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RESUMO

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um culicideo que apresenta relevancia na Entomologia médica
por veicular arbovirus devido & hematofagia realizada pelas fémeas que ¢ essencial para a
maturacdo de seus ovos. Por essa razdo, metodologias inovadoras de monitoramento ¢ controle
biologico sdo buscadas para reduzir a disseminag@o do vetor, mas muitos desses estudos dependem
de biotérios de vertebrados como fonte sanguinea para a fémea, apresentando risco de
contaminagdo, angustia ao animal e empecilhos para sua utilizagdo, demonstrando a necessidade de
uma metodologia que substitua o sangue animal e seja eficaz como fonte de alimento. Por outro
lado, o monitoramento do vetor e virus sdo ferramentas importantes para subsidiar o controle.
Linhagens de Bacillus thuringiensis subespécie israelensis (Bti) apresentam a¢do inseticida para os
culicideos, liberando pré toxinas no intestino do vetor, levando a sua morte por sepse, sendo
seletivo apenas ao inseto alvo e ndo se tem registro de selecao de resistentes a campo. Portanto, o
objetivo deste estudo foi verificar a viabilidade do sangue artificial como uma ferramenta para a
criacdo massal de Ae. aegypti, assim como o controle do vetor por meio da linhagem Bti BR 101. O
presente trabalho foi organizado em dois capitulos; o primeiro trata do uso de sangue artificial no
desenvolvimento do mosquito e da avaliagdo por microtomografia computadorizada do ovéario das
fémeas alimentadas com as seguintes fontes: sangue artificial SkitoSnake, sangue de Ratus
novergicus e solugcdo de acucar (5%) e mel (5%) em 90% de agua para andlise da preferéncia de
ingurgitamento e sua influéncia no desenvolvimento do ovério. O segundo capitulo ¢ sobre o
controle bioldgico das larvas de Ae. aegypti por um formulado em desenvolvimento a base de Bti
(BR101) e do uso como controle de um produto comercial a base de Bti (Vectobac).
Posteriormente, foi executada a analise elementar dos respectivos produtos utilizados para
verificagcdo da composi¢ao de elementos quimicos dos mesmos e a microtomografia das larvas apos
24 horas de exposicdo ao Bti BR 101 e Bti comercial (Vectobac). Os resultados obtidos
demonstram que o sangue artificial ¢ capaz de proporcionar a maturacdo dos ovos e subsequente
ciclo de vida alcancando duas geragdes consecutivas. Ademais, o volume do ovario de fémeas
alimentadas com sangue de rato (média: 0.049688184 (b), limites [-0.01574603, 0.1151224])
diferiu do volume do sangue artificial (média: 0.01307888 (a), limites [0.008030322, 0.01900323])
e do volume do ovario apds alimentacdo com solug¢do agucarada e mel (0.004269842 (a) limites
[0.002253814, 0.00628587], obtendo uma média 11 vezes maior que a alimentada com aglcar e
mel e cerca de trés vezes maior em comparagdo com o sangue artificial, corroborando com a
tendencia alimentar das fémeas por mamiferos. Em relacdo ao controle biologico, o uso do Bti
BR101 ndo diferiu significativamente do Vectobac WG, demonstrando ser uma excelente estratégia
para o controle do vetor o que pode ser comprovado pela sua mortalidade em (1,5g/500L) e pela
micro-CT, que evidenciou os danos as membranas do epitélio intestinal. Logo, o sangue artificial
evidenciou ser uma ferramenta promissora para a criacdo massal do mosquito, e que na auséncia do
sangue humano, tanto o sangue artificial como o de rato promoveram o desenvolvimento dos
ovocitos das fémeas, no entanto o sangue artificial apresentou limitagdes nutricionais. Os produtos
bioldgicos foram eficazes nessas condi¢des para controle de imaturos, sendo a Micro-CT uma
excelente ferramenta de validag¢do das estruturas anatémicas perante os tratamentos utilizados

Palavras-chave: monitoramento, culicideos, repasto sanguineo, microrganismos
entomopatogénicos
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ABSTRACT

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) is a Culicidae that is relevant in medical entomology as a vehicular
arbovirus due to the hematophagy carried out by females, which is essential for the maturation of
their eggs. For this reason, innovative monitoring and biological control methodologies are sought
to reduce the spread of the vector, but many of these studies depend on vertebrate vivariums as a
blood source for the female, presenting a risk of contamination, distress to the animal and obstacles
to its use. demonstrating the need for a methodology that replaces animal blood and is effective as a
food source. On the other hand, monitoring vectors and viruses are important tools to support
control. Lineages of Bacillus thuringiensis subspecies israelensis (Bti) present insecticidal action
against culicidae insects, releasing protoxins in the vector's intestine, leading to its death from
sepsis, being selective only to the target insect and there is no record of selection of resistant ones in
the field. Therefore, the objective of this study was to verify the likelihood of artificial blood as a
tool for the mass breeding of Ae. aegypti, as well as vector control through the Bti BR 101 lineage.
This work was organized into two chapters; the first treatment using artificial blood in the
development of the mosquito and the evaluation by microcomputed tomography of the ovaries of
females fed with the following sources: artificial blood, Wistar Rat blood and sugar solution (5%)
and honey (5%) in 90% water for analysis of engorgement preference and its influence on ovarian
development. The second chapter is about the biological control of Ae. aegypti by a formula under
development based on Bti (BR101) and the use as a control of a commercial product based on Bti
(Vectobac). Subsequently, an elemental analysis of the respective products used was carried out to
verify their composition of chemical elements and microtomography of the larvae after 24 hours of
exposure to Bti BR 101 and commercial Bti (Vectobac). The results obtained demonstrate that
artificial blood is capable of providing egg maturation and subsequent life cycle, reaching two
consecutive generations. Furthermore, the ovary volume of females fed with rat blood (mean:
0.049688184 (b), limits [-0.01574603, 0.1151224]) differs from the volume of artificial blood
(mean: 0.01307888 (a ), limits [0.008030322, 0.01900323]) and ovarian volume after feeding with
sugar solution and honey (mean: 0.004269842 (a), limits [0.002253814, 0.00628587], obtained an
average 11 times higher than that fed with sugar and honey and about three times higher compared
to artificial blood, corroborating the females' food trend for mammals. In relation to biological
control, the use of Bti BR101 does not differ significantly from Vectobac WG, proving to be an
excellent strategy for controlling the vector which can be proven by its mortality rate (1.5g/500L)
and by micro-CT, which showed damage to the membranes of the intestinal epithelium. Therefore,
artificial blood proved to be a promising tool for the massive breeding of mosquitoes, and that in
the absence of human blood, both artificial and rat blood promoted the development of female
oocytes. Biological products were effective in these conditions for controlling immatures, with
Micro-CT being an excellent tool for validating anatomical structures in the face of the treatments
used.

Keywords: monitoring, culicidae, blood meal, entomopathogenic microorganisms
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INTRODUCAO GERAL

Biologia da familia Culicidae

A familia Culicidae Meigen, 1818 pertence a subordem Culicomorpha, ordem Diptera,
classe Insecta e Filo Arthropoda, inclui 3.724 espécies descritas, contudo este numero tende a
aumentar 5% por década devido a sua importancia médica e veterinaria, além de transitar entre a
area urbana, periurbana e rural (Silva, 2002). Representada pelos insetos conhecidos popularmente
como mosquitos, pernilongos, murigocas, carapanas, sovelas e bicudos, esta familia ¢ subdividida
em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae com 524 e 3.200 espécies respectivamente (Forattini,
2002; Harbach, 2021; WRBU, 2024).

Os culicideos possuem um ciclo de vida com o desenvolvimento holometabolo, no qual
apresentam quatro estagios - ovo, larva (sendo quatro instares), pupa, adulto alado com duragao de
sete a vinte dias dependendo do género e condigdes do meio como temperatura, umidade e
disponibilidade de alimento (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda, 2008).

A deposicao dos ovos diferencia-se em relagdo ao género de acordo com a forma e o numero
de ovos depositados, podendo ser em grupo, no caso dos Culex Linnaeus 1758 simples como em
Aedes Meigen, 1818 e Anopheles Meigen, 1818. Em 2004, a nomenclatura foi alterada para
Stegomyia aegypti Linnaeus 1762 e Stegomyia albopictus Skuse 1894, (Reinert et al. 2004) contudo
no presente estudo foi adotado a nomenclatura anterior para atingir maior alcance e entendimento.
A oviposicao pode ocorrer de diferentes formas, como em criadouros naturais encontrados em
cascas e buracos de arvores, acimulos de 4gua em axilas de bromélias e em criadouros artificiais,
como copos ¢ garrafas plasticas, materiais de construg¢do, pneus entre outros que possam acumular
agua (Lopes et al. 1983; Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Zequi, 2005: Rueda, 2008; Lima-
Camara, 2016).

As larvas dos mosquitos sdo aquaticas € possuem uma aparéncia alongada, com variagdes de
cor que podem ser esverdeadas, avermelhadas ou pretas. Possui o corpo dividido em cabeca, torax e
abdomen, e apresenta cerca de vinte e dois pares de cerdas que desempenham fungdes tanto na
flutuagdo, quanto na percepcao sensorial. No primeiro estagio larval, possuem um dente quitinoso
utilizado no processo de eclosao e um sifao para trocas gasosas, e se alimentam filtrando matéria
organica e microrganismos presentes na dgua. Posteriormente, avangam para o estdgio de pupa nao
se alimentando, tendo como principal fun¢do desenvolver-se para adultos (Consoli e Oliveira 1994;
Rueda, 2008).

Na fase adulta, os mosquitos sdo terrestres, os machos se alimentam de seiva, néctar e

exsudatos de plantas. Por outro lado, as fémeas sdo obrigatoriamente hematdfagas, ou seja,
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necessitam se alimentar de sangue de animais vertebrados ou invertebrados para a ativacao
hormonal e obtencdo de proteinas necessarias para o desenvolvimento de seus ovos (Winkerson, et
al. 2020; Dou et al. 2022). E importante ressaltar que ao se alimentar do sangue de um hospedeiro
infectado, as fémeas podem ingerir patogenos presentes no sangue (Dimond,1956: Attardo, 2005),
que migram do intestino para as glandulas salivares do mosquito, permitindo que eles sejam
transmitidos aos novos hospedeiros durante picadas subsequentes (Scoot, 2012; Farjana, 2013;
Raquin, 2017).

Os culicideos sao de extrema importancia na Entomologia médica por incluirem espécies de
hospedeiros para agentes etioldgicos como arbovirus (Ex. DENV, ZIKV, CHIKV, MAYYV),
protozoario (Ex. Plasmodium spp.) e filarias (Ex. Wuchereria bancrofti) responsaveis por ocasionar
patologias como dengue, Chikungunya, febre amarela urbana, malaria, filariose, virus do Oeste do
Nilo, encefalite de St. Louis, Oropouche, Mayaro, Rocio e outras arboviroses prejudiciais tanto para
humanos quanto para animais silvestres e domésticos causando mortalidade e morbidade
mundialmente devido a transmissao desses patégenos (Consoli e Lourengo de Oliveira, 1994; Tadei

et al. 1998).

Evoluciao da hematofagia de Culicidae

O habito hematofago evoluiu independentemente em diferentes linhagens de insetos, por sua
vez dentro da mesma ordem, com origem estimada entre o Jurdssico e Cretaceo (Balashov, 1984;
Ribeiro, 1995; Wheeler et al. 2001). Atualmente, os grupos de insetos hematdfagos conhecidos sdo:
os percevejos e triatomineos (Ordem Hemiptera); os piolhos (Ordem Phthiraptera); as pulgas
(Ordem Shiphonaptera), alguns grupos de mariposas (Ordem Lepidoptera); € moscas € mosquitos
(Ordem Diptera) (Lehane, 2005; Brusca et al. 2018).

Conforme registros fosseis e andlises morfofisioldgicas e moleculares, ¢ proposto duas
hipdteses macroevolutivas relacionadas a hematofagia, primeiramente, que ha uma associacao
intima dos insetos com os vertebrados (répteis ¢ mamiferos) no ninho, onde os insetos sdao atraidos
devido as condi¢des que propicias como a disponibilidade de alimento. Anteriormente, acreditava-
se que os invertebrados mastigadores se alimentavam de detritos e aproveitavam produtos e
secrecOes tegumentares, sangue e injurias da pele do hospedeiro (Lehane, 2005).

A segunda hipotese esta relacionada a insetos que possuiam pré-adaptagoes
morfofisiologicas, que em conjunto com vertebrados em locais de habitat compartilhado, e
alimentacdo sanguinea ao acaso, evoluiram para uma hematofagia completa. Conforme estudos,
acredita-se que insetos originalmente fitofagos (alimentagao de néctar) e entomdfagos (alimentagao

de conteudo interno de outros vertebrados) que continham um aparelho bucal perfurador primitivo
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(Beklemishev, 1957; Downes, 1970; Waage, 1979; Lehane, 2005), como o caso de mosquitos
hematofagos que em condigdes de laboratério foram capazes de produzir ovos viaveis por meio de
alimentac¢do dos liquidos corporais das larvas (Harris et al. 1969) e de borboletas que originalmente
possuiam um aparelho sugador de néctar e que atualmente pode ser utilizado para alimentagdo
sanguinea ocasionalmente (Zaspel et al. 2007). A hematofagia pode estar relacionada a processos de
coespeciacdo e coevolucdo de vertebrados e invertebrados (Kim et al. 2011; Da Silva Neto, 2013;

Cruz, 2017; Ferreira et al. 2018).

Digestao e o comportamento hematéfago de Culicidae

As fémeas de Culicidae sdo hematofagas. Nesse comportamento, assumem uma postura
intitulada solenofagia, no qual os as fémeas retiram o sangue diretamente do capilar sanguineo
(Gordon et al. 1952).

Diversas adaptagcdoes morfologicas, fisiologicas e comportamentais favorecem o sucesso na
ingestdo, armazenamento e digestdo do sangue nos culicideos, como as pecas bucais do tipo
picador-sugador labial, com apéndices bucais estiliformes e alongados, formados pelo labro,
mandibulas, maxilas e hipofaringe, estruturas estas protegidas pelo labio, sendo estes retraidos no
momento da inser¢do das pecas bucais na derme, e posteriormente, diretamente no capilar, que em
conjunto com as bombas do cibario e faringe promovem a suc¢ao sanguinea retirando o sangue
(Clements, 1992; Consoli & Lourengo de Oliveira, 1994; Araujo et al. 2012; Da Silva Neto, 2013;
Cruz, 2017).

No decorrer da alimentagao sanguinea, a fémea pode ingerir até quatro vezes o seu peso,
influenciada por adaptagdes anatdmicas do inseto, como a presenca de dois diverticulos para
armazenamento adicional e uma membrana peritréfica (Gwadz, 1969; Nayar & Sauerman, 1977;
Castillo et al. 2011).

A fémea ao perfurar a pele por meio do aparelho bucal retira o sangue diretamente dos vasos
sanguineos, ¢ no decorrer deste processo inocula sua saliva que possui moléculas vasodilatadoras,
anticoagulantes e antiplaquetdrias que permitem uma alimentagcdo sanguinea de sucesso (Silva,
2009).

Os insetos direcionam o sangue diretamente para o intestino médio onde ele ¢ estocado e
digerido (Ribeiro, 1996). O trato digestivo dos mosquitos ¢ constituido por células epiteliais que
seguem da boca até o anus (Romoser, 1996), formando um tubo dividido em trés regides: intestino
anterior, intestino médio e posterior, cada um com especializagdes e fungdes especificas (Consoli e
Oliveria, 1994).

O intestino anterior ¢ responsavel pela ingestdo, conducao e armazenamento do alimento,
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nele contém a bomba cibarial e faringea que servem para a ingestdo do alimento, o canal da
probodscide, as glandulas salivares e o es6fago. Na porcao final do esofago hé trés diverticulos: dois
dorsolaterais e um ventral, os primeiros caracterizados por ficarem bastante dilatados na regido
abdominal, normalmente todos os diverticulos apresentam-se cheios de ar e sdo utilizados como
reservatorios de alimentos rico em agtcar (Consoli e Oliveira, 1994).

No final do es6fago ha uma estrutura denominada cardia ou valvula estomodeu, que
direciona o alimento ingerido pela fémea, ao ingerirem sangue a valvula se abre e o sangue ¢
armazenado no intestino médio, contudo, ao se alimentarem de dieta agucarada, a valvula continua
fechada e o alimento ¢ encaminhado para o diverticulo (Romoser, 1996).

O intestino médio ¢ dividido em duas regides, a anterior e a posterior, a ultima expansivel,
caracterizada por ser o local de destino, armazenamento, digestdo do sangue a absorcdo de
nutrientes (Billingsley e Lehane, 1996), favorecidas pela presenga de microvilosidades, como o
sangue ¢ composto principalmente de proteinas, as proteases como a tripsina, tem papel
fundamental na digestdo do sangue. No intestino médio ¢ sintetizada a matriz peritrofica, que
envolve o alimento e separa o conteudo luminal em dois compartimentos, o endoperitréfico e
ectoperitrofico (Terra, 1990). Por fim, no intestino posterior ocorre a excrecdo de residuos
provenientes do intestino médio e tibulos de malpighi (Romoser, 1996).

Uma propor¢ao significativa dos aminoacidos presentes no sangue ¢ metabolizada e
utilizada para a obtencdo de energia, o restante, para a producdo de proteinas da gema, com inicio
logo no inicio da alimentagcdo sanguinea (Kokoza, V.A. et al. 2001; Hansen et al. 2003).
Posteriormente, as proteinas sdo liberadas na hemolinfa e entdo depositadas nos oocitos por
endocitose mediada por receptores, processo este denominado vitelogénese (Sappington, T.W. et al.
1995)

Durante a hematofagia, a fémea ao se alimentar de um individuo infectado, ela se contamina
com o agente etioldgico, os virus por exemplo, que ird se replicar no intestino do vetor e se
disseminar para as glandulas salivares. Por consequéncia, ao realizar a proxima alimentacao
sanguinea o mosquito pode repassar o virus por meio da sua saliva para o hospedeiro (Oliveira et al.
2017, Guedes et al. 2017).

Compreender o comportamento da alimentagao sanguinea das fémeas € crucial para estudos
relacionados a biologia, monitoramento e controle da transmissao do patdégeno (Resende e Gama,
2006; Gonzales et al. 2018).

