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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é considerado o principal vetor de diversas arboviroses que
acometem a populacdo brasileira, como dengue, febre amarela, chikungunya e zika. Ele
pertence ao filo Arthropoda, classe Hexapoda, ordem Diptera, familia Culicidae e ao
género Aedes. Os virus sdo transmitidos pela picada da fémea do mosquito Ae. aegypti,
que necessita de sangue para ovopositar. Esse mosquito apresenta tanto habitos silvestres
como domésticos, sendo considerado tropical, porém ele tem se adaptado e disseminado
em quase todo territério nacional provocando o aumento da transmissdo das doencas, e
epidemias, se tornando um problema de salde publica. Seu ciclo de vida é compreendido
em ovo, larva, pupa (fases aquaticas) e adulto (fase alada). Em laboratério, € possivel
reproduzir este ciclo afim de conhecer mais sobre ele, sua adaptacdo e tornar viavel
medidas futuras de controle. Diante da problematica de adaptacdo e dispersdo do Ae.
aegypti surgiu o objetivo desse estudo de avaliar a ecloséo, desenvolvimento,
caracteristicas celulares e aspectos sexuais de ovos provenientes de mosquitos submetidos
a diferentes condicGes, na estufa incubadora com controle de temperatura e luminosidade
(26 °C e fotoperiodo de 12h claro-escuro) e na bancada sem o controle dessas variaveis
(23£2 °C e fotoperiodo de cerca de 4h claro e 20h escuro), eclodindo e se desenvolvendo
nessas condicOes até a emersdo na fase alada. Os grupos foram separados em ovos gerados
na estufa eclodindo e se desenvolvendo na estufa (EE), ovos gerados na bancada
eclodindo e se desenvolvendo na bancada (BB), ovos gerados na estufa eclodindo e se
desenvolvendo na bancada (EB) e ovos gerados na bancada eclodindo e se desenvolvendo
na estufa (BE). Para avaliar a eclosdo dos ovos acondicionados em ambientes diferentes,
foi realizada uma analise de comparacao da curva de sobrevivéncia utilizando o teste de
Log Rank (Mantel-cox) e teste de Chi square (qui-quadrado), com resultados mostrando
que o grupo EB foi o Unico que se diferenciou dos demais, demorando mais para a
eclosdo, ja para a avaliacdo do desenvolvimento adicionando aos testes anteriores,
realizamos o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon para as analises de comparacao entre as
curvas de sobrevivéncia, com um desenvolvimento mais rapido para EE, intermediario
para EB e BE, e mais longo para BB. Ja para a caracterizacdo e quantificacdo celular e
sexagem, foram realizadas analises através da ANOVA com pds-teste de Tukey (P <
0.05), que demonstrou balango entre 0 numero de fémeas e machos, e abundancia de
células do tipo celular prohemacitos, principalmente do grupo EE. Todos os testes foram
realizados no programa GraphPad Prism versdo 5.0. Foi possivel observar adaptacao real
do Aedes aegypti em eclodir e se desenvolver em ambientes com pouca luminosidade e
temperatura de 23+2 °C, porém também observado, que apesar da adaptacdo, seu
desenvolvimento € retardado, sendo o grupo com maior tempo para chegar em seu Ultimo
estagio larval o que teve menos contato com a luz (BB), ja o grupo que foi exposto a um
ambiente controlado ideal, no que se refere a temperatura e luminosidade (EE) teve o
desenvolvimento mais rapido entre os observados.

Palavras Chave: Mosquito, Adaptacdo, Ambiente, Eclosdo, Desenvolvimento.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is considered the main vector of several arboviruses that
affect the Brazilian population, such as dengue fever, yellow fever, chikungunya and zika.
It belongs to the phylum Arthropoda, class Hexapoda, order Diptera, family Culicidae
and the genus Aedes. The viruses are transmitted by the mosquito bite Ae. aegypti, which
requires blood to ovulate. This mosquito has both wild and domestic habits, being
considered tropical, but it has adapted and disseminated in almost all national territory
provoking the increase of the transmission of the diseases, and epidemics, becoming a
public health problem. Its life cycle is comprised of egg, larva, pupa (aquatic phases) and
adult (winged phase). In the laboratory, it is possible to reproduce this cycle in order to
know more about it, its adaptation and to make possible future measures of control.
Facing the problem of adaptation and dispersion of Ae. aegypti the objective of this study
was to evaluate the hatching, development, cellular characteristics and sexual aspects of
eggs from mosquitoes submitted to different conditions, in the incubator with temperature
and luminosity control (26 ° C and 12h light-dark photoperiod) and (23 = 2 ° C and
photoperiod of about 4h light and 20h dark), hatching and developing under these
conditions until emersion in the winged phase. The groups were separated in incubator
eggs hatching and developing in the incubator (EE), eggs generated in the bench hatching
and developing in the bench (BB), eggs generated in the incubator hatching and
developing in the bench (EB) and eggs generated in the bench hatching and developing
in the incubator (BE). To evaluate the hatching of conditioned eggs in different
environments, a comparison analysis of the survival curve was performed using the Log
Rank test (Mantel-cox) and Chi square test (chi-square test), with results showing that the
EB group was the only one that differed from the others, taking longer to hatch, for the
evaluation of the development adding to the previous tests, we performed the Gehan-
Breslow-Wilcoxon test for the comparative analyzes between the survival curves, with a
more developed fast for EE, intermediate for EB and BE, and longer for BB. For the cell
characterization and quantification and sexing, ANOVA with Tukey's post-test (P <0.05)
was performed, which showed a balance between the number of females and males, and
abundance of prohemocyte cell type cells, mainly group EE. All tests were performed in
the GraphPad Prism program version 5.0. It was possible to observe a real adaptation of
Aedes aegypti to hatch and develop in environments with low light and temperature of
23 +2° C, but also observed that despite the adaptation, its development is delayed, being
the group with the most time to arrive in its last larval stage had the least contact with
light (BB), while the group that was exposed to an ideal controlled environment in terms
of temperature and luminosity (EE) had the fastest development among those observed.

