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RESUMO

A malaria é uma doenca infecciosa que atinge aproximadamente 500 milhGes de pessoas
no mundo. No Brasil, anualmente sdo registrados aproximadamente 450 mil casos. Essa
doenca é transmitida ao homem pela picada das fémeas de mosquitos do género
Anopheles (Diptera: Culicidae), sendo no Brasil, Anopheles darlingi o principal vetor.
Os mosquitos apresentam caracteristicas especificas para completar seu ciclo de vida.
Uma dessas caracteristicas € a necessidade de sangue para completar seu ciclo
gonotrofico. A utilizacdo do sangue exige cuidados e apresenta riscos atrelados a normas
legais além de muitas vezes ser necessario manter biotérios em instituicdes de pesquisa
para sua obtengdo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de alimentos
alternativos ao sangue humano em parametros reprodutivos de An. darlingi. Os alimentos
alternativos foram: (i) Sangue (20%) + soro albumina bovino (BSA) diluido em uma
solucdo fisiologica (S-A), (ii) BSA diluida em solucdo fisiologica na concentracdo de
200mg/mL (SF-AL200), (iii) BSA diluida em solucéo fisioldgica na concentracdo de
400mg/mL (SF-AL400), (iv) Sacarose 10% + BSA na concentracdo de 200mg/mL (S1),
(v) Sacarose 10% + BSA na concentracdes de 400mg/mL (S2), (vi) Sacarose 10% +
Solucéo Fisiologica + BSA na concentracdo de 200mg/mL (S3) e (vii) Sacarose 10% +
Solucéo Fisioldgica + BSA na concentracdo de 400mg/mL (S4). Para verificar o efeito
dos alimentos acima citados observou-se o nimero de mosquitos ingurgitados, a
sobrevivéncia até a oviposicdo, a propor¢cdo de mosquitos que ovipuseram e 0 ndmero
médio de ovos e larvas por fémea. Dez mosquitos de campo foram transferidos para copos
plasticos e, em seguida cada copo recebia uma das diferentes formulacdes de alimentos.
Os alimentos permaneciam sobre as gaiolas por 20 minutos e, posteriormente, 0s
mosquitos que ndo se alimentavam eram separados. O desenho acima descrito foi repetido
para duas diferentes formas de administracdo de alimento: goticula e membrana, sendo
que um total de 21 copos (210 mosquitos) foram utilizados para cada tratamento. Foi
observado um baixo nimero de mosquitos ingurgitados nos alimentos alternativos
administrados em membrana quando comparado com o sangue, tendo uma diferenca
significativa. Ja nos alimentos oferecidos em goticulas, a propor¢cdo média de mosquitos
ingurgitados foi maior quando comparado com sangue administrado em membrana. A
proporcdo média de mosquitos vivos até a oviposicdo em membrana ndo foi
significativamente diferente em relacdo ao sangue, assim como a sobrevivéncia dos
mosquitos que se alimentaram de goticulas também néo diferiu significativamente dos
controles sangue e sacarose 10%. Observou-se, que independente da forma de
administracdo, todos os alimentos alternativos desencadearam a ovogénese, porém a
producdo de ovos ainda é maior com o0 sangue com excecao da solucdo S2. Todos 0s
tratamentos levaram a producao de larvas. No entanto, a média de larvas produzidas nos
alimentos alternativos, administrados em membrana e goticulas, foram
significativamente mais baixas quando comparadas com o sangue. Conclui-se que 0s
alimentos alternativos administrados em goticulas sdo promissores, porém mais estudos
sdo necessarios para verificar a melhor composicao visando a substituicdo do sangue na
criagcdo de An. darlingi.

Palavras-chave: Alimentos alternativos, Fecundidade, Fertilidade, Malaria, Soro
Albumina Bovino (BSA), Vetor.
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ABSTRACT

Malaria is an infectious disease that affects approximately 500 million people worldwide.
In Brazil, about 450,000 cases are registered annually. This disease is transmitted to
humans by the bite of female mosquitoes from the genus Anopheles (Diptera: Culicidae);
in Brazil, Anopheles darlingi is the main vector. Mosquitoes have specific characteristics
to complete their life cycle. One of these characteristics is the need for blood in order to
complete their gonotrophic cycle. The use of blood requires care and presents risks linked
to legal norms in addition to the fact that it is often necessary to maintain vivariums in
research institutions in order to obtain it. Thus, the objective of this study was to evaluate
the effect of alternative foods to human blood on reproductive parameters of An. darlingi.
The alternative foods were: (i) Blood (20%) + bovine serum albumin (BSA) diluted in a
saline solution (S-A), (ii) BSA diluted in a saline solution at a concentration of 200mg/mL
(SF-AL200), (iii) BSA diluted in a saline solution at a concentration of 400mg/mL (SF-
AL400), (iv) 10% Sucrose + BSA at a concentration of 200mg/mL (S1), (v) 10% Sucrose
+ BSA at a concentration of 400 mg/mL (S2), (vi) 10% Sucrose + Saline Solution + BSA
at a concentration of 200mg/mL (S3) and (vii) 10% Sucrose + Saline Solution + BSA at
a concentration of 400mg/mL (S4). To check the effect of the food mentioned above, the
number of engorged mosquitoes, survival until oviposition, the proportion of mosquitoes
that laid eggs and the mean number of eggs and larvae per female were observed. Ten
field mosquitoes were transferred to plastic cups and then each cup received one of the
different food formulations. The food remained in the cages for 20 minutes and then the
mosquitoes that did not eat were separated. The design described above was repeated for
two different forms of food administration: droplet and membrane, with a total of 21 cups
(210 mosquitoes) used for each treatment. A low number of engorged mosquitoes was
observed for alternative foods administered in a membrane compared to the blood, with
a significant difference. However, in food supplied in droplets, the average proportion of
engorged mosquitos was higher when compared to blood administered in a membrane.
The average proportion of live mosquitoes until oviposition in the membrane was not
significantly different compared to the blood, just as the survival of mosquitoes that ate
from droplets did not differ significantly from the blood and 10% sucrose controls.
Regardless of the form of administration, all alternative food triggered oogenesis, but egg
production is even greater with blood, except the S2 solution. All treatments led to the
production of larvae. However, the average of larvae produced in alternative foods,
administered in a membrane and in droplets, were significantly lower compared to blood.
It was concluded that alternative food administered in droplets are promising, but further
studies are required to determine the best composition, aiming to replace blood in raising
An. darlingi.

Keywords: Alternative Foods, Fecundity, Fertility, Malaria, Bovine Serum Albumin
(BSA), Vector.
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1. INTRODUCAO
1.1 Maléaria — Importéncia e Epidemiologia

A malédria ¢ uma doenca causada por protozoarios pertencentes a ordem
Coccidiida, subordem Haemosporidiidea, familia Plasmodiidae, género Plasmodium.
Atualmente, sdo descritas cinco espécies capazes de infectar o homem: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale (BRASIL,
2012) e Plasmodium knowlesi, cuja infeccdo natural foi confirmada em seres humanos
em 2004 (SINGH et al. 2004; KANTELE e JOKIRANTA, 2010; LEE et al 2011).

A doenca pode ser transmitida ao homem por transfuséo de sangue (KITCHEN e
CHIODINI, 2006), uso compartilhado de seringas e agulhas infectadas ou pelo parto
(congénita) (LO et al., 1991; WANDERLEI et al., 1991), porém a forma predominante
de infeccdo € por meio da picada da fémea do mosquito do género Anopheles infectada
com o Plasmodium. Durante o repasto sanguineo, 0 mosquito infectado com o parasito
inocula esporozoitas no hospedeiro humano, esses invadem células hepéticas
transformando-se em esquizontes maduros, no qual tem-se a ruptura e liberam
merozoitas. Esses merozoitas invadem o0s glébulos vermelhos transformando-se em
esquizontes e liberando novos merozoitos para invadir novos eritrocitos. Algum desses
merozoitas se diferenciam em gametocitos masculinos e femininos. Esses entdo sdo
ingeridos pelos mosquitos durante o repasto. No estdmago dos mosquitos 0s gametas se
fundem formando o zigoto, que tornam-se mével e alongado formando o oocineto, que
se dirige para a parede intestinal do inseto, perfurando-a, resultando em oocisto. Esses
oocistos produzem esporozoitos que invadem a glandula salivar do anofelino, e a
inoculacdo desse esporozoito em um novo hospedeiro humano perpetua o ciclo da malaria
(Figura 1).
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Figura 1-Ciclo da Maléria
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Fonte: Modificado de http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/index.htmL

Esses patdgenos atacam oOrgdos como figado, baco e cérebro causando no ser
humano sintomas como febre, calafrios, cefaleia, e vomito e, caso ndo tratada
adequadamente, pode levar o individuo a ébito.

Devido a sua alta morbidade e mortalidade a maléria é considerada uma das
doencas parasitarias mais preocupantes no mundo (WHO, 2014). O impacto no
desenvolvimento econbémico e na salude das pessoas é maior nas regides subtropicais e
tropicais. No ano 2000, a Organizacdo Mundial de Salde estimou a ocorréncia de 300 a
500 milhdes de novos casos clinicos da doenca e 2,7 milhdes de mortes. Em 2009, o
relatorio da WHO mostrou uma reducéo nos casos de malaria ao redor do mundo, tendo
uma estimativa de 863.000 mortes e 243 milhdes de casos dos quais a maioria ocorreu no
continente Africano. Além disso, houve reducdo na escala espacial na qual a doenca
ocorre, sendo que no século passado cerca de 53% da superficie terrestre era considerada
area de risco e atualmente esse valor passou a ser de 27% (HAY et al 2004, WHO 2014).
Mesmo assim, apesar da reducdo expressiva dos casos de maléria, a doenca ainda

constitui um importante problema de satde publica (Figura 2).
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Figura 2-Paises com transmissdo continua de malaria em 2013.
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Fonte: WHO, 2014.

Confirmed malaria cases per 1000 population

Nas Américas, a doenca é endémica em 21 paises de maneira que
aproximadamente 120 milhdes de pessoas vivem em area de risco. O Brasil ocupa a
primeira posicdo no ranking de ndmero de casos (143.415) seguido por Venezuela
(90.708), Peru (64.676) e Colémbia (40.768) sendo que juntos esses paises sdo
responsaveis por mais de 50% dos casos notificado no continente (WHO, 2015).

No Brasil a grande incidéncia de malaria no pais tem se restringido aos estados
gue compdem a Amazonia Legal (Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso,
Para, Rondonia, Roraima e Tocantins). Porém, também sdo descritos casos da doenca na
regido extra-amazOnica, incluindo casos autdctones de malaria, com notificagBes na
regido Centro-Oeste e na regido de Mata Atlantica (LIMONGI et al., 2008; OLIVEIRA-
FERREIRA et al. 2010).

