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RESUMO

A malaria € uma doencga infecciosa causada por protozoarios do género
Plasmodium. Ela é transmitida pela picada da fémea de Anopheles darlingi, o
principal vetor da doenga na Amazébnia. Por ser o principal vetor na regiéo,
muitos estudos sobre a ecologia e comportamento tém sido realizados. No
entanto, ha poucos estudos sobre as condi¢gdes de criagdo de imaturos e
adultos. A alimentag&o para larvas de mosquito em laboratério é algo que ja
vem sendo estudado e que é muito importante quando se tem a intengao de
criar esses insetos, pois a nutricdo larval interfere diretamente no adulto. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes alimentos na biologia larval
e também da concentracdo e fonte de carboidratos para adultos de Anopheles
darlingi. As larvas de primeiro estadio foram separadas em bacias contendo um
litro de agua e foram alimentadas diariamente de acordo com o estadio larval.
O tempo de desenvolvimento larval foi estimado como o tempo necessario para
50% das larvas atingirem o ultimo estadio larval. A taxa de pupacéao foi obtida
dividindo-se o numero de pupas pelo numero de larvas L4 vivas e a taxa de
emersao foi obtida pela razédo entre o numero de adultos e o numero de pupas.
Os adultos foram alimentados com diferentes solugbes acucaradas, mel 10%,
sacarose 10% e melado de cana 10%. Todos os dias era trocado os algoddes
umedecidos e foi acompanhada a longevidade dos mosquitos. Verificou-se que
as larvas de mosquito alimentadas com ragdo de peixe tiveram um
desenvolvimento mais rapido em relacdo as demais comidas. A média de
producdo de pupas diarias foi significativamente maior nos tratamentos
utilizando comida de peixe do que as demais. O numero de adultos total foi
maior nas larvas criadas com comida de peixe. Em relacdo aos adultos
oriundos de larvas alimentadas com diferentes alimentos constatou-se que o
mel 10% prolongou o tempo de vida desses mosquitos, independente da
alimentacao das larvas. Com isso, verificou-se que o tratamento com racao de
peixe e mel 10% foi melhor do que os demais tratamentos.

Palavras chave: Malaria, Alimentacao larval, Anopheles darlingi



ABSTRACT

Malaria is an infectious disease caused by protozoa of the genus Plasmodium.
It is transmitted by the bite of the female Anopheles darlingi, the main vector of
the disease in the Amazon. As the main vector in the region, many studies have
been performed to control this vector and mainly in an attempt to colonize this
mosquito. Power to mosquito larvae in the laboratory is something that is
already being studied and that is very important when it intends to create these
insects because the larval nutrition will directly interfere in adults. In the quest to
improve the creation of Anopheles darlingi was performed tests with different
diets: TetraMin Tropical Flakes, Royal Canin Canine Hepatic, Nutricon Pet and
macap6. Larvae were divided into bowls containing 1 liter of water and were fed
daily according to larval stage. After the emergence of adults, separate copies
of all treatments for food with different sugar solutions, honey, 10%, 10%
sucrose and 10% molasses. Every day was exchanged moistened cotton and
was accompanied longevity of mosquitoes. It was found that mosquito larvae
fed with fish feed had a more rapid development when compared with other
foods, for the adults from larvae fed different foods it was found that 10% honey
prolonged the life span of these insects. As a result, it was found that treatment
with fish feed and 10% honey was better than the other treatments.

Keywords: Malaria, Larval feeding, Anopheles darlingi.
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1 INTRODUGAO

1.1 CULICIDEOS

Os mosquitos, pernilongos ou carapanas sao insetos da ordem Diptera e
da familia Culicidae. Essa familia se divide em trés subfamilias: Toxorhynchitinae,
Anophelinae e Culicinae. As familias Anophelinae e Culicinae possuem espécies
de importancia médica (CARRERA, 1991), sendo assim, tém atraido a atengao da
saude publica por estarem envolvidos na transmissdo de multiplas infeccbes ao
homem e aos animais domésticos. Acresce-se que, em situagdes frequentes,

atuam como insetos particular e persistentemente irritantes (FORATTINI, 2002).

A distribuicdo desses insetos € mundial, sendo encontrados entre altitudes
acima de 5.500 m a 1.250 m abaixo do nivel do mar. A auséncia é notada
somente na Antartida e em algumas ilhas. Estdo presentes em habitats florestais,
rurais e urbanos (MARCONDES, 2001).

Os insetos da ordem Diptera sao alados, possuem pernas e antenas e na
maioria das espécies as fémeas sao hematéfagas. Durante o desenvolvimento
larval vivem em ambiente aquatico até a emergéncia dos adultos (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) (Figura 1).

Figura 1. Estagios do ciclo de vida dos mosquitos. A) ovo; b) larva; c) pupa e d) adulto.

Foto: Alyne Dias



A fase larvaria com quatro estadios e a fase de pupa sdo essencialmente
aquaticas e possuem grande mobilidade. Quando adultos, medem em geral
menos de um centimetro de envergadura, apresentam corpo delgado e pernas
longas. As fémeas apos serem fecundadas, o que ocorre geralmente uma unica
vez, iniciam um ciclo que € mantido durante o resto de sua vida entre a obtengéo
do repasto sanguineo e a oviposicdo em ambientes aquaticos. O metabolismo
energético da grande maioria dos mosquitos adultos, machos e fémeas, depende
da ingestdo de carboidratos, normalmente provenientes de seivas de flores e
frutos, enquanto o repasto sanguineo das fémeas esta relacionado

primordialmente com o desenvolvimento dos ovos (FORATTINI, 2002).

A demonstracdo do papel dos mosquitos na transmissédo de doencgas, entre
elas a malaria coube a Ronald Ross em 1897, que mostrou a transmissao de
malaria aviaria por mosquitos do género Aedes. Grassi, em 1898, mostrou que a
malaria humana era transmitida por mosquitos do género Anopheles (REY, 2006).
Desde entdo, o numero de estudos e pesquisas sobre esses dipteros tém
aumentado consideravelmente. Devido a busca de informacbes, puderam-se
relacionar esses insetos a ocorréncia de diversos problemas de saude publica,
em especial, no que concerne a malaria, arboviroses e filarioses (FORATTINI,
2002).

Ha mais de 400 espécies de anofelinos distribuidas pelo mundo, mas
apenas 30 a 50 sdo capazes de transmitir os plasmddios humanos. Varias
espécies apresentam importancia local como vetores primarios e secundarios
(CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002) (Figura 2).



