DNAse | Amplification
Grade” (Sigma®, ref: AMPD1), utilizando o protocolo da marca e normalizando as
amostras para a menor concentracdo de RNA obtida no espectrofotdmetro. No caso,
foi utilizado um volume final de solugdo de 33 ul (para tratar até 24 pl de RNA).
Como a amostra de menor concentracao bruta de RNA (apds extragao) foi de 70,8
ng por pl, em uma “regra de x” considerando o volume final de tratamento (24 pl),
foi calculado uma concentragdo final de aproximadamente 1700 ng. Todas as
amostras foram padronizadas de acordo com essa concentracio de interesse.

Novamente, apos o tratamento com DNAse, o RNA foi quantificado e avaliado
em NanoDrop® e as amostras foram normalizadas (para garantir maior precisido)

para a menor concentracao, durante a RT-PCR.

3.5.3 RT-PCR (Reacgao em cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa)

Utilizando a fita de RNA de cadeia simples, em uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR - polymerase chain reaction), a enzima transcriptase reversa
sintetiza uma cadeia de DNA complementar (cDNA) que é mais estavel para ser
utilizada nos experimentos. Para essa etapa, foi utilizado o kit “High Capacity cDNA
Reverse Transcription” (Applied Biosystem®), seguindo o protocolo da marca para
um volume final de reagéo de 20 ul (para até 14,2 ul de RNA). Considerando que a
menor amostra apos tratamento com DNAse foi de 40 ng/pl e a quantidade maxima
de RNA para ser utilizada na reacao foi de 14,2 ul, obteve-se uma concentracao
final de interesse de 568 ng, para qual todas as outras amostras foram
padrozinadas. Ao fim da RT-PCR, as amostras foram diluidas em 10 ul de agua
Milli-Q® autoclavada, o que permitiu um volume final maior para utilizagdo em PCR

tempo real.

3.5.4 PCR em tempo real (QPCR — quantitativa)



55

O equipamento de gPCR permite acoplar os processos de amplificacao,
deteccao e quantificacdo do DNA, através da fluorescéncia emitida pelos ciclos de
amplificagdes da amostra (BUSTIN et al., 2009). Os parametros comuns, utilizados
para cada amostra, foram de: 5 yl de PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems®, ref.:A25742); 0,3 pl de primer foward (10mM), 0,3 ul de primer reverse
(10mM) e 3,4 pl de agua Milli-Q® autoclavada. Foi utilizado o equipamento
RotorGene® e o “standart cycling mode” de indicacdo do SYBR, sendo a temperatura
de anelamento previamente estabelecida, de 58,9°C.

Para a expressao génica, foi possivel utilizar oito pools de fémeas que se
alimentaram de sangue de galinha, 12 pools do sangue de cao, 13 pools do sangue
humano e 13 pools do controle (fémeas alimentadas apenas com agua e mel), sendo
essa quantidade referente as extragdes integras de RNA obtidas.

Todas as amostras foram rodadas em triplicatas e para cada primer (em cada
rodada de gq-PCR), foram realizados controles negativos (sem amostra), também em
triplicatas. Se detectado contaminag&o no controle negativo, as analises deveriam ser
repetidas. Os valores de desvio padrdo para os ciclos de quantificacdo (Cq)

considerados estavam abaixo de um (para no minimo duas das réplicas).

3.5.5 Anadlise de Expresséao Relativa

O método utilizado para analise dos dados foi o de Expressado Relativa —
método AACT, que considera a diferenga nas eficiéncias dos primers (PFAFFL, 2001).
Primeiramente, para cada gene, foi feita uma média dos valores de expressao (valores
de Cq) das amostras de fémeas que nao realizaram repasto sanguineo (“‘controle
mel”). Essa média foi entdo subtraida dos valores de cada uma das amostras de
interesse (dos trés tipos de hospedeiros). O primeiro delta € o resultado dessa
subtragcéo para o gene de interesse e o segundo delta, para o gene referéncia. Para
obtencado do dado bruto da expresséo relativa de cada amostra, para cada gene de
interesse, foi aplicada a férmula a seguir:

Relacao da Expressao Génica: —(E GR)ACa GR
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Na férmula, “EGR” corresponde ao valor de eficiéncia do gene de referéncia,
“EGI” ao valor de eficiéncia do gene de interesse, “ACq GI” ao valor de delta para o
gene de interesse e “ACq GR” ao valor de delta calculado para o gene referéncia.

Os resultados foram analisados para relevancia estatistica através do programa
Past 4.02. Foram utilizados os testes Shapiro Wilk (p < 0,05) e Levene's (p < 0,05)
para avaliar a normalidade e homogeneidade na distribuicdo dos dados de expressao
génica relativa. Os dados paramétricos foram avaliados pelo teste ANOVA (p < 0,05)
unifatorial com aposteriori de Tukey e os dados nao paramétricos foram comparados
pelo teste de Kruskal- Wallis (p < 0,0001) com aposteriori de Dunn’s post hoc. Os

graficos foram confeccionados pelo programa R Studio.
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4 RESULTADOS
4.1 BIOENSAIO | (DADOS BIOLOGICOS)

4.1.1 Repasto sanguineo e ingurgitamento de fémeas

O maior numero de fémeas que realizaram alimentagdo sanguinea
(independentemente de nivel) foi encontrado para o repasto diretamente sobre o
hospedeiro camundongo (média de 82,34%), seguido, consecutivamente, pelo
repasto utilizando sangue humano (34,33%), de galinha (26,66%) e de céo (23,33%),
através de aparato artificial (Figura 11). Além disso, a maioria das fémeas que
realizaram alimentagdo sanguinea encontraram-se em “Nivel 3” de preenchimento do
abdbémen, para todas as fontes sanguineas (Humano: 79,61%; Cao: 94,03%; Galinha:
87,5% e Camundongo - 72,47%).

