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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias Biol6gicas: Campo Promissor em Pesquisa” € uma obra
composta de dois volumes que tem como foco principal a discussao cientifica atual
através de trabalhos categorizados e interdisciplinares abordando pesquisas, relatos
de casos, resumos ou revisdes que transitam nas diversas areas das Ciéncias
Biologicas.

A grande diversidade de seres vivos e a grande especializacdo das areas de
estudo da biologia, a tornam uma ciéncia muito envolvente, que consegue abranger
todas as relagdes interpessoais e uma grande interdisciplinaridade com outras areas.

O primeiro volume foi organizado com trabalhos e pesquisas que envolvem a
area da Saude em diferentes Instituicdes de Ensino e Pesquisa do Pais. Logo, neste
volume podera ser encontrado pesquisas relacionadas a anatomia humana, plantas
medicinais, arboviroses, atividades antimicrobianas e antifungicas, biotecnologia e
topicos relacionados a seguranca alimentar e cuidados em saude. O destaque desse
volume é para compostos naturais que podem ser utilizados no combate e controle
de diversos microorganismos.

Ja o volume dois, € composto por trabalhos que envolvem o Ensino de Ciéncias
e pesquisas cientificas em Biologia, tendo destaque os trabalhos relacionados a
Ecologia e Conservacao ambiental, e também a divulgacéo da Educacéo Especial.

A crescente preocupacdo com o meio ambiente e 0 consumo sustentavel
trazem reflexdes que atingem nossa fauna e flora; os atuais processos de ensino e
aprendizagem oferecem um plano de fundo as discussdes referentes ao melhoramento
das abordagens educacionais nas diferentes esperas de ensino.

Conteldos relevantes sédo, deste modo, apresentados e discutidos com a
proposta de fundamentar e apoiar o conhecimento de académicos, mestres e
doutores das amplas areas das Ciéncias Biologicas.

Renata Mendes de Freitas
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11 INTRODUCAO

Os mosquitos culicideos tem grande
importancia para a saude publica, uma vez que
sao os transmissores de inumeras arboviroses,
tais como dengue, zika, chikungunia e febre
amarela (Eiras, 2001; Nunes et al, 2015).
Apesar de todas as pesquisas que vem sendo
desenvolvidas no sentido de desenvolver
vacinas e tratamentos para essas doencas,
o combate aos mosquitos vetores ainda é
a principal forma de combate da maioria
dessas enfermidades (Oliveira et al, 2016).
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Para viabilizar as pesquisas envolvendo
culicideos, se faz necessario criar e manter
esses invertebrados em ambiente laboratorial,
0 que é um desafio. O Laboratério de
Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores
do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba (Lapavet/CBiotec/UFPB),
desenvolve pesquisas que vao desde o estudo
da fisiologia béasica de mosquitos Aedes
aegypti, até o desenvolvimento de ferramentas
biotecnolégicas para o seu controle, mantendo
uma coldnia ciclica desde 2013.

Nesse sentido, o objetivo desse capitulo
€ apresentar um protocolo de criacdo e manejo
de uma colénia de mosquitos Ae. aegypti
para fins de pesquisa, baseado em nossa
experiéncia.

2| CONHECENDO O MOSQUITO AEDES
AEGYPTI

O Ae. aegypti é um mosquito de atividade
diurna, pertencente a ordem Diptera, a familia
Culicidae e ao género Aedes (Brasil, 2001),
(Figura 1). Diptero de origem africana, é
considerado um ancestral de um mosquito
zodfilo chamado Ae. aegypti formosus.
Especula-se que devido ao trafico de escravos,
foi introduzido no novo mundo espalhando-se
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para regides tropicais e subtropicais, sendo dependente da presenca humana para
estabelecer-se no local (Brown et al., 2011).

O Ae. aegypti € um inseto holometabolo, ou seja, apresenta desenvolvimento
completo, pois seu ciclo biolégico envolve as fases de ovo, larva (quatro estagios),
pupa e adultos ( Forattini, 2002). As fases imaturas ocorrem em ambiente aquatico,
chamados de criadouros. Ja a fase adulta ndo é dependente do ambiente aquatico
(Forattini, 1962).

Figura 1: Mosquito Ae. aegypti em sua forma adulta.