Figura 2: Distribuigdo de anofelinos no mundo.
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Fonte: Sinka, 2012.

Uma das principais espécies transmissoras encontradas na regiao
Amazdnica Brasileira € o mosquito Anopheles darlingi, sendo considerado o vetor
primario da malaria (GIL, 2003). Em altas densidades, o Anopheles deaneorum,
tem sua importancia epidemioldgica, tornando-se um dos vetores secundarios da
malaria, devido a sua suscetibilidade aos plasmoédios humanos (KLEIN et al.,
1991a; 1991b).

Estudos feitos por Deane e colaboradores em 1949, mostraram o quanto o
An. darlingi € antropofilico, mesmo em condigdes onde ha outras fontes de
repasto, enquanto que outros anofelinos, como o An. aquasalis podem optar por
outras fontes, somente optando pelo sangue humano quando ndo encontra outro

animal.

As larvas desses anofelinos s&o encontradas em criadouros de terra firme,
em cole¢des grandes de aguas profundas e limpidas e com vegetacao superficial,
bem expostas a luz solar ou parcialmente sombreada. Em trabalho realizado por
Deane (1948), foram encontradas em Porto Velho larvas de An. darlingi em

barreiros ensolarados e em pequenas lagoas na estagcdo chuvosa, enquanto que
9



na estacdo seca estas larvas estavam restritas aos igarapés, ou seja, as larvas
necessitam de um equilibrio nas condi¢des fisicas e quimicas dos criadouros, por

isso a diversidade nos tipos de criadouros da espécie. (Figura 3)

Figura 3: Criadouro de anofelinos em Porto Velho, RO

Foto: Carla Zanin

Geralmente, as larvas de An. darlingi ficam longe das margens quando
encontradas em criadouros fundos e largos, em torno de vegetacdo e detritos
flutuantes (DEANE, 1948) e, geralmente, se alimentam de microrganismos
presentes em seu habitat como algas, fungos, bactérias, protozoarios e detritos
organicos de origem animal ou vegetal. Por ficarem na superficie da agua, as
larvas de anofelinos estdo adaptadas a alimentacdo nessa camada superficial
denominada de bacterionéustica (CLEMENTS, 1992; FORATTINI, 2002).

1.2 ALIMENTAGAO E NUTRIGAO DE INSETOS

Os seres vivos, no geral, sao reflexo daquilo que consomem para sua
sobrevivéncia, ou seja, a qualidade do alimento assim como os nutrientes
essenciais tem sua importancia para os organismos. Muitos aspectos da biologia
de insetos, como o comportamento, a fisiologia e a ecologia estdo inseridos
dentro de um contexto nutricional. A quantidade e a qualidade, assim como os

nutrientes presentes no alimento, afetam a biologia dos insetos, alterando ou ndo
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a sua capacidade reprodutiva para a proxima geracédo (PANIZZ| E PARRA, 1991)
e, embora, a nutricdo de insetos possa ser definida de diferentes formas, House
(1969) considera que pode ser enfocada considerando a conversao do alimento
em performance do inseto, sendo mensurado pelo crescimento, desenvolvimento,

sobrevivéncia, reproducao e outras fungdes vitais.

Segundo House (1969), o requerimento nutricional qualitativo dos insetos &
bastante similar e uma vez que todos os nutrientes essenciais estejam presentes,
suas propor¢cdes no alimento contribuem mais do que a quantidade absoluta
presente.

De forma geral, dentre os diversos componentes nutricionais necessarios
para os insetos, estdo os aminoacidos: arginina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina, diversas vitaminas,
RNA. A deficiéncia de acidos graxos é mais aparente apos consideravel
crescimento. Além disso, quantias razoaveis de potassio, fosfato e magnésio s&o
requeridas por todos insetos, enquanto, pouco calcio, sédio e cloreto sao
necessarios. Tragcos de metais como: ferro, zinco, manganés e cobre sao

essenciais para varias espécies (DADD, 1973).

Nas décadas de 30 e 40, comegaram a ser utilizadas dietas sintéticas e
alguns testes foram feitos para larvas criadas em laboratoério. Em um dos testes
realizados foi utilizado acido araquidénico e acidos poliinsaturados, cuja adigao
levou ao aumento da viabilidade dos adultos (CLEMENTS,1992).

Em trabalho realizado com besouros do género Tribolium e Ptinus,
Fraenkel & Blewett, (1943) demonstraram como essenciais para o
desenvolvimento e crescimento desses insetos algumas vitaminas do complexo B

que sao aneurina, riboflavina, acido nicotinico, e pantoténico e piridoxina.

Em testes com larvas de Musca vicina, Silverman e Levinson (1954)
observaram que o sitosterol encontrado na dieta de farelo de trigo tem papel
importante no crescimento e na pupacdo dessas larvas, assim como na
prevencdo a infecgdes bacterianas. Eles notaram também que a temperatura

constante acelerava o crescimento e a pupagéo.
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A nutricdo de insetos também tem sido explorada dentro de um universo
multivariado incluindo seu efeito na variagado fenotipica do tamanho (CHOW e
GASTON, 2010) e fun¢des do sistema imune constitutiva e induzivel (PONTON et
al. 2013).

1.3 ALIMENTAGAO E NUTRIGAO DE IMATUROS

De forma geral, grande parte do conhecimento referente as necessidades
nutricionais de mosquitos, sobretudo de imaturos, foi desenvolvido nas décadas
de 50 e 70 (GOLBERG et al., 1944; GOLBERG e MEILLON, 1948a; GOLBERG e
MEILLON, 1948b, SINGH e BROWN, 1957; AKOV, 1962), quando se relatou que
larvas de Ae. aegypti podiam ser criadas em dietas quimicamente definidas. Uma
das dietas incluia uma mistura de glicose, sais, lipideos, RNA, 17 aminoacidos,
glutationa e 12 vitaminas. Dentre os componentes, e.g., valina, leucina,
isoleucina, fenilalanina, histidina, arginina, triptofano, treonina, metionina e lisina

eram essenciais para pupagao (SINGH e BROWN, 1957).

Golberg e Meillon (1948a) relataram que em dietas artificiais que nao
continham proteinas ou aminoacidos, mas continham os demais ingredientes, as
larvas de Ae. aegypti nao conseguiam atingir o 2° estagio e que 1% de caseinato
de sodio eram suficientes para nutrir larvas e manter o meio de criagdo adequado,

similar ao observado por Akov (1962) utilizando caseina sdlida.