Keywords: Mosquito, Adaptation, Environment, Hatchery, Development.
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1. INTRODUCAO
O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é um mosquito de coloragdo enegrecida com listras
brancas pelo corpo, que apresenta grande importancia na salde da populacdo por ser
responsavel pela transmissao de diversas doencas, das quais se destacam a dengue, a febre
amarela urbana, a febre chikungunya e a zika. Segundo Brasil (2001), esse mosquito
pertence ao Filo Arthropoda, classe Hexapoda, ordem Diptera, familia Culicidae, ao

género Aedes e a espécie Aedes aegypti.

O Aedes aegypti distribui-se nas areas tropical e subtropical do globo, sendo descrito
primeiramente no Egito por Linnaeus, em 1762. Esta presente em praticamente todo o
continente americano, no sudeste da Asia, e em toda a india. Evidéncias faunistica,
primitiva e silvestre do mosquito na Africa indicam que ele surgiu naquele continente. E
provavel que esse mosquito tenha sido introduzido nas Ameéricas pelas expedicGes
colonizadoras, posteriormente se dispersando com a movimentagdo humana (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994).

Ao longo de sua evolucdo, o Aedes aegypti desenvolveu um comportamento
sinantropico e antropogénico, estando intimamente ligado as condigdes domiciliares ou
peridomiciliares ofertadas pelo modo de vida das populagdes humanas, sendo
considerado a espécie de mosquito mais dependente do ambiente urbano (BESERRA,
FREITAS, SOUZA, FERNANDES, & SANTOS, 2009).

O ciclo de vida do Aedes Aegypti compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto.
A fase larval apresenta ainda 4 estagios (L1 a L4). Apenas a fase adulta acontece no
ambiente terrestre, todas as outras ocorrem em ambiente aquatico (NUNES, 2016). Na
natureza, os machos e as fémeas se alimentam de néctar acucarado e somente as fémeas
sdo hematdfagas, alimentam-se de sangue (ANJOLETTE, 2016). A fémea do Ae. aegypti
necessita do repasto sanguineo para a maturacdo dos ovos, alimentando-se sucessivas
vezes até estar totalmente ingurgitada. Essa caracteristica aumenta as chances de o

mosquito entrar em contato com o0s virus e transmiti-los.

As arboviroses, dengue, zika, chikungunya e febre amarela, sdo doencas virais,
causadas por RNAvirus, o qual ao infectar um susceptivel pode desencadear sinais
clinicos semelhantes entre si. E sabido que a dengue se caracteriza por dores no corpo e
possiveis complicacBes neuroldgicas, cardiorrespiratorias e hepaticas, com risco de haver

6bito se ndo for identificada em tempo habil. A chikungunya é caracterizada por dor
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intensa e edema nas articulacées, dificultando a retomada das atividades profissionais. J&
a zika, apresenta-se clinicamente por febre baixa, erupcdo cutdnea vermelha na pele,
prurido, além de poder estd associada com microcefalia em recém-nascidos, e de

apresentar complicacdes de ordem neurol6gica também em adultos (POMBO, 2016).

Por ter essa grande disperséo, por estar ligado ao homem e “segui-10”, e por ser vetor
de vérias doencas, o Ae. Aegypti causa preocupacdo e é o unico elemento vulneravel da
cadeia de transmisséao desses virus, sendo entéo o foco para o controle dessa disseminacéo
e de estudos relativos a diversos aspectos da sua ecologia. Nestes estudos tem-se buscado
desvendar os comportamentos e habitos preferenciais desses mosquitos na natureza e no
espaco habitado pelo ser humano, devido a grande capacidade de adaptacdo que
apresentam diante as diversas caracteristicas sociais, urbanas e ambientais (PEDROSA,
2015).

Existem aspectos importantes da fisiologia do mosquito que necessitam ser melhor
compreendidos, no sentido de se estabelecer novas perspectivas de controle. Nesse
sentido, se justifica o presente estudo, que pretende avaliar o desenvolvimento desse
culicideo quanto exposto a diferentes condices de temperatura, umidade e ciclo
circadiano (claro-escuro), em ambiente laboratorial, visando analisar o desempenho

adaptativo dessa espécie de grande importancia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aedes aegypti

A ordem Diptera compreende 85.000 espécies de insetos das quais
aproximadamente 200 podem atuar como vetores de agentes (virus, bactérias,
protozoarios e helmintos) causadores de doencas ao homem. A familia Culicidae esta
composta por mais de 3.300 espécies de mosquitos distribuidas em 41 géneros e pelo
menos seis deles sdo de grande importancia médica, Anopheles, Culex, Aedes,
Ochlerotatus, Psorophora, Haemagogus e Sabethe (ELDRIDGE; EDMAN, 2000). No
género Aedes, estdo representadas aproximadamente 900 espécies distribuidas em 44
subgéneros, sendo uma dessas espécies a Aedes aegypti (figura 1) (SANTOS, 2008).

Fonte: LAPAVET, UFPB.

Figura 1: Mosquito Aedes aegypti adulto.