2.1 Caracteristicas Morfoldgicas do Ae. aegypti
Ovos

Os ovos de Ae. aegypti sao imoveis, alongados e medem cerca de 0,4 mm de
comprimento. Apresentam coloracédo palida no momento da oviposi¢éo, tornando-
se escuros apo6s o contato com o oxigénio (Consoli & Oliveira, 1998), (Figura 2). As
fémeas fazem a deposicao dos ovos nas paredes de criadouros contendo agua parada
(Forattini, 1962). Em condi¢cbes ambientais favoraveis, os ovos se desenvolvem e
logo apés imersdo em agua, eclodem. Quando submetidos a situagdes adversas,
como baixas temperaturas, ou mesmo ausencia de agua, ocorre a diapausa ou
quiescéncia, que pode durar até 1 ano. Depois desse periodo, podera acontecer a
eclosao de forma natural, se for submetido a agua em situagao ambiental favoravel
(Xavier et al 1991; Consolli & Oliveira, 1994).
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Figura 2: Ovos de Ae. aegypti

Larvas

As larvas resultantes da eclosdo dos ovos sdao sempre aquaticas, possuem
aspecto vermiforme e coloragcdo que varia entre o esbranqui¢cado, esverdeado ou
enegrecido. Os quatro estagios da fase de larva (L1-L4) duram cerca de 10 dias,
podendo se prolongar por algumas semanas de acordo com as condi¢oes climaticas.
O seu corpo é nitidamente dividido em cabeca, torax e abdome. Os dois primeiros
sdo mais volumosos se forem comparados ao abdome, que possui aparéncia
semicilindrica e esta dividido em nove segmentos (Figura 3). A maioria das larvas
de mosquitos alimenta-se de quaisquer particulas de matéria organica que estao
disponiveis em seu habitat (Consoli & Oliveira,1998).

Figura 3: Larva de Ae. aegypiti

Pupas
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A pupa é a ultima fase aquatica (Figura 4 A). Essa fase dura entre 48 a 72
horas e é nela que ocorre a metamorfose para 0 mosquito. A pupa possui bastante
mobilidade no meio aquatico e apresenta um contorno geral que lembra uma virgula,
sendo possivel distinguir o cefalotérax e abdome de forma clara (Forattini, 2002).
Possui inicialmente a mesma coloracéo da larva, escurecendo a medida em que se
aproxima o momento da emergéncia da fase alada do mosquito (Figura 4B) (Consoli
& Oliveira, 1998).

Figura 4: A) Pupa de Ae. aegypti. B) Adulto emergindo da pupa.

Adulto

O mosquito adulto possui a aparéncia geral de um pequeno inseto, com cerca
de 0,5 cm de envergadura, de porte delgado e pernas longas. Geralmente os machos
s@o menores do que as fémeas e possuem antenas mais plumosas (Forattini, 1962).
Os adultos de ambos os sexos alimentam-se de seiva vegetal. Embora néo se saiba
muito sobre esse tipo de alimentagcdo em condi¢gdes naturais, supde-se que ela deva
ser a unica opcao viavel para os machos (Forattine, 1962). Somente as fémeas dos
mosquitos sdo hematofagas, estando a alimentacéo a base de sangue relacionada
ao desenvolvimento de ovos. A fémea s6 precisa de um repasto sanguineo para
conseguir ovipor por toda sua vida, porém, o repasto sanguineo pode também
contribuir para aumentar a longevidade das fémeas (Consoli, 1982).

Estabelecimento da colénia de mosquitos

O estabelecimento da col6énia de mosquitos € uma parte fundamental quando
se vai iniciar um insetario para fins cientificos. Se for possivel, € recomendavel
solicitar uma doagao de ovos de algum laboratério ja consolidado. Do contrério, sera
necessario colocar armadilhas de oviposicdo no ambiente peridomiciliar e proceder
a identificacéo dos insetos antes de colocé-los no insetario, tarefa bastante ardua.
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Alguns estudos relatam que apo6s algum tempo, as colénias podem apresentar algum
grau de debilidade (Guedes et al, 2017) ou até mesmo a perda de caracteristicas
morfologicas, algo que observamos no insetario do Lapavet/CBiotec/UFPB. Dessa
forma, a cada 6 meses nds introduzimos novos mosquitos na colénia, sejam
provenientes da natureza, sejam doados de outros insetarios. Assim, garantimos a
variabilidade genética da col6nia.

Confeccao das caixas criatorias (insetarios)

Tradicionalmente os insetarios sdo confeccionados a partir de uma estrutura
metalica na forma de um cubo, recoberto por tecido telado. No entanto, verificamos
gue esses insetarios sao mais frageis e apresentam maior dificuldade de manuseio e
principalmente de limpeza. No Lapavet adotamos caixas plasticas de 30 litros (Ax C
x L:42,5 x 30,7 x 30,5 cm), as quais devem ser adaptadas da seguinte forma: deve-
se perfurar toda a tampa e laterais da caixa para melhor ventilacdo; deve-se fazer
uma abertura circular de 15 cm de didmetro na frente da caixa, acoplando-se nela
um tecido de TNT como se fosse uma manga de camisa, fechando-a com elastico
(Figura 5)

Figura 5: Insetario confeccionado com caixa plastica.