Figura 11. Numero de fémeas de Aedes aegypti que realizaram alimentagdo sanguinea (nos trés niveis
de distensdo do abddmen) para cada hospedeiro sanguineo. Numero de fémeas submetidas ao repasto
por réplica = 100 f.; total = 300 f., para cada fonte sanguinea. Nivel 1 = pouco; Nivel 2 = médio; Nivel 3
= totalmente ingurgitadas.
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Considerando os dados de cada uma das réplicas, a analise de Kruskal-Wallis
apontou diferencga significativa entre o numero de fémeas que realizaram alimentacao
em “Nivel 2” e “Nivel 3” e entre o total de fémeas alimentadas (independentemente de
nivel) para os diferentes hospedeiros. O teste de Dunn’s post hoc, a partir da analise
entre os pares, indicou que o numero de fémeas em “Nivel 2”7, “Nivel 3” e o total de

fémeas alimentadas diretamente em camundongo foi discrepante em relacdo a
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alimentagao artificial com sangue de cao (p= 0,005092, p= 0,0233 e p= 0,008965,
respectivamente) e galinha (p=0,0446, p=0,0233 e p= 0,0306).

Uma particularidade observada em fémeas alimentadas através do aparato
artificial, foi a alimentagéao apenas com plasma sanguineo, constatada através da
coloracgéo clara do abdémen. Um total de 16,5% de fémeas alimentadas com sangue
humano estavam apenas com plasma no abdémen (independentemente do nivel),
enquanto 2,5% do total de fémeas alimentadas com sangue de galinha foram

encontradas no mesmo estado.

4.1.2 Producgéo e viabilidade dos ovos

O teste de Kruskal-Wallis, utilizando os dados individuais de oviposi¢ao
[Apéndice 1, 2, 3 e 4], indicou que o numero de ovos produzidos pelas fémeas divergiu
significativamente entre as fontes sanguineas recebidas (dados resumidos na Tabela
4). A analise de Dunn’s post hoc mostrou que as fémeas que receberam o sangue de
galinha e camundongo, apresentaram significativamente uma maior fecundidade do
que aquelas que se alimentaram de sangue humano (p= 0,000338 e p=3,57E-06,
respectivamente) e de cao (p= 0,03044 e p=0,001935).

Tabela 4. Dados bioldgicos gerais, referentes ao numero de ovos e larvas eclodidas para as fémeas
de Aedes aegypti que receberam cada uma das fontes sanguineas. Os dados destacados com “*” foram
os que apresentaram diferencga significativa, nas analises estatisticas.

Fonte N° fémeas Total de ovos Ovos % Ovos % Total de % de eclosao
sanguinea analisadas (fecundidade) colapsados turgidos larvas larval
(fertilidade)
Humano 29 1644 622 37,83 1022 62,17 557 33,88
Cao 30 2306 1617* 70,12 689 28,89 358 11,68
Galinha 30 3066* 381 12,43 2685* 87,57 1817* 59,26*
Camundongo 44 4747 581 12,24 4166* 87,76 3513* 74,00*
(alimentagao
direta)

Observagao: foi detectado um defeito no fotoperiodo da B.O.D. que continha as réplicas de nimero trés dos hospedeiros céo,
humano e galinha, que permaneceu com a luzes ligadas intermitentemente. Como o fotoperiodo pode afetar diretamente na
postura dos ovos (GOMES et al., 2006), essa réplica foi excluida para esses hospedeiros. No caso do hospedeiro humano e
camundongo, houve a morte de uma das fémeas antes das analises.

Na mesma premissa, houve uma produgao significativamente maior de ovos
turgidos para as fémeas que receberam o sangue de galinha e camundongo, em

relagdo aquelas que receberam sangue humano (p=5,36E-05 e p=1,29 E-06,
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respectivamente) e de cédo (p=6,65E-07 e p=4,37E-09). Por outro lado, apenas as
fémeas alimentadas com sangue de cdo apresentaram diferenga significativa na
producao de ovos colapsados (p=0,01586, em comparagdo com repasto humano; p=
0,004718, em comparagao com repasto de galinha; p= 0,0005076, em comparagao
com repasto diretamente de camundongo).