A preferéncia alimentar dos mosquitos por determinado hospedeiro ¢ um processo complexo
por envolver diversos fatores comportamentais, extrinsecos e intrinsecos, como o aparato sensorial

presente nas fémeas para buscar o hospedeiro ¢ a densidade dele em determinado ambiente. A
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preferéncia do hospedeiro pode ocasionar implicagdes para o desenvolvimento de dietas artificias
de corrente da composicdo do sangue de animais vertebrados serem diferentes entre si, podendo
resultar na variacdo de ovos produzidos dependendo da espécie hospedeira (Takken, W.; Verhulst,
N.O. 2013).

Devido a atragao e niveis acentuados de alimentacdo na natureza, estudos indicam um
tendencia do Ae. aegypti em preferir o sangue humano (Mcclelland & Weitz, 1963; Gouck, 1972;
Mcbride et al., 2014). Pesquisas afirmam que cerca de 80% da alimentagdo sanguinea em espécies
de Aedes domesticadas, ¢ oriunda de humanos, como demonstra Sivan et al. (2015) ao evidenciarem
que 87,8% da populacio de fémeas ingurgitadas em diferentes paisagens da India, alimentaram-se
de sangue humano, seguida por uma pequena porcentagem de mamiferos (vacas: 4,8% e cabras:
2,7%), aves (galinha: 0,7%) e amostras de sangue de fontes desconhecidas (4,01%). Phasomkusolsil
et al (2013) avaliaram a influéncia de diferentes fontes de sangue (Hamster anestesiado, sangue
desfibrilado de ovelha, sangue desfibrilado de porco e sangue humano) no desenvolvimento do
ciclo de vida de 4n. dirus, An. cracens, An. minimus, An. sawadwongporni e Ae. aegypti e todas as
espécies de vetores apresentaram preferéncia para uma determinada fonte, Ae. aegypti por exemplo
preferiu sangue de hamster e de ovelha, ja An. dirus sangue humano e de porco.

Na Tailandia, foram coletados Ae. aegypti em diferentes localidades, sendo registrado que o
sangue humano em uma unica refeicdo ultrapassou 80% nas areas designadas, com o segundo
registro mais comum a combina¢do do sangue humano e de cachorro (4,6 a 16%) (Ponlawat e
Harrington, 2005), j4 na zona rural 88% das alimentagdes sanguineas das fémeas analisadas foi
oriunda de sangue humano e 7% de alimentacdo com multiplos hospedeiros incluindo o humano,
em seguida foi a alimentacao realizada em cdes com 2% e aves com 1% (Scott et al. 1993)

De acordo com a literatura, os elementos quimicos mais estudados e de importancia
fisioldgica presentes o sangue humano sdo os seguintes: aluminio, cobalto, cobre, molibdénio,
manganés, niquel, selénio e zinco, em comparacao com o sangue de camundongo Swinss, de acordo
com estudos alguns elementos presentes no sangue dos mesmos sdo sdédio, célcio, potdssio e

manganeés

O papel da urbanizac¢ao na dispersao do Aedes aegypti

O crescimento urbano, aliado ao desenvolvimento do agronegocio voltado para a produgdo
de commodities, tem provocado uma intensa fragmentacdo florestal. Decorrente dessa situagdo, o
habitat de diversas espécies, tanto animais quanto vegetais, ¢ reduzido, resultando no declinio ou até
mesmo na extingdo de algumas delas. Por outro lado, algumas espécies conseguem manter sua

estabilidade ou aumentar sua abundancia (Laurance, 2008; MS, 2013; Lindenmayer e Fischer,
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2013; Haddad et al. 2015).

Os mosquitos estdo entre as espécies que sofrem drasticamente com a perda do seu habitat
devido a urbanizagdo e fragmentacdo, podendo migrar para o ambiente urbano onde encontram um
condi¢des devido ao seu comportamento sinantropico, rapida reproducao e plasticidade genética
(Lopes, 1997; Taipe-Lagos e Natal, 2003; Leisnham et al., 2004; Zahouli et al. 2017; Montagner et
al. 2017; Sukiato et al. 2019).

Acrescenta-se ainda que o aumento da temperatura, umidade e precipitacdo sdo condig¢des
favoraveis para o desenvolvimento de Culicidae (Rueda, 2008; Garcia, 2019). Prevé-se que o
mundo tenha se tornado aproximadamente de 1,5% mais propicio ao desenvolvimento de Ae.
aegypti por década entre 1950 a 2000. Entretanto, estima-se um aumento dessa tendéncia para 3,2 a
4,4% por década, ademais, as proje¢des indicam uma dispersdo de 2 a 6 km/ano até 2050 na

América do Norte e China (Iwamura, T. 2020).

Aedes aegypti como vetor de arboviroses

Os arbovirus constituem o maior grupo de virus, eles sdo mantidos na natureza por meio da
transmissao entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematdfagos (Viglietta, M et al.
2021). Dentre os mosquitos, o género Aedes spp., especialmente o Ae. aegypti, encontrado
principalmente em areas urbanas, ¢ o principal vetor de arboviroses, incluindo dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela urbana. Essas doencgas representam uma preocupagao global devido a
sua rapida disseminacdo, importancia epidemiologica e clinica (Nelson, M.J. 1986; Araujo, N. J. S
et al. 2022). Atualmente, surtos de dengue foram registrados na regido das Américas com cerca de
trés milhdes de casos suspeitos e confirmados registrados até julho de 2023, com destaque no
Brasil, Peru e Bolivia com o maior numero de casos (WHO, 2023). A dengue, ¢ causada por um
virus composto de uma fita tinica de 4cido ribonucleico, com uma capa proteica de capsideo
icosaédrico, pertencente ao grupo B dos arbovirus, familia Flaviviridae. Existem quatro principais
sorotipos virais da dengue em circulagdo entre os humanos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-
4), que estdo geneticamente relacionados, porém antigenicamente distintos (Alagarasu, K et al.
2021).

Recentemente, foi relatada a identificagdo de um quinto sorotipo na Malasia e na Asia,
servindo como alerta para monitoramento. (Wilder et al. 2017). Ambos os sorotipos mencionados
podem se apresentar clinicamente em duas formas: a dengue clédssica (conhecida como febre de
dengue) e a dengue grave (Normile, D.2013; Mustafa, M.S et al.2015).

A primeira epidemia de dengue registrada no Brasil ocorreu nos anos de 1981 e 1982, em

Boa Vista, no estado de Roraima, causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4. O sorotipo DENV-2
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foi introduzido no Rio de Janeiro em 1990, e ap6s nove anos o sorotipo DENV-3 foi registrado nos
estados do Amapd, Para, Roraima e Tocantins. Nas ultimas décadas, o Brasil enfrentou varias
epidemias de dengue, associadas a diferentes sorotipos virais, incluindo DENV-1 em 1998, DENV-
3 em 2002, DENV-2 em 2008 e DENV-4 em 2010 e 2015 (Trindade et al. 2021).

Segundo dados do Ministério da Saude no periodo de janeiro a dezembro de 2021 houve
534.743 casos no pais, com destaque no estado do Parana que apresentou 36.693 casos, contudo no
periodo de janeiro a junho de 2022 houve 1.172.882 no Brasil (MS, 2021; MS, 2022).

No periodo epidemioldgico da semana 1 a 37 de 2023 foram confirmados 21.624 casos de
dengue do pais, demonstrando um aumento de 16,4% em comparacdo com o mesmo periodo no ano
anterior (MS, 2023). Atualmente, em 2024 nos meses de janeiro a mar¢o foram registrados
1.253.919 casos provaveis, com 617,5 casos/ 100 mil habitantes (MS, 2024).

De acordo com o boletim epidemioldgico de dengue do estado do Parand da semana
epidemiologica de 31-17 de 2022, o estado apresentou 11.678 casos confirmados, entretanto, dados
da mesma semana epidemioldgica do ano de 2023 indicou aumento de duas vezes, com 35. 433
casos confirmados da arbovirose no estado (S.S, 2022; S.S, 2023). O primeiro informe dos casos de
dengue confirmados do estado do Parand em 2024 demonstra 3.234 novos casos da doenga,

somando um total de 9.189 casos confirmados (SS, 2024).

Estratégias de monitoramento e controle do vetor

A problematica relacionada a veiculagdo de arbovirus pelos culicideos, demonstra a
necessidade de metodologias e estratégias que visam a prevengdo ¢ o manejo do risco de
transmissao dos patogenos. Dentre elas, as mais empregadas estdo relacionadas com a detecg¢ao da
presenca ou auséncia do vetor e que estimam a densidade e a abundancia em campo.

Desde 1996, o Ministério da Saude implementou programas para o monitoramento e
controle do vetor, com destaque no Plano Nacional de Controle de Dengue (PNCD), que esta em
vigor desde 2022. A implementacao desse plano foi motivada pelo aumento do risco de pandemias,
casos graves de dengue, pela rapida reintrodugdo e disseminagdo do sorotipo 3 no Brasil. Uma das
estratégias do PNCD ¢ a realiza¢do do Levantamento Rapido de Indice de dedes aegypti (LIRAq),
que utiliza a amostragem e coleta de larvas em recipientes encontrados em casas da populacao,
identificando de forma rapida indices de infestagdo predial que considera o percentual de imdveis
com a presenca de larvas e o indice de Breteau, que considera a relacdo entre recipientes com a
presenca de larvas e a quantidade de imoveis que foram analisados (MS, 2013; Nascimento, 2020;
Silva, 2021).

Outra estratégia de monitoramento sdo as armadilhas, como as ovitrampas para a coleta de
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ovos, que consistem em um recipiente preto de boca larga, contendo uma palheta de madeira com
um dos seus lados asperos, sendo preenchido com solugdes atrativas ou apenas agua. As fémeas
depositam seus ovos na palheta, e a contagem destes ovos permite determinar o indice de
abundancia indireta de mosquitos, a distribui¢cdo local e a temporal, sendo o método mais sensivel
para detec¢ao do vetor e de menor custo (Fay e Perry, 1965; Regis et al. 2008; Fiocruz, 2014,
Depoli et al. 2016).

As armadilhas para coleta de larvas, as Larvitrampas, utiliza também a presenca de larvas
para o monitoramento do vetor. Geralmente, ¢ feita por meio de pneus cortados transversalmente,
permitindo o acumulo de agua das chuvas, para posterior eclosao dos ovos. Esta armadilha ¢
vistoriada semanalmente, e a partir da presenca de larvas sdo tomadas acgdes para evitar a
prolifera¢do do vetor (Brasil, 2009; Brasil, 2013; Mir6 et al. 2018).

A adultrap tem como objetivo capturar fémeas adultas gravidas em oviposi¢ao, simulando
condigdes favoraveis para a postura sem se tornar um criadouro, consiste em uma forma cilindrica
com a extremidade concava, contendo um espago para a passagem do mosquito. Lateralmente, ¢
revestida por uma tela fina, conectada a um recipiente para a adicdo de dgua ou solugdo atrativa.
Internamente, possui dois compartimentos separados por um material transparente em formato de
cone, proporcionando um espaco suficiente para a passagem da fémea (Gomes, 2007; Arduino,
2023).

Para coleta ativa de adultos utiliza-se o aspirador de nasci, este equipamento consiste em um
aspirador cilindrico de zinco com um tecido tule e uma hélice conectada a uma bateria de 12 volts
para o seu funcionamento. O aspirador ¢ eficiente para a busca dos insetos, capturando-os em pleno
voo ou escondidos em abrigos (Nasci, 1981).

Os inseticidas quimicos a base de organofosforados e carbamatos eram comumente
utilizados para o controle de larvas e adultos no Brasil, tanto por a¢des governamentais como pela
sociedade em geral, motivadas pelo baixo custo e facil manuseio. No entanto, esses produtos sao
generalistas, ou seja, tém agdo a demais insetos, ndo apenas ao inseto alvo. Acrescenta-se ainda que
a utilizacdo destas substancias a base de piretroide aumenta a sele¢do de individuos resistentes,
devido a alelos Kdr como demonstrado por Lopes et al. (2021), que afirmam que 55% da populagao
de Ade. aegypti de Londrina apresenta resisténcia a essa formulacdo. Atualmente, o inseticida
comumente utilizado ¢ a base de piretroide e neonicotindide, chamado Cielo (MS, 2020b). Sao
produtos prejudiciais a satde humana e ambiental devido a toxicidade, que, por meio da lixiviagao,
acaba levando seus compostos para areas distantes do alvo, contaminando solos, rios, lagos, aguas
superficiais e fontes de dguas subterraneas. Além disso, a exposi¢do humana a estes compostos

pode ocorrer na inalagdo, via oral e absor¢ao pela pele (Lima e Gurgel, 2018).
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Devido ao cendrio atual e a problematica da utilizagdo de inseticidas quimicos, métodos
originais sdo recomendados (Corbel et al. 2016). Neste contexto, agentes de controle bioldgico tém
se destacado devido a sua capacidade de interacdo especifica com o inseto alvo, por ndo selecionar
individuos resistentes em campo e nao causarem danos ao ambiente (Lacey et al. 2015; Saldana et
al. 2017).

Diversas estratégias inovadoras para o controle bioldégico de mosquitos estdo sendo
desenvolvidas e aprimoradas (Zara et al. 2016; Macias et al. 2017), como técnicas de manipulacao
genética (ex: sterile insect technique) (Alphey et al. 2010), utilizagdo de fémeas infectadas com a
bactéria Wolbachia sp. capaz de bloquear a infeccdo do mosquito pelos patogenos (Oliveira et al.
2015; Oliveira et al. 2017), fora técnica de edicdo de genes (Macias et al. 2017). Assim como a
utilizacdo de mosquitos transgénicos com gene letal ou mosquitos estéreis, a esterilizacdo por
irradiagdo, onde os insetos machos sdo tratados com uma dose de raios X para a inducao de
reajustes cromossomicos aleatérios que levam a esterilizagdo do inseto e agentes microbianos com
atividade inseticida contra larvas de mosquitos transmissores de agentes etioldgicos estdo em
andamento. Nesta perspectiva, as bactérias entomopatogénica como Bacillus thuringiensis Berliner
1911, t€ém ganhado notoriedade em relagdo com a sua especificidade de mecanismo de agdo (Costa

et al. 2010; Sarmento et al. 2016; Fukruksa et al. 2017).

Bacillus thuringiensis como microrganismo entomopatogénico e seu mecanismo de ac¢io

Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ uma bactéria com agdo inseticida principalmente para insetos
pertencentes as ordens Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera e Coleoptera. Diferentes linhagens de B.
thuringiensis tém a capacidade de formar diferentes toxinas, as quais sao eficazes para o controle de
pragas agricolas e contra mosquitos vetores de patdogenos em humanos, como malaria e dengue.
Essas toxinas apresentam alta especificidade entomopatogénica, o que permite o uso de produtos a
base de Bt que ndo provoquem danos a outros insetos, inimigos naturais, a0 meio ambiente e
vertebrados. Adicionalmente, produtos a base de Bt ndo selecionam resisténcia, mesmo apos cerca
de 100 anos de uso (Boyce et al. 2013; Schnef et al. 1998; Bravo et al. 2007; Zequi et al. 2015)
devido ao sinergismo de acdo entre toxinas e a grande variedade delas.

Linhagens de B. thuringiensis sdao isoladas mundialmente a partir de diversos substratos
como solos, animais mortos, plantas entre outros (Hofte ¢ Whiteley 1989; Polanczyk e Alves 2003;
Ricieto et al. 2013; Glazer e Filho 2016; Liu et al. 2016). Com o avanco das pesquisas o B.
thuringiensis tem ganhado destaque e a comunidade cientifica passou a focar em estudos
relacionados a variabilidade genética, a prospeccdo e caracterizagdo de novos genes ¢ feita por

Reacdo em Cadeia da Polimerase, e analises genéticas como transcriptoma e protedOmicas tem
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contribuido para descoberta de fatores de viruléncia expressos pelas cepas do B. thuringiensis
(Rosas Garcia et al. 2008) Ademais, diferentes linhagens dessa bactéria t€ém sido empregadas para a
fabricacdo de diversos inseticidas bioldgicos por serem de facil produg¢do em larga escala (Kumar et
al. 2008; Andrade Angelo et al. 2010; Bravo et al. 2011).

O mecanismo de agdo inseticida de B. thuringiensis se da gragas a presenca de cristais
proteicos produzidos durante a esporulacdo, os quais sdo compostos por proteinas com agdo toxica
(Alves, 1998; Polanczyk e Alves, 2003). Estes cristais podem ser compostos por duas familias
proteicas, Cry (cristal) e Cyt (citoliticas). Por sua vez, linhagens de B. thuringiensis também podem
produzir outras toxinas, inclusive na fase de crescimento vegetativo, como a toxina Vip, que
também apresenta acdo sobre diferentes ordens de insetos (Hofte e Whiteley 1989; Alves 1998;
Bravo e Soberén 2007; Frankenhuyzen 2013; Badran et al. 2016). Apo6s os insetos ingerirem 0s
esporos e cristais da bactéria, no intestino com pH alcalino, os cristais sao solubilizados liberando
as proteinas na forma de protoxinas, as quais sdo ativadas pela acdo de enzimas digestivas, sendo
convertidas em polipeptidios toxicos. ApoOs ativagdo as toxinas ligam-se a receptores celulares na
borda apical do epitélio do intestino do inseto, criando canais i0nicos ou poros, levando a lise
celular e liberagdo de componentes celulares. As proteinas Cry e Cyt causam a paralisacdo das
funcgdes digestivas do inseto, ruptura das membranas celulares, paralisagao dos musculos e infec¢ao
generalizada (sepse), resultando na morte do inseto hospedeiro (Hofte ¢ Whiteley 1989; Bravo et al.

2007; Copping e Menn 2000; Zhang et al. 2016).

O sangue artificial como ferramenta para a criacdo massal de Aedes aegypti

Diversas estratégias de controle do vetor tém sido desenvolvidas como mencionadas
anteriormente, entretanto todas essas abordagens exigem a produ¢do em massa de mosquitos, além
da manuten¢cdo de um biotério de vertebrados vivos, como roedores ou aves, que servem como
fonte sanguinea para alimentacdo das fémeas (Gonzales Hansen, 2016). Acrescenta-se, o risco de
contaminagao, as exigéncias de armazenamento e a baixa vida util ¢ um obstaculo para o seu uso
(Kandel et al. 2020). Dessa forma, o Comité de Etica de Experimenta¢io Animal (CEUA) seguindo
orientacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), incentiva a
substitui¢do, reducao e refinamento em relagdo a utilizacdo de animais vivos. Nesse sentido, ¢
recomendado o uso de alimentadores com sangue artificial como alternativa. Nos ultimos anos tém
sido desenvolvidos estudos com o objetivo de identificar substitutos do sangue animal que sejam de
baixo custo para a manutengdo das criacdes e eficaz como fonte de alimento (Gonzales et al. 2018;
Herculano, 2020).