Alguns fatores podem estar intimamente ligados a alta incidéncia na regido
amazébnica como: grandes colecBes hidricas, alto indice pluviométrico, modificacdes
antropicas como o desmatamento, construcdo de hidroelétricas, estradas, movimentos
migratorios, pessoas suscetiveis; existéncia do parasito e vetor, fatores econdmicos e
sociais (tipo de habitacdo e habitos de trabalho) e composicéo da fauna contribuiram e
contribuem para a manutencdo desta endemia na Amazénia (MS, 2008, CAMARGO
2003, MARTENS e HALL, 2000).
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1.2 Vetores da malaria

Os vetores do parasito da malaria humana sdo insetos pertencentes a ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Anophelinae e género
Anopheles (BUSTAMANTE, 1957; BRUCE-CHWATT, 1980; FORATTINI, 2002).
Esse género inclui seis subgéneros: Stethomya, Lophopodomyia, Anopheles, Kerteszia,
Nyssorhyncus e Celia, sendo esse Ultimo presente apenas no Velho Mundo.

O género Anopheles possui cerca de 500 especies distribuidas nas regides tropicais
e temperadas e, segundo o banco de dados Systematic Catalog of Culicidae ,150 espécies
estdo localizadas no continente africano, 178 na Asia e 79 na América do Sul.

De acordo com Sinka et al. (2012), do total de espécies descritas apenas 70 sdo
vetores de protozoarios da malaria humana, das quais 41 sdo consideradas vetores
primarios da doenca. Entre as caracteristicas que conferem essa competéncia a essas
espécies, pode-se citar a habilidade de se alimentar em hospedeiros vertebrados,
longevidade, suscetibilidade a infecgdo pelo parasito da maléria e o local da proliferacao
(DESPOMMIER, 2005). Além disso, 0 sucesso de uma espéecie como vetor primario da
doenca esta intimamente ligado a fitofisionomia da regido.

No continente Africano, o complexo de espécies Anopheles gambiae que esta
presente na Africa Subsaariana (COETZEE, 2004; BASS,2007) e o Anopheles funestus
presente na regido Oeste do continente sdo os principais vetores da doenca (Nigeéria,
Camardes e Gana) (MOFFET et al., 2007). Ja no continente Asiatico podemos citar o
complexo Anopheles culicifacies como importante vetor nas zonas rurais do Sul da Asia
e o complexo Anopheles dirus, Anopheles minimus e Anopheles harrisoni nos paises do
sudeste asiatico (MANGUIN et al., 2008).

O continente americano apresenta rica fauna anofélica sendo que na América do
Norte os principais vetores sdéo Anopheles freeborni, encontrado mais no Noroeste do
continente e Anopheles quadrimaculatus no Sudeste; América Central: Anopheles
albimanus, Anopheles pseudopunctipennis, Anopheles aquasalis (WHO, 2014; SINKA
etal 2012). Jana América do Sul podemaos citar Anopheles albimanus, Anopheles darlingi
e Anopheles nuneztovari na Colémbia (OLANO et al.,, 2001; ZAPATA, 2007;
MONTOYA-LERMA et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3- Distribuicdo de anofelinos (Culicidae: Anophelinae) nas Américas.
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Fonte: Sinka, 2012.

No Brasil foram descritas 54 espécies de anofelinos, destas 0s importantes
transmissores da malaria humana pertencem aos subgéneros Nyssorhynchus e Kerteszia.
As principais espécies responsaveis por manter a endemia e/ou desencadear epidemias
devido sua alta antropofilia e susceptibilidade a infec¢do natural no subgénero Kerteszia
sdo Anopheles bellator e Anopheles cruzii, e no subgénero Nyssorhynchus séo as espécies
Anopheles albitarsis, Anopheles aquasalis, Anopheles braziliensis, Anopheles darlingi ,
Anopheles nuneztovari, Anopheles oswaldoi e Anopheles triannulatus (RACHOU, 1958;
CONSOLI e LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994 ¢ REBELO et al., 2007; POVOA et al.,
2000).

1.2.1 Anopheles darlingi - Distribuigéo, biologia e ecologia

Anopheles darlingi é um dos principais vetores da malaria nas regides amazonicas
da Bolivia, Colémbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, Venezuela e Brasil
(ZIMMERMAN 1992, HIWAT et al. 2010; HIWAT e BRETAS, 2011). Alguns fatores

contribuem para a alta capacidade vetorial de An. darlingi como: a susceptibilidade a
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plasmddios que infectam humanos, capacidade de transmitir a malaria dentro e fora de
residéncias e habito antropofilico (DEANE, 1986; CONSOLI e OLIVEIRA, 1998).

Esse vetor se desenvolve em grandes cole¢Bes de &gua profundas com pouca
matéria organica, limpidas e parcialmente sombreadas como represas, remansos de rios,
lagoas (RACHOU, 1958; DEANE, 1986; CHARLWOOD, 1996). Os mosquitos desta
espécie sdo encontrados durante todo o ano, porém ocorre a diminuicao de sua populacéo
na estacdo seca e aumento com o inicio das chuvas (TADEI et al., 1998; VITOR et al.,
2009). An. darlingi tem uma plasticidade comportamental muito grande sendo dificil uma
extrapolacéo a partir de uma situacdo epidemioldgica de um local para outro, podendo ser
endofagico/exofégico, endofilico/exofilico, oportunista ou altamente antropofilico
(ZIMMERMAN et al., 2006; HIWAT e BRETAS, 2011; REINBOLD-WASSON, 2012).
Normalmente, apresentam atividade crepuscular, porém sua atividade pode se estender
durante toda a noite (TADEI e THATCHER 2000; VOORHAM, 2002; GIL et al., 2003).
Apesar de possuir um comportamento endofilico e endofégico, existe a hipotese de uma
mudanca nesse habito devido as metodologias de controle, que consistem na borrifacdo
de inseticidas dentro das residéncias (AKHAVAN et al., 1999; SERVICE, 1991;
ROZENDAAL, 1991). Outros estudos também demonstram uma mudanca de
comportamento em relacdo ao ambiente, no qual individuos dessa espécie tem sido
registrado com maior presenca no peridomicilio (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al.,
1989; GIL et al., 2003; GAMA et al., 2009, AHUMADA et al, 2013, GIL et al 2015).
Apesar disso, se mantém como um eficiente transmissor do parasito (KLEIN et al, 1991a;
KLEIN et al, 1991b; TADEI e THATCHER, 2000).

O desenvolvimento de Anopheles, assim como os demais culicideos, consiste em
duas fases: aquatica - ovo, larva (quatro estadios larvais) e pupa e terrestre - mosquito
adulto (Figura 4).
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Figura 4-Estégios de vida de Anopheles darlingi . (A) ovo (B) larva (C) pupa (D) Mosquito adulto
(fémea).

Foto: Alyne Dias, 2014

As fémeas ovipdem diretamente na dgua limpa, parada ou com pouca correnteza.
Os ovos sdo elipticos ou ovais, possuindo um aspecto alongado (Figura 4A). Sdo postos
isoladamente e em suas laterais encontram-se flutuadores que facilitam sua permanéncia
na superficie da dgua. As formas e tamanhos dos flutuadores podem variar de acordo com
a espécie. O tempo de eclosdo varia entre dois ou trés dias e tem um nimero médio de 75
a 150 ovos depositados e esses ndo resistem a dessecacdo (FORATTINI, 1973;
OLIVEIRA-FERREIRA et al., 1992, FLEMING, 1992).

As larvas (Figura 4B) passam por quatro instares, possuem grande mobilidade e
sdo de vida livre. Essas tém um aspecto vermiforme com os dois primeiros tagmas
bastante globulosos e abdome semicilindrico com oito segmentos. Elas precisam, em
geral, de sete a dez dias para o desenvolvimento, mas isso pode variar de acordo com
fatores abidticos e bidticos (CONSOLI e LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994).
Apresentam uma coloracao esbranquigada podendo variar conforme o ambiente e o tipo
de alimento que consomem. Por ndo possuirem sifdo respiratorio passam a maior parte
do tempo na superficie da agua e respiram ar atmosférico e por isso sdo facilmente
reconhecidas devido sua posicdo paralela a superficie da agua (FLEMING,1992).
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Geralmente se desenvolvem em aguas limpas que contenha pouca matéria organica, e
apesar de serem mais frequentes em rios, quando ocorrem cheias 0 nimero de criadouros
aumenta devido ao transbordamento de pogas, valas e campos encharcados (MANGUIN
etal., 1996).

As pupas (Figura 4C) tém um formato curviforme sinuoso lembrando o aspecto
de uma virgula, é nesta fase que ocorre as maiores modificacdes necessarias para a
metamorfose. As pupas ndo se alimentam e assim como as larvas precisam entrar em
contato com a superficie da agua para respirarem, essas respiram através de trombetas
respiratorias. Essa fase pode durar de 1 a 3 dias (CONSOLI e LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). As pupas de machos sdo menores que as de fémeas, sendo 0s
primeiros a emergir para o estagio adulto (FLEMING, 1992).

Apds a emersdo, o inseto adulto (Figura 4d) abandona a agua e vai para um abrigo.
Devido a sua angulacdo perpendicular a base de repouso sdo conhecidos como
“mosquitos pregos”. O corpo dos adultos ¢ dividido em cabega, térax e abdome. Na
cabeca encontram-se 0s principais 6rgaos dos sentidos, como antenas, olhos e palpos. No
torax estdo os apéndices para locomocdo, pernas e asas. O abdome abriga 0s 6rgaos
internos como aparelho reprodutor, digestivo e excretor (FORATTINI, 2002). Os
principais caracteres morfoldgicos, para a identificacdo da forma adulta de An. darlingi
estdo presentes na asa, pois a veia anal é predominantemente clara com uma mancha
escura proximo de cada extremidade, primeira mancha da veia costal maior que a mancha
clara seguinte e tarsos posteriores com os trés ultimos articulos (I11-V) inteiramente
brancos (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994) (Figura 5).

Figura 5- Caracteristicas diagndsticas de Anopheles darlingi . (A) Asa com destaque nas manchas escuras
das extremidades da veia anal e na mancha escura da veia costal (B) Perna posterior, com destaque nos
articulos brancos.