Em outro trabalho, Golberg e Meillon (1948b) relataram que dietas livres de
lipideos ndo afetaram o crescimento e sobrevivéncia de Ae. aegypti, mas que
levavam a producdo de poucas pupas, o que podia ser revertido com a adi¢cdo de
colesterol ou lecitina. Moribayashi et al., (2004) relataram que a presencga do
acido eicosapentandico era essencial para a pupacgao de Anopheles sargentii.

Diversas vitaminas, e.g., tiamina, riboflavina, &cido nicotinico, acido
pantoténico e biotina s&o essenciais para o crescimento larval de Ae. aegypti para
se atingir o quarto estadio (GOLBERG et al., 1944; TRAGER, 1948), sendo que
algumas como acido félico e piridoxina sdo essenciais também para a pupacéo.

Relatos mais especificos feitos por Akov e Guggennheim (1963) ressaltam que a

12



falta de tiamina aumenta muito a mortalidade de pupas e causa emergéncia
incompleta dos adultos; a falta de riboflavina leva a mortalidade larval e a de
pantotenato de calcio retarda o desenvolvimento larval. Por outro lado, os adultos
dessa espécie ndo apresentaram requerimentos vitaminicos (Singh e Brown,
1957).

Estudos sobre a nutricdo de anofelinos utilizando dietas com composicéo
quimica definida n&o foram encontrados. Coluzzi (1964) relatou que a
padronizacdo do alimento € um dos aspectos mais dificeis na criagdo de
anofelinos, dada a falta de informacdes sobre os requerimentos nutricionais dos
anofelinos e dessa forma o uso de dietas desenvolvidas para outros animais é
bastante utilizado. Kivuyo et al., (2014), mostraram que a dieta alimentar tem
grande impacto na sobrevivéncia, na pupag¢ao e no sexo dos adultos emergentes
de Anopheles gambiae e destacou que a qualidade nutricional e a disponibilidade

s&0 essenciais para uma boa manutengao da coldnia.

Apesar disso, o uso de misturas de diferentes itens alimentares (e.g.,
BURALLI e BERGO, 1988; BERGO et al., 1990, DAMIENS et al., 2012) ou
mesmo ragdes animais (GAHAN e SMITH, 1964; KIVUYO et al., 2014) para a
alimentar imaturos de anofelinos ndo permite a comparacgao precisa entre o valor
nutricional ou de ingredientes especificos mesmo em trabalhos com foco na

nutrigdo.

Buralli e Bergo (1988) na tentativa de colonizar An. darlingi utilizaram
partes iguais de farinha de milho, ragao para aves de corte, ragdo para passaros e
fermento para biscoito de polvilho e fermento Fleischmann na criagdo de
imaturos. Bergo et al., (1990) relataram que uma dieta composta por uma parte de
farinha de peixe, duas de pao torrado moido e duas partes de gérmen de trigo
propiciaram bom desenvolvimento de An. darlingi, além de uma mortalidade larval
muito baixa. Mais recentemente, Moreno et al., (2014) utilizaram, com bons
resultados, uma mistura de farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de soja,
farinha de maca, amido de milho e fuba para essa espécie e Villarreal-Trevifio
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(2015) obtiveram sucesso na colonizagdo de An. darlingi utilizando ragao de

roedores contendo 23% de proteina, 4,5% de gordura e 6,0% de fibras.
1.4 ALIMENTAGAO E NUTRICAO DE MOSQUITOS ADULTOS

Os agucares sao o alimento basico dos mosquitos adultos, sendo a unica
fonte para os machos, além de ser comum para fémeas. Os agucares naturais
utilizados pelos mosquitos incluem a glicose, frutose, sacarose, maltose e
melizitose que sdo ingeridos poucas horas apos sua emergéncia e em regides
temperadas e subtropicais, diversas espécies ingerem agucares a cada dois a
cinco dias. Além disso, em condi¢cdes de campo € provavel que adultos que néo

se alimentam raramente se reproduzam (FOSTER, 1995).

A alimentacdo agucarada tem diversos efeitos na biologia geral e
reprodutiva dos mosquitos, sendo que a associagdo entre a alimentacao
sanguinea e acgucarada pode estender sua longevidade (GARY e FOSTER,
2001). Muitas fémeas utilizam a alimentagdo agucarada antes do repasto
sanguineo e em fémeas de pequeno tamanho o agucar € necessario para
ultrapassar o estagio dois do desenvolvimento previtelogénico, além de aumentar
0 numero de ovos supostamente por aumentar as reservas energéticas
disponiveis (FOSTER, 1995)

Gu et al., (2011) encontraram maiores populacgdes, taxas de sobrevivéncia,
menor tempo para o ciclo gonotrofico para Anopheles sargentii em locais com rica
disponibilidade de fontes naturais de acucar. Além disso, a capacidade vetorial
estimada era 250 vezes maior que em ambientes pobres em fontes agucaradas.

A associagao entre a alimentagdo acucarada e o alimentagdo sanguinea
também pode aumentar a capacidade de melanizar beads inoculadas em
Anopheles stephensi (KOELLA e SORENSEN, 2002) ou diminuir os numero de
oocistos de Plasmodium yoelii em Anopheles stephensi (LAMBRECHS et al.
2006).

Por outro lado, o papel da qualidade das fontes de agucares na biologia de
mosquitos parece pouco explorada em campo ou laboratério. Dietas agucaradas
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para adultos com concentragdes variando de 0,5 a 1%, embora possam aumentar
a longevidade parecem criar um déficit energético crescente (FOSTER, 1995).
Além disso, pode a concentragdo tem efeitos bioldgicos diversos como

mencionado acima.

Apesar de poucos dados sobre a importancia da composigcao qualitativa de
diferentes fontes agucaradas ja foi relatado que a adicdo de aminoacidos,
presentes no néctar e outros alimentos agcucarados como mel e melado, podem
aumentar a sobrevivéncia geral de Culex quinquefasciatus (VRZAL et al., 2010).
Além disso, o mel de diferentes fontes florais, e.g., silvestres e laranjeira,
aumentou a fecundidade, longevidade e numero de ovos do parasitoide,
Catolaccus grandis em relagdo ao mel de abelhas jatai e mel de cana
(WANDERLEI et al., 2004)

Fontes diversas de agucar para manutencido de adultos em laboratdrio,
como mel possui cerca de 80% de acgucares (38% de frutose, 31% de glicose,
1,31% de sacarose e 7,3% de maltose), aléem de pequenas quantidades de
proteina e aminoacidos (<1%), colesterol, calcio, ferro e sodio (VENTURINI et al.,
2007), enquanto o melado de cana contém cerca de 46% de carboidratos, cerca
de 3% de proteinas, além de calcio, enxofre, potassio e algumas vitaminas, entre
elas algumas do complexo B. No entanto, muitos laboratérios usam basicamente

solucdes de diferentes concentragdes de sacarose.