Uma alternativa para reduzir os custos e eliminar o uso de animais vivos ¢ formulacao de
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dietas, porém isso requer a observancia de certos padroes, que incluem garantir que as fémeas
ingiram a quantidade suficiente da refei¢do, que a dieta promova a vitelogénese, resultando em uma
grande oviposi¢ao de ovos, que ndo altere o comportamento e a imunidade do inseto ao ingerir a
dieta (Gonzales, 2016).

Para o sucesso da vitelogénese, a dieta apresenta alguns requisitos em sua composi¢ao,
dentre eles uma fonte de proteina (Kogan, 1990). Diversos estudos foram realizados para
determinar diferentes dietas com o objetivo do desenvolvimento adequado dos ovos, segundo Lea et
al. (1955) demonstraram que o Ae. aegypti € Ae. quadrimaculatus ao serem alimentados com uma
solucao de leite desnatado e mel ou mel com sangue obtiveram uma produgdo de ovos vidveis. O
Ae. aegypti ao ser alimentado com um a refeicdo a base de trés proteinas suinas (¥-globulinas,
hemoglobina e albumina) dissolvidas em cloreto de sodio e adenosina trifosfato apresentou um
aumento significativo na oviposi¢ao dos ovos devido a concentragdo de proteina ter sido alterada de
60 mg/mL para 125 mg/ml (Kogan, 1990). Pitts (2014) formulou uma refeicao para Ae. albopictus
com auséncia de sangue que consistia em 100 e 200 mg/ ml de BSA em solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS), resultando em uma oviposi¢ao dos ovos das fémeas de 57 € 92,2 com a refei¢ao
respectivamente. Ainda segundo Pitts (2014) a concentracdo de 200 mg/mL mostrou-se possuir a
quantidade suficiente de proteina para suportar a vitelogénese, onde Ae. albopictus alcangou até a
sexta geracao por meio da dieta artificial.

Em 2018, foi desenvolvido o SkitoSnake, um substituto do sangue composto por um sistema
tampdo, adenosina trifosfato (ATP), albumina bovina, gema de ovo e albumina. Fémeas
alimentadas com SkitoSnack apresentaram taxas elevadas de ingurgitamento, oviposi¢ao e eclosao
dos ovos, semelhantes as fémeas alimentadas com sangue animal. No entanto, houve diferencas na
microbiota presente no intestino médio do inseto. Adicionalmente, destaca-se a longa vida util da
dieta quando armazenada em pd, tornando-se uma alternativa eficaz para substituir o sangue
(Kendal, 2020) e contribuir para manutengao de insetario visando diferentes estudos basicos ou

experimentais com Culicidae sem comprometer sua biologia.

Estudo morfolégico do abdome de Aedes (Stegomyia) aegypti por meio da microtomografia
computadorizada por raio x (Micro- CT)

A microtomografia computadorizada (micro CT) ¢ uma técnica ndo destrutiva que utiliza
raio - X para mapear o coeficiente de atenuagdo do material presente na amostra, fornecendo
imagens tridimensionais com alta qualidade de resolugdo do objeto em estudo. A atenuagdo ocorre

quando um feixe de fotons atravessa o objeto, sendo influenciado pelos materiais presentes naquele
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ponto e pelo espectro do feixe de fotons, que consiste em diferentes niveis de energia. Nao sao
todos os fotons incidentes que conseguem atravessar a amostra, resultando em atenuagdo (Sena,
2015; Lima, 2022)

A atenuacdo ¢ medida por meio de uma camera CCD (sigla em inglés para Dispositivo de
Carga Acoplada), a partir de proje¢des em diferentes angulos e utilizando modelos matematicos ¢
possivel inferir a atenuacdo da radiacdo em menor area amostral (pixel), ou imagens em 3D. O
coeficiente de atenuagdo ¢ representado em escala de cinza, distribuidos entre elementos de
pixel/voxel com maior € menor atenuacao de radiagao (Jussiani, 2015)

A micro CT ¢ uma tecnologia utilizada em diferentes areas, incluindo a farmacéutica, onde ¢
aplicada para analisar a microestrutura de granulos farmacéuticos e determinar pardmetros como a
porosidade total (Farber, 2013). Na caracterizagdo das rochas de reservatdrio (Appoloni et al. 2007;
Marques et al. 2011; Fernandes et al. 2012) e em hipdteses taxonomicas (Heim e Nickel 2010;
McPeek et al. 2011; Csosz, 2012). Por meio da micro CT, novas informagdes sobre morfologia e
anatomia foram descobertas (Golding e Jones 2006, Greco et al. 2008, Dinley et al. 2010, Huckstorf
e Wirkner, 2011), além da utilizagdo da técnica na morfologia funcional (Nickel et al. 2006; Patek
et al. 2007; Bond et al. 2008, Wilhelm et al. 2011; Alba-Tercedor e Sanchez-Tocino 2011) e na
paleontologia (Hendrickx et al. 2006, Molineux et al. 2007 , Penney et al. 2007; Dierick et al. 2007,
Sutton, 2008; Dunlop et al. 2011). A micro CT também tem sido utilizada para o estudo dos insetos,
como por exemplo na faringe de Ascioplaga mimeta Neboiss (Coleoptera) (Hornschemeyer et al.
2006) a cabeca de Tetraphalerus bruchi (Coleoptera) (Beutel et al. 2008), Quedius beesoni
Cameron (Coleoptera) (Zhang et al. 2010).

Apesar de existirem diversos estudos que utilizam a micro- CT, hd uma escassez de
trabalhos que exploram esta técnica para o Ade. aegypti, inseto de importancia médica (Lima, 2022).
Alguns estudos utilizaram a micro-CT para analisar as diferengas entre os ovos de diferentes
espécies do género Aedes spp. (Lima et al. 2022), no entanto, mais pesquisas sao necessarias para
avaliar a morfologia desses insetos, a fim de contribuir com o entendimento de seus habitos, como a
hematofagia realizada pelas fémeas, podendo comparar o desenvolvimento do seu ovario antes e
depois do repasto sanguineo, considerando diferentes fontes sanguineas (Suman et al.2011;

Faull. K.L; De Morais et al. 2019).

Analise elementar por meio de espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexio total
A fluorescéncia de Raio X (XRF) ¢ uma técnica analitica multielementar que permite a
obtencdo de dados qualitativos e quantitativos sobre a composi¢ao elementar de uma amostra, além

de ndo destrutiva. A amostra ¢ irradiada com particulas aceleradas, como protons, elétrons, ions, ou
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com particulas alfa, beta ou gama, que possuem energias apropriadas ou raios X. Essa radiacao faz
com que a amostra emita raios X caracteristicos dos elementos presentes nela (Melo Junior, 2007).

A XFR apresenta duas variacdes: dispersdo de comprimento de onda (WDXRF) e a
dispersao por energia (EDXRF). A EDXRF ¢ subdividida em fluorescéncia de raios X por reflexao
total (TXRF) e a microfluorescéncia de raio X. Na TXRF, um feixe de radiagdao gerado por tubos
com elemento alvo, como molibdénio, rodio, e outros, passa pelo vacuo ou ar e atinge a superficie
da amostra. Neste processo, o feixe pode sofrer refracdo, reflexdo ou propagacdo, dependendo da
energia de radiacdo incidente, da densidade eletronica da amostra e do angulo de incidéncia da
radiacdo (Cunha e Silva et al. 2004).

A TXRF possui diversas vantagens em relacdo a outras técnicas, como a capacidade de
andlise de amostras liquidas e sé6lidas e a menor distancia entre a amostra e o detector, resultando
em uma maior sensibilidade na deteccdo dos raios X emitidos. Além disso, a TXRF requer
quantidades minimas de amostra para a analise, em torno de 10 pl ou 10 pg (Cunha e Silva et al.
2004)

A técnica TXRF tem sido amplamente utilizada em diversos estudos, entre as aplicagdes,
destacam-se a analise de elementos presentes no sangue humano (Pinto et al. 2010), residuos de
armas de fogo (Ferreira, 2020), saliva e plasma de atletas apds esforgos fisicos (Cleto, 2017). Além
disso, a TXRF ¢ empregada na andlise de ligas, pigmentos, rochas, cerdmicas e diversos outros
materiais encontrados em obras artisticas (Santos et al. 2013) e andlise sanguinea de animais
utilizados em experimentos como hamster, entre outros (Redigolo, 2011)

A fémea de Ae. aegypti utiliza diferentes fontes sanguineas para a maturagao de seus ovos,

contudo nao ha estudos sobre os elementos presentes no mesmo.

OBJETIVOS
e Objetivo Geral:

o Analisar a viabilidade do uso de sangue artificial para criacdo massal de Aedes aegypti,
assim como os danos causados nas larvas de inseto, pela linhagem Bacillus thuringiensis
israelensis BR101 detectados por microtomografia computadorizada de Raio X.

e Objetivos especificos:

o Avaliar a capacidade de ingurgitamento de fémeas de Aedes aegypti apos repasto sanguineo
com sangue artificial e de mamiferos e sua influéncia no ciclo de vida do vetor.

o Obter dados referentes aos elementos quimicos presentes no sangue artificial.
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o Caracterizar morfologicamente o ovario de fémeas de Aedes aegypti apds alimentagao
sanguinea e acucarada por meio de micro-CT.

o Caracterizar genotipicamente a linhagem Bacillus thuringiensis israelensis BR101.

o Avaliar a toxicidade de diferentes formulagdes a base de Bacillus thuringiensis israelensis
BR101 contra larvas de Aedes aegypti em comparacdo com a avaliagdo de um produto
comercial a base de Bti.

o Caracterizar os danos ocasionados pelo produto a base de Bacillus thuringiensis israelensis
BR101 as larvas de Aedes aegypti.

HIPOTESE

o O sangue artificial demonstrara ser eficaz para a manutengdo da criagdo de Aedes aegypti
em laboratorio.
o A linhagem Bacillus thuringiensis israelensis BR101 ¢ eficiente como agente de controle

bioldgico do Aedes aegypti.
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CAPITULO 1

Impacto da dieta artificial em
de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) detectado por microtomografia
computadorizada e analise elementar por espectrometria de fluorescéncia de raio X por

reflexio total (TXRF)
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Resumo

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um culicideo vetor de arboviroses como dengue, Zika,
Chikungunya e febre amarela urbana, apresentando relevancia na entomologia médica devido a
hematofagia realizada pelas fémeas, que necessitam de sangue para a maturagao dos seus ovos.
Neste processo, apds se alimentarem de sangue de diferentes pessoas, pode ocorrer a disseminagao
de arbovirus entre pessoas, por meio da saliva do vetor. Devido a esta problematica, metodologias
que visam o monitoramento e controle do vetor t€ém sido estudadas, contudo, para os experimentos
faz-se necessario uma criagdo massal dos insetos e um biotério para obten¢ao de sangue necessario
para a fémea maturar seus ovos. Diante desta situagdo, nos ultimos anos destacam-se pesquisas
visando a substitui¢do do sangue animal, sendo o sangue artificial considerado uma alternativa
promissora. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade do sangue artificial no
desenvolvimento de Ae. aegypti, assim como a analise dos elementos presentes no mesmo € as
diferengas morfologicas dos ovarios de fémeas apds serem alimentadas com diferentes fontes
alimentares, incluindo sangue artificial, sangue de Ratus novergicus e solu¢do acgucarada com
acucar (5%), mel (5%) e agua (90%). Para tanto, os insetos foram alimentados com o sangue a base
da dieta Skitosnake duas vezes, respeitando um intervalo de 48 horas. Posteriormente, na gaiola foi
adicionado um aparato para oviposicao dos ovos, os quais foram colocados para eclosdo para a
sequéncia do ciclo. Para a microtomografia, foram utilizadas fémeas alimentadas com solu¢do
acucarada com mel, sangue artificial e sangue de Ratos wistar que foram refrigeradas e colocadas
em solucdo Bouin por 20 horas, seguindo-se dilui¢ao seriada de etanol entre 20% e 100% e adicao
de solucao de iodo, quando as fémeas foram transferidas para uma ponteira vedada. Por fim, as
amostras foram colocadas no microtomografo para as medidas. Na espectrometria de fluorescéncia
de raios x por reflexdo total, discos de acrilico foram utilizados para a analise, onde foi depositado
10 ul da amostra do sangue artificial. Apos a deposicao do sangue, foi adicionado 10 ul do padrao
de galio com concentracdo de 10 mg/L. Em seguida os discos foram transferidos para secagem em
estufa a 55°C por 35 minutos. Para andlise quantitativa e qualitativa foi utilizado o sistema de
bancada S2 PICOFOX e a obten¢do do espectro foi realizada por meio do software Espectra. A
dieta SkitoSnake foi capaz de proporcionar a maturagdo dos ovos e duas geragdes consecutivas do
mosquito, adicionalmente, os resultados obtidos corroboram com a tendéncia alimentar do mosquito
por mamiferos considerando que a fémea alimentada com sangue de rato apresentou um melhor
desenvolvimento do seu ovario (0.049688184 mm?®), sendo 11 vezes superior que a solugdo
acucarada (0.004269842 mm?) e trés vezes maior que o sangue artificial (0.01307888 mm?).

Conclui-se que o sangue artificial demonstrou ser uma ferramenta promissora para a criagao do
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mosquito, onde na auséncia do sangue humano, tanto o sangue artificial como o de rato

promoveram o desenvolvimento dos ovocitos das fémeas.

Palavras-chave: Repasto sanguineo, aparato superficial, reproducao, vitelogénese
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Abstract

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) is a culicidae vector of arboviruses such as dengue, Zika,
Chikungunya and urban yellow fever, presenting relevance in medical entomology due to the
hematophagy carried out by females, which releases blood for the maturation of their eggs. In this
process, after feeding on blood from different people, arboviruses can spread between people
through the vector's saliva. Due to this problem, methodologies aimed at monitoring and controlling
the vector have been studied, however, for experiments it is necessary to massively breed insects
and a vivarium to obtain the blood necessary for a female to mature her eggs. Given this situation,
in recent years research into the replacement of animal blood has been highlighted, with artificial
blood being considered a promising alternative. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effectiveness of artificial blood in the development of Ae. aegypti, as well as the
analysis of the elements presented in it and the morphological differences of female ovaries after
being fed with different food sources, including artificial blood, Ratus novergicus blood and sugar
solution with sugar (5%), honey (5%) and water (90%). To this end, the insects were fed blood
based on the Skitosnake diet twice, respecting an interval of 48 hours. Subsequently, an apparatus
was added to the cage for oviposition of eggs, which were placed for hatching for the cycle
sequence. For microtomography, females were used, fed with a sugar solution with honey, artificial
blood and blood from Ra. novergicus, which were refrigerated and placed in Bouin's solution for 20
hours, observing serial dilution of ethanol between 20% and 100% and addition of solution of
iodine, when the females went tiny into a sealed tip. Finally, the samples were placed in the
microtomography machine for measurements. In x-ray fluorescence measurement by total
reflection, acrylic discs were used for the analysis, where 10 pl of the artificial blood sample were
deposited. After deposition of the blood, 10 ul of gallium standard with a concentration of 10 mg/L
was added. The discs were then transferred to dry in an oven at 55°C for 35 minutes. For
quantitative and qualitative analysis, the S2 PICOFOX bench system was used and the spectrum
was granted using the Espectra software. The SkitoSnake diet was able to provide the maturation of
eggs and two consecutive generations of the mosquito, in addition, the results found corroborate the
mosquito's feeding tendency for mammals considering that a female fed with rat blood showed
better development of her ovary (0.049688184 mm?), being 11 times greater than the sugar solution
(0.004269842 mm?) and three times greater than artificial blood (0.01307888 mm?). It is concluded
that the declared artificial blood is a promising tool for mosquito breeding, where in the absence of
human blood, both artificial and rat blood promoted the development of female oocytes.

Keywords: Blood meal, superficial apparatus, reproduction, vitellogenesis
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1. Introducao

Biologia Geral e classificagcdo de Culicidae

A familia Culicidae Meigen, 1818, pertence a subordem Culicomorpha, ordem Diptera,
sendo representada pelos insetos conhecidos como mosquitos, pernilongos, murigocas, carapanas €
bicudos. Os culicideos se dividem em duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae, com 524 e 3.200
espécies, respectivamente (Forattini, 2002; Harbach, 2017; Harbach, 2021; WRBU, 2024).

Os culicideos apresentam um desenvolvimento holometabolo, com quatro estagios: ovo,
larva, pupa e adultos (Forattini, 2002; Consoli e Oliveira, 1994; Rueda, 2008). Eles transitam em
areas urbanas, periurbanas, rurais e silvestres influenciados pelas modificagdes decorrentes da
atividade humana, ocasionando a perda e fragmentagdo de seu habitat natural. Como consequéncia,
os vetores migram de seu habitat e encontram condig¢des favoraveis devido ao seu comportamento
sinantrépico, rapida reprodugdo e plasticidade genética (Lopes, 1997; Silva, 2002; Taipe-Lagos e
Natal, 2003; Leisnham et al. 2004; Zahouli et al. 2017; Montagner et al. 2018; Sukiato et al. 2019)

Adicionalmente, o aumento da temperatura, umidade e precipitacdo sdo condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento e dispersao do vetor. Iwamura, T. (2020), em seu estudo,
demonstra que o mundo se tornou 1,5% mais propicio ao desenvolvimento de Ae. aegypti por
década entre 1950 e 2000. Contudo, estima-se um aumento dessa tendéncia para 3,2 a 4,4% por
década. Acrescenta-se ainda, projecdes que elucidam uma dispersdo de 2 a 6 Km até 2050 na

América do Norte e na China.

Evolugao do comportamento hematofago

Os culicideos, com excecao da familia Toxorhynchtini, destacam-se na Entomologia médica
devido ao comportamento hematofago das fémeas, -caracterizado por se alimentarem
obrigatoriamente de sangue para a obtencdo de aminodacidos, proteinas € hormodnios necessarios
para a maturacgao e desenvolvimento de seus ovécitos.

Acrescenta-se, a fémea apresenta adaptagdes morfologicas, anatdmicas e comportamentais
que favorecem o sucesso na ingestdo, armazenamento e digestdo do sangue, como o aparelho bucal
picador- sugador labial e a solenofagia, comportamento onde o inseto obtém o sangue diretamente
do capilar sanguineo (Gordon et al. 1952; Consoli & Lourengo de Oliveira, 1994, Wahid et al.
2003; Nikbakhtzadeh et al. 2016).