Fonte: http://www.wrbu.org/SpeciesPages_ ANO/ANO_A-hab/ANdar_hab.html
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Machos e fémeas alimentam-se de seiva de plantas e frutos danificados, sendo que
somente as fémeas se alimentam de sangue, pois este é necessario para fornecer proteinas
para o desenvolvimento dos ovos (FORATTINI, 2002). Os adultos tém aproximadamente
um més de vida e acasalam durante o v6o. Apos a copula, a fémea alca véo a procura de
sangue atraves de estimulos sensoriais, tais como odor e didxido de carbono
(CLEMENTS, 1999). Apoés a realizacdo do repasto a fémea procura um lugar para
repousar até a digestdo do sangue e maturacdo dos ovos, que dura cerca de 72 horas. As
proteinas presentes no sangue auxiliam na maturacdo dos ovarios e desenvolvimento total
dos ovos. Apos esse periodo elas procuram um local para a desova, que ocorre geralmente
a noite. Em geral, basta um acasalamento para que a fémea se mantenha fértil por toda
sua vida (FORATTINI, 2002; REY, 2001).

1.3 Alimentacéo de mosquitos adultos e sua importancia na biologia geral e
reproducao

As fémeas de mosquitos hematofagos tém trés modos de alimentacdo bem
diferentes: ingestdo da agua, em que apenas um pequeno volume é ingurgitado e
transportado para o intestino médio; a alimentacdo acucarada, em que é ingerido um
grande volume de néctar ou seivas de plantas e levado direto para o diverticulo ventral
(crop) para que o estdmago fique livre caso haja oportunidade de um repasto sanguineo;
e a alimentacdo sanguinea, na qual o sangue € conduzido direto para o intestino (FRIEND,
1978) (Figura 6). Os mosquitos utilizam quimiosensilas nos tarsos, labela, labro e o
interior da bomba cibarial para identificar substancias alimentares (CLEMENTS, 1992),
sendo que a composicdo quimica do alimento ira determinar o seu destino dentro do
mosquito (GOODING, 1972).

O intestino dos mosquitos € dividido em intestino anterior, médio e posterior. As
partes anterior e posterior sdo revestidas por uma fina camada de quitina, porém o
intestino médio ndo dispde deste revestimento e, portanto, alguns insetos sintetizam uma
estrutura quitinosa extracelular denominada matriz peritréfica que, entre outras funcoes,
protege as células desta regido contra agentes abrasivos (quimicos ou mecanicos)
(BILLINGSLEY e LEHANE, 1996; GRAF et al, 1986; TERRA, 1990).
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Figura 6-llustracdo do sistema digestivo de mosquito. Com destaque para o intestino e diverticulos.
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Fonte: Orfano, 2012

No intestino anterior ha os diverticulos, que surgem ao final do es6fago: dois
dorsais e um ventral. Os diverticulos dorsais sdo menores que 0s ventrais, quando estdo
cheios (Figura 6). Na final do es6fago existe uma véalvula (estomodeal) quando os
mosquitos ingerem sangue, essa valvula se abre e o sangue é armazenado no intestino
médio; entretanto quando ingerem néctar, a valvula continua fechada encaminhando o
alimento para o diverticulo ventral (ROMOSER, 1996).

As diferentes regides do intestino tém funcdes especializadas. O intestino anterior
estd envolvido com conducdo e armazenamento do alimento. O médio digestdo e
absorcdo, ao passo que o posterior estd responsavel por eliminar os produtos vindo do
intestino médio e tubulos de Malpighi (ROMOSER, 1996).

Machos e fémeas de mosquitos dependem da ingestéo de carboidratos para manter
seu metabolismo energético, influenciando na suas atividades e longevidade (NAYAR e
SAUERMAN, 1973). A disponibilidade de fontes alimentares pode aumentar a taxa de
sobrevivéncia dos mosquitos, diminuir o tempo no ciclo gonotréfico e aumentar a
capacidade vetorial (GU et al. 2011).

A ingestdo de solucdes acucaradas pode ser utilizada ndo apenas para suprir a
necessidade energética para o voo (VAN HANDEL, 1984), mas tambem para iniciar a
producédo de ovos em fémeas autégenas (MAGNARELLLI, 1978). A digestdo do agucar é
feita pelas a-glicosidases, identificadas em mosquitos por Schaefer e Miura (1972), cujos
0s experimentos mostraram que as glandulas salivares de Culex tarsalis contém enzimas
que clivam a sacarose. James et al. (1989) sugeriram que essas enzimas poderiam ser

ingeridas com a alimentacdo ajudando na digestdo dos carboidratos no diverticulo.
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Moreira-Ferro (1999) detectou atividade a-glicosidases em glandulas salivares de
Anopheles darlingi. Entretanto a origem das a-glicosidases e o local que ocorre a digestdo
dos carboidratos ingeridos pelos mosquitos ainda permanece em discussdo. Em alguns
trabalhos a produg¢ao de a-glicosidases estava associada as glandulas salivares e a digestéo
de sacarose ao diverticulo (MOREIRA-FERRO, 1999; MARINOTTI et al, 1996; JAMES
et al, 1989).

E comumente aceito que a digestdo de agucares em mosquitos ocorra no
diverticulo e a de sangue, no intestino médio, ja que sdo armazenados em compartimentos
diferentes do trato digestivo. Entretanto, em An. darlingi, 0s sucos vegetais sao enviados
para o intestino médio. Pajot et al. (1975) observaram que em 46% dos intestinos
continham um fluido claro, e em 69% dos casos o0 conteudo do estdbmago foi positivo para
a glicose. Quando as fémeas estavam alimentadas com sumos vegetais e tiveram a
oportunidade de ingerir sangue, 0 mesmo empurrava 0 sumo da planta para a regido
posterior do estdbmago (PAJOT et al. 1975). Caroci (2003), em estudos com fémeas de
An. darlingi, sugere que o papel dessas enzimas néo seja significante no que diz respeito
a digestdo de sacarose no diverticulo, dado nivel encontrado no interior desse 6rgao,
indicando que o diverticulo funciona apenas para o armazenamento e fornecimento
gradativo de agucares para o intestino e onde ocorre a sua digestdo, uma vez que foi
detectada atividade o-glicolitica aumentada apds trés horas de ingestdo de aglcar no
intestino dos mosquitos (CAROCI et al 2003).

Por outro lado, o sangue estéa relacionado principalmente ao desenvolvimento dos
ovos. Porém, diferentemente dos mosquitos autdgenos, capazes de realizar pelo menos
um ciclo gonotroéfico sem repasto sanguineo (TELANG e WELLS, 2004), as fémeas de
Anopheles darlingi sdo exclusivamente anautdgenas, sendo a alimentacdo sanguinea
essencial na obtencdo de nutrientes para o desenvolvimento dos ovarios e maturacdo dos
ovos (BRIEGEL, GUT e LEA, 2003).

Além da alteracdo morfoldgica que ocorre no abdémen (dilatacdo abdominal) a
alimentacdo sanguinea provoca drésticas mudangas no metabolismo das fémeas
(SANDERS et al., 2003; FEITOSA et al., 2006). Em poucas horas, ap06s a ingestdo de
sangue, 0s niveis de proteases podem aumentar em até 20 vezes, digerindo proteinas em
aminoéacidos que sdo liberados na hemolinfa (PACEY ¢ O’ DONNEL, 2014). As tripsinas
sdo as principais proteases no processo digestivo do sangue e sua sintese, geralmente, €
induzida pela presenca de amino&cidos livre encontrados no sangue (NORIEGA et al,
1999; MARQUARDT, 2005). Acredita-se que a fungdo dessa sintese de tripsinas €
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verificar se ha proteina suficiente para suportar o ciclo gonotrofico. Quando isso acontece,
vias de transducdo de sinais ativam a transcricdo da tripsina tardia e de genes que
codificam outras proteases como as aminopeptidases e carboxipeptidases
(MARQUARDT, 2005; WEIDLICH et al, 2012).

Ap0s a ingestdo e durante a digestao, ocorre a maturacdo dos ovocitos e formagéo
dos granulos de vitelo (ovogénese). Os amino&cidos provenientes do repasto atuam como
sinalizadores para numerosos processos metabdlicos no intestino médio dos mosquitos
estimulando uma sinalizacdo em cascata que leva a liberagcdo do hormonio
ecdisteroidogénico ovariano (OEH) iniciando assim a vitelogénese em varias espécies de
culicideos (UCHIDA et al. 1998, 2001).

A vitelogénese € um processo de sintese, transporte e acimulo de proteinas
precursoras de vitelo no qual proteinas, lipideos e agucares sdo incorporados nos ovocitos.
O processo é dividido em trés etapas, a primeira, pré-viteldgenese que € a fase que ocorre
antes da ingestéo do sangue em que os tecidos sdo preparados e amadurecidos. Nessa fase
ocorre proliferacdo de organelas no corpo gorduroso e separacdo de células ovarianas.
Ainda durante esse periodo, o horménio juvenil 11 exerce influéncia nos trés primeiros
dias apds a emergéncia do adulto e se o corpo gorduroso e ovarios nao forem expostos a
esse horménio eles ndo serdo responsivos durante o periodo vitelogénico (RAIKHEL et
al, 2002).

A segunda fase, periodo vitelogénico inicia-se com a ingestdo sanguinea, levando
a liberacdo do hormdnio OEH que é secretado pelo cérebro do mosquito (LEA et al,
1967). O OEH estimula os ovérios a produzir e secretar ecdisona para a hemolinfa, que
ao chegar ao corpo gorduroso é convertida a 20-hidroxiecdisona (20HE). A 20HE
estimula a sintese das principais proteinas precursoras do vitelo (vitelogenina,
carboxipeptidase vitelogénica entre outras) que serdo secretadas para a hemolinfa,
endocitadas pelos ovarios e armazenadas nos ovocitos (RAIKHEL e DHADIALLA,
1992).

A Ultima fase, o fim do periodo vitelogénico, é caracterizada pelo fim da sintese
das proteinas precursoras de vitelo, inicio da producdo do corion, que € uma camada
glicoproteica que tem funcao de protecdo do ovo. Isso ocorre aproximadamente entre 48
e 72 horas apds a ingestdo de sangue. Quando o ovo atinge a maturidade, o epitélio
folicular desaparece deixando-o diretamente em contato com o oviduto. Na passagem
pelo oviduto ocorre a fecundacdo, pois devido a sua contragdo, espermatozdides

armazenados na espermateca sao liberados e penetram pela micrépila. No final desse
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processo, a fémea deposita seus ovos em superficies Umidas, finalizando o ciclo
gonadotrofico (BROWN et al., 1998; RAIKHEL e DHADIALLA, 1992; CONSOLI e
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1992) (Figura 7).

Figura 7- Cascata de Sinais que ocorrem em mosquitos apés a alimentagdo sanguinea desencadeando a
vitelogénese.

