COMPORTAMENTO DE Aedes aegypti L., 1762

(DIPTERA: CULICIDAE) ALIMENTADOS

ARTIFICIALMENTE COM SANGUE DE DIFERENTES

ESPECIES DE DOADORES

Isabelle Garcia Pina ' e Adivaldo Henrique da Fonseca *

RESUMO

Foi comparado o efeito da alimentacio artificial, utilizando sangue humano, bovino e de
camundongo, sobre o ingurgitamento e a oviposigio do mosquito Aedes aegypti L.
Dezesseis grupos constituidos de 30 fémeas e de 10 machos desta espécie de mosquito, com
idade entre 4 a 7 dias, foram pré-alimentados com solugdo de sacarose e mantidos em
ambiente climatizado, com temperatura de 28 = 0,5 °C, com umidade relativa de 80 = 5% e
em fotoperiodismo de 12 horas didrias. Os mosquitos foram expostos ao aparato alimentar
contendo sangue citratado das diferentes espécies animais testadas pelo periodo de 20 a 30
minutos. Como superficie alimentar, foi utilizada membrana de silicone com 0,056 mm de
cspessura e a temperatura do sangue oferecido variou entre 37 e 39 °C. O grupo controle foi
alimentado diretamente em um hospedeiro humano voluntério. Apés a alimentagdo, as
fémeas ingurgitadas foram contadas e colocadas no interior de gaiolas contendo frasco com
dgua limpa para oviposigio. Registraram-se o nimero de fémeas alimentadas em cada
tratamento, o niimero de ovos por grupo de fémeas ingurgitadas e o periodo de pré-postura.
Das fémeas alimentadas diretamente no voluntirio humano, 95% ingurgitaram e produziram
em média 435 ovos, por lote. Das fémeas alimentadas com sangue humano, bovino e de
camundongos através da membrana de silicone, 89%, 25,8% e 22,5% ingurgitaram e
ovipositaram em média, por lote, 357,2, 80,2 e 62 ovos, respectivamente. Nao houve
variagdo no periodo de pré-postura que foi de trés dias, entre os tratamentos realizados.
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INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti L. é o mais importante vetor dos agentes
etiolégicos da dengue e da febre amarela urbana, uma vez que seu
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desenvolvimento se processa em ambientes domiciliares e peridomiciliares e
as fémeas apresentam um caréter alimentar preferencialmente antropofilico
(4). Devido a estas caracteristicas especificas, esses mosquitos sdo
amplamente estudados, principalmente com o objetivo de desenvolver
métodos eficazes para o controle de populagdes.

O estudo do desenvolvimento e do comportamento de mosquitos em
condigOes naturais € tarefa dificil. Um dos requisitos bésicos para o sucesso é
a criacdo e a manutencdo de coldnias sob condigbes controladas, em
laboratério, o que implica a necessidade de manutengdo paralela de biotério
para o fornecimento de animais a serem empregados como fonte alimentar.
Os inconvenientes gerados por esta necessidade vém estimulando o uso de
métodos alternativos de alimentagdo. Virios fatores de influéncia na atragio e
na indugdo da alimentagdo de artrépodes hematéfagos foram descritos por
Friend & Smith (6) e Galun (7), destacando-se como importantes aqueles
relacionados a temperatura da superficie corporal, a liberagio de diéxido de
carbono, aos estimulos téteis, visuais e olfatérios, além da composi¢io da dieta e
da temperatura do fluido alimentar.

O emprego de técnicas de alimentagdo artificial apresenta vantagens
sobre as técnicas tradicionais que empregam hospedeiros naturais (3), porque
permite o estudo da concentracdo na qual um microrganismo deve ser
encontrado no sangue para ser infectante para o artrépode hematdfago, a
determinacao da eficiéncia na transmissao de patdgenos por diferentes espécies
de parasitos, o estudo do desenvolvimento do parasito sem a influéncia do
sistema imune do hospedeiro e o aumento na seguranga e manuseio de
patégenos e substancias toxicas, facilitando a determinagio de doses minimas
efetivas para infeccdo e controle desses parasitos.