A analise de Kruskal-Wallis também mostrou que houve diferenga significativa
no numero de larvas eclodidas dos ovos das fémeas que receberam diferentes fontes
sanguineas [Apéndice 1, 2, 3 e 4] (Tabela 4). O teste de Dunn’s post hoc indicou que
o numero de larvas provenientes de fémeas que receberam sangue de galinha e
camundongo, foram significativamente maiores do que para aquelas que receberam
sangue de cao e humano, onde para os pares, encontrou-se: Galinha-Humano: p=
0,001027; Galinha- Cao: p= 2,65E-0,5; Camundongo-Humano: p= 8,46E-0,7;
Camundongo-Cao: p= 1,97E-0,9.

A observacéao individual dos parametros biolégicos (resumidos na Tabela 5)
evidenciou que a maioria das fémeas analisadas realizaram oviposicao apoés
alimentagao sanguinea (86,21% - repasto humano; 93,33% - repasto cao; 96,66% -
repasto galinha; 100% - repasto camundongo). Considerando as fémeas que
realizaram postura, 100% apresentaram ovos turgidos (minimo de um) apos
alimentagdo com sangue de galinha e camundongo, enquanto que para o sangue
humano e de céo as taxas foram de 76,00% e 67,86%, respectivamente. Em relacao
ao numero de fémeas com ovos colapsados (minimo de um), houve uma variagao de
88,64% para aquelas com sangue de camundongo, 92,00% para sangue humano,

96,43% para sangue de cao e 96,55% para sangue de galinha.

Tabela 5. Decomposi¢céo dos dados individuais referentes ao numero de fémeas de Aedes aegypti que
ovipositaram em relacao aos diferentes padrdes de quantidade de ovos (turgidos e colapsados).

Numero de fémeas

A |a||S. Ov pos tara

(min. um ovo) Min. Menos Mais Mais Min. Menos  Mais Mais

de um de 25 de50 de 100 { deum de 25 de 50 de 100

Humano 29 25 19 14 9 3 23 17 5 0
Cao 30 28 19 19 6 0 27 12 14 9

Galinha 30 29 29 4 23 17 28 24 2 0
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Camundongo 44 44 44 5 35 20 39 34 3 0

(alimentagao
direta)

Proporcionalmente, o maior numero de fémeas com mais de 100 ovos turgidos
(Tabela 5) foi encontrado para a fonte sanguinea galinha (58,62%), seguido pelo
camundongo (45,45%). Apenas 12% de fémeas que receberam sangue humano
apresentaram mais de 100 ovos turgidos e nenhuma fémea ovipositou mais que essa
quantia apos receber sangue de cdo. Por outro lado, o maior numero de fémeas com
uma postura inferior a 25 ovos turgidos, foi apresentado para o sangue do hospedeiro
cao (67,86%), seguido pelo humano (56,00%), galinha (13,79%) e camundongo
(11,36%).

A maioria das fémeas que se alimentaram do sangue de galinha, camundongo
e humano (Tabela 5) apresentaram menos de 25 ovos colapsados (82,76%, 77,27%
e 68%, respectivamente), enquanto que menos da metade (42,86%) apresentaram
essa quantia em relagao ao sangue do cao. O unico repasto sanguineo que resultou
em fémeas com mais de 100 ovos colapsados foi o0 do céo (32,14%).

A taxa de fémeas em que os ovos resultaram na ecloséo de larvas (Tabela 6)
foi de 52% para as alimentadas com sangue humano, 42,86% para o sangue de cao,
86,21% para sangue de galinha e 97,73% para as alimentadas diretamente em

camundongo.

Tabela 6. Decomposicao dos dados individuais referentes ao nimero de fémeas de Aedes aegypti em
que os ovos resultaram na eclosao de larvas, para diferentes parametros.

Numero de fémeas
Fonte Eclosao de Larvas
sanguinea
Ov’ipositaram Nao Eclosao Menos de Mais de Mais de
(min. um ovo) | eclosdo  (min. uma) 25 50 100
Humano 25 12 13 6 5 2
Céo 28 16 12 6 3 0
Galinha 29 4 25 5 15 9
Camundongo 44 1 43 7 31 15
(alimentagao
direta)
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O numero maximo de ovos totais e ovos turgidos produzidos por uma fémea
(Tabela 7) foi encontrado apds alimentagdo com sangue de galinha (176 ovos e 175
ovos, respectivamente), seguido por camundongo (172 ovos e 171 ovos), humano

(142 ovos e 140 ovos) e cao (131 ovos e 94 ovos).

Tabela 7. Intervalo maximo de ovos (turgidos, colapsados e totais) e larvas provenientes das fémeas
de Aedes aegypti que receberam diferentes fontes sanguineas.

Fonte Intervalos maximos obtidos

sanguinea

Ovos Turgidos Ovos Colapsados  Ovos Totais Larvas

Humano 2-140 1-96 3-142 1-123

Cao 1-94 1-133 1-133 1-88

Galinha 4-175 1-89 16-176 8-136

Camundongo 1-171 1-89 1-172 1-161
(alimentacao direta)

Em relacdo ao valor maximo de ovos colapsados colocado por uma fémea
(Tabela 7), o maior numero foi encontrado para fémea que recebeu sangue de cao
(133 ovos), seguido por humano (96 ovos) e galinha/camundongo (89 ambos). O valor
minimo de ovos colocados por uma fémea foi superior para sangue de galinha (16
ovos), seguido pelo sangue humano (trés ovos), e cdo/camundongo (um ovo).