Intestino médio

Cérebro
Ecdisona
Corpo Gorduroso
Sangue
¢  20HE
OEH

Vg, VCP, VCB, Lp

Legenda: Com alimentagéo sanguinea tem-se a dilatagéo do intestino médio do mosquito e liberagdo de um
sinal dependente do sangue do intestino para o cérebro. Apds o recebimento desse sinal pelo cérebro ha a
liberagdo do horménio ecdisteroidogénico ovariano (OEH ) que estimula os ovarios para sintetizar e liberar
ecdisona. Essa ecdisona segue para o corpo gorduroso e la é convertida em 20-hidroxiecdisona (HE),
ativando a expressao do gene das proteinas precursora do vitelo. Essas proteinas sdo sintetizadas no corpo
gorduroso e depois sdo transportadas para o ovario para serem incorporadas no o4cito em desenvolvimento.
Vg: vitelogenina; VCP: vitelogenina carboxipeptidase; VCB: vitelogénicas catepsina; Lp: Lipoforina.
Fonte: Attardo, 2005. Modificada

1.4 Alimentos alternativos para a ovogénese em mosquitos

O sangue de vertebrados é uma mistura de leucdcitos, eritrocitos e plaguetas que
estdo suspensas em um meio aquoso chamado plasma. Os eritrdcitos sdo 0s principais
componentes do sangue compreendendo 45% do volume total, e a proteina principal
nestas celulas € a hemoglobina. Os outros 55% sdo constituidos pelo plasma, que contém
componentes inorganicos, tais como: Cloreto de sodio (NaCl), acido cloridrico (KCI),

cloreto de calcio (CaCly) entre outros, que atuam como tampdes e também proteinas como
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imunoglobulinas, transferrinas e principalmente a soroalbumina (FARLEY, HENDRY e
MCLAFFERTY, 2012).

Os primeiros trabalhos sobre fracbes de sangue na biologia reprodutiva de
mosquitos sugeriram que a proteina é o principal nutriente do sangue necessario para a
ovogénese (WOKE, 1937; YEOLI E MER, 1938; DIMOND et al., 1956; SINGH e
BROWN, 1957). A partir dessa informacéo, vérios trabalhos vém sendo feitos na
tentativa de substituir o sangue de vertebrados para fins de produgcdo de ovos dos
mosquitos. Primeiramente, ofereceu-se para as fémeas de Aedes aegypti algoddes
embebidos com solucBes de sacarose misturados com aminoacidos e sais (DIMOND et
al 1956) ou proteinas isoladas (LEA et al 1956) mostrando que, com a presenca de
amino&cidos essenciais, foi possivel a producdo de ovos. Rutledge et al. (1964) em vez
de algoddo, utilizou um alimentador artificial para oferecer sangue de galinha, eritrocitos
humanos e uma solucao salina com albumina sérica bovina (BSA) para Aedes aegypti,
Armigeres subalbatus e Anopheles stephensi. Na albumina sérica bovina (BSA) podemos
encontrar 0s aminoacidos que sdo considerados importantes para a producdo de ovos
(DIAMOND, 1956; PRATA, 2008; 2005).

KOGAN (1990), em estudo sobre alimentos alternativos ao sangue, descobriu que
uma mistura de proteinas do sangue como albumina, hemoglobinas e y-globulinas
suportava a producdo de ovos em Aedes aegypti. Outro estudo mais recente relata que
duas concentracdes (100 e 200 mg/mL) de albumina sérica bovina (BSA) estimulam a
vitelbgenese e o desenvolvimento dos ovos em Aedes albopictus (PITTS, 2014).

Para os culicineos, percebeu-se a necessidade da adi¢do de fagoestimulantes para
que 0s mosquitos ingurgitassem o alimento artificial, aumentando assim o numero de
fémeas ingurgitadas e a quantidade de alimento que 0s mosquitos ingeriam. Esses
fagoestimulantes sdo os nucleotideos adenil difosfato (ADP), Adenil monofosfato (AMP)
e trifosfato de adenosina (ATP) e sua adi¢do causou aumento da taxa de ingurgitamento,
conforme o nimero de grupos fosfatos ligados aumentava (CLEMENTS, 1992).

Para Anopheles, no ingurgitamento utilizando fracOes de sangue e solucGes
artificiais, observou-se que An. stephensi, An. freeborni, An. gambiae e An. dirus
alimentaram-se apenas de uma solugdo salina composta por cloreto de sédio (NaCl) e
bicarbonato de sddio (NaHCOs3), sem a necessidade de fagoestimulante. No entanto, An
dirus teve uma taxa e ingurgitamento maior quando adicionado BSA a solugéo (KOGAN,
1990).
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Sianturi et al. (1996) testaram BSA e concentrados de eritrocitos como fonte de
alimento para An. farauti, mostrando que a BSA tem um rendimento de producgéo de ovos
e eclosdo larval bem parecida com o tratamento controle (sangue de cobaia).

Existem poucos estudos sobre a substituicdo da alimentacdo sanguinea para
Anopheles. Kogan (1990) afirma especificamente que An. gambiae alimentou-se de forma
inconsistente com uma refeicéo artificial, produzindo ovos viaveis em apenas um de seis
ensaios. Outro estudo relatou a oviposic¢ao de An. quadrimaculatus resultante de refeigdes
artificiais, porém ndo havia dados sobre numeros de ovos ou comparacgdes com o controle
(LEA et al, 1956).

Em relacéo aos anofelinos neotropicais nenhum estudo sobre essa abordagem foi
realizado até o0 momento, dessa forma estudos visando uma refei¢ao substituta do sangue
que suporte a producdo de ovos e boa eclosdo larval sdo uma alternativa atraente para a
criacdo de mosquitos em laboratérios, diminuindo assim 0s custos e tramites legais

envolvendo a manutencédo de colOnias de insetos vetores.

28



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Auvaliar o efeito da utilizacdo de alimentos alternativos ao sangue humano

em parametros da biologia de Anopheles darlingi.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o ingurgitamento, sobrevivéncia, oviposicao, producéo de ovos e
larvas de Anopheles darlingi nas seguintes condicdes:

» Trés diferentes composicoes de alimento alternativo, fornecidos
através de membrana de teflon;

» Quatro diferentes composi¢oes de alimento alternativo, fornecidos
através de goticulas.

e Criar e comparar indice de qualidade para os alimentos alternativos e suas
respectivas formas de administragcdo nos parametros acima descritos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta de mosquitos

Os mosquitos foram coletados em uma localidade rural (Sitio Dona Marcilia)
localizada a 27 km do centro da cidade de Porto Velho (08°38°00.3”S/ 63°55°51.9”W)
(Figura 8). Porto velho é a capital do Estado de Ronddnia, tem um clima tipicamente
quente e tropical tmido durante todo o ano. A temperatura do ar tem pouca variacao e 0
regime pluviométrico é caracterizado por um periodo chuvoso (novembro a abril) com
precipitacdes de 220 mm e um periodo seco (maio a setembro) com precipitagdes

inferiores a 55 mm.

Figura 8-Local de coleta de Anopheles darlingi realizadas no ano de 2015 e 2016 no municipio de Porto
Velho, Rondonia.

-64°16'48" -63°39'36" -63°2'24" -62°25'12"

Produzido por: Antdnio Marques, 2015.
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As coletas de fémeas de An darlingi foram realizadas das 18:00 as 20:00hs, por
meio de atracdo humana protegida (CEP: 53016315.9.0000.5300). Essa técnica consiste
na exposicao das pernas, protegidas com meia preta, para atrair 0s mosquitos 0s quais sao
capturados com o auxilio do aspirador manual antes que a picada e a subsequente suc¢do
sejam realizadas. Apenas 0s pesquisadores envolvidos no trabalho participaram da coleta.
Posteriormente, os mosquitos capturados eram colocados em gaiolas de PVC medindo
4,5 cm de didmetro e 10 cm de altura. Os mosquitos eram entdo triados e, aqueles que
apresentassem o abdome visivelmente vazios (Figura 9), eram transferidos para copos
descartaveis de 300 mL transparentes e telados de maneira que em cada copo tivesse um

nimero maximo de 10 mosquitos (Figura 10).

Figura 9- Mosquito da espécie An. darlingi coletado em campo. Espécime com o abdome visivelmente
vazio.

Foto: Glaucilene Silva Costa, 2016.
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Figura 10- Copo telado utilizado para triar 0s mosquitos que nédo estavam ingurgitados e administrar 0s
alimentos controles e alternativos.

Foto: Glaucilene Silva Costa, 2016.

3.2 Alimentos alternativos

3.2.1 Administrados em membrana

O método de membrana simula um hospedeiro, e consiste em colocar o alimento
no fundo de um copo descartavel de 50 mL, que logo ap6s € envolto por uma fita de
politetrafluoretileno (Veda-rosca), posteriormente o copo foi virado e colocado em cima
das gaiolas e agua a 37°C foi adicionada em seu interior (adaptado de RUTLEDGE et al.
1964) (Figura 11). Na administragdo com membrana foram disponibilizadas quatro
composicdes de alimento, com exce¢do do sangue (controle), os alimentos alternativos
utilizados nesse experimento eram compostos de albumina sérica bovina (BSA) com 200
mg/mL (SF-AL200) e 400 mg/mL (SF-AL400) diluida em uma solucédo fisiologica
preparada com cloreto de sddio e bicarbonato de sodio, nas concentracdes de 0,15 e 0,1
M, respectivamente e BSA diluido em solucédo fisiologica a 400mg/mL misturado ao
sangue total a 20% v.v. (S-A). Os alimentos foram administrados em campo para 0s
mosquitos, logo apds a coleta e triagem dos mesmos.
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Figura 11-Alimentagdo administrada por membrana. A- Sangue sendo colocado no fundo do copo

D |
descartavel de 50 mL invertido, B- Aplicacao da fita Veda-Rosca no fundo do copo, - Acréscimo de agua

~37°C dentro do copo e D- Membrana com alimento sendo colocado sobre as gaiolas teladas.
Foto: Glaucilene Silva Costa, 2016.

3.2.2 Administrados em goticulas

As goticulas eram disponibilizadas em cima das telas das gaiolas que continham
0s mosquitos (Figura 12). Na administracdo por goticulas foram disponibilizadas cinco
composigdes de alimentos. Os alimentos utilizados nesse experimento eram compostos
de sacarose 10% (controle negativo), sacarose 10% mais, albumina sérica bovina (BSA)
sendo que 200 mg/mL (S1) e 400 mg/mL (S2) e solu¢Bes compostas de BSA com 200
mg/mL (S3) e 400 mg/mL (S4) diluidas em solucéo fisioldgica e sacarose 10% (Figura
13). Todos os alimentos foram administrados em campo, logo apés a coleta e triagem dos
mosquitos.
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Figura 12- Alimentagdo administrada por goticulas. Aplicagdo com micropipeta e aparéncia das goticulas
sobre as gaiolas teladas.

Foto: Glaucilene Silva Costa, 2016.