Condigbes de temperatura, umidade e fotoperiodo

Fatores como temperatura, umidade e luminosidade s&o muito importantes para
a manutencéao da vida dos mosquitos, influenciando diretamente ou indiretamente no
seu ciclo de vida, afetando seu desenvolvimento e, até mesmo, a sua alimentacéo
(Silveira Neto, Nakano, et al., 1976; Paiva, 2012). Sendo assim, as condi¢cbes
laboratoriais devem ser as mais parecidas possiveis aquelas encontradas pelo inseto
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em seu habitat natural. A temperatura ideal para a manutencédo dos mosquitos Ae.
aegypti € em torno de 26 C (Anjolette & Macoris, 2016), tolerando-se uma variagcao
entre 22-30 ° C. As temperaturas de 18 ° C e 34 ° C sdo consideradas extremas
e desfavoraveis para o ciclo de vida do Ae. aegypti. (Beserra, Fernandes, Silval,
Silva, & Santos, 2009). Com relacao a umidade relativa do ar (UR), esta deve estar
em torno de 75%, tolerando-se uma faixa entre 40-80 % (Farnesi et al, 2018). Com
relacéo ao fotoperiodo, adotamos 12 horas de claro e escuro.

A melhor maneira de se manter as condicOes ideias de temperatura, umidade
e luminosidade é através de uma camara climatizada do tipo Biological Oxygen
Demand (BOD), pois evita variagcbes que podem comprometer o insetarios e as
pesquisas desenvolvidas no laboratério. Dessa forma, adotamos as seguintes
condicoes: temperatura de 27 + 2°C, UR de 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas de
claro e escuro (WHO, 2013; Nunes, Oliveira, et al., 2019). A auséncia de uma estufa
BOD néo inviabiliza a manutencao dos insetos, ja que algum grau de variagéo €
toleravel. Nestes casos 0 uso de um aparelho termo-higrémetro é recomendavel.

Manejo de postura, eclosdo e armazenamento dos ovos

Para postura, utiliza-se uma palheta de papel filtro poroso, a qual € imersa em
agua desclorada, num recipiente cilindrico de coloragdo ambar, cheio até a metade.
Dessa forma, parte do papel filtro estard apenas umedecida e ndo submersa em
agua, o que possibilitard o pouso e postura das fémeas. Esse recipiente deve ser
mantido no insetario e apds a postura de ovos, a palheta é retirada do insetario e
posta em local seco e arejado, para que 0s ovos sequem e 0 processo de eclosao
nao seja iniciado. Apés a secagem do papel filtro, caracterizada pelo toque seco
do mesmo, 0s ovos poderao ser armazenados adequadamente, mantendo sua
viabilidade (Anjoletti & Macoris, 2016). Antes da armazenagem porém, cada palheta
€ identificada com a data de retirada do insetario e informagao extras que sejam
necessarias, tais como numero de ovos, identificacdo da linhagem e etc., no verso
do papel filtro. O armazenamento é feito em um recipiente plastico com tampa, e o
mesmo mantido em local seco e arejado, por até 4 meses.

Para dar continuidade ao ciclo de vida do Ae. aegypti em laboratério, é
necessario dar inicio ao processo de ecloséo dos ovos. Uma palheta de papel filtro
com aproximadamente 300 ovos deve ser colocada no fundo de uma bandeja plastica
com 1L de agua desclorada e 500mg de racao nutritiva macerada (tabela 1). Aracao
servira tanto como substrato para microrganismos (gerando um consumo de oxigénio,
fator que estimula a eclosao dos ovos), quanto para a alimentacdo adequada das
larvas apés a eclosao (Forattini, 1962; Macoris et al, 2014). A limpeza da agua da
bandeja deve ser feita diariamente com muito cuidado, visto que a primeira forma
larval apds a eclosdao do ovo mede menos que 1mm, mantendo sempre 0s niveis de

agua e racao e retirando apenas exuvias e excretos (Forattini, 1962).
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Componente Quantidade (g/Kg)*
Umidade 100g

Proteina Bruta 559

Extrato Etéreo 90g

Matéria Fibrosa 30g

Minerais 80g

Calcio 20g

Fosforo 89

Acidos Graxos 10g

Omega 3

Tabela Nutricional da Ragéo

* Valores podem variar de acordo com o fabricante da racéo

Manejo de larvas e pupas

As larvas obtidas das bandejas de eclosdo de ovos sdo acompanhadas até
chegarem ao estagio de pupa, o que leva cerca de quatro a dez dias. Durante
esse processo de amadurecimento dos estagios larvais, a limpeza das bandejas
deve ser realizada a cada 48 horas, mantendo sempre 0s niveis de agua e ragao e
retirando exuvias e excretos. ApoOs a limpeza, adiciona-se 500 mg de ragao conforme
mencionado anteriormente (Braga, 2007).