Dessa forma, o estudo do aspecto qualitativo da nutricdo de larvas e
adultos de mosquitos pode ser importante para melhorar a criagdo massal,
incluindo tentativas de colonizagdo, a maximizagdo da producdo de larvas e

adultos para experimentos em laboratorio e em condi¢gées de semi-campo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

* Avaliar os efeitos de diferentes alimentos na biologia de larvas e adultos de
Anopheles darlingi em laboratorio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a sobrevivéncia, tempo de desenvolvimento larval, taxa de
pupacdo e emergéncia de adultos submetidos a diferentes fontes de
alimento;

* Determinar a longevidade de adultos alimentados com diferentes fontes de
carboidrato e respectivas fontes de alimento larval.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CAPTURA E CRIAGAO DE Anopheles darlingi

As larvas utilizadas no experimento foram obtidas a partir de fémeas de

campo coletadas no Estado de Rondbénia no Sitio D. Marcilia (08°38°00.3"S,
63°55'51.9"W). (Figura 4)

Figura 4: Locais de coleta de fémeas de An. darlingi em Porto Velho, Rondbnia - Sitio D.

Marcilia.
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Foi utilizada a armadilha BG-Sentinela modificada (GAMA et al, 2013). As
capturas tiveram duracao de 3 horas (18:00 as 21:00) (Figura 5).
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Figura 5: Armadilha BG-Sentinel que utiliza como fonte de atrativos o gas carbénico.

Fonte: Gama, 2009.

Os mosquitos foram trazidos para o Laboratério de Bioecologia de Insetos
da Universidade Federal de Ronddnia onde receberam o repasto sanguineo em
um galo por 15 minutos. Apds 72 horas, as fémeas foram submetidas a
oviposicao natural em copos telados contendo papel filtro Umido no fundo. Com
trés dias foram obtidos os ovos que foram colocados em bacias contendo 1L de
agua para ecloséao das larvas (Figura 6).

Figura 6: Criagcao de larvas de Anopheles darlingi em laboratoério.

| | FESH =

Foto: Carla Zanin
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3.2 TIPOS DE ALIMENTO

Foram divididos cinco grupos experimentais com 5 repeticdes de 100
larvas em bacias (25 x 15 x 6 cm) contendo 1 litro de agua, totalizando um namero
de 2.500 larvas. As ragdes utilizadas foram: 1. racao de peixe TetraMin Tropical
Flakes®; 2. ragao de cachorro Royal Canin Canine Hepatic; 3. ragao de répteis
Nutricon Pet; 4. Farinha de peixe e maca p6, (Moreno et al, 2014) e 5. ragao de
gatos Whiskas Sabor Peixe (Anexo 1).

As ragbes foram maceradas em grdos bem pequenos e em seguida,
passadas em uma peneira de 60um (Figura 7). A ragdo de cachorro foi
desengordurada, devido o seu teor de gordura (140 g/kg), em alcool durante 10
minutos e depois foi colocada na estufa para secar.

Figura 7: Preparacdo do alimento para larvas de An. darlingi. A — ragdo de peixe sendo
macerada; B — peneira para ragao.

Foto: Carla Zanin

As larvas L1 e L2 eram alimentadas com 2,0 mg duas vezes ao dia. A partir
de L3 era fornecido 6,0 mg trés vezes ao dia e no estagio de L4 foi fornecido 10
mg duas vezes ao dia. Diariamente, durante o desenvolvimento, as larvas mortas
eram retiradas e contadas (mortalidade diaria) e a troca de agua das bacias era
realizada quando necessario, dependendo da qualidade da agua. O tempo de
desenvolvimento larval foi estimado como o tempo necessario para 50% das

larvas atingirem o ultimo estadio larval (L4).
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No estagio de pupa, elas foram retiradas e colocadas em copos de 50 ml
dentro de gaiolas para a emersdao dos adultos. A taxa de pupagao foi obtida
dividindo-se o numero de pupas pelo numero de larvas L4 vivas e a taxa de

emersao foi obtida pela razdo entre o numero de adultos e o numero de pupas.

Apds a emersao, foram separados doze individuos, entre machos e fémeas
de cada bacia de cada tratamento, totalizando um numero de sessenta mosquitos
por tratamento. Estes foram separados em grupos de quatro e cada grupo
recebeu um tipo de alimentagao acucarada: sacarose 10%, mel 10% e melado de
cana 10%. Foi utilizada uma balanga para pesar 100g de cada alimento
acucarado e em seguida foram diluidos em 1000 ml de agua mineral. Estes foram
armazenados na geladeira a 4°C.

Os adultos eram colocados individualmente em copos telados e sobre a
tela era colocado um chumacgo de algoddo embebido em solugdo agucarada e
trocado diariamente. Para manter a umidade era colocado um plastico por cima
dos copos e um pano umido. O insetario era mantido em uma temperatura de
29°C e umidade entre 70 a 80%. Acompanhou-se o tempo total de vida apés a
emersdo dos adultos (longevidade).

3.3 ANALISE DOS DADOS

O efeito do estadio larval e o tipo de alimento na mortalidade larval (estadio
larval e tipo de alimento); o efeito do tipo de alimento e do sexo na longevidade
(alimento e sexo) e o efeito do tipo de alimentagcdo agucarada e do sexo na
longevidade (alimento adulto e sexo) de An. darlingi foram analisados por Anova
de dois fatores e as diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 0,05. As demais variaveis foram analisadas por
Anova de um fator e as diferengas entre os grupos foram analisadas pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 0,05. Todas as analises foram feitas no Prism 6
(GraphPad Inc)
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4. RESULTADOS

4.1 MORTALIDADE E TEMPO DE DESENVOLVIMENTO LARVAL

Houve uma interagdo significativa entre as variaveis estadio larval e
alimento (F=3,61; P=0,0002), sendo a variavel estadio significativa na mortalidade
larval (F=23,9; P<0,0001), enquanto a variavel alimento, analisada
conjuntamente, apresentou diferenca significativa (F=2,91; P=0,026) apenas entre
a comida de gato e cachorro (Figura 8).