Os alimentos ficavam disponiveis para 0s mosquitos por um periodo de 20
minutos. Posteriormente a alimentagcdo, 0s mosquitos eram transportados para 0

laboratdrio de Bioecologia de Insetos onde os parametros biolégicos foram analisados.

Foram utilizados um total de 210 copos, sendo 21 para cada tratamento. Cada copo
continha 10 mosquitos inicialmente, totalizando 210 mosquitos para cada tratamento.
Nesse trabalho houve 7 diferentes alimentos alternativos e dois controles (sangue e

sacarose) e duas formas de administracdo (Figura 13).
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Figura 13- Diagrama das formas de administracdo e alimentos alternativos oferecidos para Anopheles
darling.
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3.3 Parametros biologicos avaliados

No presente trabalho foram considerados as seguintes variaveis como parametros
bioldgicos: (i) ingurgitamento, (ii) sobrevivéncia até a oviposicdo, (iii) numero de
mosquitos que ovipuseram (iv) numero de ovos produzidos, (v) ndmero de larvas
produzidos.

O ingurgitamento foi registrado observando o abdome dos mosquitos em campo
apos o contato com os alimentos oferecidos por 20 minutos. Dessa forma, foram

considerados mosquitos ingurgitados aqueles que apresentassem o abdome completo ou
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parcialmente cheio (Figura 14). Os mosquitos que ndo apresentassem nenhum grau de

ingurgitamento foram contabilizados e retirados das fases seguintes do trabalho.

Figura 14- Mosquitos da espécie An. darlingi, apds o fornecimento dos alimentos. Mosquito: 1-

ingurgitado com alimentos alternativo; 2- ingurgitado com sangue e 3- ndo ingurgitado.

Foto: Glaucilene Costa, 2016

Para sobrevivéncia nos diferentes tratamentos foi registrado o nimero de fémeas
que estavam vivas no terceiro dia apds o inicio do experimento, esse tempo é necessario
para digestdo do sangue. Em seguida, as fémeas foram anestesiadas com acetato de etila
em um tubo mortifero e submetidas a oviposi¢do induzida, que consiste na remogéo de
uma das asas das fémeas com auxilio de pingcas entomologicas e lupa
(estereomicroscépio). As fémeas foram identificadas em nivel de espécie com a ajuda da
chave de identificacdo de Consoli e Lourenco-de-Oliveira (1994). Apds a remocao das
asas, as fémeas foram colocadas individualmente em copos plésticos (100 mL) forrados
com papel filtro umido e telados oferecendo condigdes apropriadas para oviposi¢éo, i.e.,
dentro de uma caixa de isopor em fileiras e intercalados com papel toalha umido, seguindo
o protocolo de criacdo do Laboratério de Bioecologia de Insetos- LaBEIn.

Ap0s 48 horas da oviposi¢do, contou-se 0 nUmero de mosquitos que ovipuseram

em cada alimento, para a quantificagdo da proporgéo de oviposicao.
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O numero médio de ovos foi estimado pelo nimero de ovos colocados por cada
fémea (fecundidade), que foi contabilizado utilizando uma Lupa estereomicroscopica da
marca LEICA EZA4.

Os copos contendo 0s ovos apos a contagem foram revestidos com papel filtro
nas bordas. O papel filtro do fundo dos copos foi retirado e picetado com agua, para que
0s ovos desgrudassem, seguindo o protocolo utilizado na criagdo de An. darlingi no
LaBein.

Durante 72 horas, esses ovos eram picetados e as larvas que eclodiram eram
alimentadas com racdo de peixe (Tetramin Tropical Flakes) triturada sendo que no
terceiro dia a larvas foram contabilizadas e o numero de larvas eclodidas de cada

tratamento (fertilidade) foi anotado.

3.4 indice de qualidade

O indice de qualidade para cada tipo de alimento alternativo foi calculado
centralizando os parametros observados, isto €, cada observacdo subtraida da média e
dividida pelo seu desvio padréo. Posteriormente os valores obtidos foram somados e ao

namero de larvas foi dado peso 2.

IQ =NUMero (ingurgitamento) + NUMEro (sobrevivenciay +NUMEr0 (oviposicio) + NUMEro (ovos) +

(Nl]mero (Iarvas) *2)

3.5 Analise de dados

Para verificar o efeito dos diferentes tratamentos na: (i) Propor¢do de mosquitos
ingurgitados, (ii) Propor¢do de mosquitos que sobreviveram até a oviposicdo (iii)
Proporc¢do de mosquitos que ovipuseram, (iv) média de ovos produzidos, na (v) média de
larvas e (vi) no indice de qualidade foram utilizados modelos lineares generalizados de
Efeito Mixto (Lmer). Nesse caso o tratamento foi considerado com variavel explicativa
(x) e uma das variaveis acima foram consideradas como variavel resposta (y). Além disso,
foi inserido no modelo dois termos de efeito aleatorio: o dia em que o experimento foi
realizado e a gaiola onde os mosquitos se encontravam. A distribui¢do de probabilidade
utilizada foi ajustada de acordo com o tipo da variavel resposta (y), nesse caso foi
utilizada a distribuicdo binomial quando se tratavam de dados de propor¢do ou Poisson

guando se tratava de dados de contagem. Posteriormente os modelos foram checados
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através de analise de residuos e a dispersdao do modelo foi checada utilizando a funcao
dispersion_glmer. Intervalos de confianca de Walds foram construidos para o0s
pardmetros estimados no modelo. Todas as andlises foram realizadas no software
estatistico livre R 3.2.5 (R Developemnt Core Team 2015) utilizando os pacotes ggplot2,

Ime4 e blmeco.

4. RESULTADOS
4.1 Alimentos alternativos oferecidos em membrana

Nos experimentos realizados para verificar o efeito de diferentes alimentos
alternativos oferecidos via alimentacdo artificial com membrana, foi observado um maior
numero de mosquitos ingurgitados no grupo controle, 72,2% (49,7% — 86,3%), enquanto
que nos demais grupos a porcentagem de mosquitos que ingurgitaram foi
significativamente (p<0,05) menor, i.e., 25,1% (10,1% — 42,5%) no tratamento S-A, no
tratamento SF-AL 200 15,6% (6,0% — 28,45%) e 7,5% (2,7% — 14,65%) em SF-AL 400
(Figura 15).

Figura 15- Proporcdo (+/- erro padréo) de Anopheles darlingi ingurgitados nos diferentes alimentos
administrados em membrana.
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Legenda: Sangue: controle; S-A: Sangue 20% + Soro albumina bovino (BSA) diluida em solucéo fisiolégica
400/mg/mL; SF-AL200: Solucdo fisiologica + 200 mg/mL de BSA; SF-AL400: Solucéo fisioldgica + 400
mg/mL de BSA.
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Em relacdo a sobrevivéncia das fémeas até a oviposicao observou-se que aquelas
alimentados com S-A e SF-AL 200 ndo apresentaram uma diferenca significativa
(p<0.05) em relacdo ao controle, tendo uma proporcao de ingurgitamento de 36,35%
(3,7% — 76%) e 39,2% (4,2% - 78,2%), respectivamente. J& nos mosquitos alimentados
com SF-AL 400 apenas 14,1% (1% - 45%) sobreviveram até a oviposi¢do, sendo
observada uma diferenca significativa (p < 0.05) em relacdo ao controle que teve uma

porcentagem de sobrevivéncia de 91,1% (53,6 — 99%) (Figura 16).

Figura 16- Proporcéo (+/- erro padréo) de Anopheles darlingi vivos até a oviposi¢do nos diferentes
alimentos administrados em membrana.
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Legenda: Sangue: controle; S-A: Sangue 20% + Soro albumina bovino (BSA) diluida em solugéo fisiolégica
400/mg/mL; SF-AL200: Solucdo fisiologica + 200 mg/mL de BSA; SF-AL400: Solucéo fisioldgica + 400
mg/mL de BSA.

Devido ao baixo numero de mosquitos ingurgitados e que sobreviveram nos
alimentos alternativos administrados em membrana, os demais parametros avaliados
(oviposicgéo, producgédo de ovos e larvas) foram submetidos apenas a analise descritiva.

Dos mosquitos que ingurgitaram e sobreviveram até a oviposi¢do no controle e

nos diferentes alimentos alternativos foi observado que maior porcentagem de oviposi¢ao
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de fémeas que se alimentaram de sangue, seguido por SF-AL 200, SF-AL400 e a menor
porcentagem foi encontrada nas fémeas que se alimentaram de S-A (Tabela 1). O nimero
meédio de ovos foi de 131,8 no controle. Nos tratamentos o nimero médio de ovos foi
105,0 em S-A, 47,1 em SF-AL200 e 76,0 em SF-ALB400 (Tabela 1) e o nUmero médio
de larvas produzidos foi de 90,1, 84,4, 33,8 e 34,2 respectivamente (Tabela 1). O nimero

médio de larvas produzidos em sangue foi de 111,20 (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros reprodutivos observados para Anopheles darlingi apds alimentacdo administrada
por membrana.

Tratamento
Parametro Sangue S-A SF-AL200 SF-AL400
Oviposicéo (%) 78,0 42,0 54,1 50.0
Ovos (X) 131,8 105,0 47,1 76,0
Larvas (X) 111,20 96,30 11,33 26,00

Legenda: Sangue: controle; S-A: Sangue 20% + Soro albumina bovino (BSA) diluida em solugéo fisiolégica
400/mg/mL; SF-AL200: Solucdo fisiologica + 200 mg/mL de BSA; SF-AL400: Solucéo fisioldgica + 400
mg/mL de BSA.

4.2 Alimentos alternativos oferecidos em goticulas

Nos experimentos realizados para verificar o efeito dos diferentes alimentos
alternativos oferecidos por goticulas, foi observado um menor nimero de mosquitos
ingurgitados no sangue, 79,7% (53,6% — 94,9%), esse administrado em membrana,
quando comparado com a sacarose que obteve um total 100% de fémeas ingurgitadas.
Nos demais grupos a porcentagem de mosquitos que ingurgitaram foi de 99,5% (98,5 —
99,9) em S1, 100% em S2, 100% em S3 e 100% em S4, sendo essa diferenca significativa

(p < 0.05) quando comparado com o sangue (Figura 17).
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Figura 17- Proporcdo (+/- erro padrdo) da resposta de ingurgitamento de fémeas de Anopheles darlingi nos

diferentes alimentos administrados em goticulas e nos controles.
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Legenda: Sangue: controle; Sacarose 10%: controle negativo; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino
(BSA) com 200mg/mL; S2: Sacarose 10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solugdo fisioldgica +
BSA 200mg/mL; S4: Sacarose 10% + solugéo fisioldgica + BSA 400mg/mL.