No decorrer da alimentacdo sanguinea, a fémea inocula sua saliva que possui propriedades
anticoagulantes, antiplaquetarias e anestésicas no tecido do hospedeiro, em seguida, ocorre a

passagem do sangue que serviu de alimento por meio da membrana peritrofica, responsavel por
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isolar o sangue e proteger o intestino do inseto (Consoli & Lourenco de Oliveira, 1994, (Clements,
1992; Aratjo et al. 2012; Da Silva Neto, 2013; Cruz, 2017). Em razdo de se alimentar de sangue de
animais vertebrados, ao picar um vertebrado infectado, o inseto acaba se infectando com o virus,
que se replica no intestino do inseto e migra para suas glandulas salivares. Em sequéncia, o inseto,
na proxima alimentag¢ao sanguinea, pode repassar o virus por meio da sua saliva para o hospedeiro
(Oliveira et al. 2017, Guedes et al. 2017).

Durante o repasto sanguineo, a fémea pode ingerir por meio da sua saliva demais agentes
etiologicos como arbovirus, plasmodios e filarias, responsaveis por ocasionar patologias como
dengue, Zika, Chikungunya, febre amarela, malaria, filariose, dentre outras doengas prejudiciais
tanto para humanos quanto para animais silvestres e domésticos, ocasionando a mortalidade e
morbidade em todo mundo devido a transmissao desses patdégenos (Consoli e Lourengo de Oliveira,

1994; Tadei et al. 1998).

Epidemiologia, metodologias de monitoramento e controle de Ae. aegypti

A dengue ¢ a principal doenca reemergente da atualidade, ocasionada por um virus da
familia Flaviviridae, possuindo quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) virais em
circulacdo relacionados geneticamente, porém que diferem antigenicamente (Machado et al. 2009;
Alagarasu, K et al. 2021).

No Brasil a primeira epidemia ocorreu nos anos de 1981 e 1982 em Roraima, ocasionada
pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4. Nos ultimos anos o Brasil enfrentou diversas epidemias de
dengue, associadas a diferentes sorotipos virais, como DENV-1 em 1998, DENV-3 em 2002,
DENV-2 em 2008 e DENV-4 em 2010 e 2015 (Trindade et al. 2021).

Devido a crescentes pandemias, o Ministério da Saude implementou programas visando o
monitoramento ¢ controle do vetor, neste momento foi lancado o Plano Nacional de Controle de
Dengue (PNCD). Uma das estratégias utilizadas pelo plano ¢ a realizagdo do Levantamento Réapido
de Indice de Ade. aegypti (LIRa), que por meio de amostragem e coleta de larvas em criadouros
encontrados em residéncias, obtém-se dados de Infestacdo Predial, levando em consideracao o
percentual de imdveis com a presenca de larvas e pelo Indice de Breteau, que avalia a relagio dos
recipientes com larvas e a quantidade de imoveis analisados (MS, 2013; Nascimento, 2020; Silva,
2021).

Outras estratégias visando monitoramento do vetor tém sido tomadas, como a utilizagdo de
armadilhas, tais como as ovitrampas, larvitrampas e adultrap por meio de coletas passivas. A
ovitrampa consiste em um vaso preto com uma solugdo atrativa e uma palheta de madeira para a

oviposi¢do dos ovos. Posteriormente, a contagem dos ovos permite a obtengao de dados referentes a



50

abundancia indireta, distribuicdo local e temporal dos mosquitos (Fay e Perry, 1965; Regis et al.
2008; Fiocruz, 2014; Depoli et al. 2016).

A larvitrampa consiste em pneus cortados transversalmente que propiciam o acimulo de
agua e consequente eclosdao dos ovos ali ovipositados. Por fim, a Adultrap, armadilha que simula
condigdes favoraveis para se tornar um criadouro, com uma solucao atrativa e passagem suficiente
para a fémea, sendo a mesma capturada (Gomes, 2007; Arduino, 2023).

Para coletas ativas de adultos, tem-se o Aspirador de Nasci, que consiste em um aspirador
cilindrico de ferro, juntamente com um tecido de tule e uma hélice conectada a uma bateria a 12
volts, esse dispositivo permite a captura de mosquitos em pleno voo ou escondidos em abrigos
(Nasci, 1981).

Para o controle do vetor, os primeiros inseticidas quimicos utilizados eram a base de
organofosforados e carbamatos, contudo, devido a sele¢ao de individuos resistes eles pararam de ser
usados, o Cielo (neonicotindide e piretroide) tem sido a mais empregada atualmente. No entanto,
esses produtos possuem um amplo espectro de agdo, afetando ndo apenas o inseto-alvo, como
demais ordens. Adicionalmente, o manuseio de produtos & base de piretrdide, conforme
demonstrado por Lopes et al. (2021), revela que 55% da populagdo de Ae. aegypti em Londrina,
Parana, apresenta resisténcia a essa formulagdao devido ao alelo Kdr. Adiciona-se o fato que o uso
desses produtos pode causar danos ao ambiente, a saude humana e animal, evidenciando a
necessidade de estratégias menos prejudiciais e com espectro de acdo mais especifico (Lima e

Gurgel, 2018).

Medidas de substituicdo de fonte animal em laboratorio para criagdo massal de Aedes spp.

Diversas estratégias t€ém sido desenvolvidas nos ultimos anos visando o controle de Ae.
aegypti. No entanto, a maioria delas requer a producdo em larga escala dos mosquitos, além da
criacdo de biotério de vertebrados vivos, como roedores, ou aves, como fonte sanguinea (Gonzales
Hansey, 2016). Adicionalmente, o Comité de Etica de Experimentagio Animal (CEUA) sob
orientacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) incentiva a
implementagdo da substituicdo, reducdo e refinamento relacionados a utilizagdo de animais vivos
(Kandel et al. 2020). Nesse contexto, t€ém sido desenvolvidos estudos com o objetivo de substituir o
sangue animal de maneira que seja de baixo custo para a manutencao das criagdes e eficaz como
fonte de alimento (Gonzales et al. 2018; Herculano, 2020.

Entretanto, as formulagdes de dietas requerem cuidados que garantam certos padrdes, como
assegurar que as fémeas possam ingerir quantidade suficiente de nutrientes para atingir a sua

saciedade durante a refeicdo. Adicionalmente, ¢ crucial que a dieta seja eficaz para a vitelogénese e
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consequente oviposi¢ao de uma grande quantidade de ovos, sem alterar o comportamento ¢ a
imunidade do inseto (Gonzales, 2015).

Diversas dietas foram desenvolvidas até o momento, como uma dieta a base de leite
desnatado e mel, conforme Lea et al (1955); outra op¢do ¢ uma refeicdo de proteinas suinas
dissolvidas em cloreto de sddio e ATP, albumina sorobovina juntamente com solucdo tamponada
com fosfato. Em 2018, foi desenvolvida a dieta SkitoSnake, composta por ATP, sistema tampao,
albumina bovina e gema de ovo, que tem se mostrado eficaz como substituto do sangue (Gonzales
et al. 2018). Fémeas alimentadas com SkitoSnake apresentaram altas taxas de oviposi¢do e eclosao
semelhantes as encontradas com o sangue humano, embora tenham diferido quanto a microbiota
presente no intestino do inseto. Salienta-se que a SkitoSnake apresenta viabilidade maior que o
sangue humano quando armazenada em pd, revelando-se como uma alternativa promissora de

substitui¢ao conforme apontado por Kendal (2020).

Microtomografia computadorizada de raio x

A microtomografia computadorizada (Micro CT) ¢ uma tecnologia ndo destrutiva da
amostra a ser estudada, que por meio de raio X consegue mapear o coeficiente de atenuacao da
amostra. Quando o feixe de fotons atravessa a amostra, sofre influéncia dos materiais presentes na
amostra e pelo espectro do feixe, pois nem todos os fotons conseguem atravessar a amostra,
resultando na atenuagdo (Sena, 2015; Lima et al. 2022).

Essa atenuacdo ¢ medida por uma cdmera CCD (sigla em inglés para Dispositivo de Carga
Acoplada) por meio de projecdes de diferentes angulos, que através de modelos matematicos pode-
se inferir a atenuagdo da radiagdo em pixel, ou imagem em 3D. O coeficiente de atenuacao ¢
representado em escala de cinza, distribuidos entre elementos de pixel/voxel com maior e menor
atenuacdo de radiacdo (Jussiani, 2015). A micro-CT ¢ utilizada em diversas areas, dentre elas a
entomologia, apesar dos maleficios ocasionados pelo Ae. aegypti, poucos trabalhos utilizaram esta
tecnologia para explorar sua morfologia e outros parametros. Como a utilizacdo da técnica para
diferenciar os ovos de espécies do género Aedes spp. (Suman et al.2011; Faull.K.L; Willians, C.R.

2016; De morais et al. 2019; Lima, 2022).

Espectrometria de fluorescéncia de raio X

A espectrometria de fluorescéncia de raio X ¢ uma técnica multielementar, para a obtencao
de dados referentes a composicdo elementar da amostra apoés ser irradiada com particulas
aceleradas, como protons, elétrons ou ions, ou com particulas alfa, beta ou gama, que possuem

energias apropriadas e raio X. Essa radiacdo faz com que a amostra emita raios X caracteristicos
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dos elementos presentes nela (Melo Junior, 2007). Esta técnica tem sido utilizada em estudos que
envolvem amostras liquidas e sélidas, dentre elas o sangue (Pinto et al. 2010).

Nesta expectativa, este estudo tem por objetivo realizar a andlise elementar do sangue
artificial e avaliar os efeitos no desenvolvimento de Ae. aegypti. Assim como, analisar por meio da
Micro CT, as diferengas morfologicas do ovario de fémeas apos se alimentar com diferentes fontes

alimentares.

2. Material e métodos
2.1 Manutencgdo de Aedes aegypti

Para a obtencdo das fémeas do mosquito foi mantida uma criagdo no Laboratério de
Entomologia Geral e Médica da Universidade Estadual de Londrina (UEL). A criagdo teve inicio a
partir de ovos coletados por ovitrampas que consistem em um vaso preto com boca larga (12 x 11
cm) com capacidade de 500 mL (Figura 1). Cada ovitrampa contém uma palheta de madeira, e foi
adicionado em seu interior 200 mL de uma solugdo atrativa composta por levedo (0.4 g/L) (Depoli

et al. 2016).
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Figura 1- Localizacdo das ovitrampas (pontos amarelos) instaladas no campus da Universidade Estadual de
Londrina no periodo de outubro de 2022 a dezembro de 2023 para obtengdo de ovos para o inicio dos testes

em laboratdrio

ApoOs quatro dias, as ovitrampas foram coletadas e as palhetas submersas em agua destilada

para a eclosdo das larvas que foram alimentadas com ragdo composta por gérmen de trigo e levedo
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de cerveja autoclavados e utilizados em proporgdes iguais. Apos a emergéncia, os adultos foram
mantidos em gaiolas de acasalamento, tendo como fonte de alimento, um recipiente com gaze
embebida por 4gua acucarada e mel além de outro recipiente com agua (Consoli e Lourenco 1994;

Forattini, 2002).

2.2 Dieta SkitoSnake

O sangue artificial SkitoSnake é composto pelos componentes apresentados na Tabela 1.
Para tanto, os componentes sao pesados, diluidos em 100 mL de agua destilada, seguindo-se
agitacdo em vortex para obtencao de uma mistura homogénea e colocados em banho-Maria a 37°C

por 5 minutos para produzir uma solu¢do aquosa com coloracdo marrom (Figura 02) (Gonzales et

al. 2018)

Tabela 1- Composicdo ¢ concentragdo final da dieta SkitoSnake fornecida as fémeas de dedes aegypti

Composicao Quantidade em g/200 mL
Albumina Bovina 20
Hemoglobina 1
Gema de ovo 1
ATP 0.33
Glucose 1.8
Cloreto de Sodio 1.75
Bicarbonato de sodio 0.39
Cloreto de Potassio 0.059
Cloreto de Calcio 0.055
Cloreto de Magnésio 0.0152

Fonte: Gonzales et al. (2018)
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Figura 2- Dieta SkitoSnake apresentada em formula¢ao em pd (A) e apds diluicao (B) utilizadas de maio a
dezembro de 2023 para o repasto sanguineo.

2.3 Alimentag¢do dos mosquitos

Para a alimentagdo dos insetos foi utilizada a metodologia de Anjolette (2016) com algumas
alteracdes, como a utilizagdo de um copo descartavel de 50 mL invés de 200 mL e veda rosca no
lugar do TNT. Apos 7 dias da eclosdo dos insetos, eles foram alimentados com sangue SkitoSnake,
sendo o alimento fornecido duas vezes as fémeas, respeitando um intervalo de 48 horas.

Para tanto, a base de um copo descartavel de 50 mL foi preenchida com 250 pl do sangue
artificial. Em seguida, a base foi coberta com fita veda rosca, posteriormente o copo foi invertido,
deixando o sangue para baixo, tendo sido também adicionado dentro do copo fermento bioldgico
para atragdo das fémeas e agua a 35°C. Posteriormente o copo foi coberto por um segundo copo de
300 ml e o sangue ficou disponivel para os mosquitos por 30 minutos. Apos este periodo a dgua foi
trocada por outra agua aquecida de modo que a fonte sanguinea permaneceu na gaiola por 60
minutos ao todo. A alimentagdo foi fornecida no horario entre 10 e 14 horas devido ao periodo de

atividade das fémeas (Figura 03).
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Figura 3- Metodologia de repasto sanguineo das fémeas de Aedes aegypti com sangue artificial. (a) 250l
Sangue artificial distribuido no copo, (b) Sangue coberto com fita veda rosca, (c¢) Fémeas realizando repasto.
Fonte: Da autora

Apos cinco dias do inicio do fornecimento do sangue artificial, em cada gaiola foi
adicionado um vaso preto de 300 mL preenchido pela metade com dgua juntamente com 0.03 mg de
levedo de cerveja para a atragdo das fémeas. No vaso foi adicionado um funil coberto com papel
filtro para a oviposicdo das fémeas (Figura 04). O papel filtro foi coletado quatro dias apos a
alimentacdo e transferido para sala aclimata em 27° + 2° C para a secagem dos ovos. Apos sete dias
da secagem, o papel filtro foi submerso em agua destilada para o inicio da geracdo seguinte do

mosquito. Este processo foi repetido por duas geragdes consecutivas.

Figura 4- Recipiente para a oviposicdo das fémeas de Aedes aegypti contendo papel filtro e solugdo atrativa
composta por levedo de cerveja colocadas na gaiola ap6s quatro dias de alimentacdo sanguinea. Fonte: Da

autora
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2.4 Microtomografia computadorizada do ovario da fémea de Aedes aegypti
2.4.1 Amostras

Para a micro-CT foram utilizadas cinco fémeas adultas que foram alimentadas duas vezes,
respeitando o intervalo de 48 horas. Foram utilizadas diferentes fontes alimenticias, sdo elas:
solu¢do agucarada com mel (agucar e mel ambos com 5% e 90% éagua), sangue artificial (250 pl) e
sangue de rato (250 pl) oriundo do projeto 13750 da Universidade Estadual de Londrina com o
CEUA n° 062.2021. Apos trés horas da segunda alimentacao os mosquitos com o abdomen repleto
de sangue, com distensdo do mesmo em nivel 2 e 3 foram resfriados (5°C) para interromper o
movimento e posteriormente foram submersos em solugcdo de Bouin, composta de acido picrico
aquoso e saturado, acido acético puro e 10% de solugdo de formaldeido, com agdo fixadora para
ndo ocorrer alteragdes nas estruturas dos mosquitos durante o manuseio e obtengao das medidas

(Sombke et al. 2015).

2.4.2 Preparo das amostras

Os mosquitos permaneceram em solu¢do de Bouin por 20 horas. Apds a fixagdo, para que
houvesse a desidratagdo, as fémeas foram submetidas a dilui¢ao em série de etanol de 20% a 100%
com incremento de 10% na concentragao. Cada etapa de diluicao teve duragao de 30 minutos.

ApoOs a desidratacdo, os mosquitos foram transferidos para a solugdo de iodo, agente de
contraste. Foi utilizada uma solu¢do de iodo diluido em etanol concentrado a 1%. Durante a
marcagdo, os mosquitos ficaram submersos na solu¢cdo por um periodo pré-determinado de 24
horas. Depois de finalizar a marcagdo, os mosquitos foram lavados em etanol super concentrado
para que o excesso de iodo fosse retirado da amostra. Posteriormente, ainda submersos em alcool,
as amostras foram inseridas em uma ponteira de plastico vedada para as medidas. Apds o preparo
da amostra, esta foi levada para o microtomografo onde foram feitas as medidas (Figura 5) (Lima et

al. 2023).
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Figura 5- Preparacdo da amostra para a microtomografia computadorizada: Preparacdo da amostra para a
microtomografia computadorizada: (a) Fémea de Ae. aegypti Rockfeller totalmente ingurgitada, (b) Fémeas
adicionadas em solu¢ao Bouin para fixagao, (c) Fémeas expostas a diluicdo em série de etanol, (d) Fémea em
solu¢do de iodo diluido em etanol, (¢) Fémea submersa a etanol 100% em ponteira de plastico vedada
montada sobre porta amostra, (f) Microtomografo SkyScan instalado no LARX/UEL e (g) Mosquito em
ponteira sobre o microtomografo. Fonte: Da autora

2.4.3 Microtomografia e andlise

Para as medi¢des foi utilizado o microtomografo de bancada SkyScan 1172 pertencente ao
Laboratério Multiusuario de Aplicagdes de Raio X da Universidade Estadual de Londrina
(LARX/UEL). Os parametros utilizados para os mosquitos foram: resolugdo espacial de 3,00 pum
por pixel, com 4000 x 2624 pixels em cada projecdo; tensao e corrente aplicadas de 44kV e 226 pA,
respectivamente; tempo de exposicao foi definido em 950 ms; foram registrados 3 frames para cada
projecdo e a amostra foi rotacionada em 360° com passo angular de 0,25°. Como os parametros
utilizados foram os mesmos, a duracdo da medida para cada mosquito foi de 2 horas e 18 minutos

(Lima et al. 2023).