St. John et al. (16) demonstraram a possibilidade de infectar A. aegypri
com o virus da dengue alimentando-os através de membrana de pele de cobaia
com uma mistura de sangue e macerado de mosquitos naturalmente infectados.
Bishop & Gilchrist (1,2) conseguiram alimentar A. aeegypti com sangue
heparinizado de galinha através-de membranas naturais, constituidas de pele de
aves, e Greenberg (11) relatou a alimentagdo de A. aegypti em varios fluidos
artificiais, através de membrana de Baudruche, utilizando principalmente o
cardter termofilico da espécie empregada como estimulo ao ingurgitamento.

O objetivo do trabalho foi conhecer o efeito do sangue citratado
proveniente de diferentes espécies de animais, oferecido artificialmente
através de membrana de silicone, sobre a performance alimentar e
reprodutiva do A. aegypti.
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MATERIAIS E METODOS

1. Espécimes utilizados

Utilizaram-se mosquitos obtidos a partir de ovos procedentes do
insetdrio da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz (RJ). Os procedimentos
realizados no presente trabalho para o estabelecimento de coldnia estdo de
acordo com os descritos por Gerberg (10). Mosquitos adultos, com idades
entre 4 a 7 dias, tiveram sua alimentagdo com solugio de sacarose
previamente suspensa entre 22 a 24 horas antes do oferecimento do repasto
sangiiineo. Foram utilizados 480 mosquitos distribuidos em 16 grupos
constituidos por 30 fémeas e 10 machos cada, sendo realizadas 4 repeticoes
para cada tipo de alimentagao testada.

2. Procedimento para alimentagao

Como fonte alimentar foram empregados sangue citratado humano,
bovino e de camundongo, sendo utilizado um humano como voluntirio para
tratamento do grupo controle. As coletas de sangue foram feitas imediatamente
antes da alimentagio ou no maximo com 6 horas de antecedéncia. Neste tiltimo
caso realizava-se o resfriamento da aliquota a 10-14 °C até o momento de sua
utilizagdo, quando, entdo, era novamente aquecida A temperatura de 38 + 1 "C.
Como anticoagulante em todos os casos foi utilizada a solugdo estéril de citrato
de sédio a 3;9%, na propor¢ao de 1ml de solucdo anticoagulante para 9ml de
sangue. '

Para aquecimento do sangue durante a alimentagdo dos mosquitos,
foram empregadas garrafas plasticas do tipo usado para cultura de tecidos,
preenchidas com dgua aquecida a aproximadamente 45 °C e colocadas sobre
as camaras de alimentacdo, e a temperatura na superficie de alimentacio
variou entre 36 e 38 ’C. A cimara de alimentacio (Figura 1a) foi elaborada
de acordo com as descrigoes de Davis et al. (5); as membranas de silicone
utilizadas tinham a espessura de 0,056 mm. O frasco de contengdo dos
espécimens para alimentagdo era cilindrico, de plastico semitransparente,
com dimensdes de 9 cm de altura e 8 cm de didmetro, no qual existiam duas
janelas laterais recobertas por tela de tule, para ventilagdo. O tampo mével
apresentava um orificio retangular de aproximadamente 2 x 6 cm, no qual foi
encaixada a fonte alimentar (Figura 1b).
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Figura 1. a) Preenchimento da cdmara de alimentacdo, composta de ldmina
de vidro (base), borracha de silicone (laterais) ¢ membrana de
silicone (superficie de alimentagao); b) fémea de Aedes aegypti em
processo de ingurgitamenteo através de membrana de silicone.