Em relacdo a sobrevivéncia das fémeas até a oviposi¢do, foi observado que
aquelas alimentadas com sangue e as fémeas alimentadas com sacarose apresentaram uma
proporcdo de sobrevivéncia de 87,9% (70,1% — 96,3%) e 88,1% (70,4% - 96,4%),
respectivamente. Entretanto ndo foi encontrado uma diferenca significativa (p>0,05) em

relagdo aos demais alimentos (Figura 18).
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Figura 18- Proporcdo (+/- erro padrdo) de fémeas de Anopheles darlingi vivas até a oviposicéo
alimentados com os diferentes alimentos alternativos ministrados em goticulas e nos controles.
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Legenda: Sangue: controle; Sacarose 10%: controle negativo; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino
(BSA) com 200mg/mL; S2: Sacarose 10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solugéo fisioldgica +
BSA 200mg/mL; S4: Sacarose 10% + solucéo fisiologica + BSA 400mg/mL.

Foi observado uma maior proporcao de mosquitos que ovipuseram no tratamento
controle em relacdo aos demais alimentos. O tratamento S3 obteve uma proporcao de
oviposicdo de 53,58% (41,65% — 65,13%), seguido por S1 com 47,79% (35,86% —
59,98%), sendo essa uma diferenca ndo significativa em relacdo ao controle. No
tratamento S4 foi verificado uma proporcao 40,98% (29,47% — 53,53%) de mosquitos
que ovipuseram e 37,38% (26,58% — 49,49%) no tratamento S3, sendo essa uma diferenca
n&o significativa (p > 0,05) em relacdo aos demais alimentos alternativos (Figura 19). A
proporgdo de oviposigdo dos mosquitos que se alimentaram apenas de sacarose foi de
1,1% (0,32% - 2,75%), mostrando a baixa quantidade de mosquitos de campo que possam

ter feito um repasto sanguineo antes da captura dos mesmos.
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Figura 19- Proporcéo (+/- erro padrdo) de mosquitos Anopheles darlingi que ovipuseram nos diferentes
alimentos administrados em goticulas e no controle.
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Legenda: Sangue: controle; Sacarose 10%: controle negativo; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino
(BSA) com 200mg/mL; S2: Sacarose 10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solugéo fisioldgica +
BSA 200mg/mL; S4: Sacarose 10% + solucéo fisiologica + BSA 400mg/mL.

Em relagdo ao nimero médio de ovos postos por fémeas foi observado uma maior
producdo média no controle, 113,5 (104,8 - 126,6), porém ndao houve uma diferenca
significativa (p > 0,05) entre a média de ovos postos no controle e no tratamento S2, que
obteve uma média de 95,2(86,8 — 104,8) ovos postos. Ja nos demais alimentos alternativos
a média de ovos postos foi de 88,4 (81,2 - 98) em S1, 75,8 (71,2 — 86,0) em S3 e 91(82,1
—99,2) em S4, apresentando uma diferenca significativa em relagdo ao controle (P < 0,05)
(Figura 20).
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Figura 20- Média (+/- erro padréo) de ovos por fémeas de Anopheles darlingi nos diferentes alimentos

administrados em goticulas e no controle.
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Legenda: Sangue: controle; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino (BSA) com 200mg/mL; S2:
Sacarose 10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solucéo fisiologica + BSA 200mg/mL; S4:
Sacarose 10% + solucéo fisioldgica + BSA 400mg/mL.

As fémeas alimentadas com sangue produziram um nimero médio de larvas maior
em relacdo aos alimentos alternativos, (P < 0,05), observou-se uma producdo média de
86,72 (72,86-102,95) de larvas nesse alimento. O tratamento alternativo que obteve um
numero médio de larvas maior foi S3, que produziu 22,4 (8,55 — 38,64) de larvas, tendo
uma diferenca significativa (P< 0,05) quando comparado com sangue. No demais
tratamentos a producéo larval foi de 17,9 (4,2 — 34,3) para S1, 15 (1,7 — 31,7) para S2 e
14,8% (0,91 — 8,4) para S4, sendo essa uma diferenca significativa em comparagdo com

o controle (Figura 21)

44



Figura 21- Média (+/- erro padrao) da producdo de larvas de fémeas de Anopheles darlingi nos diferentes

alimentos administrados em goticulas e no controle.
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Legenda: Sangue: controle; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino (BSA) com 200mg/mL; S2: Sacarose
10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solugdo fisioldgica + BSA 200mg/mL; S4: Sacarose 10% +
solugdo fisiolégica + BSA 400mg/mL.

4.3 Indice de Qualidade (1Q) nos diferente alimentos e formas de administracéo

Diversos parametros bioldgicos de Anopheles darlingi obtidos com diferentes
dietas alternativas e modos de administracdo, i.e., membrana (Tabela 2) e goticula (Tabela
3) foram sumarizados e utilizados para calculo do 1Q.

Tabela 2-Parametros bioldgicos de Anopheles darlingi apds alimentacdo com diferentes dietas

alternativas administradas em membrana. N= 210 mosquitos

Tratamento | Ingurgitamento  Sobrevivéncia Ovipuseram Qtd_Ovos Qtd_Larvas
(%) (%) (%) X) (X)

S-A 53 (25,2) 23 (43,3) 11 (47,8) 1245 (113,1) 1175 (106,8)
SF-AL200 33 (15,71) 14 (42,4) 7 (50) 330 (47,14) 86 (12,28)
SF-AL400 16 (7,61) 3 (18,7) 1(33,3) 76 (76) 26 (26)

Sangue 149 (70,9) 137 (91,9) 93 (67,8) 12441 (133,77) 10464 (112,51)

Legenda: Sangue: controle; S-A: Sangue 20% + Soro albumina bovino (BSA) diluida em solucdo fisioldgica
400/mg/mL; SF-AL200: Solucéo fisioldgica + 200 mg/mL de BSA; SF-AL400: Solucdo fisiolégica + 400 mg/mL
de BSA
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Indice de gualidade

Tabela 3-Parémetros biol6gicos de Anopheles darlingi ap6s alimentacdo com diferentes dietas
alternativas em goticulas. N= 210 mosquitos

Tratamento | Ingurgitamento  Sobrevivéncia  Ovipuseram Qtd_Ovos Qtd_Larvas
(%) (%) (%) [69) X)
S1 209 (99,5) 135 (64,6) 87 (64,4) 7689 (88,3) 1265 (14,4)
S2 210 (100) 120 (57,1) 65 (54,1) 6123 (94,2) 952 (14,6)
S3 210 (100) 161 (76,6) 112 (69,5) 8687 (77,5) 2331 (20,81)
sS4 210 (100) 114 (54,28) 66 (57,8) 5947 (90,1) 877 (13,28)
Sacarose 210 (100) 185 (88,1) 4(2,1)
Sangue 167 (79,5) 146 (87,5) 97 (66,43) 11009 (113,4) 8435 (86,9)
(Membrana)

Legenda: Sangue: controle; Sacarose 10%: controle negativo; S1: Sacarose 10% + Soro albumina bovino (BSA) com
200mg/mL; S2: Sacarose 10% + BSA 400mg/mL; S3: Sacarose 10% + solugdo fisioldgica + BSA 200mg/mL; S4:
Sacarose 10% + solucéo fisioldgica + BSA 400mg/mL.

Nos alimentos alternativos administrados por via de membrana observou-se um
alto indice de qualidade (IQ) no sangue quando comparado com os alimentos alternativos,
tendo o controle um 1Q de 7 (3,2 — 10,8). Os 1Qs dos alimentos alternativos foram de -
4,3 (-8,1 - -0,5) para S-A, -5,5(-9,3 - -1,7) para SF-AL200 e -6,1 (-9,9 - -2,3) para SF-
AL400, sendo essa uma diferenca significativa (p < 0,05) (Figura 22A). J& nos alimentos
alternativos administrados em goticulas observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os alimentos alternativos e o sangue sendo os valores obtidos de 4,8
(2,5-7,1) para o sangue, 1,4 (-0,8 — 3,7) para S1, 0,45 (-1,9 — 2,7) para S2, 2,91 (0,18 —
5,5) para S3 e 0,3 (-2,0 - 2,5) para S4, sendo essa uma diferenca ndo significativa (p >
0,05) (Figura 22B).

Figura 22- indice de Qualidade (1Q) dos diferentes métodos e alimentos oferecidos para mosquitos da espécie
Anopheles darlingi. (A) Alimentos ofertados com membrana; (B) Alimentos ofertados em goticulas.

A ' B

Indice de qualidade

Sague A SFALKO SFALID Samwe 51 5 8 A
Tratamento Tralaments

46



5. DISCUSSAO

Mesmo que a oferta de repasto sanguineo em animais vivos como ratos ou
coelhos, seja utilizada rotineiramente em criacdo e manutencdo de mosquitos, as suas
implicacdes com questdes éticas e alto custo para 0 mantimento de biotérios acaba sendo
oneroso para instituicdes de pesquisas. A técnica de alimentacdo por membrana artificial
com sangue tem sido utilizada, por, pelo menos, 40 anos, para manutencdo e infecgéo de
mosquitos de diversas espécies em laboratorio (AWONO-AMBENE et al., 2001;
GRAVES, 1980; MAGNARELLI et al., 1987; LUO, 2014). Ao longo dos anos alguns
trabalhos também tentaram substituir o sangue na biologia reprodutiva de mosquitos
visando diminuir riscos atrelados a manipulacdo sanguinea (KOOGAN, 1990;
STOBBART, 1992; GRIFFITH e TURNER, 1996; PITTS, 2014; GONZALES et al.,
2015; TALYULI et al. 2015).

No presente trabalho foi verificado a resposta de individuos de An. darlingi a
diferentes dietas administradas artificialmente através de membrana. Foi observado que
em membrana um maior numero de mosquitos se ingurgitaram com sangue quando
comparado com o nimero de mosquitos ingurgitados com os alimentos alternativos
oferecidos. Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno é que os mosquitos tém um
aparato responsavel por monitorar a qualidade do alimento como, as sensilas e
quimiorreceptores do cibario, quimiosensilas nos tarsos, labela e labro, que ajudam a
identificar as substancias alimentares determinando a aceitabilidade e o destino do
alimento (DAY, 1954; OWEN, 1963; SALAMA 1966; LEE, 1974; CLEMENTS, 1999).

Propriedades quimicas e osmoticas podem determinar a ativagdo do
ingurgitamento nos insetos (FRIEND e SMITH, 1977). Apesar de sais (cloreto de sédio
e bicarbonato de sddio) serem oferecidas em quantidades parecidas aquelas encontradas
no sangue, a quantidade de proteina nos alimentos alternativos foi trés vezes (200 mg/ml)
e sete vezes (400 mg/mL) maior do que as encontradas no sangue (PETERS, 1996). Foi
observado que com o aumento da concentracdo de BSA houve um menor nimero de
mosquitos ingurgitados, a pressdo osmatica isotdnica ao sangue é essencial para obter um
melhor ingurgitamento (HOSOI, 1959; GALUN et al, 1985).