O numero maximo de larvas provenientes de uma fémea foi de 161 larvas para
fémea que recebeu sangue de camundongo, seguido pelo valor de 136 larvas
encontrado para fémea que recebeu sangue galinha, 123 larvas provenientes de
fémea que recebeu sangue humano e 88 larvas para humano. Ja o numero minimo
de larvas encontrado foi maior para sangue de galinha (oito larvas), enquanto para os

outros hospedeiros o valor foi de uma larva.

4.1.3 Peso das fémeas

A analise estatistica utilizando Kruskal-Wallis indicou que nao houve diferenca
significativa entre o peso das fémeas apds repasto, entre as fontes sanguineas
fornecidas (Tabela 8). Porém, através de ANOVA, houve diferenca entre o peso das
fémeas apds oviposicao. O teste de Tukey mostrou que o peso das fémeas, apos
oviposigao, alimentadas com sangue de galinha, foi significativamente menor que

aquelas alimentadas com sangue humano (p= 0,01485).
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Tabela 8. Média geral do peso (g), apds repasto sanguineo e apds oviposicao, de fémeas de Aedes

aegypti que receberam diferentes fontes sanguineas. Os dados destacados com “*” apresentaram
diferenca significativa nas analises estatisticas.
Fonte sanguinea N° fémeas Média de peso N° fémeas Média de peso
analisadas  apos repasto (g) analisadas apos oviposigao (g)
Humano 45 0,0046 27 0,0029
Cao 45 0,0044 26 0,0025
Galinha 45 0,0046 28 0,0023*
Camundongo 45 0,0045 43 0,0027

(alimentagao direta)

4.2 BIOENSAIO Il (ANALISES MOLECULARES)

O teste ANOVA com aposteriori de Tukey’s indicou uma diferenca significativa
na expressao relativa da Vitelogenina (Figura 12) apenas para fémeas alimentadas
exclusivamente com solugdo agucarada (controle) em relagdo as fémeas que
receberam também alimentag&o sanguinea dos diferentes hospedeiros (p=1,06E-12,
para todos os pares). Para a Catepsina B (Figura 13), a analise de Kruskal-Wallis com
aposteriori de Dunn’s post hoc evidenciou, além de uma diferenga significativa na
expressao génica do controle para as diferentes fontes sanguineas (Controle-Repasto
Galinha: p=7,98E-08; Controle-Repasto Cao, p=0,00373; Controle-Repasto Humano,
4,80E-06), uma diferenga significativa entre as fontes sanguineas cao e galinha (p=
0,006129).

Também para a Catepsina B, quando a analise estatistica foi realizada
comparando apenas os resultados entre as fontes sanguineas, o teste de Dunn’s post
hoc indicou uma diferenga significativa entre as fontes sanguineas cédo e galinha
(p=0,000142) e humano e cao (p=0,02822).
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Galinha Cao Humano Controle

Alimentacdo

Figura 12. Expressao génica relativa da Vitelogenina para as fémeas de Aedes aegypti que receberam
sangue, em aparato artificial, dos hospedeiros galinha, cado e humano, em relagéo ao controle (fémeas
alimentadas apenas com solugéo de agua e mel). Os dados foram transformados em log para plotagem
e analise estatistica.

Catepsina B

lativa
3
1
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Figura 13. Expressao génica relativa da Catepsina B para as fémeas de Aedes aegypti que receberam
sangue, em aparato artificial, dos hospedeiros galinha, cado e humano, em relagéo ao controle (fémeas
alimentadas apenas com solugéo de agua e mel). Os dados foram transformados em log para plotagem
e analise estatistica.
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5 DISCUSSAO

5.1 EFICIENCIA DO APARATO ARTIFICIAL

Os dados obtidos para o repasto sanguineo diretamente da cobaia em relagao
a metodologia artificial, indicam que, ao menos em partes, caracteristicas atrativas da
pele e respiracdo do hospedeiro vivo, bem como uma maior area de superficie, podem
influenciar na procura e realizagado da alimentagédo sanguinea de A. aegypti. Por outro
lado, o aparato artificial mostrou ser funcional, independentemente da fonte sanguinea
fornecida, com chances e registros semelhantes de alimentacdo dos mosquitos.
Inclusive, o repasto artificial de sangue humano foi equiparado ao repasto diretamente
em camundongo na obtencéo de fémeas ingurgitadas totais.

Além disso, sob aparato artificial, a maioria das fémeas que realizaram
alimentagcao estavam com distensao completa do abdémen (Nivel 3), o que ¢é o ideal
para potencializar a postura de ovos e manutencido adequada do insetario em
laboratorio (SPIELMAN & WONG, 1974). Essa metodologia também forneceu para as
fémeas o volume (em g) de sangue equivalente a uma alimentacgéao feita diretamente
sobre o hospedeiro.