O sangue dos diferentes hospedeiros foi inoculado no interior das
cimaras de alimentagdo, que eram encaixadas nos orificios dos tampos do
frasco de contengdo, de forma que o lado com a superficie alimentar ficasse
voltado para os mosquitos e o lado da lamina ficasse em contato com a
garrafa aquecedora que foi sobreposta ao conjunto. Desta forma evitou-se que
as fémeas viessem a se alimentar somente de plasma, o que poderia ocorrer
em decorréncia da hemossedimentagao.

O experimento foi realizado no interior de cimara climatizada, com
a temperatura de 28+0,5 C e com umidade relativa de 80+5%. O periodo de
exposi¢do ao alimento foi de 20-30 minutos, findos os quais realizou-se a
contagem das fémeas ingurgitadas e seu remanejamento para novas gaiolas
contendo em seu interior frascos plasticos revestidos com papel de filtro e
fina camada de 4gua, para realizagdo da postura. Os frascos foram avaliados a
cada 12 horas, sendo que, quando se observou a presenca de ovos, o papel de
filtro foi substituido por um novo. Procedeu-se a secagem do papel contendo
a postura e 4 contagem dos ovos, obtendo-se, entad, a relagao de nimero de
ovos por grupo de fémeas ingurgitadas. Quando transcorreram 24 horas sem
a realizacdo de novas posturas, as fémeas foram descartadas. Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e ao teste “T".
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram visualizadas diferengas quanto 2 quantidade de sangue
ingerida, tendo sido consideradas ingurgitadas aquelas fémeas que
apresentavam o abdome visivelmente dilatado. Nenhuma das fémeas
inspecionadas alimentou-se exclusivamente de plasma, o que por vezes
acontece quando ndo se utiliza agitador para homogeneizar o sangue
oferecido artificialmente.

Das fémeas alimentadas diretamente no voluntério humano e com
sangue humano através da membrana de silicone, 95% e 89% ingurgitaram e
produziram em média 435 e 357,2 ovos por lote, respectivamente. Nao houve
diferenca significativa (p=0,15) quanto i percentagem média de fémeas
ingurgitadas nos grupos controle e nos grupos alimentados em sangue
citratado humano (Tabela 1). Estes valores estio bem acima daqueles obtidos
por Bishop & Gilchrist (2) que conseguiram, testando varios tratamentos, um
percentual maximo de 73% de ingurgitamento de A. aegypti alimentados,
através de membrana de pele de pintos, com sangue heparinizado de galinha.
Galun et al.(9), trabalhando com membrana Silverlight, conseguiram indices
de alimentagao, em A. aegypti, de até 85+1,6 % adicionando tetrafosfato de
adenosina a fonte alimentar. Rutledge et al. (15) ingurgitaram de 6 a 82% de
fémeas de A. aegypti em sangue de galinha, fornecido através de membrana
de Baudruche.. Galun & Rice (8) alimentaram em aparato artificial
constituido com membrana de Baudruche em proporges de até 83% de A.
aegypti, quando testavam o papel das plaquetas sobre a fagoestimulagio.

Tabela 1. Comparagdo dos resultados obtidos na alimentagio de 4 grupos de
30 fémeas de Aedes aegypti, através de membrana de silicone,
com sangue de diferentes espécies de doadores e em voluntério

humano

N"c percentagens de_fémeas ingurgitadas por repeticio

I I m v Média
Origem do sangue
Controle (Voluntério humano) 29 (96,7) 28(93,3) 28 (93,3) 29(96,7) 28,5"
Humano 29(96,7)  25(833)  27(%00)  26(86,7) 26,75
Bovino 9(30,0) 7(233) 8(26,7) 7(233) 7,75"
Camundongo 5(16,7) 9(30,0) 7(233) 6 (20,0) 675"

Nimeros entre parénteses significam a percentagem de fémeas ingurgitadas.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si.

Das fémeas alimentadas com sangue de bovinos e de camundongos
através da membrana de silicone, 25,8% e 22,5% ingurgitaram e
ovipositaram, em média, 80,2 e 62 ovos por lote, respectivamente. Os valores
obtidos, quando da alimentagdo com sangue citratado de bovino e de
camundongo, ndo diferiram entre si (p=0,36); houve, entretanto, diferenca
significativa quando comparados com os grupos alimentados com sangue de

68 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

origem humana (Tabelas 1 e 2). Estes resultados confirmam a preferéncia da
espécie por alimentar-se de sangue humano.