As membranas de peles de animais parecem ser mais adequadas para a
alimentacdo dos mosquitos mostrando sempre uma maior porcentagem de mosquitos
ingurgitados quando comparados com as membranas sintéticas. Para Aedes aygypti as

peles de rato e codorna mostraram uma maior porcentagem de mosquitos ingurgitando
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com sangue, 83% e 76%, respectivamente (NOVAK et al., 1991). No mesmo trabalho os
autores testaram também uma membrana de latex e a porcentagem de mosquitos
ingurgitados foi de 0,66%. Em Anopheles stephensis a porcentagem de mosquitos
ingurgitados em membrana animal foi de 82% contra 67% em parafilm® (RUTLEDGE
et al, 1964). Apesar dos resultados divergentes, as membranas sintéticas sdo largamente
utilizadas na alimentacéo de An. darlingi, principalmente em experimentos com infecgdes
(ALVES et al., 2005; BHARTI et al. 2006). Nesse estudo foi utilizada uma membrana
sintética de TEFLON para a administracdo dos alimentos, e a porcentagem de mosquitos
ingurgitadas foi de 75,95% em sangue.

Em relacdo a administracdo de diferentes solugdes em membrana, que ndo o
sangue, em anofelinos, o numero de mosquitos ingurgitados pode variar entre as espécies.
Em An. darlingi o ingurgitamento diminuiu conforme a composicdo do alimento
alternativo, tendo uma porcentagem de 25,1% em S-A, 15,6% em SF-AL200 e 7,5% em
SF-AL400. Quando oferecido apenas uma solucédo fisiolégica para An. stephensi, An.
gambiae, An. freeborni e An. dirus, a porcentagem de mosquitos ingurgitados foi de 87%,
80%, 70%, 24%, respectivamente, porém quando adicionado BSA na solucdo An. dirus
aumentou a porcentagem de mosquitos ingurgitados para 64% (GALUN et al., 1985). Em
Culiseta inornata quando oferecido uma solucdo de Ringer (solugéo isotbnica ao sangue)
a porcentagem de mosquitos ingurgitados foi de 36,20% (FRIEND, 1978).

Quando os alimentos alternativos foram oferecidos em goticulas foi observado
gue mais de 90% dos mosquitos estavam ingurgitados independentemente do tipo de
alimento oferecido, ressaltando que na formulacdo desses alimentos foi adicionado um
fagoestimulante (sacarose 10%). No trabalho de Friend (1978), a porcentagem de
mosquitos da espécie Culiseta inornata que se ingurgitaram apenas de acgucar a 1M foi
de 98% e no trabalho de Hosoi (1958) que mostrou que liquidos adogados com glicose
foi possivel quase 100% dos mosquitos da espécie Culex pipiens se ingurgitaram. Em
trabalhos com a utilizagcdo de iscas agucaradas toxicas, que usam o aglcar cOmo um
fagoestimulante para a ingesté@o da isca, foi observado uma porcentagem de 65-82% em
Aedes aegypti criados em laboratorio (BARBOSA, 2016) e 86% de Culex
quinquefasciatus (STEWART et al., 2013), corroborando com os resultados encontrados
neste estudo. J& para as espécies An. gambiae e An. arabiensis, a porcentagem de
ingurgitamento de solugéo agucarada foi menor que as encontradas no presente estudo,
68% e 64%, respectivamente (STEWART et al., 2013).
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Nos culicideos, a ingestéo do agucar é regulada por receptores gustativos presentes
nas sensilas, que estéo localizadas no aparelho bucal e nos tarsos. Quando os tarsos dos
mosquitos tocam uma fonte agucarada as sensilas sao estimuladas. A ponta da probdscide
é colocada em contato com o alimento e as sensilas da superficie dorsal da labela s&o
estimuladas, ocorrendo a separacdo dos I6bulos. Apos essa estimulacdo € dado inicio a
succgdo, que ¢é feita através da acdo combinada do cibario e da faringe (CLEMENTS,
1999).

O agucar ¢ o alimento basico dos mosquitos adultos, sendo o Unico nutriente para
0s machos e provavelmente o mais comum para fémeas, apesar de sua necessidade de
sangue de vertebrados para produzir ovos (NAYAR e SAUERMAN, 1975). A maioria
das fémeas de mosquitos tem o aglcar como sua primeira fonte de alimentacdo
disponivel, e algumas espécies preferem o acucar do que o sangue e sO fazem repasto
apos terem realizado uma alimentacdo acucarada (FOSTER, 1995).

As fémeas preferem fazer uma alimentacdo agucarada apds a emergéncia, tanto
em campo quanto em laboratorios fémeas se alimentaram de agucar logo apds a emersao
ou dentro de intervalos de 24-48hs (NAYAR e SAUERMAN, 1975). Os mosquitos,
algumas vezes percorrem longas distancias para encontrar a fonte de alimentagédo
sanguinea, experimentos de liberacdo-recaptura mostraram que fémeas de An. gambiae
continham acglcar em seus intestino logo apdés sua emersdo (GILLIES, 1961),
melhorando, assim, a sua capacidade de dispersdo para busca desse recurso, como
previamente observada nos mosquitos Culex nigripalpus (HANCOCK e FOSTER, 1997,
2000), Cantans ochlerotatus (RENSHAW et al., 1994) Aedes aegypti (BRIEGEL et al.,
2001).

Existem poucos trabalhos que abordem outras formas de administracdo de
alimentos, que possam desencadear a ovogénese, que ndo seja com a utilizacdo de
membranas. Trabalhos como o de Lea et al. (1956) e Dimond et al. (1956)
disponibilizaram aminoacidos com sacarose em chumacos de algod&o para Aedes aegypti
e quando a solugdo continha aminoacidos essenciais foi observada a producdo de ovos.
Uma linhagem de Aedes aegypti foi mantida com a administracdo de sacarose e albumina
de ovo disponibilizadas em bolas pequenas de vidros (Ballotini) (STOBBART, 1992)
mostrando que outras formas de administrar o alimento para a producgéo de ovos podem
ser bem-sucedidas.

No presente trabalho foi possivel observar que as dietas com concentragcdes mais

altas de BSA, administradas em goticulas, ndo levaram a uma maior mortalidade dos
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mosquitos em relacdo ao controle (Fig. 18), apesar dos alimentos alternativos terem uma
maior concentragdo de proteina (BSA) e consequentemente obterem uma maior
concentracdo de aminoacidos na hemolinfa quando comparadas com aquelas fémeas que
se alimentaram com sangue (BELLAMY e BRACKEN, 1971). Sabe-se que em seres
humanos a concentracdo de albumina é de 30-50mg/mL (LEHENINGER, 2008;
PETERS, 1996), bem mais baixa do que a concentragdo oferecida no presente trabalho,
isso poderia ter causado um desequilibrio osmotico, pois a osmolaridade e densidade da
hemolinfa dos mosquitos aumentam apos a refeicdo do sangue (MACK e
VANDERBERG, 1978). Os mosquitos também produzem grandes quantidades de
compostos nitrogenados como resultado da desaminacdo de aminoacidos, como nos
alimentos alternativos a quantidade de proteina ingerida é maior, isso poderia ter resultado
em um aumento desses compostos no organismo podendo ser toxico aos mosquitos
(BRIEGEL, 1986; SCARAFFIA et al., 2005; 2008; 2010), porém foi observado que a
quantidade de proteinas oferecida para An. darlingi, ndo acarretou na diferenca da
mortalidade dos mosquitos.

A ingestdo de proteinas pelos mosquitos desencadeia varias alteracdes
morfoldgicas e bioguimicas no intestino médio, necessarias para sua digestdo. Entre essas
alteracOes, hd um grande aumento na atividade da tripsina, que é uma enzima responsavel
por quebrar as proteinas e polipeptidios (BRIEGEL e LEA, 1975). Segundo 0s mesmos
autores, o aumento da concentracdo de proteina ingerida pelos mosquitos provoca o
aumento da atividade das tripsinas. As proteinas sdo entdo digeridas em aminoacidos
livres, os quais sdo transportados através de células epiteliais do intestino para a
hemolinfa. Os aminoacidos tém uma contribuicdo significativa para a pressdo osmotica
na hemolinfa, causando desequilibrio osmético temporario (BOROVSKY, 2003).

Fémeas de mosquitos anautdgenas necessitam da ingestdo de sangue para a
producdo de ovos (FORATTINI, 1992), pois 0 sangue constitui uma fonte rica em
aminoacidos para 0s mosquitos. Na BSA podemos encontrar 0s aminoacidos arginina,
isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina (PRATA, 2008;
2005) que sdo aminodcidos considerados essenciais para a producdo de ovos em Aedes
aegypti (DIMOND et al., 1956). Em relacdo ao desencadeamento da ovogénese e inicio
da vitelogénese, podemos observar que em An. darlingi, independente da forma de
administracdo, concentracdo de BSA ou da presenca da solucdo fisioldgica, todas as dietas

foram capazes de desencadear tais processos biologicos, mostrando que apenas a presenga
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da proteina no organismo do mosquito € necessaria para dar continuidade na maturagéo
dos o0dcitos.

Em algumas espécies de mosquitos, o tipo de sangue ingerido pode influenciar no
tamanho da postura (CLEMENTS 1963; CONSOLI et al. 1981), mas, geralmente nos
culicideos, em condi¢des naturais, o tamanho da postura das fémeas pode variar de 50 a
500 ovos (FORATTINI, 2002). No presente estudo, a media de ovos postos nos
mosquitos alimentados com sangue foi de 122.

Alguns parametros do ciclo biolégico de populacbes de An. darlingi foram
estudados por Santos et al. (1981), que verificaram que fémeas de An. darlingi oriundas
do campo e alimentadas em Gallus gallus, ovipuseram uma média de 110, bem parecida
com o encontrado no nosso estudo. Em populagdes de An. darlingi colonizados no Peru,
a média de ovos foi de 73 ovos postos por fémea ao longo de 6 geracdes (MORENO et
al., 2014) e 17 para fémeas alimentadas com apenas um tipo de sangue animal e 26 para
fémeas que se alimentavam de sangue de vaca e frango (VILARREAL-TREVINO et al.,
2015).