Na fase de pupa, que é a ultima fase aquatica do Ae. aegypti, 0 mesmo néo se
alimenta, j& que o mosquito esta dentro de uma pelicula protetora, esperando sua
maturacdo para emergir. Nao existe a necessidade de adicionar material organico
nas bandejas para a alimentag¢do, mas faz-se necessaria a transferéncia das pupas
para dentro do insetéario, onde apés 2 a 3 dias, emergirdo e assim, dando origem aos
mosquitos alados. (Brasil, 2016b).

Alimentagdo de mosquitos adultos

A alimentacdo dos mosquitos adultos € um fator importantissimo para manter
a sanidade da col6nia. Machos e fémeas necessitam de fontes de carboidratos
para sua sobrevivéncia. Na natureza, essa fonte é o néctar de flores e 0 suco de
frutos (Leandro, 2012). Os mosquitos adultos ingerem goticulas de carboidratos,
mergulhando a ponta da labela no liquido. Os acucares ingeridos sdo entao
armazenados no diverticulo ventral e posteriormente sdo gradualmente digeridos
no estdmago. Diferentes carboidratos podem servir de fonte nutricional para os
mosquitos, sendo a glicose, sacarose, maltose e frutose os mais eficientes (Consolli,
1982).
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No Lapavet/CBiotec/UFPB, adotamos 2 diferentes fontes de carboidratos para
alimentacao dos mosquitos adultos. S&o elas, solugdo de mel em agua, ou solucéao
de dextrose em agua, ambas a 10%. Apesar de muitos pesquisadores utilizarem a
solucao de mel para alimentagao dos adultos (Foratine, 1962., Macoris et al, 2014.,
Anjolette et al, 2016), nossos estudos mostraram algumas vantagens na utilizacao
da dextrose. Mosquitos alimentados com a solugcao de dextrose, viveram em média
14 dias a mais que os que foram alimentados com a solucéo a base de mel. Outra
vantagem da utilizacdo da dextrose em comparagdo com o mel esta relacionada
a contaminacdo. Em nossa experiéncia, foi possivel observar que os dispositivos
de alimentagcdo umedecidos com a solugcdo de mel, apresentacdo contaminacao
visivel por fungos ap6s 1 semana, enquanto que nos casos onde a fonte nutricional
era a dextrose, essa contaminacao sé era verificada ao final da segunda semana.
Sendo assim, levando-se em consideragdo os aspectos apresentados, sugerimos o
seguinte esquema de alimentacao:

1. Preparacao da solucdo de dextrose a 10%. Apds o preparo a solugao deve
ser etiquetada com a identificacéo e data de preparo. A mesma deve ser
armazenada em geladeira por um periodo maximo de 4 semanas.

2. Como dispositivo de alimentacdo, sugere-se a utilizacdo de 1 absorvente
interno feminino (composicdao a base de rayon, polietileno, poliéster e
viscose).

3. O dispositivo, que fica permanentemente dentro do insetério, deve ser
umedecido diariamente com a solucdo de dextrose, e deve ser trocado a
cada 2 semanas, ou sempre que haja contamina¢ao ou anormalidade visivel.

Sabe-se que as fémeas de culicideos necessitam da alimentacdo a base de
sangue para realizarem a oviposicao dos seus ovos. Na natureza, a fonte desse
tipo de alimentacdo €& preferencialmente o homem, para aqueles mosquitos
antropofilicos, como o Aedes aegypti. No ambiente laboratorial, diversos animais
podem ser utilizados para alimentar as fémeas de mosquitos, porém, por fins de bem
estar animal, devemos diminuir o maximo possivel a sua utilizacéo direta. Dessa
forma, encorajamos a utilizacéo da alimentacao por via artificial. Para garantir uma
boa oviposicéo, sugerimos que as femeas sejam expostas ao alimentador artificial
contendo sangue aquecido a 37 C, pelo menos 3 vezes na semana, de acordo com
0 seguinte protocolo:

1. Pelo menos 4 horas antes de iniciar a alimentagcao sanguinea, o dispositivo
de alimentacao a base de dextrose deve ser retirado do insetario.

2. O sangue utilizado para a alimentacdo deve ser preferencialmente de
mamiferos, pois verificamos que esse tipo de sangue tem maior poder de
atrair as fémeas quando comparado ao sangue de aves. O sangue pode
estar misturado a anticoagulantes e armazenado em geladeira por 1 semana.

3. Antes de ser colocado no alimentador artificial, 0 sangue deve ser aquecido
a 37C e permanecer no insetario pelo tempo de 1 a 2 h, sempre tendo o
cuidado de verificar e manter a temperatura em torno dos 37 C.
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