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APRESENTACAO

Quando falamos de Natureza e suas interagbes com o ambiente fisico,
imediatamente nos remetemos a ampla area das Ciéncias Biolégicas. Porém,
as Ciéncias Biologicas é muito mais do que isto: € um maravilhoso campo de
estudo no qual observamos 0s seres vivos e suas relacdes, além de ser uma
area que pode interagir com diferentes areas do conhecimento, como a industria,
a tecnologia farmacéutica, a pesquisa, a educagéao, a bioconservagéo, etc.

Nesta obra aqui apresentada, “Ciencias biolégicas: Vida y organismos
vivos”, temos em seus 10 capitulos - compostos por artigos cientificos originais,
frutos de pesquisas realizadas em universidades e importantes centros de
pesquisa. Estes trabalhos aqui descritos abordam temas como: a educacao
em Ciéncias, formacdo de professores, e pesquisas como a realizagdo de um
inventario de anfibios e répteis no México; pesca artesanal e ilegal na costa
litoranea do Peru; a influéncia do grau de conservacgéo na distribuicdo de anfibios
em riachos em um parque natural municipal no sul do Brasil; artigos de producao
agroflorestal, e de controle de doencas em plantas, e controle da ecloséo de
larvas de Aedes aegypti utilizando &cido kéjico.

Esta diversidade de temas traz um olhar diferenciado ao leitor, pois
envolve diferentes profissionais, com as formag¢des mais variadas possiveis, e
agrega conhecimento atual e aplicado.

Acreditamos que esta obra sera muito importante para sua formacéo e
Ihe trara um olhar diferenciado sobre este fabuloso campo de estudo. A Atena
Editora, prezando pela qualidade, conta com um corpo editorial formado por
mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil para revisar
suas obras. Esperamos que vocé goste de nossa obra. Boa leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: O mosquito Aedes aegypti
destaca-se como vetor de arbovirus de
relevante importéancia na saude publica,
tais como dengue, febre amarela, Zika e
chikungunya. O controle vetorial € essencial
para a interrupcéo do ciclo de vida do vetor e
a transmissao de doencas. Dessa forma, os

Data de aceite: 01/12/2022

métodos de controle podem se aplicar em
qualquer fase de vida do mosquito, desde
o desenvolvimento embrionéario até a fase
alada, Nos primeiros estagios embrionarios,
ocorre 0 processo de melanizagéo,
responsavel pelo escurecimento do ovo,
processo este catalisado pela tirosinase.
Diante disso, este projeto objetiva investigar
os impactos de um inibidor de sintese de
tirosinase (Acido Kéjico) na eclodibilidade
de ovos de Ae. aegypti e observar o
desenvolvimento dos ovos expostos a
substancia teste até a fase de pupa. Como
resultado, foi visto que nas concentragbes
testadas (1-100 ppm), a substancia teste
ndo apresenta atividade ovicida contra o
Ae. aegypti. Entretanto, a concentracao
de 100pm foi capaz de promover um
atraso no desenvolvimento e no tamanho
das larvas em relagdo ao grupo controle.
Larvas tratadas entraram na fase de pupa
no nono dia, enquanto as do controle no
quinto dia. Acredita-se que a concentragao
testada foi capaz de influenciar no ciclo de
vida do vetor, porém novos estudos sao
necessarios para saber se a substancia
teste é promissora como ferramenta para o
controle do Ae. aegypti.
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11 INTRODUGAO

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é o principal vetor de diversas doencas de
importancia em salde publica, tais como febre amarela urbana, chikungunya, Zika e
dengue, sendo esta ultima considerada como a arbovirose mais comum no m undo
(COSTA e FACANHA, 2011). Estas doencgas sdo transmitidas através da picada da fémea
do mosquito, que pode se alimentar varias vezes em um ciclo gonotrofico, que € o periodo
que vai de uma oviposicao a outra (FARJANA e TUNO, 2013). Todavia, ha outro meio de
transmissao, chamado de vertical ou transovariana, que ocorre quando parte da prole de
uma fémea infectada nasce com o virus, devido a invasdo deste em todas as partes do
corpo do mosquito (CONSOLI e OLIVEIRA, 1994). Mais de 100 paises sao considerados
endémicos para dengue, tendo 2.5 bilhdes de habitantes afetados nas regides tropical
e subtropical, bem como 120 milhdes de viajantes a cada ano (BACK e LUNDKYIST,
2013). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, em 2020, até o més de setembro, foram
notificados 928.282 casos provaveis de dengue. E importante ressaltar que a pandemia
do SARs-CoV2, o novo coronavirus, atingiu o Brasil nesse mesmo ano. Paralelamente
a pandemia do covid19, a curva epidémica de dengue no Brasil apresentou picos ainda
maiores que em 2019, no periodo compreendido entre a semana epidemiologica 1 e 11
(BRASIL, 2020).