Apesar de o sangue humano ter registrado uma quantidade superior de
mosquitos alimentados artificialmente, essa fonte levou a uma maior ocorréncia de
fémeas apenas com plasma sanguineo no abdémen. Diferentes estudos suportam
que fémeas podem se alimentar até a plenitude de fontes alternativas e que somente
0 plasma sanguineo e as células do sangue, separadamente, suportam a produg¢ao
de ovos, porém, geralmente em menor quantidade do que o sangue completo (WOKE,
1937b; GREENBERG, 1951; SPIELMAN & WONG, 1974; HARRINGTON et al., 2001;
HARRISON et al., 2021).

Considerando que o plasma dos animais € uma solugao proteica onde estao
diluidas as hemacias, logo, constituida também de aminoacidos livres, como
isoleucina e outros aminoacidos essenciais, essa fonte pode fornecer nutrientes
necessarios para producado de ovos. Porém, dependendo do animal de qual foi
proveniente, o plasma pode iniciar o desenvolvimento dos oocitos, mas nao sustentar
a total maturacao dos ovos (HARRISON et al., 2021; SPIELMAN & WONG, 1974).

O fato de o aparato artificial utilizado n&o possuir um mecanismo de circulagcéo

sanguinea pode ter refletido na hemossedimentacdo ao decorrer do tempo e na
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separacao do plasma sanguineo. A velocidade de hemossedimentagdo sanguinea
(VHS) é uma medida (em mm) da distancia em que os eritrocitos sedimentam em uma
suspensao vertical de anticoagulante em determinado tempo (em temperatura
ambiente constante). Ou seja, € um indice que mede a separagao dos gldbulos
vermelhos e o plasma, que é a parte liquida do sangue, através da gravidade. A taxa
de sedimentacao ¢é influenciada pelo tamanho, morfologia e concentragao eritrocitaria,
composicao das proteinas plasmaticas e viscosidade do plasma e também depende
do sexo, idade e condicdo de saude. O indice VHS é um teste utilizado para avaliacao
de inflamacdes e infecgdes em humanos e outros animais (como caes e gatos), mas
€ importante na ecologia fisiolégica de vertebrados (JOHNSTONE & REINA, 2017;
DACIE, 2006).

Em mulheres adultas em condi¢cées normais, o VHS costuma ser de até 20 mm
em 1 hora, enquanto que em galinhas domésticas adultas (sexo feminino) esse indice
€ de em média 12 mm por hora (STURKIE et al., 1960; SOUSA et al., 2021). Em caes
saudaveis adultos, o indice é geralmente menor que 10 mm por hora, sendo em média
de 2-4 mm em 1 hora (independente do sexo) (ARLIAN et al., 1995; TRIMMER &
OLWIN., 1956; ASAWAPATTANAKUL et al., 2021).

Tais dados corroboram com os registros superiores de alimentacdo com
plasma encontrados para fémeas que receberam o sangue humano, em relagao ao
sangue de galinha e sangue de cdo (n&o ocorréncia), em 20 minutos de alimentagéo
sanguinea artificial. Essas observagdes sao relevantes na escolha do sangue utilizado
e no tempo de repasto fornecido, para manutencdo dos mosquitos através do aparato
artificial proposto, visto que um numero significativo de fémeas ingurgitadas somente
com plasma pode ser registrado quando existe um alto VHS, influenciando na
produtividade final de ovos.

Em sistemas de criacdo em massa de mosquitos, eficiencia e economia séo
importantes (BAILEY et al., 1980). A alimentagcdo direta tem desvantagens
relacionadas ao custo, manutencdo e manipulagdo dos animais vertebrados em
laboratério. Membranas artificiais sao eficientes nesse sentido, pois limitam o contato
diretamente com o animal. Existem diversos trabalhos que propoe e testam diferentes
metodologias com essa finalidade em mosquitos (THOMAS et al., 1985; BENZON &
APPERSON, 1987; O'MEARA et al.. 1993; SAMISH et al., 1995; COSGROVE &
WOOD, 1996; ROBERT, 1998; PHASOMKUSOLSIL e/ al., 2003; HARRISON et al.,
2021).
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A utilizacdo de um aparato artificial de confecgdo simples, composto
basicamente por recipiente de acrilico e membrana de TNT, mostrou uma boa relacéo
custo-beneficio, sendo econémico, pratico e eficiente. A possibilidade de utilizagao de
mais de um aparato por gaiola de mosquitos, em estudos futuros, pode aumentar a
area de superficie e potencializar a realizagao de alimentagédo sanguinea, sendo uma
alternativa viavel para substituicdo de cobaias em laboratério. Além disso, como foi
possivel utilizar um volume baixo de sangue, pode-se armazenar o sangue (com
anticoagulante) de uma unica coleta para utiliza-lo mais de uma vez na manutengao

do insetario de A. aegypti.

5.2 INFLUENCIA DA FONTE SANGUINEA SOBRE A APTIDAO REPRODUTIVA DE
Aedes aegypti

Fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue de galinha (em aparato
artificial) e camundongo (diretamente do hospedeiro) apresentaram uma produgao
significativamente maior de ovos (fecundidade) e eclosédo de larvas (fertilidade), em
relagao as alimentadas com outros hospedeiros vertebrados. Além disso, para essas
fontes sanguineas, registraram-se mais de 80% de ovos turgidos, corroborando com
a maior viabilidade encontrada para os seus ovos.