O Aedes aegypti € originario provavelmente da regido etiopica, tendo sido descrito
no Egito, dispersou-se para areas onde a atividade antrépica e o clima favoreceram a sua
proliferacdo, sendo reconhecida entre os culicideos como a espécie mais associada ao
homem (NATAL, 2002), e atualmente pode ser encontrado em regides tropicais e
subtropicais do globo. Sendo no Brasil a Unica espécie de mosquito que transmite
arboviroses, dentre elas a dengue, a febre amarela, zika e chikungunya. Essa espécie
possui um curto ciclo biolégico com duracdo de 15 a 30 dias, em regides tropicais
(BESERRA et al., 2006) que compreende as fases de ovo, quatro estagios larvais (L1,
L2, L3 e L4), pupa e adulto (figura 2).
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Fonte: GERIS et al, 2012.

Figura 2:Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Mosquito adulto (A), ovos (B), larva
de 1°estagio (C), larva de 2° estagio (D), larva de 3° estagio (E), larva de 4°estagio (F) e
pupa (G).

2.2 Ovos

Os ovos do Ae. aegypti sdo imdveis, possuem contorno alongado, fusiforme,
elipticos ou ovais, muitas vezes com um lado achatado, plano ou mesmo um tanto
cbncavo, oposto ao lado convexo e medem, aproximadamente, um milimetro de
comprimento. Tém cor palida no momento da oviposicao, tornando-se escuros apds
alguns minutos. Os ovos podem ser colocados isoladamente ou em conjuntos, diretamente
sobre a superficie da agua, na face inferior de substratos flutuantes na &gua ou mesmo em
local umido bem préximo da dgua. A "casca™ dos ovos dos mosquitos, caracteristicamente
impermedvel, é conhecida como cério. Na extremidade anterior dos ovos ha um orificio
no corio, a micropila, pelo qual o espermatozdide penetra para fecundar o dévulo
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Os embriGes, no interior dos ovos, necessitam de dois a trés dias de alta umidade
proximo a linha d’agua para atingirem o seu desenvolvimento. A eclosdo sé se verifica
apos esse periodo. Se durante este periodo 0s ovos secarem, ocorre enfraguecimento e

morte dos embriBes. Porém, se durante este tempo foi assegurado um perfeito
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desenvolvimento completo, 0s ovos se tornam resistentes a dessecacdo e podem
sobreviver por periodos que vao de varios meses até mais de um ano (COSTA, 2001).

A eclosdo larvéria é auxiliada pelo atrito de um "dente" quitinoso situado
dorsalmente na cabeca da larva de 1° estagio contra a casca do ovo, e ainda o
engurgitamento da larva juntamente com os seus movimentos pulsateis (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994).

2.3 Larvas

As larvas de Ae. aegypti apresentam um aspecto alongado e vermiforme, sua
coloragcdo pode variar entre o esbranquicado, esverdeado, avermelhado ou mesmo
enegrecido (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Seu corpo dividido em cabeca, térax e abddmen. De aspecto globoso e mais
robusto, a cabeca e 0 torax tém uma maior quantidade de quitina, ja o0 abddémen fino, liso,
flexivel e dividido por nove segmentos garante grande mobilidade (ABED et al. 2007)
(figura 3), o décimo segmento é diferenciado em lobo anal (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).

Fonte: NUNES, 2013.

Figura 3: Representacdo morfologica das larvas do Ae. Aegypti. Caracteristicas
morfologicas externas das estruturas das larvas (a) e demonstracdo do posicionamento do

cifdo respiratorio para respiracao da larva (b).

Embora aquéticas, as larvas de mosquitos respiram sempre o oxigénio do ar,
necessitando para isso chegar a superficie da agua, e fazé-lo através de um sifao

respiratério, ligado ao segmento VIII, tubo na extremidade do qual se abrem os
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espiraculos para a entrada de ar. O sistema traqueal larvario consiste de dois grandes
troncos longitudinais, conectados entre si e ramificados por todo o corpo. Quando a larva
mergulha, os espirdculos se fecham para impedir a entrada de agua no sistema. O tempo
que as larvas suportam longe da superficie varia com a espécie, idade e estado fisioldgico.
A capacidade de respiracdo cutnea parece variar muito nas diversas espécies. J& com
relacdo a alimentacdo, a maioria delas alimenta-se indistintamente do microplancton
presente em seus habitats, constituido de algas, rotiferos, bactérias, esporos de fungos, ou
quaisquer particulas de matéria organica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Embora
possam raspar superficies com as suas pecas bucais, a filtragdo constitui a forma mais
comum de alimentacdo. Uma larva pode filtrar até 2 litros de &gua por dia, por essa grande
capacidade e ingestdo ndo seletiva de particulas por parte das larvas facilita a utilizacdo
de larvicidas por acdo digestiva (FORATTINI, 1962).

Alguns fatores podem influenciar no desenvolvimento larval como a temperatura,
a luminosidade, a salinidade, poluentes organicos e inorganicos, relagdes com outros
animais, vegetacOes aquaticas e ndo aquaticas, entre outro. Entende-se por temperatura
Otima aquela na qual o desenvolvimento ocorre com o0 minimo de mortalidade e perda de
fertilidade nos adultos resultantes. Essa ndo sera necessariamente a temperatura de
desenvolvimento mais rapido. Porém, constantes flutuacfes de temperatura sao
prejudiciais ao desenvolvimento larvario. A temperatura 6tima para o desenvolvimento
varia para cada espécie, encontrando-se entre 24 e 28°C (temperatura ambiente do ar)
para a maioria dos mosquitos tropicais. J& a luminosidade, para algumas espécies de
mosquitos nao alcancam a maturidade em auséncia de luz (TRENZ, 1934; FROST et al.,
1936), entretanto a maioria das espécies estudadas pode desenvolver-se em completa
escuriddo. Esse fato pode ter relevancia no caso de vetores urbanos como Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus, que desta forma podem desenvolver-se em galerias de agua ou
esgoto, onde haja pouca ou nenhuma luz (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