2.4.4 Software NRecon

Para a reconstrucdo das projecdes 2D em um modelo 3d foi utilizado o software NRecon,
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que permite a pré-visualizacdo de uma fatia da projecdo, dessa forma pode-se selecionar os
parametros de reconstrucdo destinados a amenizar os artefatos imagéticos produzidos durante a
medida. Foram utilizados os seguintes pardmetros: Smoothing (suavizacao) para amenizar o ruido
na imagem, correcdo de Ring Artifact e corre¢ao de Beam Hardening, para correcdo de artefatos
imagéticos. Ring para o tratamento do aparecimento de anéis concéntricos nas imagens que ocorrem
devido a medigdo diferente de cada detector na cdmera CCD. Beam Hardening, ou endurecimento
dos feixes, se trata da maior absorcdo de fotons menos energéticos pelas extremidades da amostra.
Apo6s a reconstrucao foram utilizados outros softwares para o tratamento, manipulagdo, analise e

registro das imagens (Lima et al. 2023).

2.4.5 Anadlises estatisticas

Para a analise da normalidade dos dados referentes ao volume dos ovarios pertencentes aos
seus respectivos grupos (aglcar, artificial e rato) eles foram submetidos a Shapiro Wilk a 5% de
significancia. Para compara¢dao das médias do volume dos ovarios dos trés grupos foi aplicado o

teste de Kruskal Wallis a 5% de variancia. O software utilizado foi o Rstudio versdo 4.3.2.

2.5 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexdo total

2.5.1 Disco de acrilico

Os discos de acrilico que foram utilizados para a andlise da amostra de sangue no TXRF sao
compostos por uma pastilha cilindrica com didmetro de 3 cm e espessura de 3 mm fornecido pela
empresa Bruker S.A (Atibaia, Brasil). O disco contém uma pelicula para prote¢do contra
contaminagoes, ela foi retirada anteriormente a deposicao da amostra.

As amostras de sangue foram mantidas refrigeradas a 8°C até o momento da sua utilizacao,
posteriormente foi retirado uma aliquota de 10 pl da amostra de sangue com auxilio de uma
micropipeta e ponteiras descartaveis, as amostras foram colocadas sobre o disco de acrilico que
possuem dois lados utilizaveis, uma das superficies contém uma marcagdo para diferenciar a
repeticdo, foram utilizadas trés repetigdes por sangue. Apos a deposicdo do sangue, foi adicionado
10 pl do padrao de galio com concentracdo de 10 mg/L. Em seguida os discos de acrilico foram
transferidos para o suporte adequado para a secagem da amostra e armazenamento da mesma até a

execuc¢do da andlise TXRF (Figura 6) (Cleto, 2017).
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Figura 6- Disco de acrilico no suporte para a deposi¢do da amostra de 10 pl do sangue artificial juntamente
com 10 pl do padrdo de galio no suporte fornecido pelo Laboratorio de Fisica Nuclear da Universidade
Estadual do Parana. Fonte: Da autora

2.5.2 Sistema de fluorescéncia de Raio X por reflexdo total (TXRF)

Visando obter andlises quantitativas e qualitativas dos elementos presentes na amostra
sanguinea, foi utilizado o sistema de bancada S2 PICOFOX de Bruker S.A do Laboratorio de Fisica
Nuclear Aplicada (LFNA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

O tubo de raio X em linha reta possui poténcia de 30W voltagem de 50 kV. Possui um
monocromador de Ni/C, 17,5 Kev com 80% de refletividade, seu detector € de silico drift (si- Drift,
XFlash). O feixe que colide com a amostra possui um angulo < 0,1°.

Para a obtencdo dos espectros foi utilizado o software SPECTRA, responsavel por coletar
informacdes proveniente da eletronica e, por fim, gerar um espectro e energia para a analise. Com o
software pode-se alterar o tempo de irradiagdo na amostra, adicionar elementos identificados, entre
outros fatores. O software disponibiliza dados referentes a concentragdo de cada elemento, e
também disponibiliza valores referentes a background (contagem de fundo), desvio padrao (sigma)

ajuste do espectro médio (chi), e o limite minimo de detec¢ao (Cleto, 2017).

2.5.3 Medidas de fluorescéncia de raios X por reflexdo total

O sistema foi ligado uma hora antes das andlises para a sua estabilizagdo, em seguida o
sistema foi calibrado e as amostras medidas. As medidas das amostras foram realizadas com
irradiacao de 200s. Os discos com as amostras foram rotacionados manualmente em cerca de 120°

no suporte do sistema para a triplicata, resultando em 600 s medidos por amostra (Cleto, 2017).
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3. Resultados

3.1 Manutengdo da cria¢do de Aedes aegypti e efeitos do sangue artificial em seu desenvolvimento
Foram observados dois ciclos de vidas consecutivos completos de de. aegypti alimentado

com sangue artificial (Figura 7).

[E

Figura 7- Ciclo de vida de Aedes aegypti apds repasto sanguineo com sangue artificial (a) Ovos depositados
pelas fémeas apos se alimentarem do sangue artificial, (b) larva, (c) pupa, (d) Fémea ingurgitada e (¢) Fémea
de Aedes aegypti totalmente ingurgitada com destaque no abdome. Nivel 3 de distensdo com o abdome quase
ou totalmente distendido com dois ou mais escleritos de distancia (indicado no tracejado em vermelho), entre
os escleritos ventrais (esternitos) e dorsais (tergitos)- considerando o 3° e 4° escleritos abdominais (indicados
com flechas vermelhas) Penultimos escleritos do abdome separados entre si, com angulo amplo de abertura.
(escala: 1.5). Fonte: Da autora.

Acrescenta-se ainda, a ocorréncia de oviposi¢ao, com a postura de 133 ovos na G1 e 248 na
(2. Na primeira geracdo, os ovos alcangaram taxa de eclosdo de 39% (53), sendo que cerca de 61%
(32) entraram no estdgio de pupa e, subsequentemente, 84% (26) atingiram a fase adulta. Ou seja,
19% dos ovos depositados completaram todo o ciclo de vida. Na G2, aproximadamente 23% (70)
dos ovos eclodiram e se desenvolveram para larvas. No entanto, somente 24% (17) conseguiram

atingir o estagio de pupa. Contudo, todas as pupas conseguiram atingir o estagio adulto (17) (Figura
08).
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Figura 8- Desenvolvimento do ciclo de vida do Aedes aegypti alimentado com sangue artificial sob
condigdes de laboratorio. Linha azul representando a geragdo 1 e laranjada a geracdo 2

3.2 Microtomografia computadorizada por Raios X

Para a obtencdo de imagens tridimensionais dos ovarios das fémeas apds alimentagdo foi
utilizado a microtomografia computadorizada, a fim de elucidar as diferengas no volume e
desenvolvimento dos ovarios apds a alimentacdo com diferentes fontes: aclicar e mel, sangue

artificial e sangue de rato (Figura 9 e 10)

0

Figura 9- Fémeas de Aedes aegypti preparadas para a microtomografia computadorizada de Raio X. (a)
Fémea apo6s alimentagdo com agticar e mel, (b) f€mea com ingurgitamento completo por sangue artificial, (¢)
Fémea com ingurgitamento completo com sangue de rato. Para (b) e (c) Nivel 3 de distens@o com o abdome
quase ou totalmente distendido com dois ou mais escleritos de distdncia (indicado no tracejado em
vermelho), entre os escleritos ventrais (esternitos) e dorsais (tergitos)- considerando o 3° e 4° escleritos
abdominais (indicados com flechas vermelhas) Penultimos escleritos do abdome separados entre si, com
angulo amplo de abertura. (Escala: 1.5).
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Figura 10- Modelo reconstruido do mosquito dedes aegypti por meio da microtomografia computadorizada
de raio X apoés alimentagdo. (a) fémea adulta alimentada com agucar e mel, (b) fémea ingurgitada com
sangue artificial, (c) fémea ingurgitada com sangue de rato, (d) ovarios isolados das fémeas ap6s alimentagao
com agucar ¢ mel, (¢) ovarios das fémeas ingurgitadas com o sangue artificial e (f) ovarios das fémeas
ingurgitadas com sangue de rato. Fonte: Matheus Gruener.

Aplicando o teste de Shapiro Wilk para verificar se os dados dos volumes dos diferentes
grupos apresentaram distribuicao normal, constatou-se que os grupos agucar e sangue artificial ndo
apresentaram diferengas significativas devido ao p-valor obtido ter sido de 0,1919 e 0,209
respectivamente, maior que nivel de significancia a 0.05, o que indica distribui¢do normal dos
dados. Entretanto, o grupo sangue de rato apresentou um valor de 0,03846, menor que o nivel de
significancia, indicando que os dados desse grupo nao apresentaram distribuicdo normal (Tabela 2).

Diante desses dados foi utilizado o teste de Kruskal Wallis para as médias dos grupos
obtendo o p-valor de 0,01216 indicando que um dos grupos apresenta uma média

significativamente diferente dos demais grupos (Tabela 2).
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Tabela 2- Volume individual dos ovarios de fémeas de Aedes aegypti apés alimentadas com diferentes

fontes alimentares, medido por microtomografia computadorizada de raio X

Volume dos ovéarios (mm?)

N° amostra Solugdo agucarada e  Sangue artificial Sangue de rato
mel
1 0.00404922 0.01373953 0.01478889
2 0.00697573 0.00588738 0.11451582
3 0.00314152 0.01547678 0.00810351
4 0.00429162 0.01547678 0.01140936
5 0.00289112 0.01700342 0.09962334
Média 0.004269842 (a) 0.01307888 (a) 0.049688184 (b)
Desvio padrao 0.00162365 0.004418632 0.05269881
Limite [0.002253814, [0.008030322, [-0.01574603,
inferior/superior 0.00628587] 0.01900323] 0.1151224]

*As médias seguidas das mesmas letras ndo possuem diferencas significativas de acordo com Kruskal Wallis
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Figura 11- Média do volume dos ovarios das fémeas apds se alimentarem de diferentes fontes alimenticias
(x representa a média e o risco horizontal da coluna a mediana).

Para verificar a razao entre um conjunto, combinando pares de grupos, foi elencado que
o volume das fémeas alimentadas com sangue de rato foi 11.63 vezes maior em comparagdo com as
fémeas alimentadas com acgucar e 3.79 vezes maior que as fémeas alimentadas com sangue
artificial, o qual, por sua vez, apresentou volume 3.06 vezes superior que ao volume apresentado
pelas fémeas do grupo agucar, evidenciando que as fémeas alimentadas com sangue de rato

apresentaram um maior desenvolvimento do seu ovario em comparagao com as demais (Tabela 3).

Tabela 3- Razdo entre os grupos das fémeas de Aedes aegypti apds diferentes fontes de alimento.

Grupo Razio (=)
Artificial / Ac¢tcar 3.06
Rato / Acgtcar 11.63
Rato / Artificial

3.79
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3.3 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexdo total do sangue artificial

O espectro da amostra de sangue artificial obtido por meio da TXRF pode ser observado na
figua tal, a abcissa representa a energia caracteristica de cada elemento ja a ordenada, quantidade de
pulsos eletronicos (Figura 12). A partir dessa relagao foi calculada a concentragdo de cada elemento
medido determinados pelo pico da area de Galio, resultando nos seguintes elementos: P, S, CI, K,

Ca, Fe, Cu, Zn, Br (Tabela 04).

x 1E3PsLes

Figura 12- Espectro da amostra de sangue artificial.

Tabela 4- Elementos medidos por espectrometria de fluorescéncia em 10 ul de sangue SkitoSnake e suas
respectivas concentragdes em mg/L.

Elementos Sangue artificial*
P 63,39 £ 3,11
S 55,19 + 8,73
Cl 3291,41 £22,43
K 116,73 £ 0,99
Ca 31,81 £1,30
Fe 7,32+ 0,09
Cu 0,17 +£0,05
Zn 0,38+ 0,01
Br 0,441+ 0,01

* Média da concentragdo dos elementos (mg/1) + Desvio Padrao
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4. Discussao

Neste estudo, foi verificado a influéncia do sangue artificial nos seguintes parametros: taxa
de oviposic¢ao, taxa de eclosdo, numero de pupas e nimero de adultos. Os culicideos, em condigdes
naturais, apresentam uma postura podendo variar de 50 a 500 ovos (Forattini, 2002). Lea et al.
(1955) ao alimentarem Ae. aegypti e Ae. quadrilatus com dietas a base de mel e leite desnatado e
outra de mel e sangue, descobriram que ambas as espécies foram capazes de produzirem ovos
vidveis, porém obtiveram uma produ¢do em média de 5 ovos/fémea.

Dimond et al. (1955) desenvolveram uma dieta artificial composta por 18 aminodacidos,
(dentre eles a isoleucina), em 10 mL de agua e mel, com ela houve a produ¢do de 2.600 ovos por
500 fémeas, quantidade bem abaixo do normal a ser ovipositado por uma fémea. A oviposi¢ao
apresentada nos trabalhos citados anteriormente demonstrou ser inferior (5 ovos/ fémea) a obtida
pelo presente estudo com 11 ovos/fémea.

Gonzales et al. (2015) com uma dieta artificial a base de hemoglobina bovina (200 mg/mL),
ATP e cloreto de ferro fornecida para Ae. aegypti obtiveram uma postura de 66 ovos/fémea e uma
taxa de eclosdo de 33, 06%, logo, a oviposicao obtida no presente estudo foi inferior, contudo, a
taxa de eclosdo demonstrou-se superior em comparagdo com os autores. Em 2018, os mesmos
autores desenvolveram a SkitoSnake, fornecida por meio de uma membrana artificial de Parafilme,
alcangando uma oviposicdo de 55 ovos/fémea, mais elevada do que a apresentada no presente
estudo.

Acrescenta-se ainda, que apesar das taxas mais baixas de oviposicao e eclosao neste estudo,
a taxa de sobrevivéncia das larvas até a fase de pupa e sua subsequente emergéncia como adultos na
G1 foram altas, semelhante aos resultados de Pitts (2014) que relatou uma sobrevivéncia de 90%
das larvas e nimeros equivalentes de machos e fémeas.

Dentre alguns fatores que podem influenciar diretamente ou indiretamente no
estabelecimento da populagdo do inseto, incluem-se alimentagdo, reproducdo, transmissao de
patdgenos, fatores morfoldgicos e fisioldgicos, além de temperatura e umidade (Delatte et al. 2009;
Marchoux et al. 1903; Rowley e Graham 1968). No estudo conduzido por Nascimento et al.
(2022), foi observado que a temperatura desempenha um papel crucial na producdo de ovos, pois
apos atingir 22°C, houve um aumento significativo no numero de ovos depositados. Em contraste,
temperaturas mais baixas resultaram em uma producao de ovos consideravelmente reduzida.

De acordo com Amaral et al. (2020) ao examinarem os pardmetros bioldgico de Aedes
aegypti em diversas faixas de temperaturas, observaram que temperaturas entre 5 a 29°C foram

propicias para o desenvolvimento do mosquito, enquanto quaisquer valores fora dessa faixa
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resultam em efeitos prejudiciais ao inseto.

Em relacdo as imagens tridimensionais dos ovarios, obtidas por microtomografia
computadorizada, pode-se observar que apesar do padrdo de selecdo das fémeas com sangue para
esta etapa (ingurgitamento nivel 2 e 3) serem os mesmos, o volume dos ovérios diferiram, podendo
confirmar a influéncia da fonte alimenticia no nivel de ingurgitamento e consequente
desenvolvimento dos ovarios, técnica esta ndo atualizada até o momento deste estudo,
demonstrando o ineditismo da utilizagdo da micro-CT para analisar o volume do ovério da fémea de
Ae. aegypti ap0Os alimentagcdo cm diferentes fontes sanguineas.

Foi observado o menor desenvolvimento dos ovarios das fémeas alimentadas com agucar e
mel, uma possivel justificativa seria o habito alimentar dos mosquitos, que independentemente do
sexo, necessitam de recursos nutricionais a base de néctar e seiva, que contenham carboidratos
(Foster, 1995), os quais sao responsaveis pelo fornecimento de energia para a manutengao, reservas
metabolicas e prolongamento da vida util do inseto (Barredo e DeGennaro, 2020). Contudo, a
maioria das fémeas sdo anautdogenas, ou seja, ndo conseguem produzir seus ovos apenas com
alimentacdo agucarada, necessitando de uma fonte sanguinea, pois dependem de nutrientes
presentes no sangue para o desenvolvimento dos ovos e ativagdo hormonal (Clements, 1992), dessa
forma justifica-se o menor volume do ovario das fémeas apenas com refeicdo a base de actcar e
mel.

Em contrapartida, o sangue de rato promoveu um melhor desenvolvimento para os ovarios
das fémeas em comparacdo com as demais fontes utilizadas. De acordo com a literatura, os
mosquitos produzem mais ovos ao se alimentarem de uma fonte sanguinea, por apresentarem
propriedades que contribuem com o ingurgitamento e reprodugao destes mosquitos, fora a relagdo
entre as adaptacdes e semelhanca com o sangue humano, além da selecdo de cepas de mosquito
oriundas de laboratorio comumente alimentadas com sangue de ratos e demais camundongos, logo
visando uma criacao massal este animais sao amplamente utilizados (Chang Y-YH, Judson C, 1976,
Klowden e Lea, 1978; Briegel e Rezzonico, 1985; Harrison et al. 2021). Adicionalmente, a
utilizacdo de ratos e camundongos, tém apresentado boas taxas de alimenta¢do sanguinea e
fecundidade (Finlayson C, Saingamsook J, Somboon P, 2015).

Acrescenta-se ainda, a capacidade das fémeas de detectar e identificar fontes sanguineas
adequadas para a sua reproducao. Essa situacdo ocorre devido a presenca de estruturas e adaptagdes
para a realizacdo do repasto sanguineo e para a verificacdo da qualidade do sangue disponivel.
Dentre as estruturas tém-se as sensilas que recebem energia oriunda de estimulos e converte em
informacao por meio do impulso nervoso, quimiorreceptores do cibario, quimiossensilas nos tarsos,

labela e labro que auxiliam na identificagdo e destino do alimento e por fim o CO», estimulo emitido
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pelo hospedeiro que auxilia na deteccao de sua presenga (Owen, 1963; Salama 1966; Clements,
1999).