O controle das principais arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti ainda se baseia
no controle dos mosquitos vetores. Dessa forma, a busca e o aprimoramento dos métodos
para o controle do vetor se fazem necessarias para que haja uma redugéo da propagacgao
do virus na populagéo (BACK & LUNDKYIST, 2013). O controle do vetor é complexo, tendo
como componentes do manejo integrado a vigilancia entomolégica, 0 manejo ambiental, o
controle biolégico, o controle quimico com uso de inseticidas e repelentes, armadilhas e
manejo da resisténcia a inseticidas (BACK & LUNDKYIST, 2013).

Os métodos de controle do Ae. aegypti podem atuar em qualquer fase de vida
do inseto, desde o desenvolvimento embrionario até a sua forma alada. No processo de
oviposicao da fémea, por exemplo, 0s ovos no primeiro estagio da embriogénese séo de
cor clara e permitem a passagem livre de agua pela casca do ovo. Nesta fase o endocoério
esta fragilizado. No decorrer deste estagio, ocorre o processo de melanizagédo, havendo a
mudanc¢a da pigmenta¢do marrom do ovo para preto, o que da ao embrido a resisténcia
a dessecacgado e, consequentemente, uma maior viabilidade da eclosdo dos ovos apés
longos periodos em ambientes secos (PROTA, 1992). A resisténcia do Ae. aegypti, quando
comparado com outras espécies de mosquitos, se deve em parte a grande quantidade de
melanina presente na casca do ovo. Quanto mais escuro o0 ovo, maior € a quantidade de
melanina e maior sua resisténcia frente a dessecagcédo (FARNESI, VARGAS, et al., 2017).
A melanina responsavel por essa resisténcia € a mesma presente no ser humano, sendo

a tirosinase a responsavel por catalisar a ortohidroxilagéo do substrato, a tirosina (que se
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trata de um monofenol), a 3,4 - hidrofenilalanina ou L-DOPA (que se trata de um orto-difenol)
e numa fase posterior catalisa ainda a oxidagdo da L-DOPA a dopaquinona (que se trata
de uma orto-quinona), que sofre depois uma série de reagfes enzimaticas e outras néo -
enzimaticas que culminam com a formagao da melanina (ZAIDI, ALI e ALI, 2014). Sendo
assim, acreditamos que a tirosinase pode ser um alvo efetivo para o desenvolvimento de
ferramentas biotecnolégicas de controle do Ae. aegypti, uma vez que estd diretamente
relacionada com o processo de melanizag&o.

Nesse sentido, o acido Kéjico (5-Hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-4-pyranone), € uma
substancia quimica derivada de metabdlitos fungicos de ocorréncia natural produzidos
por espécies de Aspergillus e Penicillium, sendo largamente utilizado em formula¢des
farmacéuticas e cosméticas, como um agente de clareamento da pele em varios tipos de
hipercromias cutaneas com base na sua atividade despigmentante (CHOI et al., 2012,
OLIVEIRAet al, 2013). O acido kéjico possui propriedades inibitérias na sintese da tirosinase
através da quelacdo do ion de cobre, impedindo a melanizagéo, o que teoricamente poderia
diminuir a resisténcia dos ovos do Ae. aegypti em ambientes secos (LOPES, 2015). Dessa
forma, o objetivo deste trabalho é investigar os efeitos do acido kojico na eclodibilidade de
ovos de Ae. aegypti expostos a substéancia teste em diferentes fases da embriogénese,
bem como observar o seu desenvolvimento até a pupacéo.

21 METODOLOGIA

2.1 Substéancia-teste
O éacido Kdéjico (5-Hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-4-pyranone) foi obtido da Sigma
Aldrich® e testado em diferentes concentracées (1 e 100 ppm).