Em geral, o primeiro e terceiro instares foram os de maior mortalidade
larval. Comparando-se a mortalidade para cada instar criados com diferentes
alimentos, observou-se menor mortalidade entre as larvas alimentadas com
comida de réptil e gato em relagdo aos demais alimentos durante o primeiro instar
e peixe e gato e as demais para o terceiro estadio (Figura 8).

Nao foram observadas diferengas na mortalidade das larvas de segundo
instar em nenhum tratamento. As larvas do quarto estadio tiveram menor
mortalidade quando alimentadas com comida de peixe em relacdo aquelas
alimentadas com comida de cachorro (Figura 8).

Figura 8: Mortalidade larval (média +/- desvio padrdo) em varios estadios de An. darlingi criados
com diferentes fontes de alimento.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2014); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic, Gato: Whiskas sabor peixe. Linhas com simbolos diferentes indicam
diferencas significativas (P<0,05) entre os instares; Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os instares para uma mesmo tipo de alimento; Numeros diferentes
indicam diferencgas significativas (P<0,05) entre diferentes alimentos para o mesmo instar.

O tempo de desenvolvimento larval tende a aumentar nas larvas
alimentadas na seguinte sequéncia: comida de peixe < Macapo6 < comida de réptil
< comida de cachorro< comida de gato. Observou-se diferengas significativas
(F=21,3; P<0,0001) com menor tempo de desenvolvimento para as larvas
alimentadas com todos os alimentos em relagcéo aquelas alimentadas com comida

de gato (Figura 9).

Figura. 9: Tempo de desenvolvimento (média +/- desvio padréo) das larvas de An. darlingi criadas
com diferentes alimentos.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de

soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2014); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
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Royal Canin Canine Hepatic; Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas

significativas (P<0,05) entre os tratamentos.

4.2 PRODUGAO DE PUPAS E EMERSAO DE ADULTOS

A meédia de produgcdo de pupas diaria foi significativamente (F=7,64;
P=0,0007) maior nos tratamentos utilizando a comida de peixe em relagdo aos

demais. (Figura 10).

Figura 10: Producgéo de pupas por dia (média +/- desvio padrdo) de An. darlingi oriundas de larvas
criadas com diferentes alimentos.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2014); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic; Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.
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Houve diferenga significativa entre o numero de dias com producédo de
pupas (F=9,29; P=0,0002), sendo de forma geral muito maior para as pupas
oriundas de larvas alimentadas com comida de gato em relagdo aos demais

tratamentos (Figura 11).

Figura 11: Numero de dias com producdo de pupas (média +/- desvio padrao) de An. darlingi
oriundas de larvas criadas com diferentes alimentos.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2013); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic; Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.

A producgdo de pupas total tendeu a ser maior nas larvas criadas com
comida de peixe e gato, mas as diferencgas significativas (F=7,1; P=0,001) foram
entre o numero meédio total de pupas produzidos no tratamento com comida de

peixe e gato em relacdo a comida de cachorro (Figura 12).
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Figura 12: Produgéo de pupas total (média +/- desvio padrdo) de An. darlingi oriundas de larvas
criadas com diferentes alimentos.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2013); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic; Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.

De forma geral, as taxas de emersdo dos individuos que atingiram o
estadio de pupa em todos os tratamentos foi alta, com exceg¢ao das larvas
alimentadas com Macapd, cuja a taxa de emersao foi significativamente (F=3,16;
P=0,036) menor do que nas alimentadas com comida de cachorro (Figura 13).
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Figura 13: Taxa de emersao de adultos de An. darlingi oriundos de larvas criadas com diferentes

tipos de alimentos.
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2013); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic; Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.

4.3 LONGEVIDADE DOS ADULTOS

Observou-se diferenga significativa (F=14,3; P<0,0001) na longevidade dos
adultos oriundos de larvas criadas com diferentes alimentos, independentemente
da alimentagdo agucarada, mas ndo houve diferengcas entre os sexos (F=0,77;
P=0,38) (Figura 14). Em geral, os adultos oriundos de larvas alimentadas com
comida de peixe viveram mais em relacdo a adultos oriundos de larvas
alimentadas com outros alimentos e os adultos oriundos de larvas alimentadas

com comida de cachorro tiveram a menor longevidade.
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Figura 14: Longevidade (média +/- desvio padrdo) de adultos machos e fémeas de An. darlingi

oriundos de larvas criadas com diferentes alimentos.

20, 3
—_— Bl femea

macho

ns

—
a
L
-
O
(on
(on

Lonvegidade (dias)
o o 5
g
-
2 | o

Q: (o) \. O
QQ\+ OQQ Q,QQ 6’5\' Oé
@'b < o
(&)
Tratamento

Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2013); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic, Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre alimentos fornecidos.

Analisando-se a longevidade dos mosquitos que foram alimentados com
diferentes fontes de acucar independente da alimentacdo das larvas, observa-se
que a alimentacdo com mel aumentou significativamente (F=3,04:P=0,04) a
longevidade dos adultos em relagcdo aqueles alimentados com melado (Figura
15), mas nao houve diferenga entre os sexos (F=3,78; P=0,05).
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Figura 15: Longevidade (média +/- desvio padrdo) de machos e fémeas adultos de An. darlingi

alimentados com diferentes fontes de agucar a 10% (mel, melado e sacarose).
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Legenda: Peixe: Tetramin Tropical Flakes; Macapé: farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de
soja, farinha de maca, amido de milho e fuba (Moreno et al 2013); Réptil: Nutricon Pet; Cachorro:
Royal Canin Canine Hepatic, Gato: Whiskas sabor peixe. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos.
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5. DISCUSSAO
5.1 EFEITOS DO ALIMENTO NA BIOLOGIA LARVAL

Atualmente, pesquisadores que trabalham com mosquitos podem utilizar
ragbes industrializadas (ARAUJO et al., 2012), misturas entre racdes
industrializadas e outros ingredientes (MANORENJITHA e ZAIRI, 2012) ou
apenas ingredientes selecionados (MORENO et al.,, 2014) para a criagdo de
imaturos.

A utilizagdo de ragdes industrializadas fornece dados gerais sobre o valor
nutricional, teores de proteinas, gorduras, fibras e outros ingredientes. Dessa
forma, racbes com diferentes perfis nutricionais puderam ser utilizadas no
presente trabalho variando de 47 (Peixe) a 14% (Cachorro) de proteinas e de 14
(Cachorro) a 3% (Réptil) de gorduras (Anexo 1).