Fémeas que se alimentaram artificialmente do sangue de cdo produziram uma
maior quantidade de ovos em relagdo ao sangue humano. Porém, mais de 70%
desses ovos estavam colapsados. Logo, a menor taxa de eclos&o de larvas registrada
para essa fonte sanguinea, nesse sentido, pode ser explicada pela presenga de uma
grande quantidade de ovos nesse estado, que efetivamente nao foram viaveis.

Enquanto a literatura indica que mosquitos anautdégenos produzem mais ovos
apos alimentarem-se de sangue de animais com eritrocitos nucleados (aves e répteis)
(NAYAR & SAUERMAN, 1977; CLEMENTS, 1963), o fornecimento do repasto
sanguineo diretamente do camundongo apresentou resultados superiores e
equivalentes estatisticamente ao sangue de ave fornecido em aparato artificial.

Harrison et al. (2021) ndo encontraram diferengas na quantidade de sangue
ingerido e na produgéo de ovos de fémeas de A. aegypti alimentadas diretamente do
hospedeiro vivo e através do sangue do mesmo hospedeiro em membrana artificial,

com utilizagao de diferentes anticoagulantes (Heparina e Citrato de Sédio). Logo, a
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explicagdo para os resultados obtidos para camundongo, no trabalho, pode ndo se
resumir apenas a metodologia de fornecimento do repasto e sim, também, as
propriedades do sangue desse hospedeiro apresentarem beneficios reprodutivos para
os mosquitos. Por outro lado, tal observagao também pode estar relacionado com
possiveis adaptacdes e selegao de geracgdes de cepas de laboratorio alimentadas com
essa fonte (HARRISON et al., 2021).

Em relagdo as respostas moleculares, considerando que o repasto sanguineo
€ o principal fator desencadeador da transcricao e ativacao das proteinas precursoras
(RAIKHEL et al., 2002), foram observados niveis muito baixos de expressao basal de
Vitelogenina e Catepsina B, para fémeas que receberam apenas solugao de agua e
mel (controle). O repasto utilizando aparato artificial e diferentes fontes sanguineas foi
capaz de maximizar significativamente a expressao génica relativa das proteinas de
interesse. Logo, evidenciou-se também, que todas as fontes de sangue foram capazes
de ativar eficientemente a via vitelogénica.

Como as proteinas precursoras do vitelo sdo secretadas de forma semelhante
pelo corpo gorduroso do inseto (HAYS & RAIKHEL, 1990; CHO et al., 1991; CHO et
al., 1999), houve um padrao de expressao comum entre 0s genes para as diferentes
fontes sanguineas. Fémeas que receberam o sangue de galinha apresentaram um
nivel superior de expressado génica para a Vitelogenina e Catepsina B, seguido por
aquelas que receberam sangue de humano e por ultimo, de cdo. Porém, uma
diferenca estatisticamente relevante ocorreu apenas para a Catepsina B, onde as
fémeas alimentadas com sangue de galinha divergiram em relagédo ao repasto em
céo.

Os dados moleculares apresentaram uma base logica de analise que permitiu
inferir a viabilidade da prole de A. aegypti, onde os niveis de expressao de proteinas
precursoras do vitelo corroboraram a produgédo de ovos viaveis (turgidos) e eclosao
de larvas encontrados nas analises bioldgicas. Para o repasto com sangue de cao, foi
observado numero elevado de ovos colapsados € uma menor expressao génica
relativa de proteinas do vitelo, apontado para algum componente ou fator no sangue
desse animal que inviabiliza a completa formacgao do vitelo ou mesmo o processo
embrionario. Nao foi encontrado na literatura registros do estudo do sangue do cdo
sobre a formacgao de ovos em A. aegypti.

Os resultados obtidos corroboram com os trabalhos que indicam que o sangue

de outros animais (entre aves e mamiferos) e suas propriedades, podem ser mais
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adequados para a producéo de ovos de A. aegypti, do que o sangue humano, n&o
havendo uma aptiddo reprodutiva fornecida exclusivamente por essa fonte
(GREENBERG, 1951; DIMOND et al., 1956; BENNET, 1970; BELLAMY & BRACKEN,
1971; SPIELMAN & WONG, 1974; SPIELMAN & WONG, 1974; CHANG, 1976;
CHANG & JUDSON,1977; BRIEGEL, 1985). Porém, essa comparag¢ao nao pode ser
vista como regra, visto que o sangue do cao se mostrou menos eficiente que de
humano na produgao de ovos viaveis. Por isso, € importante uma analise completa,
incluindo o estado dos ovos, a eclosao de larvas e a ativagao das vias genéticas da
vitelogénese, visto que somente a quantidade de ovos nao indica uma aptidao
reprodutiva maximizada.

Os resultados encontrados para a primeira postura de ovos da espécie, nao
indicam necessariamente que em toda a vida da fémea, ndo hajam vantagens
seletivas em se alimentar do hospedeiro preferencial indicado na natureza, ao invés
de outros hospedeiros disponiveis. Segundo Harrington et al. (2001), existem duas
contradigbes e problemas importantes para A. aegypti: (1) a discrepancia entre uma
preferéncia alimentar pelo sangue humano verificada em populagdes naturais e os
dados encontrados em laboratorio, que sugerem um melhor aproveitamento do
sangue e titulos de isoleucina de outros vertebrados; (2) a quebra do modelo
fisiolégico da espécie que propde que as fémeas usam a alimentagdo agucarada
(carboidratos) para sintese e reservas de energia e alimentacdo sanguinea
(proteinas) para atividades reprodutivas, o que na natureza parece ocorrer raramente
(SCOTT et al., 1993; VAN HANDEL el tal., 1994; COSTERO et al., 1998).