2.2 Bioensaios

Obtencédo e manutencéo do Ae. aegypti

Foram utilizados mosquitos Ae. aegypti da cepa Rockefeller Jodo Pessoa, obtidos
da col6nia mantida no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Parasitas e Vetores do
CBiotec-UFPB. O ciclo de vida do Ae. aegyptifoi mantido dentro de uma camara climatizada
do tipo Biological Oxygen Demand (BOD), sob condi¢cbes de temperatura controlada de 27
+ 2°C, umidade relativa do ar 75 + 5% e fotoperiodo de 12 horas de claro e escuro. Para a
obtencgéo dos ovos de Ae. aegypti foram utilizadas fémeas, com idade de 3-7 dias, privadas
de alimentagdo por 24 horas e postas para o repasto sanguineo em micro insetarios em
uma estufa incubadora BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), com temperatura de 27 +
2°C e com fotoperiodo de 12 horas de claro/ 12 horas de escuro. Para a indugéo da postura
dos ovos, as fémeas do Ae. aegypti foram anestesiadas pelo frio por 2 minutos, 3 a 4 dias
apoés a alimentacao com sangue (Valencia et al.,1996).

Ciencias biolégicas: Vida y organismos vivos Capitulo 1



2.3 Eclodibilidade dos ovos expostos ao acido Koéjico antes do
desenvolvimento da cuticula serosa

Grupos com 10 fémeas de Ae. aegypti, comidade de 3-7 dias, privadas de alimentacao
por 24 horas e, posteriormente alimentadas com um alimentador artificial (NUNES, et
al., 2019) foram anestesiadas pelo frio e rapidamente transferidas para placas de petri
revestidas com papel filtro tratado com o acido kéjico nas concentragbes de 1-100 ppm.
ApOs o retorno da atividade da fémea, o papel filtro foi embebido por agua e a placa selada
com Parafilm a fim de evitar a evaporagédo da agua, possibilitando, consequentemente, a
estimulagéo da oviposicao sincronizada (Figura 1). Ap6s 3 horas, tempo necessario para o
escurecimento dos ovos, estes foram coletados e levados a um microscopio estereoscépio
no intuito de analisar o escurecimento do ovo e a melanizagdo. Posteriormente, 0s ovos
foram mantidos até o fim da embriogénese para verificagdo da eclodibilidade (Farnesi et
al., 2017, Valencia et al, 1996). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e para o
controle o papel filtro foi exposto apenas a agua desclorada.

2.4 Efeito do acido kéjico no desenvolvimento das fases aquaticas de Ae.
aegypti expostos ao acido kéjico apos a embriogénese

Grupos de 35 ovos de mosquitos Ae. aegypti foram colocados em tubos de ensaios
contendo uma solucdo de acido koéjico na concentragdo de 100 ppm para a posterior
observacgéo do desenvolvimento até a fase de pupa. Nos grupos controle, os insetos foram
expostos apenas a agua desclorada. Os ensaios foram feitos em duplicata.

31 ANALISE ESTATISTICA

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software for Windows
version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Significant differences among groups
were analyzed by ANOVA followed by the Tukey posttest when appropriate (P<0.05).

41 RESULTADOS

Para analisar os efeitos do acido koéjico em ovos com a cuticula serosa em
desenvolvimento, estes foram expostos a diferentes concentracdes de uma solugdo de
acido kéjico (1-100 ppm) por diferentes intervalos de tempo. Posteriormente, esses ovos
foram observados quanto a possiveis alteracoes morfologicas e quanto a sua eclodibilidade.
Os resultados obtidos mostraram que os ovos expostos ao acido kéjico ndao apresentaram
alteragdes morfolégicas e de coloragéao visiveis (Figura 2).
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LY
Figura 2- Ovos de Ae. aegypti expostos ao acido ’kéjico sem alteragcdes morfologicas e de coloragéo
visivels
Em relagé@o a taxa de eclodibilidade, observou-se que os ovos expostos a solugao
de acido kojico por 2, 5 e 10 horas apresentaram uma taxa de eclodibilidade de 86.6 %,
86.6 % e 90 %, respectivamente, enquanto no controle foi de 95% (Figura 3). Nao houve

diferencga estatistica significativa entre os grupos teste e grupos controle (Tabela 1).
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Figura 3- Eclodibilidade Atividade ovicida do acido kojico
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Tempo(H) Mean (+ SD)
2 17,33 £ 0,57
5 17,33 £ 0,57
10 18,00 + 2,00
Controle 19,00 + 1,00

Tabela 1- Média e desvio padréo da eclodibilidade dos grupos testados

Para avaliar os efeitos do &cido kéjico no desenvolvimento dos mosquitos, ovos
foram expostos a substancia-teste e observados até a fase de pupa. Como resultados
observou-se um atraso no desenvolvimento e no tamanho das larvas expostas ao acido
kojico (Figura 4). As larvas do grupo controle entraram na fase de pupa no quinto dia do
ensaio, enquanto nos grupos-teste o inicio da pupagéao se deu a partir do nono dia.