De forma geral, a mortalidade larval de An. darlingi foi afetada pelo tipo de
alimento fornecido e pelo estadio larval (Figura 8), sendo maior nos 1° e 3°
estadios. Diferetemente de Araujo et al.,, (2012) que obtiveram maiores
mortalidades em L4 e pupa. A mortalidade larval, em geral, foi maior do que a
observada pelos mesmos autores comparando-se os dados com ragéo de peixe e
as quantidades de alimento fornecidos. Kivuyo et al., (2014) também relataram
baixa mortalidade de larvas de Anopheles gambiae alimentados com a mesma
racao de peixe.

Bergo et al., (1990) estudaram diferentes dietas para An. darlingi e
relataram mortalidade de apenas 5% para larvas alimentadas com farinha de
peixe, farinha de pao e gérmen de trigo. Moreno et al., (2014) utilizaram uma dieta
a base de farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de soja, farinha de maca,
amido de milho e fuba com sucesso para criacdo de An. darlingi no Peru,
entretanto, a utilizagdo da mesma dieta (Macapd) no presente trabalho n&o
corrobora sua utilizagado para criacédo de An. darlingi de populagdes brasileiras e
nas condi¢des experimentais utilizadas.

Aparentemente, a mortalidade entre diferentes estadios larvais ndo esta
ligada a quantidade absoluta de proteinas e gorduras ou a sua proporgao

presente nos diferentes alimentos utilizados. Bergo et al., (1990), em trabalho
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realizado com An. darlingi, relatam que o estadio inicial parece ter menos
exigéncias nutricionais do que os intermediarios, apesar disso, a mortalidade de
An. darlingi no presente trabalho foi maior no primeiro estadio (Figura 8).

Em geral, houve uma diferenga significativa entre a mortalidade de larvas
criadas com comida de cachorro (14% de proteinas) e racdo de gato (30% de
proteinas) (Figura 8). As proteinas s&o fundamentais para os imaturos de
mosquitos e meios sem proteinas ou aminoacidos, mas completos nos demais
nutrientes sdo incapazes de promover a sobrevivéncia larval até o segundo
estadio (GOLBERG e MEILLON, 1948a).

House (1969) destaca que uma vez que os nutrientes essenciais estejam
presentes, sua proporgao pode contribuir mais para a qualidade nutricional do que
a quantidade absoluta. Dessa forma, é possivel que as proporgdes entre outros
ingredientes nas ragbes utilizadas podem estar relacionadas a mortalidade
observada.

As larvas alimentadas com ragao de peixe tiveram um desenvolvimento
mais rapido, aproximadamente 10 dias, menor do que os relatados para An.
darlingi (ARAUJO et al., 2012) e por Lima (2009) para An. albitarsis utilizando
também a racao para peixe Tetramin Tropical Flakes e a temperatura semelhante.

O tempo de desenvolvimento larval de An. darlingi tende a aumentar
(Figura 9) nas ragcbes que contém menores teores de proteinas (Anexo 1), com
excecgao da ragdo de gato. A quantidade de gordura, por outro lado pode n&o ser
uma fator limitante, visto que meios sem gordura n&o afetaram o crescimento de
Ae. aegypti (GOLBERG e MEILLON, 1948b).

Outras variaveis como a temperatura podem ter influenciado o tempo de
desenvolvimento, pois o tempo de desenvolvimento observado por Araujo et al.,
(2012) utilizando a mesma ragao de peixe foi muito maior do que no presente
trabalho (i.e. 29 dias), durante seus experimentos, a temperatura utilizada na
criagdo (27°C) em estufas entomoldgicas, enquanto no presente trabalho as
larvas foram criadas em insetario com maior temperatura média (29°C) com
resultados semelhantes aos de Bergo et al., (1990) que relataram a criagdo de

An. darlingi em temperaturas variando entre 25 a 28°C.
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A temperatura de criacdo associada ao menor tempo de desenvolvimento
observado no presente trabalho podem estar ligadas a maior mortalidade
observada. Embora ndo haja dados publicados para An. darlingi, Bayoh e Lindsay
(2004) mostraram que a temperatura afetou significativamente a sobrevivéncia de
An. gambiae e que temperaturas proximas ao limite superior (i.e. 30-32°C)
levaram a maior mortalidade dessa espécie. Associado a isso, 0 menor tempo de
desenvolvimemto pode ter afetado a acumulagdo de massa critica para mudanca
de estadio/estagio, Telang et al., (2007) observaram maiores propor¢des de
pupacéo e ecloséo de Ae. aegypti quando houve aumento do tempo disponivel
para alimentagéo.

A producéo de pupas diaria (Figura 10) foi maior nos tratamentos utilizando
comida de peixe, além disso, a produgéo total de pupas (Figura 11) também tende
a ser maior com essa ragao, cuja a quantidade de proteinas é maior do que nas
demais ragbes. Hood-Nowotny et al., (2012) observaram que a maior
porcentagem de N nas dietas correlacionou-se significativamente com a maior
producao de adultos de An. arabiensis.

Segundo Golberg e Meillon (1948a), em testes realizados com larvas de
Ae. aegypti, a diminuicdo nos niveis de gordura afetou a producdo de pupas e
consequentemente a producao de adultos. No entanto, destacam que alto nivel
de gordura pode ser toxico para as larvas. Akov (1962) observou também que a
alta quantidade de gordura foi prejudicial as larvas de Ae. aegypti, fazendo com
que ndo pupassem e muito menos emergissem adultos. No presente trabalho as
ragbes com quantidade de gorduras entre 100 g/Kg (peixe) e 30g/Kg (réptil)
mostraram ser melhores para a producao de pupas e adultos, em relacdo a ragéo
de cachorro com a maior quantidade de gordura (140g/kg).

Nas racbes testadas neste trabalho pode-se observar as mesmas
vitaminas em quase todos os rétulos como a tiamina, riboflavina, piridoxina, acido
pantoténico, biotina e acido folico (Anexo 1). Segundo Golberg et al., (1944) essas
vitaminas sao essenciais para que a larva se desenvolva e atinja o quarto estadio.
Eles também observaram que o acido folico tem papel importante na pupacao.

A diminuigdo da quantidade de tiamina nas dietas de Ae. aegypti aumentou
a mortalidade das pupas e levou a incompleta emergéncia de aldultos; a falta de
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riboflavina aumentou a mortalidade larval e a de acido pantoténico retardou o
desenvolvimento larval (AKOV e GUGGENHEIM, 1963).