2.4 Pupas

Depois de passada todas as fases larvais, o Ultimo estagio aquatico é a pupa. Nesta
fase ocorre a metamorfose no mosquito: a larva de quarto estagio (que tem aparelho bucal
mastigador, € desprovida de apéndices locomotores e de que ndo se pode definir
facilmente o sexo), passa a fase pupal, durante a qual ndo se alimenta, e se transforma no
adulto, o qual por sua vez se alimenta por puncdo, tem asas, patas e genitalias interna e

externa completamente formadas. As pupas tém aspecto de virgula (figura 4). Séo
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bastante moveis quando perturbadas, mas estdo quase sempre paradas em contato com a
superficie da &gua. Seu corpo, que tem inicialmente a mesma cor da larva recém-
transformada, escurece na medida que se aproxima o0 momento da emergéncia do adulto.
Divide-se em duas porcdes: cefalotorax (CT) (cabega + torax) e abdome (dividido em 8
segmentos). No cefalotérax existem duas estruturas tubulares chamadas trombetas ou
trompas respiratérias, onde se abrem os Unicos espirdculos da pupa. Ainda nesta por¢édo
do corpo véem-se manchas escuras bilaterais que correspondem, respectivamente, aos
olhos compostos e aos estemas. No final do abdome, isto &, no apice do Gltimo segmento,
h& um par de pas ou paletas que auxiliam a pupa na locomocdo (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).

Fonte: Adaptado do CONSOLI; OLIVEIRA, 1994.
Figura 4: Aedes aegypti no estagio de pupa, com representacdo dos seus segmentos.

2.5 Adultos

Os adultos do Aedes aegypti representam a fase reprodutora do inseto. Logo ap06s
emergir do estagio pupal, o inseto procura pousar sobre as paredes do recipiente, assim
permanecendo durante varias horas, o que permite o endurecimento do exoesqueleto, das
asas e, no caso dos machos, a rotacdo da genitalia em 180°. Vivem em média de 30 a 35
dias (BRASIL, 2001).

Assim como os demais insetos, 0s mosquitos tém seu corpo segmentado e
revestido por um exoesqueleto ou cuticula, composto principalmente por quitina. Tais
segmentos endurecidos e as membranas que os unem englobam uma cavidade chamada
hemocele, repleta de hemolinfa, liquido que banha os 6rgdos em geral. As partes
endurecidas de cada segmento sdo chamadas de escleritos, ja as membranosas, de pleura.
Os escleritos dorsais sdo os tergitos, 0s ventrais 0s esternitos e os laterais os pleuritos.

Dessa forma, o corpo dos mosquitos € formado por espécies de anéis compostos de tergito
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unido ao pleurito e esse ao esternito e vice-versa, sendo a ligagdo desempenhada pelas
pleuras ou membranas pleurais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Nos adultos, o corpo é nitidamente dividido em cabega, térax e abdome (figura 5).
Na cabeca encontram-se os principais 6rgdos dos sentidos, como os olhos, as antenas e
os palpos. Os olhos ocupam a maior parte antero-lateral da cabega, s&o convexos,
reniformes e compostos, constituem um agregado de elementos 6pticos: 0os omatideos. As
antenas dos mosquitos sao longas e compostas de 15 ou 16 segmentos, o primeiro deles
é estreito e em forma de anel, o segundo ¢ globoso (o toro ou pedicelo), e os demais 13-
14, geralmente alongados, sdo chamados segmentos flagelares. O aspecto da porcéo
flagelar da antena varia de acordo com o sexo do mosquito: nos machos, os pelos
implantados nesse segmento sdo mais numerosos e longos do que nas fémeas, dessa
maneira as antenas dos machos sdo denominadas plumosas e as das fémeas pilosas,
podendo serem diferenciados por essas caracteristicas macroscopicas (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994).
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Fonte: Brasil, 2001.
Figura 5: Morfologia externa da forma alada do Aedes aegypti.
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Entre os olhos e abaixo das antenas se encontra uma estrutura denominada clipeo
e logo abaixo situa-se o conjunto de 6rgdos que formam o aparelho bucal do tipo picador
ou pungitivo. Todo o conjunto de pecas bucais é denominado probdscide ou tromba,
constituido por labio (formado por um par de maxilas e um par de mandibulas, o
hipofaringe e o labro) e labelas. Nos dipteros em geral, o protérax e 0 metatdrax séo pouco
desenvolvidos. Mas o0 mesotdrax ocupa a maior por¢do, pois nele estdo as asas que sdo
realmente funcionais. As asas metatoracicas estdo modificadas em halteres, que parecem
auxiliar na orientacdo e no equilibrio durante o vdo; elas apresentam escamas, em
diferentes quantidades e aspectos, nas suas veias e em seu contorno, neste Ultimo caso
formando a franja da asa. As pernas dos mosquitos sdo longas e, como nos insetos em
geral, compostas de coxa, trocanter, fémur, tibia e cinco tarsbmeros ou articulos tarsais,
numerados em ordem crescente de proximal para distal. O quinto articulo tarsal é
geralmente provido de um par de unhas semelhantes ou desiguais, denteadas ou nao.
O abdome dos mosquitos é formado de oito segmentos aparentes e mais dois reduzidos e
modificados em anus e genitalia externa (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Segundo Silva et al (2008), eles acasalam no primeiro ou no segundo dia apds se
tornarem adultos. A copula entre 0 macho e a fémea se da durante o voo, sendo 0 macho
atraido pela fémea devido as batidas das asas e em média uma fémea produz 120 ovos
por postura (ANJOLETTE, 2016).