Além disso, a média de ovos postos em dietas artificiais pode variar dependendo
da espécie. Aedes albopictus ovipés uma média de 92 ovos em uma solu¢cdo com BSA
200mg/mL, maior que a média de ovos obtidos para sangue e para solucdo de BSA
100mg/mL que alcangcaram uma média de 83,7 e 57, respectivamente (PITTS, 2014), nos
alimentos alternativos ao sangue ministrados em goticulas as medias de ovos postos
variaram de 75-95,2 para An. darlingi. (Fig. 20). Em Aedes aegypti quando alimentados
com BSA 200mg/mL as médias de ovos postos dependeram da composicao da solucdo
fisiologica que foi feita a diluicdo, as médias variaram de 37 (NaPBS), 42 (PBS) 52
(KPBS) e 66 (APS), compostas por cloreto de sodio e potassio, fosfato dissodico e
monopotassico, cloreto de magnésio e bicarbonato de sédio em diferentes concentracbes
e pH, mostrando que a producgéo de ovos em Ae. aegypti pode estar ligada a concentragéo
de cations na solugéo fisiologica (GONZALEZ et al. 2015).

Os dados encontrados nos alimentos alternativos no presente estudo corroboram
com os de dados encontrados por Pitts (2014), onde a média de ovos postos € maior nas
concentragfes mais altas de BSA. Griffith e Turner (1996) criaram mosquitos da espécie
Culex quinquefasciatus em uma dieta artificial baseada em ovoalbumina, leite de soja,
globulinas e trifosfato de adenosina (ATP) produziram em média 85% do niumero de ovos
das fémeas que se alimentavam de sangue, ou seja, fémeas alimentadas com a dieta

alternativa produziam em média 156 ovos contra 183 ovos das fémeas alimentadas com
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sangue. Dados bem parecidos foram encontrados no nosso estudo, pois em S2 as fémeas
produziram 84% do namero de ovos produzidos pelas fémeas alimentadas com sangue
(Fig. 20).

A producdo de ovos viaveis em mosquitos é derivada ndo apenas de nutrientes que
foram armazenados na fase larval, mas também de alimentos que 0s mosquitos ingerem
quando adultos. Em insetos, aminoacidos derivados da alimentacdo sanguinea sao
utilizados por células do corpo gorduroso para a sintese de proteinas do vitelo. Essas
proteinas sdo sintetizadas pelo corpo gorduroso e entdo secretadas na hemolinfa e
subsequentemente absorvidas pelos ovarios sendo assim depositadas nos odcitos
(RAIKHEL e DHADIALLA, 1992). Uma dessas proteinas sintetizadas € a vitelina, que
tem como funcéo suprir o desenvolvimento do embrido com aminoécidos (FAGOTTO,
1990; YAMAMOTO e TAKAHASHI, 1993; LOGULLO et al., 1998). Em animais
oviparos, o desenvolvimento embrionario ocorre fora do organismo materno, desse modo
todos os nutrientes essenciais a embriogénese sdo depositados nos ovoécitos pela
progenitora (MATOVA e COOLEY, 2011). Logo, uma vez fora do organismo materno
o embrido em formacdo necessita destas reservas depositadas nos ovos para ndo haver
comprometimento de sua formacédo (CHINZEI e YANO, 1984).

Todas as dietas oferecidas foram capazes de produzir larvas (Figs 21 e Tab.1),
porém a producdo média de larvas por fémea foi bem menor em comparagdo com a média
larval das fémeas alimentadas com sangue (Fig 21). Esse fato pode ter ocorrido devido a
composicao geral dos alimentos alternativos que pode ter gerado um vitelo sem nutrientes
suficientes para nutrir o embrido, principalmente pela auséncia de vitaminas.

Lipidios, carboidratos e vitaminas também estdo presentes no sangue de
mamiferos (LENTNER, 1985) e alguns destes componentes podem ser importantes para
a criacdo bem-sucedida de mosquitos a longo prazo (ROSALES-RONQUILLO et al.,
1973). No sangue humano sdo encontrados diferentes tipos de vitaminas comoaAeE e
vitaminas do complexo B (KREBS, 1950). As vitaminas do complexo B funcionam como
coenzimas em funcBes metabdlicas, das quais sdo comuns em todos 0S seres Vivos.
Através de uma série de trabalhos, generaliza-se que 0s insetos necessitam de pelo menos
sete vitaminas do complexo B: riboflavina, tiamina, acido nicotinico, acido félico, acido
pantoténico e biotina (DADD, 1985; e DADD, 1967).

As vitaminas sdo passadas de reservas da mde para 0 ovo e a falta delas na
alimentacdo da progenitora pode ocasionar um efeito deletério nas larvas
(VANDERZANT, 1974). Dadd (1965) mostrou que larvas oriundas de fémeas mantidas
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em dietas com baixo teor de vitaminas necessitavam de mais vitaminas solUveis na agua
e que alguns adultos do pulgédo Myzus persicae criados desde o nascimento em dietas
pobres em vitaminas depositaram um numero menor de larvas vivas e essas ndo foram
capazes de crescer e se desenvolver adequadamente.

A importancia das reservas maternas de vitaminas, principalmente a biotina, foi
demostrado em besouros Scolytus multistriatus, pois quando a dieta das maes foi
suplementada com biotina adicional antes da formacéo do ovo, a sobrevivéncia das larvas
aumentou significativamente (GALFORD, 1972). Um efeito semelhante também foi
indicado para outras vitaminas das quais a eliminacdo completa da dieta das maes de
algumas espécies de insetos causaram uma mortalidade completa de ovos (DADD, 1985).

Em insetos nectarivoros, a vitamina B é necessaria pois, sem esse nutriente na
dieta das fémeas adultas a producdo de ovos tende a diminuir e uma grande propor¢édo
dos ovos ndo eclodem (DADD, 1985). A mosca da azeitona, Dacus oleae, requer além
de minerais e aminodcidos, vitaminas B e E para garantir longevidade, producdo méxima
de ovos e eclosédo larval (TSIROPOULOS, 1980). Quando a vitamina E foi retirada da
alimentacédo das fémeas de moscas da espécie Agria affinis, a producéo de foi de 0,6 larvas
por fémeas e quando a vitamina E estava presente na dieta das fémeas o nimero de larvas
produzidos por fémeas foi de 7,2 (HOUSE, 1966).

Mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus foram criados por 50 geracdes em
uma dieta alternativa que continha leite de soja, podendo essa ser a fonte de vitaminas
dos mosquitos (GRIFFITH e TURNER, 1996). Assim, podemos observar que, pelo
menos alguns insetos requerem certas vitaminas para o funcionamento normal de seu
metabolismo.

Pouco se sabe sobre a fertilidade de An. darlingi, mas foi observado uma
producdo de 86 larvas naquelas fémeas que se alimentaram com sangue (Fig. 21), no
estudo de Santos et al. (1981) uma média de 83 larvas de fémeas de An. darlingi foi obtida
a partir de fémeas de campo, alimentadas com sangue de galinha. Para An. darlingi
colonizado, essa média diminuiu sendo observada uma producdo média de 53 larvas por
fémeas durante 6 geracdes (MORENO et al., 2014). Em relacdo a producéo larval com
alimentos alternativos para An. darlingi ainda ndo foram encontradas publicacdes, até
mesmo para outras especies de culicideos, os dados sobre fertilidade quando alimentados
com dietas alternativas sdo pouco explorados. Pitts (2014) observou que mosquitos da

espécie Ae. albopictus alimentados com BSA na concentra¢do de 200mg/mL produziram
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uma média de 30 larvas por fémea, maior do que a obtida com alimentos alternativos nas
mesmas concentracoes, i.e., S2 e S4, para An. darlingi (Fig. 21)

Em relacdo a indice de qualidade utilizado nesse estudo, essa ndo € uma
abordagem utilizada com frequéncia nos trabalhos de dietas alimentares artificiais em
insetos (BAVARESCO et al. 2004; MANFREDI et al., 2005; PITTS, 2014; GONZALES
et al. 2015; MENDONZA et al., 2016). No entanto, permite abordar o efeito dos cinco
parametros estudados de maneira simultdnea nos mosquitos alimentados com as dietas
alternativas. Como foi visto nos alimentos alternativos administrados em membranas
(Figs 15, 16 e Tab. 1), o sangue sempre se mostrou melhor nas comparacdes em relacao
aos parametros individuais, quando os parametros foram analisados simultaneamente esse
padrdo permaneceu, tendo um melhor indice de qualidade no sangue quando comparado
com os demais alimentos alternativos.

Ja nos alimentos administrados em goticulas, quando os parametros individuais
foram analisados, alguns se mostraram melhores que o sangue (Fig. 17 e Tab. 3), outros
ndo mostraram diferenca em relacdo ao sangue (Figs. 18, 19 e 20) e alguns foram
inferiores (Fig. 21) ou apenas diferentes (Figs 19 e 20). Quando analisados todos 0s
parametros simultaneamente para os alimentos oferecidos em goticulas, foi observado
que ndo houve uma diferenca significativa. No entanto, considerando-se a producéo larval
(Fig. 21) como atividade fim, os alimentos alternativos ainda estdo bastante aquém da
producdo obtida com sangue (controle).

A partir dos presentes resultados foi observado que os alimentos alternativos ao
sangue utilizados no presente trabalho funcionam porém, para confirmar a eficiéncia da
substituicdo completa mais estudos sdo necessarios nos diferentes parametros da biologia
dos mosquitos dessa espécie, e a partir do indice de qualidade criado neste trabalho

recomenda-se continuar os trabalhos a partir do alimento S3.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados nessa dissertacdo nos permitem concluir:

1.

Os mosquitos ingurgitam de forma variavel nos alimentos alternativos
oferecidos por membrana, mas todos 0s mosquitos se ingurgitam nos
alimentos alternativos oferecidos em goticulas misturados com accar;

Os alimentos alternativos ndo afetaram a sobrevivéncia dos mosquitos até a
oviposicao.

A fecundidade foi afetada pelos alimentos alternativos em relacéo ao controle
(sangue) exceto o alimento S2, assim como a fertilidade, que independente do
método de administracdo foi significativamente afetada pelos alimentos
alternativos.

Os alimentos alternativos e metodologias de administracdo testadas sdo
capazes de induzir o ciclo gonétrofico completo de Anopheles darlingi:
Considerando-se o indice de qualidade criado neste trabalho, os alimentos
alternativos administrados em goticulas sdo mais promissores para dar

continuidade ao trabalho.
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7. PERSPECTIVAS

Enriquecer os alimentos alternativos com vitaminas buscando uma maior
producdo de larvas;

Testar os alimentos alternativos em diferentes espécies, principalmente em
espécies colonizadas para observar se existe alguma diferenca nos
parametros bioldgicos;

Observar perfil proteico dos ovos de fémeas alimentadas com sangue e
com os alimentos alternativos;

Observar a prole dos mosquitos que foram alimentados com os alimentos
alternativos, observando se ha malformacGes ou alteracdes cromossémicas
nas larvas;

Testar a relacdo dos alimentos com relacéo a biologia dos plasmadios.
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