Outros fatores influenciam nos processos fisioldgicos dos mosquitos, como a sua espécie
(Briegel, 1990), a quantidade de refei¢dao sanguinea disponibilizada (Roitberg BD, Gordon I, 2005),
a fonte sanguinea (Harrison, 2021), as membranas sintéticas utilizadas (Suresh, 2024) pois as
membranas animais aparentam serem mais adequadas para a alimentacdo apresentando uma
porcentagem maior de mosquitos ingurgitados em comparacdo com as membranas sintéticas.
Conforme Novak et al. (1991), a pele de rato e codorna demonstrou uma maior porcentagem de
mosquitos ingurgitados com sangue, 83 e 76%, respectivamente, ainda de acordo com os autores,
ao utilizarem uma membrana artificial com lastex, a porcentagem de mosquitos ingurgitados foi de
0.66%. Essa situacdo ocorre pois os mosquitos detectam seus hospedeiros por estimulos quimicos e
odores provenientes da pele do hospedeiro, por essa razao a utilizagdo de membranas artificiais
podera ser influenciada pela busca do mosquito pelo sangue oferecido (Takken e Verhulst , 2013).

De acordo com trabalhos realizados anteriormente a fémea das espécies domesticadas de
Aedes spp. apresenta preferéncia alimentar variada, contudo, ela tende a preferir sangue de
mamiferos (Turell et al. 2005), em especial de humanos (Gunathilaka et al. 2017), uma justificativa
seria devido a espécie ser sinantropica e apresentar plasticidade genética se beneficiando das
condi¢des fornecidas pelo humano com criadouro e disponibilidade de fonte sanguinea, sendo a
humana mais sobressalentes Conforme Tuno et al. (2010) e Simpson et al. (2012), a disponibilidade
de determinado hospedeiro esta intimamente relacionada com a preferéncia no momento da escolha,
assim como a heterogeneidade e contato direto do hospedeiro com o vetor, de acordo com os
autores, se uma determinada espécie de mosquito vive em um ambiente onde a quantidade de seres
humanos sobressai a de outros vertebrados, a preferéncia sanguinea do mosquito sera, nesse caso,
os humanos.

Essa situacdo acaba impactando nas diferencas morfoldgicas, fisiologicas, genéticas e
comportamentais das populagdes de mosquito oriundas de diferentes localidades da natureza e das
populacdes estabelecidas em laboratério. Logo, as populacdes selvagens tendem a preferir sangue
de mamiferos e répteis, ja populagdes domesticadas, vivendo proximo ao ambiente urbano tem
preferéncia a sangue humana (Mcclelland & Weitz, 1963; Lopes, 1997; Forattini, 2002; Braga &
Valle, 2007; Mcbride, 2016).

Por mais que haja variagdes no hdabito alimentar humano, sabe-se que o sangue de
vertebrados ¢ composto por glébulos vermelhos em suspensdo no plasma, com quantidade alta de
proteinas e lipideos, carboidratos e moléculas inorganicas em menor quantidade, que variam entre

as espécies e organismos (De Smet, 1978). No caso dos mamiferos, as hemacias sao menores,
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anucleadas e cilindricas, sendo que as demais classes apresentam hemacias maiores e com nucleos
em formato achatado oval (Lewis, 1996).

Acrescenta-se ainda a influéncia da presenca da isoleucina na produg¢do dos ovos, de acordo
com Harrington et al. (2001), o sangue humano com baixo teor de isoleucina promove estoques de
energia, assim como processos fisiologicos em comparagao com demais vertebrados com alto teor
deste aminoéacido. Adicionalmente, o sangue humano apresenta 2% de elementos quimicos como
potassio, sdédio, cloro, célcio, ferro, magnésio e bromo que apesar da baixa porcentagem sio
essenciais para a manutengcdo da saude humana (Zamboni et al. 2005). Dessa forma, visando o
desenvolvimento de dietas artificiais, ¢ importante levar em consideracdo que seja constituido por
componentes semelhantes ao sangue humano, que supra as necessidades do mosquito garantindo
um ingurgitamento completo e geragdes consecutivas saudaveis.

Comparando os elementos quimicos presentes no sangue humano elencados acima, com os
achados no sangue artificial por meio da espectrometria realizada no presente estudo, a fim de
relaciond-los para possiveis interferéncias ocasionadas com a auséncia ou excesso dos mesmos €
visando um sangue artificial mais préximo a constitui¢do do sangue humano, foram medidos P, S,
Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn, ¢ Br.

Com base na tendencia da fémea em preferir sangue humano, um individuo saudavel de 70
kg, contém cerca de 4g de ferro, destes, 2.600 mg circulam no sangue em forma de hemoglobina,
em um volume sanguineo médio de 5 litros, resultando em uma concentragdo de 520 mg/I de ferro.
No entanto, essa concentragdo pode variar conforme a satide do individuo, como evidenciado
Zamboli et al. (2016), que encontraram concentragdoes médias de ferro em atletas de 443 mg/l, ja o
controle de 345 mg/I.

Em relacdo a metodologias alternativas para substituir o sangue humano/animal, a
Skitosnake proposta por Gonzales et al. (2018), investigou a suplementacdo de BSA (albumina
sérica bovina) com diferentes fontes de ferro, incluindo hemoglobina e citrato de ferro, ambas com
a concentracdo de 5 mg/l. No entanto, no presente estudo utilizando a Skitosnake e realizando a
espectrometria, foi identificada a presenca de 7, 32 mg/l de ferro, ou seja inferior a quantidade de
ferro ideal, o que pode ter influenciado na produgao e consequente viabilidade dos ovos.

A presenca de um sistema tampao no sangue artificial ¢ determinante pois suas propriedades
quimicas e osmoticas sdo essenciais para iniciar o processo de ingurgitamento do sangue pela fémea
(Friend e Smith, 1977). De acordo com Gonzales (2018), esse sistema € constituido por potassio,
enxofre, bicarbonato, célcio e magnésio, destes, com exce¢do do ultimo, todos foram medidos no
sangue artificial. Os demais elementos medidos sdo de suma importancia como o fosforo

constituinte do ATP, importante para estimular o ingurgitamento completo da fémea (Zhou et al.
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2007; Gonzales et al. 2016), o ferro, que auxilia diretamente da produgdo e viabilidade dos ovos,

porém quando em baixa concentragdo pode ocasionar anemia independentemente do organismo,

acrescenta-se ainda o zinco, importante para a manutencdo do sistema imune (Mafra e Cozzolino,

2004).

5. Consideragoes Finais

O sangue artificial demonstrou ser promissor como uma ferramenta para a criagdo massal
de Ae. aegypti em laboratorio promovendo a produgdo e desenvolvimento do ciclo de vida
do mosquito. Ao comparar com as metodologias disponiveis no mercado, o uso de sangue
artificial apresenta baixo custo, além de propiciar a diminuicao da utilizacdo de animais em
experimentos. Contudo, necessita de melhorias na sua formulacdo para promog¢ao de

melhores resultados sobre seu uso em relagao ao mosquito.

Através da tecnologia da microtomografia computadorizada de raio X comprovou-se a
influéncia da fonte alimentar em relacdo ao nivel de ingurgitamento e posterior
desenvolvimento do inseto, se beneficiando em sua maioria por sangue de mamiferos,
podendo relacionar a essa condicdo com o comportamento sinantrdpico e a plasticidade

genética do mosquito.

O uso da microtomografia computadorizada de raio X permitiu a obtengdo de avangos
importantes no estudo do desenvolvimento de novas fontes alimentares de Ae. aegypti.
Assim, os resultados obtidos permitiram comprovar a influéncia da fonte alimentar em
relagdo ao nivel de ingurgitamento e posterior desenvolvimento das fémeas de Ae. aegypti.
Pode-se demonstrar que o uso de sangue artificial permitiu o ingurgitamento das fémeas em
niveis semelhantes ao uso do sangue de rato, porém, com diferencas importantes quanto ao
volume ovariano, sendo o do grupo alimentado com sangue artificial menor que o do grupo

alimentado com sangue de rato.

Por meio da espectrometria de fluorescéncia de raio x pode-se obter insights valioso da
composi¢ao elementar do sangue artificial utilizado no presente estudo e sua influéncia

sobre a biologia do vetor.
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e Para pesquisas futuras, demonstra-se relevante estudos relacionados a microtomografia
computadorizada em conjunto com a espectrometria de fluorescéncia de raio x para a
melhoria da composicdo do sangue artificial. Assim como, propde-se também estudar
outras estruturas do mosquito como os ovos gerados apds alimentagdo com diferentes
fontes sanguineas e elencar se apresentam turgidez ou possivel colapso. Acrescenta-se
ainda a necessidade de estudos da andlise elementar de outras fontes sanguineas utilizadas

pelo mosquito e elencar semelhancgas e diferencas entre os mesmos.
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Resumo

Aedes aegypti (Linnaeus 1762) é um culicideo de relevancia na Entomologia médica por ser vetor
de arbovirus como dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela urbana. Devido a patogenicidade,
buscam-se metodologias inovadoras de monitoramento e controle para reduzir a circulagdo do
vetor, como ovitrampas para monitoramento, por meio das quais sdo obtidos dados referentes a
abundancia indireta, distribui¢do local e temporal do vetor. Para o controle, o Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) se destaca por ser uma bactéria especifica de algumas ordens de insetos, liberando
endotoxinas em seu intestino, que, quando ativadas, provocam uma infec¢do generalizada, levando
a morte do hospedeiro por sepse. Portanto, este estudo teve como objetivo analisar a eficacia do Bti
como agente de controle biologico para Ae. aegypti, bem como os danos causados pela bactéria ao
mosquito. Primeiramente foi realizado o sequenciamento genético do Bti a partir da multiplicagao
de uma coldonia da bactéria. Posteriormente foram realizados dois testes de mortalidade. Para o
primeiro foram utilizadas cinco formulacdes diferentes de Bti BR101 na concentragao de 0,02
mg/10L da formulagdo em granulo (T85E1, T85E2, T85E3 e T85E4) e 25mg/10L do liquido
formulado. (T85ES ), que foram adicionados em baldes com 10L de agua juntamente com 4 larvas
de terceiro instar, onde cada formulagdo continha trés repeti¢des € houve um tratamento controle.
Para o segundo teste foram utilizados 0,0015 mg/500 mL dos seguintes tratamentos: Bti BR101
(T85E2) e Vectobac WG adicionados em copos plasticos com capacidade de 700 mL, cada copo
continha 15 larvas, cada tratamento teve cinco repeticdes e continha um controle do tratamento
apenas com agua. Ambos os testes foram avaliados apds 24 e¢ 48 horas. Para avaliar os danos
causados pelo Bti a larva, uma larva de cada tratamento foi separada para microtomografia
computadorizada para obten¢do de imagens tridimensionais da mesma e por fim foi realizada
espectrometria de Bti BR101 e Vectobac WG para obtencdo de dados elementares. No primeiro
bioensaio constatou-se que ambas as formulas foram eficazes na mortalidade de larvas, com
destaque para os T85E2 e T85E4. Em relacdo ao segundo bioensaio, Bti BR101 e Vectobac
causaram mortalidade de 75% e 100% respectivamente, ndo diferindo significativamente. Na
espectrometria BR101 e Vectobac WG foram medidos os seguintes elementos: Al, Si, P, S, Cl, K,
Ca, Ti, Mn, Fe, Zn, Rb, Sr. Observou-se através de micro-CT que Bti BR101 e Vectobac WG
ocasionaram a degradagdo de estruturas e o6rgdos internos como o epitélio intestinal e rompimento
de membranas que levou a lise celular e consequente morte das larvas. Pode-se concluir que o Bti
BR101 e Vectobac WG foi eficaz no controle das larvas nessas condi¢des, € que a técnica
empregada por meio de Micro-CT foi eficaz para detectar os danos causados pelo Bti as larvas,
abrindo possibilidades de novos estudos na area de interacao patogeno e morfologia do hospedeiro.

Palavras-chave: Controle bioldgico, bioinseticida, culicideos, mosquitos.
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Abstract

Aedes aegypti (Linnaeus 1762) is a culicidae of relevance in medical entomology as it is a vector of
arboviruses such as dengue, Zika, Chikungunya and urban yellow fever. Due to pathogenicity,
innovative monitoring and control methodologies are sought to reduce vector circulation, such as
ovitraps for monitoring, through which data regarding the indirect abundance, local and temporal
distribution of the vector are obtained. For control, Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) stands
out because it is a specific bacterium from some orders of insects, releasing endotoxins in their
intestine, which, when activated, cause a generalized infection, leading to the death of the host due
to sepsis. Therefore, this study aimed to analyze the effectiveness of Bti as a biological control
agent for Ae. aegypti, as well as the damage caused by the bacteria to the mosquito. Firstly, the
genetic sequencing of Bti was carried out from the multiplication of a colony of the bacteria. Two
mortality tests were subsequently carried out. For the first, five different formulations of Bti BR101
were used at a concentration of 0.02 mg/10L of the granule formulation (T85E1, T85E2, T85E3 and
T85E4) and 25mg/10L of the formulated liquid. (T85ES), which were added in buckets with 10L of
water along with 4 third-instar larvae, where each formulation contained three replications and there
was a control treatment. For the second test, 0.0015 mg/500 mL of the following treatments were
used: Bti BR101 (T85E2) and Vectobac WG added in plastic cups with a capacity of 700 mL, each
cup contained 15 larvae, each treatment had five replications and contained a control treatment with
water only. Both tests were evaluated after 24 and 48 hours. To evaluate the damage caused by Bti
to the larva, one larva from each treatment was separated for microcomputed tomography to obtain
three-dimensional images of the same and finally spectrometry of Bti BR101 and Vectobac WG
was performed to obtain elementary data. In the first bioassay it was found that both formulas were
effective in larvae mortality, with emphasis on T85E2 and T85E4. In relation to the second
bioassay, Bti BR101 and Vectobac caused mortality of 75% and 100% respectively, not differing
significantly. In BR101 and Vectobac WG spectrometry, the following elements were measured:
Al Si, P, S, Cl, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Zn, Rb, Sr. It was observed through micro-CT that Bti BR101
and Vectobac WG caused the degradation of internal structures and organs such as the intestinal
epithelium and rupture of membranes that led to cell lysis and consequent death of the larvae. It can
be concluded that Bti BR101 and Vectobac WG were effective in controlling the larvae under these
conditions, and that the technique used through Micro-CT was effective in detecting the damage
caused by Bti to the larvae, opening up possibilities for new studies in the area. of pathogen
interaction and host morphology.

Keywords: Biological control, bioinsecticide, culicides, mosquitoes.



81

1. Introducao

Biologia Geral e classificagcdo de Culicidae

A familia Culicidae Meigen 1818, estd incluida na subordem Culicomorpha, ordem Diptera,
Classe Insecta e Filo Arthropoda com 3.724 espécies descritas. Esta familia ¢ representada pelos
insetos conhecidos popularmente como mosquitos, muri¢ocas, mosquitos, pernilongos, carapanas e
bicudos, e estdo divididos em duas subfamilias de importancia médico e veterindria, sdo elas:
Anophelinae e Culicinae que incluem espécies hematdfagas relevantes para a satude publica devido
a capacidade vetorial para diversos agentes etiologicos que ocasionam patogenias ao ser humano e a
animais domésticos ¢ silvestres (Forattini, 2002; Harbach, 2021, WRBU, 2024).

Os culicideos sdao holometabolos, no qual apresentam quatro estagios, ovo, larva com quatro
instares larvais, pupa e adulto alado, com ciclo de vida variando entre sete a vinte dias dependendo
do género e condigdes do meio como umidade, temperatura e alimento. O ciclo de vida ¢
dependente do ser humano, pois as espécies urbanizadas se beneficiam das agdes antrdpicas para a
sua reproducdo, desenvolvimento e sobrevivéncia (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda,

2008; Eiras, 2016).

A expansdo de Aedes aegypti no ambiente urbano

Em decorréncia do crescimento urbano, juntamente com o desenvolvimento do agronegocio,
os mosquitos estdo entre as espécies que sofrem drasticamente com a fragmentacdo e consequente
perda do seu habitat, ocasionando a migracdo para o ambiente urbano onde encontram condigdes
favoraveis devido ao seu comportamento sinantropico, rapida reproducao, disponibilidade de
criadouro e alimentagdo, além da plasticidade genética se adaptam facilmente ao ambiente urbano
(Lopes, 1997; Taipe-Lagos e Natal, 2003; Leisnham et al., 2004; Zahouli et al., 2017; Montagner et
al. 2018; Sukiato et al, 2019).

Acrescenta-se que o aumento da temperatura, umidade e precipitagdo sao condicdes que
tornam o ambiente favoravel para o desenvolvimento de Culicidae, como demonstra Iwamura, T
(2020) que prevé que o mundo se tornou 1,5% mais propicio para o desenvolvimento de Ae. aegypti
entre as décadas de 1950 a 2000, contudo estima-se o aumento para 3,2 a 4,4% por década e uma

dispersdo de 2 a 6 % Km/ano até 2050 na América do Norte e China.

O comportamento hematofago das fémeas de Aedes aegypti
O Ae. aegypti destaca-se na entomologia médico veterinaria devido a hematofagia realizada

pelas fémeas, pois necessitam de sangue para a obtencao de proteinas, aminoacidos e hormonios
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necessarios para a maturacao dos seus ovos (Wilkerson, et al. 2020; Dou et al. 2022). A fémea
apresenta diversas modifica¢des anatdmicas, fisioldgicas e comportamentais para garantir sucesso
durante o repasto sanguineo, dentre elas, a presenga de um aparelho bucal sugador- picador labial
(Consoli & Lourengo de Oliveira, 1994).

Quando a fémea hematdfaga encontra uma fonte alimentar, ela perfura a pele por meio do
seu aparelho bucal retirando o sangue direto dos vasos sanguineos utilizando uma proboscide longa.
Durante este processo os insetos hematdéfagos inoculam sua saliva com propriedades
anticoagulantes, antiplaquetdrias e anestésicas no tecido do hospedeiro, na sequéncia ocorre a
passagem do contetido alimentar através da membrana acelular (peritréfica), responsavel por isolar
o sangue proteger o intestino do inseto. (Clements, 1992; Araujo et al. 2012; Da Silva Neto, 2013;
Cruz, 2017).

Por se alimentar de vertebrados, ao picar um individuo infectado, o inseto se infecta com o
virus que se replica no intestino do vetor se disseminando para as glandulas salivares. Ao ocorrer a
proxima alimentacdo sanguinea, o mosquito pode infectar o hospedeiro com o virus por meio da sua

saliva (Oliveira et al. 2017, Guedes et al. 2017).

Os culicideos como vetores de arbovirus

Dentre os culicideos, destacam-se espécies de vetores para agentes etioldgicos, como
arbovirus (Ex. DENV, ZIKV e CHIKYV), protozoario (Ex. Plasmodium spp.) e filarias (Ex.
Wuchereria bancrofti), que sdo responsaveis por patologias como dengue, Chikungunya, febre
amarela urbana, malaria, filariose, virus do Oeste do Nilo, encefalite de St. Louis, Oropouche,
Mayaro, Rocio (Consoli e Lourengo de Oliveira, 1994; Tadei et al. 1998).