Os culicideos na natureza se alimentam de néctar de flores e suco de frutos ricos
em carboidratos que sdo essenciais para a sua sobrevivéncia (LEANDRO, 2012). Afémea
do Ae. aegypti necessita de alimentacdo sanguinea para completar o processo de
amadurecimento do foliculo ovariano, e apés alguns dias a fémea ja esta apta a ovipositar
fechando o ciclo do mosquito (figura 2)(ANNIES, 2017). Podendo depositar seus ovos
nos mais diferentes locais, desde paredes asperas, umedecidas e escurecidas de
recipientes, mas também pode ser diretamente na dgua, ou ainda também sob condi¢cdes
laboratoriais podem ovipositar em papel sulfite, papel filtro, papel manteiga e papel
toalha. Os ovos podem permanecer sem eclodir por um grande periodo de tempo,
caracteristica denominada quiescéncia, esta permite a manutencdo da viabilidade dos
mesmo durante as variacdes climaticas sazonais, chegando até 492 dias na seca, eclodindo
apos contato com a agua (SILVA & SILVA, 1999).
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2.6 Sistema circulatorio

Os insetos em geral possuem o sistema circulatorio aberto e a hemolinfa, que é o
liquido circulante, ocupa a cavidade geral. Toda a circulacdo desse liquido se da por meio
da contracdo de um Unico vaso presente no corpo do inseto, localizado dorsalmente ao
trato alimentar que percorre seu corpo longitudinalmente, sendo chamado de vaso dorsal.
Esse vaso € pulsétil, constituido de um tubo simples dividido em duas regides
diferenciadas anatomicamente: regido anterior ou aorta (inicia no térax e termina na
cabeca), e regido posterior, também denominada de coracao (situa-se no abdémen) (figura
6) (GALLO et al., 1978; CHAPMAN, 1983).
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Fonte: Adaptado (CHAPMAN, 1998)
Figura 6: Sistema circulatorio do Aedes aegypti.

A hemolinfa é o Gnico tecido fluido extracelular no corpo dos insetos. E composto
pelo componente liquido, o plasma linfatico; e por células incolores suspensas, 0s
hemacitos. Percorre quase todo o corpo do inseto banhando os tecidos diretamente. A
hemolinfa corresponde de 15 a 75% do volume total do corpo do inseto. Sua quantidade
e composicdo variam conforme a espécie, momento fisiol6gico e a idade. Esse liquido é
claro, as vezes incolor, podendo apresentar coloracdo verde, amarela ou raramente
vermelha, devido a presenca de pigmentos solUveis provenientes da alimentacao.
Apresenta grande tendéncia a se tornar escura, quando em contato com o ar, sob a
influéncia de uma enzima, a tirosinase (BARTH, 1972; BARRACCO, 1982).

E atuando através da hemolinfa que s&o efetuadas as trocas quimicas entre os diversos
orgdos, funcionando no transporte de hormonios e enzimas; dos residuos oriundos do

metabolismo aos 6rgdos de excrecdo; e ainda no transporte das substancias nutritivas do
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aparelho digestivo para os tecidos, asas e demais apéndices, os quais sao banhados
livremente por ela (GALLO et al., 1978).

As células livres circulantes na hemolinfa dos insetos sdo denominadas de hemdcitos
e apresentam formas e fungdes diversificadas (BARTH, 1972). Os principais mecanismos
de defesa sdo desenvolvidos pelos hemdcitos, que fornecem uma resposta gil e eficiente
contra patdgenos que atingem a hemocele (RATICLIFFE et al., 1985). Sdo comparados,
devido as suas funcdes, aos leucdcitos dos vertebrados, visto que estdo relacionados direta
ou indiretamente com sua capacidade de reagir contra a presenca de patdgenos
(BOMBONATO; GREGORIO, 1995).

Observacdes da hemolinfa através da microscopia de luz resultaram em numerosas e
conflitantes publicacdes quanto a classificacdo dos hemdcitos, bem como na dificuldade
em relaciona-los aos diferentes mecanismos de defesa, que envolvem a acdo de varios
tipos celulares (WILLOT et al., 1994). Ha uma grande variabilidade morfoldgica dos
hemaocitos em funcéo dos estagios de desenvolvimento e das condi¢cdes ambientais, além
da grande diversidade de insetos (ARAUJO, 2011).

Para a classificacdo morfoldgica dos hemdcitos sdo considerados varios aspectos
como: o tamanho, a forma, o numero e afinidade tintorial de suas inclusdes e coloragcao
do citoplasma, dentre outros presentes na literatura. Gupta (1985) em ampla revisao da
literatura, uniformizou a nomenclatura dessas células e classificou os principais tipos de
hemacitos presentes em varias ordens de insetos: prohemdcito (PR), plasmatocito (PL),
granuldcito (GR) e oenocitdide (OE).

Os prohemocitos presentes na hemolinfa de Ae. aegypti, foram as menores células
encontradas. Estas apresentam-se com perfil esférico medindo de 5-10um de diametro,
seu nucleo grande localizado no centro da célula ocupa quase todo espago celular,
restando ao citoplasma apenas uma pequena area ao seu redor (ARAUJO, 2009). Gupta
(1979) comenta sobre o alto indice mitético do PR, sendo considerado por Lavine &
Strand (2002) um tipo celular que da origem aos demais hemdcitos. J& os plasmatocitos
apresentam funcdes imunoldgicas participando na fagocitose, no encapsulamento ou na
coagulacdo; estas células sdo bastante polimorficas variando de arredondadas a alongadas
com 6-25um de didmetro; sua membrana plasmatica possui superficie irregular,
filopddios e pseuddpodes. Os oenocitdides medem aproximadamente 7-12um de
diametro, possuem formato redondo com nticleo pequeno e excéntrico (ARAUJO, 2009),
Iwama & Ashida (1986) e Ashida et al. (1988) relatam a presenca da enzima fenoloxidase

nestas células. Na literatura encontram-se poucos trabalhos com abordagem sobre
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hemdcitos de insetos, quando se considera o elevado nimero de espécies existentes, ou
mesmo quando Se considera apenas as especies economicamente importantes na
agricultura ou na saude. Os trabalhos a esse respeito enfocam as ordens mais estudadas
que sdo: Lepidoptera, Himenoptera, Coleoptera e Diptera (CHAPMAN, 1998).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Analisar a diferenca de eclosdo de ovos, desenvolvimento das fases aquéticas até a
fase alada, caracteristicas celulares e sexualidade do mosquito Aedes aegypti expostos a

temperatura, umidade e ciclo claro-escuro controlados e ndo controlados.