A premissa que a preferéncia alimentar estaria relacionada com vantagens
adaptativas fornecidas para a fémea, pode nao ser simplificada apenas a fatores
especificos como a composi¢cao do sangue do hospedeiro e/ou caracteristicas do
mesmo. E possivel que outros parametros, além dos niveis de isoleucina e morfologia
do eritrécito, sejam igualmente relevantes na evolugao de uma escolha de hospedeiro,
visto que nao foi encontrada uma relagao direta entre a producéao e viabilidade dos
ovos quando comparado o sangue de mamiferos com o da ave. As vantagens do
inseto em completar o ciclo de vida em ambiente domiciliar, incluindo a qualidade e
disponibilidade de sitios para oviposicédo e desenvolvimento larval, e disponibilidade e
proximidade do hospedeiro, também devem ser consideradas em um cenario
complexo de evolugao da espécie (LEHANNE, 2005; SCOTT & TAKKEN, 2012).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O alimentador artificial produziu resultados positivos para utilizagcdo na
manutencao do insetario de A. aegypti e viabilizagdo de estudos de aspectos
da digestdo e aproveitamento do sangue de diferentes hospedeiros. Nessa
metodologia, o sangue de galinha mostrou-se mais eficaz para maximizar a
producao reprodutiva da espécie.

Os resultados suportam que, na auséncia do hospedeiro preferencial, a fémea
de A. aegypti tem condi¢gdes de utilizar sangue de outros vertebrados
disponiveis em ambiente urbano (como cdes e aves), viabilizando a
manutencio da populacido do vetor em ambiente antropico. Esse fator também
€ preocupante em novos cenarios epidemiolégicos no ecossistema urbano.
Para estudos futuros, mostra-se relevante a avaliagao da causa da producao
de numero expressivo de ovos colapsados em fémeas de A. aegypti apos
alimentagdo em cado e investigagdo dos componentes do metabolismo da
fémea que podem levar a essa situacgéao.

Para um panorama amplo sobre as caracteristicas da espécie e dos fatores
envolvidos na preferéncia de alimentar pelo hospedeiro humano, também se
mostra necessario acompanhar aspectos conjuntos do ciclo de vida da fémea
(diferentes posturas de ovos, morfologia dos ovos, mortalidade e sobrevida da
fémea), apds o fornecimento de diferentes fontes sanguineas. Além disso,
agregar estudos genéticos aos fisioldgicos, investigando os aspectos da
vitelogénese que podem ser influenciados por caracteristicas especificas do
sangue de diferentes vertebrados - principalmente os de comum
disponibilidade em ambiente urbano -, sdo necessarios para compreender a

evolugao da preferéncia alimentar indicada para a espécie.
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APENDICE 1 — DADOS INDIVIDUAIS DE OVIPOSIGAO E ECLOSAO DE LARVAS

PARA AS FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM DO SANGUE HUMANO

ID 'Ov.os Ovos Total Total D ’Ov.os Ovos Total Total
turgidos | colapsados | ovos larvas turgidos | colapsados | ovos larvas
RH1. 1 2 30 32 0 RH2. 1 0 43 43 0
RH1. 2 0 0 0 _ RH2. 2 0 3 3 0
RH1. 3 0 16 16 0 RH2. 3 53 29 82 6
RH1. 4 4 96 100 RH2. 4 2 8 0
RH1.5 114 1 115 91 RH2. 5 116 119 109
RH1. 6 0 94 94 0 RH2. 6 140 142 123
RH1. 7 98 98 90 RH2. 7 48 24 72 16
RH1. 8 2 0 RH2. 8 96 105 3
RH1. 9 0 _ RH2. 9 97 102 3
RH1. 10 18 11 29 13 RH2. 10 72 73 11
RH1. 11 31 68 99 25 RH2. 11 X X X X
RH1. 12 0 0 _ RH2. 12 14 57 71 0
RH1. 13 93 93 0 RH2. 13 9 3 12 0
RH1. 14 87 87 66 RH2. 14 19 11 30 0
RH1. 15 0 0 _ RH2. 15 0 10 10 0
Média 23,73 27,73 51,47 26,00 | Media 10,50 20,25 62,29 19,36
Total 356 416 772 286 | Total 666 206 872 271