Segundo Singh e Brown (1957), a vitamina Bt e a colina s&o requeridos
para o crescimento e desenvolvimento normal de Ae. aegypti. A auséncia de
vitamina B12 atrasa a pupacgado e a auséncia do acido amino benzdico atrasa a
ecdise. Os mesmos autores mostraram que sem glutationa, apenas 25% das
larvas chegam ao 4° instar. Além disso, na falta de piridoxina e acido folico
apenas 60 e 65 % das larvas que chega no 4° instar, respectivamente e nenhuma
pupa foi obtida.

A biotina, vitamina presente em algumas das ragbes testadas, tem
importante papel no desenvolvimento larval, principalmente na metamorfose de
larva para mosquito. Segundo Trager (1948), os resultados obtidos com larvas de
Ae. aegypti demonstram que a omissdo ou a baixa concentragdo da biotina na
dieta tornou o desenvolvimento das larvas lento, além de impedir a pupacao. Por
outro lado, o excesso também pode ser toxico para as larvas.

5.2 EFEITO DA ALIMENTAGAO NA LONGEVIDADE DOS ADULTOS

O acgucar € o alimento basico de mosquitos adultos e pode ser ingerido
entre 2-5 dias em regides temperadas e subtropicais. Além disso, alimentag&o
acucarada é comum apds a emergéncia, embora tenda a declinar com a idade
(FOSTER, 1995).

As principais fontes de agucar na natureza sao nectarios florais que
usualmente contém sacarose, frutose e glicose em concetragoes entre 20 - 50%,
além de alguns aminoacidos e lipideos (FOSTER, 1995). No entanto, ndo foram
encontradas informagdes sobre os efeitos na utilizagdo de diferentes fontes de
acgucar na biologia de mosquitos em geral.

No presente trabalho utilizou-se a concentragdo de 10% para todas as
fontes de acgucar que, sdo mais do que suficientes para impedir o déficit
energético causado por concentragdes entre 0,5 e 1% (FOSTER, 1995).

De forma geral, os adultos oriundos de larvas alimentadas com comida de

peixe tiveram maior longevidade, e os adultos alimentados com mel a 10%
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tiveram maior longevidade do que os alimentados com melado e n&o houve
diferengas na proporgdo entre machos e fémeas (Figura 14), diferente do
observado no trabaho de Araujo et al., (2012), onde as femeas tiveram maior
longevidade do que os machos.

Diferentemente da sacarose, o mel e 0 melado sao fontes mais complexas
de nutrientes que incluem vitaminas, sais minerais e pequenas quantidade de
proteina/aminoacidos (CAMARGO et al, 2006; HERING, 2015), mas fornecem
menores quantidade de agucares totais do que a sacarose.

O mel possui em sua totalidade 80% de acucares sendo a frutose e a
glicose e mais 10% de sacarose e maltose. Ele também €& composto por agua,
proteinas, enzimas, acidos organicos, minerais € uma concentragao de vitaminas.

O melago de cana possui agucar em menor quantidade do que o mel,
possui uma concentragdo maior dos demais nutrientes presentes no mel
(CAMARGO et al, 2006; HERING, 2015).

Segundo as informagdes nutricionais dos rotulos das fontes comerciais de
mel (Apicultura silvestre LTDA) e melado (Da Colénia Alimentos Naturais LTDA)
utilizadas no trabalho, o mel fornece quantidades maiores de carboidratos.

A presencga de aminoacidos, oriundas do néctar usado na produgédo do mel,
pode aumentar bastante o tempo de vida dos mosquitos, além disso, cada
alimentagao agucarada realizada pode extender a vida dos mosquitos em dias ou
semanas, além disso, a ingestao de agucar € fundamental para o voo, contribui
para o desenvolvimento ovariano e aumento da produgéo de ovos (Foster, 1995).
Segundo Vrzal et al., (2010) a adicdo de aminoacidos a dieta de adultos de Culex
quinquefasciatus aumentou em 5% na sobrevivéncia geral.

O mel utilizado na alimentagdo de Catolaccus grandis por Wanderley et al.,
(2004) aumentou a longevidade de fémeas e machos, assim como o potencial
reprodutivo das fémeas, tendo como valores médios para macho 33,33 dias e
29,33 dias e para fémeas 33,87 dias e 29,33 dias. Quando alimentados com
melado de cana a longevidade diminui para 14,20 dias e 11,87 dias para machos
e 11,27 dias e 10,93 dias para fémeas. No presente trabalho observa-se uma
maior longevidade nos mosquitos tratados com mel em relagdo aos tratados com

melado de cana.
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Além de alteragbes na longevidade geral, utilizagdo de acgucares na
alimentagdo de mosquitos esta relacionada a resposta imune (melanizagdo) de
An. stephensi contra a invasdo de patdogenos, visto que o aumento da
concentragcdo de acgucar de 2% para 6% aumentou significativamente a
melanizagdo de beads de Sepharose (KOELLA e SORENSEN, 2002). Gu et al.,
(2011) relataram que Anopheles sargentii oriundos de locais ricos em fontes de
agucar apresentavam maiores populacdes e taxas de sobrevivéncia, bem como
menor tempo para o ciclo gonotrofico e capacidade vetorial 250 vezes maiores
gue mosquitos de locais pobres em fontes de agucar.
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6. CONCLUSOES

A mortalidade, tempo de desenvolvimento e estadio larval de Anopheles
darlingi séo afetados pela alimentagao utilizada na criacdo dos imaturos.

A producdo de pupas diaria e total de Anopheles darlingi € influenciada
pelo tipo de alimentacgao larval.

A longevidade de adultos de Anopheles darlingi oriundos de larvas criadas
com diferentes alimentos diferiu entre os tratamentos. Por outro lado, o tipo de
alimentacao larval ndo afetou a propor¢céo de macho e fémeas obtidos.

A fonte de alimentacdo agucarada dos adultos afeta a longevidade dos

mosquitos, independetemente da fonte de alimentag&o das larvas.
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ANEXOS

1 COMPOSIGAO NUTRICIONAL DAS RAGOES TESTADAS

Racao Tetramin Tropical Flakes — ingredientes: arroz integral, etoxiquin,
extrato de levedura, farelo de aveia, farelo de soja, farinha de algas marinhas,
farinha de camarao, farinha de peixe, fosfato de calcio, gluten de trigo hidrolisado,
lecitina de soja, levedura inativada, oleo de peixe refinado, 6leo de soja refinado,
proteina  de batata, sorbitol, vitamina  C. premix  vitaminico.
Corantes: amarelo crepusculo, amarelo tartrazina, azul indigotina, beta-caroteno,
bixina, vermelho eritrozina
Informagdes nutricionais: umidade (max): 60g/kg, proteina bruta (min) 470g/kg,
extrato etéreo (min) 100g/kg, matéria fibrosa (max) 30g/kg, matéria mineral (max)
200,5g/kg, calcio (max) 10,8g/kg (min) 10,1g/kg, fosforo (min) 1000mg/kg.