3.2 Objetivos especificos
Analisar diferenca da eclosdo dos ovos oriundos de mosquitos expostos a temperatura,
umidade e ciclo claro-escuro controlados (estufa) comparando aos ndo controlados

(bancada);

Analisar a diferenca da evolucdo do desenvolvimento das fases larvais até o estagio de

pupa no ambiente controlado e ndo controlado;

Analisar quantitativamente as células caracterizadas da hemolinfa das larvas que séo

provenientes e estdo se desenvolvendo em ambientes controlados e ndo controlados;

Analisar a diferenca de sexualidade entre os mosquitos provenientes de desenvolvimento

em ambiente controlado e ndo controlado.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Obtencé&o dos ovos

Os ovos dos mosquitos da espécie Aedes aegypti foram obtidos a partir dos insetarios
do Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores, do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (Lapavet/CBiotec/UFPB). Ovos sédo
postos pelas fémeas apds o repasto sanguineo em um papel filtro que fica envolvendo um
deposito com agua dentro de cada insetério.

Um insetario esta dentro da estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand)
mantendo os mosquitos em temperatura média de 26 °C e fotoperiodo de 12 horas de
claro-escuro e o outro insetario estd em cima da bancada do laboratério, em que durante
0 periodo dos experimentos analisados foram mantidos os mosquitos em temperatura
média de 23+2 °C e fotoperiodo de cerca de 4 horas de claro e 20 horas de escuro (sendo
esses numeros estimados pela medicdo do termémetro e realizagcdo do monitoramento,
pois essas duas varidveis dependiam da utilizacdo do laboratorio (ligar/desligar ar-

condicionado, dias quentes, chuvosos, noites mais frias, ligar/ desligar lampada).

4.2 Ensaio para observacao da ecloséo

Ovos provenientes dos ambientes, controlado (estufa) e ndo controlado (bancada),
foram separados em grupos com 30 ovos cada. Duplicatas de cada ambiente (estufa e
bancada) foram separados em placas de petri (figura 7), em que o papel filtro com os ovos
aderidos foram embebidos em agua e monitorados a cada 24 horas, sendo expostas
duplicatas dos grupos em ambiente com controle das variaveis (na estufa), e duplicatas
dos grupos em ambiente ndo controlado (na bancada) (figura 8). Entdo os grupos foram:
ovos gerados na estufa eclodindo e se desenvolvendo na estufa (EE), ovos gerados na
bancada eclodindo e se desenvolvendo na bancada (BB), ovos gerados na estufa
eclodindo e se desenvolvendo na bancada (EB) e ovos gerados na bancada eclodindo e se
desenvolvendo na estufa (BE). Foram separadas em cada monitoramento as larvas que
haviam eclodido durante o periodo em que 0s ovos estavam em contato com a dgua até a

eclosdo de todos os ovos.
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Figura 7: Papéis filtro com ovos da bancada e as placas de petri separadas para a
eclosdo em duplicata do grupo (esquerda), e as placas de petri para a eclosdo de ovos da

estufa que estdo aderidos nos papéis filtros (direita).
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Figura 8: As duplicatas dos grupos acondicionadas nos ambientes da bancada (nao

controlado/esquerda) e na estufa (controlado/direita).

4.3 Analise do desenvolvimento
Apos a eclosdo, as larvas (figura 9) que foram separadas durante 0 monitoramento e
ficaram acondicionadas no mesmo ambiente até o estagio de pupa (figura 10), sendo
fornecida racdo canina como alimentacéo, foi contabilizado quantos dias desde a eclosdo

de cada larva até o seu Ultimo estagio larval.
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Fonte: acervo LAPAVET.
Figura 9: Estagios larvais do Aedes aegypti. Primeiro estagio larval, L1 (A); segundo
estagio larval, L2 (B); terceiro estagio larval, L3 (C) e quarto estagio larval, L4 (D).

Fonte: acervo LAPAVET.

Figura 10: Pupa do mosquito Aedes aegypti.

4.4 Caracterizacgéo e contagem de células
Foram colocados, separadamente, ovos de Aedes aegypti para eclodir, para fazer a
extracdo da hemolinfa das larvas em 4° estdgio. As larvas foram separadas em placas de
petri, para cada grupo (EE, EB, BB e BE) para coleta do pool de hemolinfa de 5 larvas,
que com o auxilio de uma lamina de bisturi tiveram a cabeca decepada e a hemolinfa foi
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coletada com o auxilio de um microcapilar de vidro (figura 11), acondicionadas em um
tubo de pléstico de 1,5 mL contendo 1000 pL de tampdo PBS. Foi retirada uma aliquota
de 10 pL de cada grupo e colocada na cAmara de Neubauer, observada as caracteristicas

celulares que diferenciam os hemacitos, cada grupo celular foi contabilizado.

Fonte: LAPAVET/UFPB.
Figura 11: Placa de petri com a lamina de bisturi e os microcapilares de vidro

utilizados para a extracdo de hemolinfa, tubos de plastico de 1,5 mL com tampédo PBS.
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Fonte: LAPAVET/UFPB.