APENDICE 2 — DADOS INDIVIDUAIS DE OVIPOSIGAO E ECLOSAO DE

LARVAS PARA AS FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM DO SANGUE DE CAO
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D ’Ov_os Ovos Total Total D ’Ov_os Ovos Total Total
turgidos | colapsados | ovos larvas turgidos | colapsados | ovos larvas
RC1.1 89 18 107 55 RC2. 1 43 14 57 0
RC1. 2 0 119 119 1 RC2. 2 2 123 125 0
RC1.3 74 10 84 50 RC2.3 51 69 120 15
RC1. 4 0 133 133 0 RC2. 4 22 119 131 3
RC1.5 0 59 59 0 RC2.5 30 22 52 0
RC1.6 0 28 28 0 RC2. 6 1 4 5 0
RC1.7 0 19 19 0 RC2.7 0 0 0 _
RC1.8 1 125 126 0 RC2.8 0 118 118 0
RC1.9 49 5 54 15 RC2.9 0 98 98 0
RC1. 10 0 75 75 0 RC2. 10 11 93 104 0
RC1. 11 90 0 90 9 RC2. 11 103 105 86
RC1.12 0 1 1 0 RC2. 12 2 106 108 0
RC1.13 6 1 3 RC2. 13 94 1 95 88
RC1. 14 0 0 0 _ RC2. 14 92 4 96 30
RC1. 15 17 49 66 3 RC2. 15 13 101 114 0
Média 21,73 42,80 64,53 9,71 | Média 24,20 65,00 88,53 15,86
Total 326 642 968 136 | Total 363 975 1328 222




86

APENDICE 3 — DADOS INDIVIDUAIS DE OVIPOSIGAO E ECLOSAO DE LARVAS
PARA AS FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM DO SANGUE DE GALINHA

D ’Ov_os Ovos Total Total D ’Ov_os Ovos Total Total
turgidos | colapsados ovos larvas turgidos | colapsados | ovos | larvas
RG1. 1 175 1 176 124 RG2. 1 21 1 22 0
RG1. 2 89 14 103 40 RG2. 2 96 12 108 12
RG1.3 14 2 16 8 RG2. 3 120 4 124 50
RG1. 4 133 19 152 125 RG2. 4 65 30 95 11
RG1.5 120 6 126 116 RG2.5 107 8 115 88
RG1.6 0 0 0 _ RG2. 6 20 0 20 0
RG1.7 113 1 114 96 RG2.7 102 2 104 47
RG1.8 26 63 89 22 RG2. 8 108 9 117 96
RG1.9 53 89 142 9 RG2.9 110 34 144 87
RG1. 10 148 12 160 136 RG2. 10 4 33 37 0
RG1. 11 140 1 141 126 RG2. 11 132 5 137 105
RG1.12 78 5 83 16 RG2. 12 120 3 123 77
RG1. 13 123 4 127 123 RG2. 13 116 1 117 113
RG1. 14 137 2 139 55 RG2. 14 102 1 103 102
RG1. 15 50 13 63 0 RG2. 15 63 6 69 33
Média 93,27 15,47 108,73 71,14 | Média 85,73 9,93 95,00 | 54,73
Total 1399 232 1631 996 | Total 1286 149 1435 821
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APENDICE 4 -DADOS INDIVIDUAIS DE OVIPOSIGAO E ECLOSAO DE LARVAS
PARA AS FEMEAS QUE SE ALIMENTARAM DO SANGUE DE CAMUNDONGO

D Oyos Ovos Total | Total D Oyos Ovos Total | Total D O\{os Ovos Total Total

targ. colap. ovos | larvas targ. colap. ovos | larvas tar. colap. ovos larvas
RR1. 1 82 8 90 72 RR2. 1 47 1 48 37 RR3. 1 142 2 144 55
RR1. 2 141 3 144 115 | RR2.2 135 3 138 131 RR3. 2 79 54 133 63
RR1. 3 13 5 18 12 RR2. 3 1 0 1 0 RR3. 3 96 33 129 161
RR1. 4 99 1 100 97 RR2. 4 56 46 102 36 RR3. 4 87 44 131 67
RR1.5 67 0 67 42 RR2. 5 141 6 147 136 RR3. 5 132 3 135 100
RR1. 6 98 1 99 84 RR2. 6 143 1 144 138 RR3. 6 139 3 142 121
RR1.7 111 3 114 94 RR2.7 5 4 9 1 RR3. 7 145 1 146 71
RR1. 8 76 2 78 68 RR2. 8 100 11 111 100 RR3. 8 134 5 139 89
RR1.9 111 8 119 112 RR2.9 130 1 131 129 RR3. 9 88 0 88 69
RR1. 10 171 1 172 143 | RR2.10 134 2 136 146 RR3. 10 X X X X
RR1. 11 30 0 30 22 RR2. 11 34 38 72 5 RR3. 11 123 22 145 77
RR1. 12 12 5 17 15 RR2. 12 125 31 156 62 RR3. 12 62 89 151 39
RR1. 13 32 9 41 32 RR2. 13 138 2 140 138 RR3. 13 67 54 121 17
RR1. 14 20 0 20 10 RR2. 14 154 1 155 147 RR3. 14 129 40 169 114
RR1. 15 100 30 130 124 | RR2.15 98 1 99 99 RR3. 15 139 7 146 123

Média Média 1059 Média
77,53 5,07 82,60 | 69,47 96,07 9,87 3 87,00 104,00 42,40 146,40 83,29
Total | 1463 76 1239 | 1042 | Total | 4444 148 1589 | 1305 | Total | 4562 357 1919 | 1166