O Ae. aegypti ¢ responsavel por transportar o virus DENV, da familia Flaviviridae, desde
1981 o Brasil foi acometido por diversas epidemias, a primeira ocasionada pelo sorotipo DENV-1 e
DENV-4, as seguintes epidemias foram causadas pelo DENV-1 em 1998, DENV-3 em 2022,
DENV-2 em 2008 e DENV-4 em 2010 e 2015 (Trindade et al. 2011).

Medidas de monitoramento e controle de Aedes aegypti

Diante desse problema, metodologias visando o monitoramento e estratégias de prevengao e
manejo do risco da transmissdo dos patogenos, tém sido estudadas. Dentre as metodologias de
manejo, tem se o Levantamento Rapido de indice de Ae. aegypti (Liraa), estratégia implementada
pelo Plano Nacional de Controle de Dengue (PNCD) do Ministério da Saude, esta técnica se baseia
na amostragem e coleta de larvas encontradas em residéncias, identificando indices de infestagcdao

predial, que leva em consideracdao a quantidade de recipientes positivos para a presenga larvas € o
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indice de Breteau, considerando a relagdo entre recipientes com a presenga de larvas e a quantidade
de imoveis analisados (MS, 2013; Nascimento, 2020; Silva, 2021)

Outras metodologias de monitoramento sdo as armadilhas para a coleta de ovos, larvas e
adultos. Para a coleta de ovos, tem se a ovitrampa, consiste em um vaso preto com uma palheta de
madeira, juntamente com uma soluc¢do atrativa ou apenas agua para as fémeas oviposi¢cdo. As
fémeas irdo depositar seus ovos na palheta, e a partir da contagem dos ovos determina-se indices de
abundancia indireta dos mosquitos, a distribuicdo local e temporal, as ovitrampas destacam-se
sendo um dos métodos mais sensiveis para detec¢dao do vetor, além no baixo custo.

A larvitrampas permite a coleta das larvas do vetor, ¢ constituida de pneu cortado
transversalmente, permitindo o acimulo de 4gua e consequente eclosdo das larvas, a partir da coleta
sdo tomadas acdes que visam evitar a proliferacdo do vetor. Para a coleta de individuos adultos,
tem-se a coleta por meio passivo e ativo, por meio de adultrap e Aspirador de Nasci
respectivamente (Brasil, 2009; Brasil, 2013; Mir6 et al. 2018). A Adultrap consiste em um
recipiente cilindrico com a extremidade cOncava, possuindo uma passagem para 0 mosquito,
lateralmente ¢ envolta de uma tela fina conectada ao recipiente para a adi¢do da solucgdo atrativa
(Gomes, 2007; Arduino, 2023). Por fim, o Aspirador de Nasci, equipamento cilindrico de ferro com
tecido tule e uma hélice conectada a uma bateria 12 volts, durante o seu manuseio captura os insetos
em pleno voo e escondidos (Nasci, 1981)

Visando o controle do vetor, os inseticidas quimicos tém sido os mais empregados para o
controle larval e de adultos no Brasil devido ao baixo custo e facilidade de manuseio. Os primeiros
inseticidas eram a base de organofosforados, piretréides e carbamatos, no entanto, esses produtos
apresentam um espectro de acdo amplo, acometendo nao apenas o inseto alvo, como as demais
espécies e selecionando individuos resistentes. Adicionalmente, podem provocar prejuizos a satde
humana e ao meio ambiente devido a elevada toxicidade, através da lixiviagdo compostos destes
produtos sdo levados para os solos, rios, lagos, aguas superficiais e fontes de agua subterraneas,
poluindo essas localidades e prejudicando a fauna e flora ali presente (Lima e Gurgel, 2018).

Acrescenta-se ainda, que a utilizagdo de inseticidas a base de piretrdide aumenta a selecao
de individuos resistentes, devido a ocorréncia dos alelos Kdr, conforme Lopes et al. (2021), 55 %
da populacdo de 4e. aegypti de Londrina apresenta esse comportamento a essa formulagdo. Diante
dessa problematica, metodologias mais especificas ¢ menos danosas tém sido buscadas, dentre elas,
a utilizacdo de agentes bioldgicos por causa da interagdo especifica com o inseto alvo, ndo
selecionarem resisténcia e ndo ocasionarem danos ao ambiente.

Variadas metodologias de controle bioldgico tém sido estudadas, como técnicas de

manipulagdo genética (Alphey et al. 2010), utilizacdo de fémeas infectadas com Wolbachia sp.



84

(Oliveira et al. 2015; Dutra et al. 2017), mosquitos transgénicos com gene letal ou mosquitos
estéreis, outra alternativa de controle ¢ a esterilizagdo por irradiagdo, onde os insetos machos sao
tratados com uma dose de raios-X para a inducao de reajustes cromossomicos aleatorios que levam
a esterilizacdo do inseto (Alphey et al. 2010; Boye, 2012) e a utilizagdo de agentes microbianos
com atividade inseticida contra larvas de mosquitos, nesse contexto, o Bacillus thuringiensis
Berliner 1911 tem se destacado em relagdo a sua especificidade e mecanismo de acdo (Costa et al.
2010; Sarmento et al. 2016; Fukruksa et al. 2017).

Bacillus thuringiensis ¢ uma bactéria entomopatogénica isolada mundialmente em solos,
animais mortos ¢ plantas, destaca-se devido a sua empregabilidade para a fabricagdo de inseticidas
biologicos, além de mais facil produgdo em larga escala (Hofte e Whiteley 1989; Polanczyk e Alves
2003; Galzer e Filho 2016; Liu et al. 2016). A efetividade desta bactéria ocorre, principalmente,
pela presenca de cristais protéicos produzidos durante a esporulagdo, os quais sao compostos por
proteinas denominadas Cry e Cyt, produzidas na forma de protoxinas (Hofte ¢ Whiteley 1989;
Alves 1998; Bravo e Soberén 2007; Frankenhuyzen 2013; Badran et al. 2016).

O mecanismo de acdo tem inicio apds o inseto ingerir os esporos e cristais da bactéria. Uma
vez no intestino, os cristais sao solubilizados devido ao pH alcalino e, por meio de enzimas
digestivas, as protoxinas sdo convertidas em toxinas ativas. ApoOs ativadas, as protoxinas ativas
ligam-se a receptores celulares especificos na borda do epitélio do intestino do inseto, criando
canais i0nicos e poros que acarretaram a lise celular, liberagdo de componentes celulares,
paralisacdo das fungdes digestivas, ruptura das membranas celulares e consequente morte do inseto
por sepse (Hofte e Whiteley 1989; Bravo et al. 2007; Copping € Menn, 2000; Zhang et al. 2016).

Bacillus thuringiensis subespécie israelensis ¢ uma bactéria com espectro de agcdo em
insetos pertencentes a ordem Diptera, com destaque principalmente das familias Culicidae e
Simuliidae Lacey, 2007; Boyce et al., 2013). Devido ao complexo mecanismo de acdo,
diferentemente de inseticidas quimicos, o potencial de desenvolvimento de resisténcia dos insetos
aos produtos a base de Bti ¢ reduzido, inclusive pela agdo sinérgica entre as toxinas. Dentre as
proteinas que compdem os cristais proteicos sintetizados por linhagens de Bti, destacam-se as
proteinas Cry4Ba, Cry4Aa, CrylOAa, CryllAa, CytlAa e Cyt2Ba, que agem sinergicamente
(Schnepf et al. 1998, Van Frankenhuyzen, 2009).

Microtomografia computadorizada de raio x
A microtomografia computadorizada (Micro CT) técnica para obtengdo de imagem
tridimensional do material destaca-se por fornecer informagdes detalhadas da morfologia do objeto

de estudo e por ser uma tecnologia nao destrutiva para amostra de estudos. Através do raio X ¢
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capaz de mapear o coeficiente de atenuacao das amostras, pois quando o feixe de fotons atravessa
uma amostra, sofre influéncia dos materiais que constituem a amostra e pelo espectro do feixe,
decorrente que nem todos os fotons atravessaram amostra, resultando na atenuagdo (Sena, 2015;
Lima, 2022)

A atenuagao ¢ medida por uma camera CCD (sigla em inglés para Dispositivo de Carga
Acoplada) que por meio de proje¢des de diferentes angulos e modelos matematicos pode inferir a
atenuacao da radiacdo em pixel, ou imagem em 3D. O coeficiente de atenuacdo ¢ representado em
escala de cinza, distribuidos entre elementos de pixel/voxel com maior ¢ menor atenuacao de
radiacdo (Jussiani, 2015). A micro-CT ¢ uma técnica utilizada em diversas areas, como
entomologia, entretanto, apesar dos danos mencionados causados pelo Ae. aegypti, poucos trabalhos
utilizaram esta tecnologia para explorar sua morfologia e outros parametros. Como a utilizagdo da
técnica para diferenciar os ovos de espécies do género Aedes spp. (Suman et al.2011; Faull.K.L;

Willians, C.R. 2016; De morais et al. 2019; Lima et al. 2023).

Espectrometria de fluorescéncia por reflexdo total

A espectrometria de fluorescéncia de raio X ¢ uma técnica onde por meio dela € possivel
conseguir dados sobre a composicao elementar da amostra, apds ela ser irradiada por particulas
aceleradas, por exemplo, protons, elétrons ou ions, particulas alfa, beta e gama, caracterizadas por
terem energias apropriadas e raio X. A irradiacdo, permite que a amostra emita raios X
caracteristicos dos elementos que constituem a amostra (Melo Junior, 2007).

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar os danos causados pelo uso de uma
nova formulacdo a base da linhagem BR 101 de Bti as larvas de Ae. aegypti detectado por

microtomografia computadorizada e o controle bioldgico do mosquito pela respectiva bactéria.

2. Material e métodos

2.1 Extragdo do DNA e Sequenciamento do Genoma

Para o sequenciamento do genoma total da bactéria, o DNA foi extraido das culturas
crescidas em 16 horas utilizando o kit Wizard Genomic Dna Purification (Promega), seguindo as
instrucoes do fabricante. O DNA purificado foi sequenciado a partir da plataforma Miseq (IITumina,
EUA) no modo paired-end por se tratar de fragmentos a partir de ambas as extremidades (Andrews,

2015).

2.2 Isolado de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)



86

A linhagem Bacillus thuringiensis BR101 faz parte de um banco de bactérias
entomopatogénica localizado no Laboratério de Genética e Taxonomia de Bactérias da
Universidade Estadual de Londrina. Essa linhagem foi cultivada em meio LB (Triptona 10 g/l,
extrato de levedura 5 g/l, NaCl 10 g/l, agar 15 g/l, pH 7.0), sendo incubados em estufa a 30° C no
periodo de 16 horas. Posteriormente, uma colonia foi inoculada com auxilio da alga de platina
esterilizada em 5 mL de meio LB e levadas para a agitacdo a 200 rpm, por 16 horas a 30°C para a

posterior extracdo do DNA (Alves, 2017).

2.3 Obtengdo de Aedes aegypti

Para a obtencdo das fémeas do mosquito foi mantida uma criacdo no Laboratorio de
Entomologia Geral e Médica da Universidade Estadual de Londrina. A criagdo teve inicio com ovos
de de. aegypti Rockefeller doados pela Fundagao Oswaldo Cruz-RJ (Fiocruz)

O papel filtro contendo ovos foi submerso em dgua destilada para a eclosdo das larvas que
foram alimentadas até atingirem o terceiro instar larval com ragdo de gato triturada e autoclavada

(Consoli and Lourengo 1994; Forattini, 2002).

2.4 Avaliagao preévia da mortalidade de larvas de Aedes aegypti por meio de diferentes lotes de
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis israelensis

A mortalidade de larvas de A. aegypti foi avaliada apds exposicdo a cinco formulados a base
de Bti BR101 que estdo sendo desenvolvidos numa cooperagdo entre a UEL, UFPR, o Instituto
Matogrossense do Algodao e a Cooperativa Mista de Desenvolvimento do Agronegocio
(COMDEAGRO/MT). Para tanto, foram utilizadas quatro larvas de terceiro instar de Aedes aegypti,
adicionadas em baldes de 10 litros de 4gua. Posteriormente, aos baldes foram adicionados 0.02
mg/10L dos formulados em p6 (T85E1, T85E2, T85E3 e T85E4) e 25mg/10L do formulado liquido
(T85ES) (Tabela 05). Cada lote foi avaliado em trés repeti¢des, totalizando 12 larvas por lote
(Figura 12). O experimento permaneceu em uma sala climatizada a 27° C por 24 horas. Apos
avaliagdo da mortalidade, os formulados que apresentaram melhor atividade entomopatogénica
foram avaliados quanto a contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e a presenca de
contaminantes. Para tanto, foram diluidos e semeados em placas contendo meio LB, seguindo-se a
contagem de colonias apds 24 e 48 horas (Figura 12).

Para a analise estatistica da mortalidade foram utilizados o Shapiro Wilk e Teste T no

programa estatistico R-Studio.
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Figura 13- Bioensaio de mortalidade das larvas de Aedes spp. apés exposicdo ao Bacillus thuringiensis
israelensis BR101. (A) Larvas de Aedes spp, (B) larvas adicionadas em baldes, (C) Adi¢ao de Bti e (D)
Bioensaio. Fonte: Da autora

2.5 Bioensaio da mortalidade das larvas de Aedes aegypti Rockfeller apos exposicdo a diferentes
formulagoes de Bacillus thuringiensis israelensis

Para a avaliacdo da mortalidade, foram utilizadas quinze larvas de terceiro instar de Aedes
aegypti Rockefeller por repeticdo, em seguida foram adicionadas em copos contendo 500 mL de
agua destilada. Posteriormente foi acrescentado 0.0015 mg/500 mL das formulacdes de Bti, sdao
elas: BR101 Lote T85E2 e Vectobac WG. Cada formulagdo continha cinco repeti¢des, totalizando
75 larvas por formulagdo e houve tratamento controle com apenas 4gua. O experimento permaneceu
em camara climatizada a 27° C e a avaliagdo ocorreu apos 24 e 48 horas (Figura 13). Apds 24
horas, as larvas mortas foram retiradas com auxilio de uma peneira e preparadas para a etapa

descritaem 2.7.

Figura 14- Bioensaio para determinagdo da taxa de mortalidade larval de Aedes aegypti ao Bti BR101 e
Vectobac WG- com larvas de terceiro instar, contendo cinco repeti¢des por tratamento. Fonte: Da autora.
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2.6 Espectrometria de fluorescéncia de raios X por reflexdo total

2.6.1 Disco de acrilico utilizado

Os discos de acrilico que foram utilizados para a analise da amostra de Bacillus
thuringiensis israelensis UEL e Vectobac sdo uma pastilha cilindrica com didmetro de 3 cm e
espessura de 3 mm fornecido pela empresa Bruker S.A (Atibaia, Brasil). Os discos contém uma
pelicula para protegé-los de contaminacdes, elas foram retiradas antes da deposicao da amostra.

As amostras de Bti foram mantidas refrigeradas a 8°C até o momento da sua utilizacao,
posteriormente foi retirado uma aliquota de 10 pl da amostra de Bti com auxilio de uma
micropipeta e ponteiras descartaveis, as amostras foram colocadas sobre o disco de acrilico que
possuem dois lados utilizaveis, uma das superficies contém uma marcagdo para diferenciar a
repeticdo, trés repeticdes foram utilizadas.

Apos a deposi¢do do Bti, foi adicionado 10 uL do padrao de galio com concentragcdo de 10
mg/L. Em seguida os discos de acrilico foram transferidos para o suporte adequado para a secagem
da amostra e armazenamento dela até a execu¢do da analise TXRF. Os suportes com os discos
foram realocados em uma estufa para a secagem com temperatura de 55°C por 35 minutos (Cleto,

2017).

2.6.2 Sistema de fluorescéncia de Raio X por reflexdo total (TXRF)

Visando obter analises quantitativas e qualitativas dos elementos presentes na amostra de Bti
BR101, foi utilizado o sistema de bancada S2 PICOFOX de Bruker S.A do Laboratorio de Fisica
Nuclear Aplicada (LFNA) DA Universidade Estadual de Londrina (UEL).

O tubo de raio X em linha reta possui poténcia de 30W. voltagem de 50 kV. Possui um
monocromador de Ni/C, 17,5 Kev com 80% de refletividade, seu detector ¢ de silico drift (si- Drift,
XFlash). O feixe que colide com a amostra possui um angulo < 0,1°.

Para a obtengdo dos espectros foi utilizado o software SPECTRA, responsavel por coletar
informagdes proveniente da eletronica e, por fim, gerar um espectro e energia para a analise. Com o
software pode-se alterar o tempo de irradiagdo na amostra, adicionar elementos identificados, entre
outros fatores. O software disponibiliza dados referentes a concentragdo de cada elemento, e
também disponibiliza valores referentes a background (contagem de fundo), desvio padrao (sigma)

ajuste do espectro médio (chi), e o limite minimo de detec¢ao (Cleto, 2017).

2.6.3 Medidas de fluorescéncia de raios X por reflexdo total
Uma hora antecedendo as analises o sistema foi ligado para a sua estabilizacao,

posteriormente foi calibrado e as amostras medidas com irradiacao de 200s. Os discos contendo as
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amostras foram rotacionados manualmente em cerca de 120° no suporte do sistema para a triplicata,

obtendo 600 s medidos por amostra (Cleto, 2017).

2.7. Microtomografia computadorizada de Raio X das larvas de Aedes aegypti Rockefeller apos
exposi¢do a diferentes formulagoes de Bacillus thuringiensis israelensis BR101
2.7.1. Preparo das amostras

Para a microtomografia computadorizada foi utilizada uma larva apos exposigdo a diferentes
tratamentos, sendo eles: Bti BR101, Vectobac WG e controle (larva morta no alcool 70%).
Posteriormente, as larvas mortas foram submersas por 20 horas em solucao Bouin composta por
acido picrico saturado, acido acético puro e 10% de solucdo de formaldeido. Apds este periodo, as
larvas foram expostas a uma diluicdo em série de etanol com inicio em 20% e incremento de 10%
até¢ atingir 100% de concentragdo, cada etapa de diluicdo teve duracdo de 30 minutos (Lima et al.
2023).