Figura 12: Hemocitos de larvas de Aedes aegypti observados por microscopia de luz
em camara de Neubauer. A seta amarela indica um plasmatdcito, a seta vermelha, um

prohemacito e a seta azul indica um oenocitdide.
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4.5 Analise das caracteristicas sexuais
Apobs todo 0 monitoramento até o estdgio de pupa, foi separado cada mosquito adulto
emergido para a contabilidade de machos e fémeas por meio das caracteristicas
morfoldgicas externas, em que os pelos implantados nas antenas dos machos sdo
denominadas plumosas e as das fémeas pilosas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

4.6 Analise estatistica

Para avaliar a eclosdo dos ovos acondicionados em ambientes diferentes, foi realizada
uma analise de comparacdo da curva de sobrevivéncia utilizando o teste de Log Rank
(Mantel-cox) e teste de Chi square (qui-quadrado). Para a avaliacdo do desenvolvimento
também foram utilizados os testes de Log Rank (Mantel-cox) e Chi square, e o teste de
Gehan-Breslow-Wilcoxon para as anélises de comparac¢do da curva de sobrevivéncia. Ja
para a quantificacdo celular e dos sexos, foram realizadas as analises através da ANOVA
com pos-teste de Tukey (P < 0.05). Todos os testes foram realizados no programa
GraphPad Prism verséo 5.0.
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5. RESULTADOS

A andlise da eclosdo mostrou que o grupo de ovos da estufa que eclodiram na
estufa (EE) e o grupo de ovos da bancada que eclodiram na bancada (BB) tiveram 100%
de eclosédo em cerca de 5 dias. O grupo de ovos da bancada eclodindo na estufa (BE)
chegaram a 100% de eclosdo em cerca de 7 dias, ja os ovos do grupo da estufa que
eclodiram na bancada (EB) demoraram mais para eclodir que os demais grupos (figura
13), os ultimos ovos eclodiram no oitavo dia. Ndo houve diferenca estatistica entre o
grupo EE e o grupo BB, nem entre o grupo EE e o grupo BE, assim como ndo houve entre
BB e BE; j& o grupo EB se diferenciou estatisticamente de todos os demais grupos.
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Figura 13: Avaliacao da eclosdo de ovos de Aedes aegypti acondicionados em

diferentes condicdes.

Na analise do desenvolvimento das fases larvais até o estagio de pupa, o grupo EE
foi o grupo que se desenvolveu mais rapido, tendo a Ultima larva se transformado em
pupa 13 dias ap6s a sua eclosdo. Os grupos EB e BE tiveram o desenvolvimento muito
proximo, cerca de 15 dias, estatisticamente ndo houve diferenca entre esses dois grupos.
Ja o grupo BB foi 0 que mais demorou a se desenvolver, alcancando cerca de 22 dias para

completar o seu desenvolvimento na agua (figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo do desenvolvimento das fases larvais do Aedes aegypti, desde a

eclosdo dos ovos até o estagio de pupa.

Calculando o total de células analisadas e comparando entre 0s grupos, observa-
se que ndo ha diferenca estatistica entre os grupos da bancada (BB e BE), e o0 grupo EE
foi 0 que apresentou a maior quantidade celular (figura 15), ja o EB foi o grupo que

apresentou 0 menor namero de células.
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Figura 15: Quantificacdo celular da hemolinfa de larvas Aedes aegypti.

Ap0s a contagem dos tipos celulares na camara de Neubauer, os diferenciando por
tamanho e morfologia, foi possivel observar que nos 4 grupos, a populagdo de células

prediominantes foi a de prohemocitos, seguido pela de oenaocitoides e plasmatocitos.
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O grupo EE foi o que apresentou mais prohemocitos, Ndo houve diferenca
estatistica na variacdo da populagdo de plasmatocitos entre os grupos (figura 16).

3 Prohemdécitos
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* * 3 Plasmatdcitos
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Figura 16: Quantificacdo de hemdcitos de larvas Aedes aegypti.

Células (n)

A gquantidade de mosquitos Aedes aegypti fémeas e machos variou muito pouco
entre 0s grupos observados, apresentando um balanco de cerca de 50% para cada sexo
(figura 17). Apenas o grupo BE obteve uma porcentagem um pouco maior de fémeas que

os demais, porém ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 17: Avaliacdo da quantidade de fémeas e machos do mosquito Aedes aegypti

que se desenvolveu acondicionado em diferentes ambientes.
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6. DISCUSSAO

A ecloséo dos ovos, mesmo variando em tempo, foi de 100% em todos 0s grupos.
Ressalta-se que eram ovos recentes (coletados 2 dias antes do inicio do experimento), em
que o periodo de quiescéncia era muito curto, corroborando com o que foi observado por
Silva (1999), que quanto menor o tempo de quiescéncia maior a taxa de
eclosdo/viabilidade dos ovos.

Nosso estudo analisou a eclodibilidade de ovos de Aedes aegypti em diferentes
condicdes e verificou que mesmo em temperatura de 23+2 °C e luminosidade baixa,
houve ecloséo e desenvolvimento, entretanto os ovos provenientes de fémeas expostas a
temperatura e luminosidade controladas (estufa) tiveram mais dificuldade para eclosédo
em um ambiente ndo controlado (temperatura variando entre 21 e 25 °C, e ciclo de claro
e escuro que ndo obedeceu um padréo)(bancada). Uma hipdtese que poderia explicar esse
fendmeno pode ser a falta de um ambiente nas condicdes ideais como foi o da oviposi¢do
desses ovos, pois comparado aos mesmos 0vos postos em ambiente controlado, o grupo
EE, que obtiveram tempo de eclosdo aproximado aos grupos de ovos postos em ambiente
com variaveis nédo controladas (BB e BE).