51 DISCUSSAO

O controle do mosquito Ae. aegypti é uma tarefa complexa, dada as peculiaridades
dos seus diferentes estagios de desenvolvimento e das diferentes opgdes de controle
disponiveis (OPAS, 2019). A principal forma de controle dos mosquitos ainda se da por meio
da aplicagdo de inseticidas quimicos, no entanto, estudos revelam que ha o surgimento de
resisténcia das larvas e mosquitos para os diversos produtos utilizados para combaté-
los (BRAGA; VALLE, 2007, ACHEE et al., 2019)). Nesse sentido, muitas pesquisas tém
sido realizadas em busca de novas substancias com atividade inseticida, que podem ser
utilizadas como alternativa no combate a propagacédo continua do vetor Ae. aegypti . O
presente estudo investigou os efeitos do acido kéjico (5-Hydroxy-2-hydroxymethyl-4H-4-
pyranone) no desenvolvimento das formas imaturas do mosquito Ae. aegypti. Sabe-se
que o acido kojico possui propriedades inibitérias da sintese da tirosinase, através da
quelacédo do ion de cobre, impedindo a melanizagéo, o que supostamente poderia diminuir
a resisténcia dos ovos do Ae. aegypti em ambientes secos (LOPES, 2015). Os resultados
apresentados neste estudo mostram que os ovos de Ae. aegypti expostos ao acido kojico
na concentracdo de 100 ppm, ndo tiveram alteracdes visiveis em sua morfologia, coloracéo,
tampouco em sua eclodibilidade.

Substancias ovicidas sao caracterizadas por diminuirem a eclodibilidade dos ovos,
atuando no corion do ovo e interrompendo o desenvolvimento do embrido e a eclosédo do
inseto (MARICONI, 1980). Alves et al. (2019) relataram em seu estudo que lectinas de
Myracrodruon urundeuva sao agentes ovicidas em Ae. aegypti capazes de causar forte
deformacéo e degeneragéo da superficie dos ovos, além de penetrarem no ovo, atingindo
o trato digestivo do embrido causando danos e impedindo o seu desenvolvimento. Outros
estudos como o de Govindarajan et al. (2011), com extratos botanicos e o de Sarma et
al. (2019) com o6leo essencial de Citrus aurantifolia também apontam atividade ovicida, o
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que nao ficou demonstrado em nosso estudo na concentragdo utilizada. Apesar disso, ao
observarmos o desenvolvimento das larvas que eclodiram de ovos expostos ao Acido kéjico,
pudemos perceber um atraso no desenvolvimento dos insetos, resultando huma pupagéo
tardia em relagdo ao grupo controle. Siddhardha et al. (2010) avaliando a toxicidade do
acido koéjico em larvas (L3) de Ae. aegypti relatou atividade larvicida com a concentracao
subletal (CL50) de 204.51 ppm, concentracdo que foi mais que o dobro da utilizada em
nosso estudo. Dessa forma, é possivel que a substancia teste apresente outros efeitos
deletérios para 0 mosquito em concentra¢des mais elevadas.

61 CONCLUSAO

Os resultados apresentados em nosso estudo mostram que o acido kéjico em
concentragbes inferiores a 100 pmm, conforme preconizado pela OMS para estudos
de atividade inseticida, ndo apresenta atividade ovicida contra o mosquito Ae. aegypti.
No entanto, observou-se que essa concentracdo foi capaz de causar um atraso no
desenvolvimento das larvas em relagéo ao grupo controle. Dessa forma, outros estudos
s&80 necessarios para investigar os efeitos do acido kéjico em concentragdes mais elevadas
e na fase de vida alada do mosquito.

Com isso, podemos notar que houve acgéo do Acido Kéjico durante o periodo de
observacgéo no ciclo de vida do Ae. aegypti, no que diz respeito ao desenvolvimento das
larvas eclodidas a partir desses ovos, e interferindo no desenvolvimento das pupas geradas,
atrasando o ciclo de vida e aumentando as chances de realizagéo de controle desse vetor.
Acredita-se que a concentracdo usada tenha sido suficiente para interferir na geragéo de
mosquitos adultos, mas estudos mais aprofundados e com outras concentragdes fazem-se
necessarios para a observagdo de uma maior viabilidade do uso dessa substancia como
combatente do Ae. aegypti, necessitando de uma continuidade dos testes e, possivelmente
uma resposta favoravel ao uso do Acido Kéjico.
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