Macapé (Moreno et al, 2014) - ingredientes: 24 g farinha de peixe, 24 g
farinha de trigo, 13 g farinha de soja, 13 g farinha de maca, 13 g amido de milho e
13 g fuba.

Nutricon Pet — ingredientes: farinha de peixe, farelo de soja, quirera de
arroz, farelo de trigo, cerelose, polpa de beterraba, sacarose, calcario calcitico,
fuba de milho, gluten de milho, feno de alfafa, polpa de banana, aroma de
banana, fosfato bicalcico, farinha de trigo, amido de milho, levedura de cana de
agucar, 6leo de soja, cloreto de sédio (sal comum), corantes (amarelo tartrazina,
verde folha, vermelho bordeaux), prebidtico (0,1%), vitamina C monofosfatada
(0,1%), suplemente vitaminico e mineral: (sulfato de cobre, sulfato ferroso, sulfato
de manganés, sulfato de cobalto, iodato de calcio, sulfato de zinco, selenito de
sodio, vitamina A 20.000,00 Ul, vitamina D3 5.000,00 Ul, vitamina E 250,00 UlI,
vitamina K3 (menadiona) 25,00 mg, vitamina B1 (tiamina) 37,50 mg, vitamina B2
(riboflavina) 37,50 mg, vitamina B6 (piridoxina) 25,00 mg, vitamina B12
(cianocobalamina) 50,0 mcg, vitamina C (acido ascérbico monofosfatado), niacina

500,00 mg, pantotenato de calcio, acido félico 12,50 mg, biotina 1,25 mg, acido
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pantotenico 100,00 mg, colina 1.000,00 mg, cloreto de colina, inositol 250,00 mg,
cobalto 0,25 mg, cobre 12,50 mg, ferro 125,00 mg, iodo 1,25 mg, manganés 37,50
mg, selénio 0,25 mg, zinco 125,00 mg, vitamina C 250,00 mg) fungistatico e
antioxidante.

Eventuais substitutos: concentrado proteico de soja, spirulina, feno de alfafa
peletizado, gluten de trigo, levedura de cerveja, soja integral e corante verde
menta.

*Espécies doadoras de gene: Agrobacterium tumefacien, Bacillus thuringiensi,
Streptomyces viridochromogene.

Niveis de garantia: umidade (max) 120g/kg, proteina bruta (min) 200g/kg, extrato
etéreo (min) 30g/kg, matéria fibrosa (max) 70g/kg, matéria mineral (max) 90g/kg,
calcio (max) 30g/kg (min) 10g/kg, fosforo (min)  7.000mg/kg,
mananoligossacarideos (min) 1.200mg/kg, vitamina C (min) 420mg/kg.

Racao Royal Canin Canine Hepatic — ingredientes: quirera de arroz,

proteina hidrolisada de soja, gordura de frango, gordura suina, polpa de
beterraba, casca de ervilha, 6leo de soja refinado, fosfato bicalcico, cloreto de
potassio, 6leo de peixe refinado, fruto-oligossacarideos, cloreto de sodio (sal
comum), fosfato monocalcico, extrato de Marigold, gluten de trigo, vitaminas (A,
C, E, D3, B1, B2, B6, B12, PP, K3), acido pantotenico, acido folico, biotina, cloreto
de colina, carbonato de calcio, sulfato de ferro, 6xido de manganés, zinco
aminoacido quelato, iodato de calcio, selenito de sodio, figado de frango, taurina,
L-lisina, DL-metionina, L-carnitina, antioxidante (BHA). *proteina hidrolisada de
soja e Oleo de soja produzidos a partir de soja geneticamente modificada por
Agrobacterium sp.
Niveis de garantia: proteina bruta (min) 140.0 g/kg, umidade (max) 95.0 g/kg,
matéria fibrosa (max) 35.0 g/kg, fésforo (min) 4100.0 mg/kg, vitamina A 11590.0
(UI), vitamina E 600.0 (Ul), vitamina C 200.0 mg, taurina (min) 1890.0 mg/kg, L-
carnitina (min) 300.0 mg/kg, extrato etéro (min) 140.0 g/kg, matéria mineral (max)
56.0 g/kg, metionina (min) 7290.0 mg/kg, lisina (min) 8460.0 mg/kg, energia
metabolizavel 3990.0 kcal/kg.
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Whiskas sabor peixe - ingredientes: farinha de peixe, farinha de

subprodutos de frango, gluten de milho, quirera de arroz, milho integral moido
gordura de frango, gordura bovina, farinha de trigo, taurina, metionina,
palatabilizante, vitaminas (A, B1, B2, B6, B12, D3, E, K3, acido fdlico, niacina,
biotina, cloreto de colina, acido pantotenico), minerais (cloreto de sdédio (sal
comum), cloreto de potassio, 6xido de zinco), antioxidantes e corantes.
Enriquecimento por quilograma do produto (min): vitamina A (6.900 Ul), vitamina
B1 (6,5 mg), vitamina B2 (5 mg), vitamina B6 (5 mg), vitamina B12 (25 ug),
vitamina D3 (700 Ul), vitamina K3 (0,115 mg), acido pantotenico (7 mg), biotina
(0,075 mg), colina (2400 mg), niacina (70 mg), acido folico (1,0 mg).
Niveis de garantia: umidade 120 g/kg (12%), proteina bruta (min) 300 g/kg (30%),
extrato etéreo (min) 90 g/kg (9,0%), matéria fibrosa (max) 40 g/kg (4,0%), matéria
mineral (max) 85 g/kg (8,5%), calcio (min) 6000 mg/kg (0,6%), calcio (max) 12
a/kg (1,2%), fosforo (min) 7000 mg/kg (0,7%), fosforo (max) 12 g/kg (1,2%),
magneésio (max) 1000 mg/kg (0,1%), soédio (min) 8000 mg/kg, potassio (min) 7000
mg/kg, zinco (min) 100 mg/kg, acido linoleico (min) 18 g/kg, vitamina E (min) 45
Ul/kg, taurina (min) 1000 mg/kg, metionina (min) 6200 mg/kg.
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