Na analise do desenvolvimento do mosquito , foi observada que os grupos EE e
BB mostraram um retardo no desenvolvimento larval. Ambos os grupos foram expostos
ambiente sem controle de luz e temperatura. Ja os grupos que foram expostos ambiente
diferente do da sua oviposicao, eclodiu e se desenvolveu em tempo semelhante. O tempo
de desenvolvimento observado entre os grupos EE (entre 5 a 13 dias), EB e BE (entre 7
a 15 dias) foi intermediario aos dados encontrados por Shannon & Putnam (1934) e
Forattini (1965) que constataram um desenvolvimento entre 6 e 8 dias; e em Silva et al.
(1994) e Silva et al. (1998), esse desenvolvimento variou entre 10 e 11 dias; apenas o
grupo BB que teve um tempo mais longo até o estagio de pupa (até 22 dias) e foge aos
parametros para o Aedes aegypti ja observados em literatura. Dive (2007) demonstrou
que abaixo de 20°C este periodo de desenvolvimento pode ser mais longo; a temperatura
da bancada era acima dessa, mas era abaixo da temperatura da estufa, essa variavel e a
pouca incidéncia de luz pode ter contribuido para o resultado do desenvolvimento
observado no grupo BB.

Araujo (2009) observou e caracterizou morfologicamente hemaocitos da hemolinfa

extraida de mosquitos Aedes aegypti adultos, porém encontram-se na literatura poucos
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trabalhos com abordagem sobre hemdcitos. Além disso, ainda ndo h&a uma quantificacao
bem definida dos hemdcitos presentes na hemolinfa de larvas de Aedes aegypti. As células
observadas e contabilizadas no nosso estudo foram os prohemacitos, os oenocitoides e 0s
plasmatocitos, sendo o primeiro o mais abundante em todos os grupos, principalmente no
grupo EE, j& o segundo tipo celular foi menos contabilizado que o primeiro, e o terceiro
foi 0 menos encontrado em todos 0s grupos.

Segundo a literatura, os prohemadcitos estdo envolvidos no processo de
hematopoiese, pois se dividem ativamente originando os demais tipos de hemdcitos como
os plasmatdcitos e os granuldcitos. Alguns autores sugerem que, todos os hemdcitos
representam fases de desenvolvimento de um Unico tipo celular (Lavine; Strand, 2002;
Silva, 2002). Essa pode ser uma explicacéo para que este tipo celular seja mais abundante
nas larvas, ja que estas sdo as fases iniciais do ciclo de vida do mosquito. Segundo Araujo
(2011) prohemacitos, oenocitdides e plasmatdcitos somam cerca de 97% da populacao
total de células circulantes na hemolinfa de mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus
adultos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para contribuir para esta discussao.

A quantidade total de células pode variar até mesmo pelo método utilizado em sua
identificacdo e quantificagdo. Essa quantidade também varia entre espécies e na mesma
espécie ao longo do desenvolvimento do inseto (Arnold & Hinks, 1976, Aradjo, 2009).
Porém ndo ha uma quantificacdo exata para a quantidade média de células de hemolinfa
das larvas (L4) de Ae. aegypti. Nos estudos feitos com hemolinfas de adultos, em geral,
as fémeas possuem mais hemaocitos que os machos (Chapman, 1998).

Ao analisar a diferenciacdo sexual dos mosquitos adultos, observou-se que a
relacdo entre fémeas e machos foi bastante equilibrada, cerca de 50% machos e 50% de
fémeas, mas houve um pequeno aumento na quantidade de fémeas no grupo BE em
relacdo aos demais grupos. Talvez a incidéncia de luz e temperatura controlada tenha sido
um estimulo para a eclosdo de fémeas nesse grupo, mas Lopes et al. (2004), Lima-Camara
(2006), Serpa et al. (2006) e Fantinatti et al. (2007) mostram que na captura dessa espécie

na natureza, a relacdo entre machos e fémeas é de 1:1.
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7. CONCLUSAO

Todo organismo na Terra é submetido a oscilagfes diérias de luz, temperatura e
umidade. Esses ciclos tem uma influéncia continua sobre as fung¢des de um organismo
durante a sua vida. De fato, os organismos se adaptaram aos ciclos ambientais ao longo
de sua evolucéo histdrica e exibem variacao ritmica em condicdes fisioldgicas e tracos
comportamentais de acordo com esses ciclos. Os resultados desse estudo demonstram a
adaptacé@o do Aedes aegypti em eclodir e se desenvolver em ambientes com luminosidade
e temperatura variaveis. Mesmo sendo um mosquito tropical, parece se adaptar facilmente
a condi¢Bes um pouco diferentes das ideais, 0 que pode possibilitar sua futura dispersédo
no mundo. Ainda assim, ressalta-se que apesar de se desenvolverem nessas condi¢es néo
ideais, seu desenvolvimento € retardado e ainda ndo foi constatado que o adulto sobreviva
a essas e outras variagcbes ambientais. Sendo o Ae. aegypti um vetor de diversas doencas
emergentes no Brasil e no mundo, é necessario o conhecimento desse vetor e de sua
capacidade adaptativa, assim faz-se imprescindivel estudos posteriores para contribuir

com a prevencao da disseminacéo desse vetor e das doencas que ele é capaz de transmitir.
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GLOSSARIO

Eclodibilidade — Ato de desenvolvimento do ovo para a fase de larva.

Fase alada — Fase adulta do mosquito.

Insetario — Local de criacdo dos mosquitos.

Oviposicdo — Ato de expelir os ovos realizado por fémeas de animais invertebrados.

Repasto sanguineo — Atividade alimentar realizada por insetos hemat6fagos.
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