Sequentemente, as larvas foram transferidas para uma solugdo de iodo, agente de contraste,
diluido em etanol a 1%, onde ficaram submersas por 24 horas, finalizada a marcagdo, as larvas
foram lavadas em etanol para a retirada do excesso de iodo da amostra. Apds o preparo, as amostras

foram levadas para o microtomografo onde foram realizadas as medidas (Lima et al. 2023).

2.7.2 Microtomografia e analise

As medidas foram realizadas por meio do microtomografo de bancada SkyScan 1172,
pertencente ao Laboratério de Multiusudrio de Aplicagdes de Raio X da Universidade Estadual de
Londrina- UEL. Os parametros utilizados para as medidas foram: resolu¢do espacial de 3,00 um por
pixel, com 4000 x 2624 pixels em cada proje¢do; tensdo e corrente aplicadas de 44kV e 226 pA, o
tempo de exposicdo foi definido em 950 ms, além disso, foram registrados 3 frames para cada
projecdo e a amostra ¢ rotacionada a 360° com passo angular de 0.25°. A medida de cada amostra

teve duragdo de 18 minutos (Lima et al. 2023).

2.7.3 Software NRecon

Para a reconstru¢do das imagens dimensionais obtidas em imagens tridimensionais foi
utilizado o software NRecon, dessa forma foram selecionados parametros de reconstrugdo a fim de
diminuir os efeitos imagéticos produzidos no decorrer da medida, os pardmetros utilizados foram:
Smoothing para amenizar o ruido da imagem, corre¢do de Ring Artifact ¢ de Beam Heardening. A

correcdo de Ring para o tratamento de anéis concéntricos nas imagens que acontece por causa da
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medicao diferente de cada detector na camera CCD, ja Beam ¢ responsavel pelo tratamento da
maior absor¢do de fotons menos energéticos pelas extremidades da amostra. Posteriormente, foram

utilizados software para o tratamento, manipula¢do, analise e registro da imagem (Lima et al. 2023).

3. Resultados
3.1 Sequenciamento do Genoma da linhagem BR101

Ao todo, foram identificadas oito proteinas com funcdo biopesticida, as quais foram
divididas em trés classes estruturais, sendo quatro proteinas da classe Cry (Cry4Aa, Cry4Ba,
Cryl0Aa e Cryl1Aa), duas da classe Cyt (CytlAa e Cyt2Ba), e duas da classe Mpp (Mpp60Aa e
Mpp60Ba), as quais sdo similares as proteinas Cry e, provavelmente, também apresentam acao

sobre larvas de mosquitos.

3.2 Avaliagdo prévia da mortalidade de larvas de Aedes aegypti por meio de bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis israelensis em diferentes formulagoes

Para avaliar se houve diferengas significativas na mortalidade em 24 e 48 horas entre
lotes foi utilizado Shapiro Wilk e Teste —T em nivel de significancia 0,05. Foi constatado que ndo
houve diferengas em relagao a mortalidade pelo p-valor correspondendo a 0.1447 ser maior que o
nivel de variancia. A média estimada de mortalidade para os lotes em 24 e 48 horas foi de 38 ¢
75%, respectivamente, embora haja uma diferenca aparente nas médias, o intervalo de confianga de
95% inclui o zero, indicando que a ndo ha diferenca estatisticamente significativa (Figura 14).
Todos os lotes apresentaram potencialidade na mortalidade das larvas de Aedes, com destaque ao
lote T8SE2 e T85E4, contudo, o lote T8ES (formulagdo liquida) obteve a menor taxa de

mortalidade.

120

120
m24H wm48H

100 1=

o

100
2 80

80

a a 60

60 a

40

a
a
I 20
20 a a
., 1L 11 Bl am 0
T85E1 T85E2 TS85E3 T85E4 TB8SES Controle
Lotes m24H B48H

40

Taxa de mortalidade (%)
Média da Mortalidade (%)

Tempo de avaliagdo

Figura 15- Mortalidade e médias percentuais das larvas de Aedes spp. apos exposi¢do a diferentes lotes de
Bacillus thuringiensis israelensis (a) Comparacdo da mortalidade larval de Aedes spp. apds exposicdo a
Bacillus thuringiensis israelensis em diferentes formula¢des. *De acordo com Shapiro Wilk e Teste T os
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lotes ndo diferiram significativamente em relagdo a mortalidade a 24 e¢ 48 horas (representado por letras
iguais). P-valor corresponde a 0.1447 presente na figura.

A contagem de unidades formadoras de esporos foi determinada por cinco lotes diferentes
de Bti BR101, os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 05. Os valores de UFC
apresentados mostram que o lote T85ES obteve uma maior concentragdo de UFC com 3,0+ 1,0. 108,

enquanto, o lote T85E4 possuiu a menor concentragdo de esporos 1,17 = 1,3. 108,

Tabela 5- Concentragdo da Unidade Formadora de Colonias em formulado em p6 (T85E1, T85E2, T85E3 e
T85E4) e formulagao liquida (T85ES).

Lote UFC/g +CV

TS5E1 1,8+ 0,45 . 10°
T85E2 2,2+ 0,84 . 10°
T85E3 2,4+ 0,89 . 108
T85E4 1,L17+1,3.108
T85ES 3,06 1,0 . 108

3.3. Bioensaio da mortalidade das larvas de Aedes aegypti Rockfeller apos exposi¢do a diferentes
formulagoes de Bacillus thuringiensis israelensis

A média de mortalidade das larvas com Vectobac WG e Bti BR101 ap6s 24 horas foi de 100
e 75% respectivamente, como demonstra na figura 15, em 48 horas, ambas alcangaram 100% de
mortalidade. Ao analisar as diferencas significativas entre as médias de mortalidade das larvas apo6s
serem expostas aos tratamentos por meio do teste de Wilcoxon a 0,05 foi constatado que nao houve
diferencas significativas entre o Bti BR101 e Vectobac em 24 horas, assim como nos tempos de

exposi¢ao avaliados, devido ao p-valor (<0.05) 0.05791, ou seja, maior que o nivel de significancia.
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Figura 16- Mortalidade média das larvas de Aedes aegypti apds exposi¢ao ao Bti BR101 e Vectobac WG.
(a) Mortalidade das larvas de Aedes aegypti apds 24 e 48 de exposicdo ao Bti BR101 e a Vectobac Wg. (b)
Média percentual da mortalidade das repeti¢des nos tratamentos. *De acordo com Teste Wilcoxon os
tratamentos ndo diferiram significativamente (representado por letras iguais) em relagdo a mortalidade a 24 ¢
48 horas. P-valor corresponde a 0.05791.

3.4. Espectrometria de fluorescéncia por reflexdo total de raio x de Bacillus thuringiensis
israelensis BR101 e comercial

A figura 16 ilustra o espectro da amostra de Bti BR101 e Vectobac WG analisadas por meio
de TXRF, sendo a abcissa como a energia caracteristica de cada elemento e na ordenada a

quantidade de pulsos eletronicos.

Desta relacao foi calculada a concentracdo de cada elemento medido determinadas pelo pico
na area de Galio, resultando nos seguintes elementos: Al, Si, P, S, CI, K, Ca, Ti, Mn, Fe, Zn, Rb, Sr
como demonstra na figura. Entretanto, no Bti-UEL foi registrado maior quantidade de elementos

quimicos e em sua maioria, em maior concentracao que o Bti Vectobac (Tabela 6).



93

Figura 17- Espectro da amostra de Bacillus thuringiensis israelensis BR101(a) e Vectobac WG (b) apos
espectrometria de fluorescéncia de raio x por reflexao total

Tabela 6- Elementos medidos por espectrometria de fluorescéncia de raio x por reflexdo total em amostras
de Bacillus thuringiensis israelensis- BR101 ¢ Vectobac WG com suas respectivas concentragdes em mg/L.

Elementos Bti BR101* Vectobac*
Al 37,12 £3,27 -
Si 80,66 + 10,83 -
P 2.85+0,14 14,51 1,65
S 1,10+ 0,03 145,01 + 25,63
Cl 2,24+ 0,07 7,766 + 8,33
K 257,55+ 19,09 26,21 £5.34
Ca 1,79 + 0,14 10,44 + 1,77
Ti 1,18 £10,38 -
Mn 0,02 + 0,02 0,53 +0,10
Fe 1.85+0,05 0,58 £ 0,006
Zn 0,23 +£0,01. 0,232 + 0,05
Rb 0,13 +0,05 -

* Média da concentragdo dos elementos (mg/1) + Desvio Padrao
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3.5 Microtomografia computadorizada de Raio X das larvas de Aedes aegypti Rockefeller apos

exposi¢do a diferentes formulagoes de Bacillus thuringiensis israelensis.

As imagens obtidas por meio da micro-CT revelaram as estruturas internas, externas € os
tagmas (cabeca, torax e abdome), e forneceram detalhes do cérebro, faringe, proventriculo, ceco
gastrico, reto e abertura anal, pode-se também observar a membrana peritrofica e o epitélio do trato
digestivo. Acrescenta-se ainda a presenc¢a das glandulas salivares e discos imaginais da perna.

ApoOs a exposicao das larvas ao Bti BR101 e Vectobac WG as larvas ficaram menos ativas,
com as primeiras mortes registradas depois de trés horas da adicao do Bti. Ao comparar a larva
controle (Fig 17 a) com as demais (Fig 17 b,c) pode-se observar a deformacao gradativa de suas
estruturas internas, assim como a presenca de espagos vazios entre a cuticula e a epiderme das
estruturas internas, consequéncia da ruptura das membranas. Acrescenta-se ainda, danos severos ao

epitélio do intestino médio apds a exposicao.



95

E.im.a

Abdome

A.p.im

N
g
S
<
S
<

Mus.

& Vo— E.imd

Figura 18- Imagens da microtomografia computadorizada de raio X das larvas de terceiro instar de Aedes
aegypti Rockefeller. (A) larva controle, (B) larva apds 24 horas de exposi¢do ao Bti BR101, (C) larva apos
24 horas de exposi¢do ao Bti comercial (Vectobac WG). -8 segmentos abdominais, Far faringe, Cer
cérebro, G/ glandulas salivares, Pv Card proventriculo cardiaco, Cg ceco gastrico, Mp membrana peritrofica,
Eima epitélio do intestino médio anterior, Dip discos imaginais da perna, Ev espaco vazio, Eimd epitélio do
intestino médio danificado, Cut cuticula,7m tubulos de malpighi, Ret reto, Apim abertura do epitélio do
intestino médio, Mus musculos. Escala: 500 micrometros.
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4. Discussao

Os resultados apresentados relacionados a utilizagdo do B. thuringiensis israelensis
corroboram com a eficiéncia deste microrganismo no controle de Ae. aegypti, o presente estudo
demonstrou que o Bti BR 101 que esta sendo desenvolvido em cooperagdo com as empreses ja
mencionadas nao se diferiu em relagdo a mortalidade que causou as larvas em relagdo a formulacao
comercial Vectobac WG, produto este com custo alto e importado. Dessa forma o Bti BR101 que
estd sendo desenvolvido no Brasil tem se demostrado promissor. Acrescenta-se ainda, que
conforme Ward (1984) para o desenvolvimento de novas formula¢des deve-se considerar alguns
aspectos como o habito do inseto-alvo e caracteristicas do ambiente, adicionalmente, a utilizagao de
formulagdes permite o acréscimo de adjuvantes inertes para melhorar suas caracteristicas,
entretanto, segundo o autor, pode ocorrer uma interacdo negativa entre o entomopatdgeno e
moléculas surfactantes e 6leos, ocasionando diferentes resultados como demonstrado neste estudo.

A literatura afirma que a producdo de bactéria entomopatogé€nica varia em relagdo a
toxicidade resultando em pequenas diferengas em pardmetros como temperatura, oxigénio, pH e
perdas de cristais durante a recuperagdo da biomassa concentrada (Couch 2000; Skovmand et al.
2000). Ainda, de acordo com Skomand et al. (2000) nem sempre hd uma relacdo entre a
concentracao de esporos e a quantidade de cristais toxicos produzidos na esporulacdo. Os resultados
corroboram com as afirmagdes do autor, vide tabela 06 relacionado com a concentracao de esporos
e a taxa de mortalidade no presente trabalho.

Lea et al. (2023) ao avaliarem a a¢do inseticida da mesma cepa utilizada neste estudo em
comparacao com o Vectobac comercial contra simulideos, constataram que o Bti BR101 causou
mortalidade de 50,6% e 64,2% na concentracao de 50 e 60 mg/L, respectivamente, nao se diferindo
significativamente do Bti comercial. Bocaleti (2020) ao avaliar a formula¢do em comprimido e em
granulo dispersivel da cepa Brl4, constatou que também nao houve diferencas significativas entre
BioUel-C e formulagdes comerciais, como Vectobac WDG e dengueTech, com mortalidade de
82.6, 91.5 e 86.9%, respectivamente. Os resultados apresentados no presente estudo estdo em
concordancia com as afirmagdes dos autores em relacdo ao Bti BR ndo se diferenciar do Bti
comercial.

Zequi et al. (2011) avaliaram o controle de Culex quinquefasciatus (Wiedmann,1828) e Ae.
aegypti através de diferentes formulados: Aquabac, Teknar, Vectobac As (formulagdes liquidas) e,
Vectobac WDG, Vectobac T e Bti BR101 (s6lidos), evidenciaram que apesar de Vectobac WDG e
T ocasionarem uma mortalidade maior a 25°C +2 com CL50 de 0.10 mg/L, se considerar a UTI

(175 UTI/mg), o Bti BR 101 apresentou melhores resultados.
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A respeito da andlise elementar a fim de obter os elementos quimicos e as respectivas
concentragdes deles em Bti 101 e Bti-comercial (Vectobac), foi observado que o Bti BR 101 obteve
uma quantidade de elementos superior, contudo a maioria dos elementos presentes no Bti-comercial
(Vectobac) possui uma concentracdo maior comparando com o Bti BR 101.

Os elementos quimicos desempenham papel importante na funcionalidade do Bti, como o
potassio na produgdo da toxina pelo Bti. fons como Ca, Mg e Mn, sio essenciais para a esporulagio
e formacdo da d-endotoxina, o Ca por exemplo tem a fun¢do de manutencao da estabilidade térmica
dos esporos e estimulacdo deles. O Mg ¢ responsavel pelo crescimento, esporulacdo e sintese
proteica cristalina, por fim o Mn influéncia na alta produgdo dos esporos, co- regulador do
metabolismo secundario e diferenciacdo de Bacillus, contudo, vale salientar que em altas
concentragdes dos respectivos ions, acarretam a toxicidade ao crescimento e inibicdo da formagao
dos cristais proteicos (Ozcengiz et al. 1990; I¢gen et al. 2002; El-Bendary, 2006; Hoever, 2016).
Ambos os elementos quimicos citados foram medidos na espectrometria de fluorescéncia no
presente trabalho, corroborando com estudos anteriores.

A inhA 2, gene identificado em Bti, codifica uma metaloprotease que possui um dominio
que se liga a zinco, possuindo um papel fundamental na viruléncia quando o hospedeiro ¢ infectado
via oral (Fedilha ef al. 2002). De acordo com dados encontrados no presente trabalho, o zinco foi
medido em ambos Btis em concentracao similar, colaborando com as afirmagdes de Fedilha (2002)

Considerando a mortalidade das larvas pelo Bti BR101 e Vectobac WG demonstradas no
presente estudo, foi realizada a microtomografia computadorizada de raio X, pois a utilizacdo de
imagens tridimensionais das larvas de de. aegypti obtidas permitem a observagao de estruturas com
mais clareza, descritos anteriormente para Culicidae por Snodgrass (1959) e Christophers (1960),
ademais, esta técnica demonstra-se muito superior em relagdo a qualidade das imagens obtidas por
outras técnicas como a Optical Coherence Tomography, utilizada recentemente para a descri¢do dos
mosquitos (Ravichandran, 2017). Destaca-se ainda, que ha apenas um estudo que utiliza esta
técnica para verificar a influéncia do patdégeno sobre os mosquitos, o presente estudo em questdo,
diferencia-se, pois, utilizamos uma linhagem de Bti diferente e pela utilizacdo do Bti comercial
(Vectobac WQG).

Como afirmado, afirmado anteriormente, as toxinas Cry e Cyt produzidos durante a
esporulagdo possuem fungao inseticida, as toxinas Cyt atuam diretamente nos lipideos presentes na
membrana, afetando na permeabilidade dela, ja a Cry cria poros apds se ligarem ao receptor
levando a morte por sepse.

Nas imagens obtidas, notou-se uma deterioragdo das células epiteliais apos exposicdo as

toxinas, conforme previamente documentado (Clark, T. M. et al. 2005; Silva, V. C. et al. 2008;
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Lavarias, S. 2017). Observou-se também a presenca de espacos vazios entre as membranas
celulares, destacando essa caracteristica de maneira mais evidente na larva exposta ao Vectobac
WG. Adicionalmente, foram indicadas deformagdes no intestino médio, induzindo ao choque
osmotico, acumulo de agua e consequente lise celular, situacdes também corroboradas por Alba-
Tercedor e Vilchez, S. (2023).

Adicionalmente, a degradagdo da membrana intestinal ¢ atribuida a liberacdo gradativa de
sucos gastricos alcalinos diretamente na hemolinfa. Dessa forma, altera o pH alcalino, impactando o
funcionamento do sistema nervoso, especialmente os movimentos da larva que enfrenta
dificuldades para retornar a superficie da dgua a fim de realizar trocas gasosas pelo sifao. Essa
condi¢do foi previamente discutida por Cerstiaens (2001) e as conclusdes desses estudos sao
corroboradas pelas imagens tridimensionais obtidas por microtomografia computadorizada no

presente estudo.

5. Consideracoes Finais

® O Bacillus thuringiensis israelensis BR101 demonstrou ser efetivo como agente de controle
biologico de Ae. aegypti como o Bti comercial (Vectobac WGQG), servindo como uma
estratégia amigavel ambiente em compara¢do com os inseticidas quimicos, ademais, uma

alternativa estavel para futura disposicao ao uso pela populagdo.

e A microtomografia computadorizada de raio X revelou-se uma ferramenta inovadora para
adquirir imagens tridimensionais das larvas, tanto antes quanto apds a exposi¢ao a diversas
formulacgdes do Bti. Isso viabilizou a observacdo detalhada de estruturas e 6rgaos internos,

permitindo a avaliagdo dos danos causados.

e A espectrometria de fluorescéncia de raio X aplicada as diversas formulagdes do Bti
forneceu informagdes cruciais sobre a composicdo do mesmo, sendo fundamental para

comparagdes entre elas
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