Tabela 2. Comparagdo dos resultados do niimero médio de ovos produzidos
por grupo de fémeas e por grupo de Aedes aegypti, alimentadas
através de membrana de silicone com sangue de diferentes
espécies de doadores e em voluntdrio humano

N médio de ovos por grupo de fémeas
ingurgitadas por repetigio
Tratamentos

I II 11 v Média
Controle (Voluntério humano) 455 441 379 468 435°
Humano 411 326 348 344 357,2°
Bovino 77 84 82 78 80,2
Camundongo 56 71 67 54 62°

Médias seguidas da mesma letra nao diferem significativamente entre si.

O aumento de temperatura e a presenca do sangue produziram
agitagdo dos mosquitos, que passaram a realizar miltiplas cépulas, apds as
quais observou-se que as fémeas pousavam sobre a superficie de alimentagio
e testavam aleatoriamente a membrana até identificar o local adequado para
ingestdo de sangue. Esta caracteristica termofilica estd de acordo com o
descrito por Greenberg (11) e parece ter sido o fator responsivel pela atragio
dos mosquitos. A importincia do aquecimento do sangue para garantia do
ingurgitamento foi descrita por Galun (7) e por Pipkin & Connor (13).

A membrana de silicone mostrou-se eficiente para o completo
ingurgitamento de fémeas de A. aegypti (Figura 1a). Assim também ficou
demonstrado em trabalhos realizados por Wetzel (19), por Stone et al. (17), por
Davis et al. (5) e por Butler et al. (3), que alimentaram, respectivamente,
moscas do género Glossina, dipteros nematdceros Culicoides mississippensis e
diferentes espécies do género Ornithodorus, através de membrana de silicone.
Waladde et al. (18) obtiveram sucesso alimentando Rhipicephalus
appendiculatus até o completo ingurgitamento, através de membrana
Baudruche. Butler et al. (3) destacaram as virtudes da alimentacao artificial
com membrana de silicone, em especial pela facilidade de produzi-las em série,
pela textura superficial adequada para ensaios com diferentes artrépodes, além
de ser reutilizdvel e autoclavdvel. Moura et al. (12) e Rocha et al. (14)
utilizaram a mesma metodologia descrita no presente trabalho para alimentar
Amblyomma cajennense e Rhodnius pictipes, respectivamente.

Embora o sangue tenha ficado a disposi¢do das fémeas por um
periodo de aproximadamente 30 minutos, observou-se que a maioria dos
espécimes ingurgitava-se nos 15 minutos seguintes ao inicio do procedimento
alimentar. Os periodos de pré-postura ndo variaram nos limites de tempo
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observados, tendo sido sempre de trés dias para todos os tratamentos. Os
ovos obtidos foram posteriormente imersos em 4gua, tendo sido observada a
eclosdo de larvas de forma homogénea, independente do tipo de sangue
ingerido. Nao houve diferenga significativa ao nivel de 1% com relagdo ao
nimero de ovos entre as fémeas do grupo controle e as alimentadas com
sangue humano através da membrana de silicone (p=0,034). Também nao
houve diferenca entre as fémeas alimentadas com sangue bovino e de
camundongo (p=0,026).

A descalcificagdo do sangue resultante da adigdo do citrato de sédio,
para prevenir a coagulagio, nao diminuiu as qualidades nutritivas do sangue
utilizado quando comparados os efeitos sobre a producio de ovos. Esta
observacao estd de acordo com a realizada por Woke (20) ao comparar os
efeitos de diferentes tratamentos sobre a oviposicao de A. aegypti.

O sistema de alimentagdo artificial descrito propiciou o
estabelecimento de coldnia de A. aegypti, utilizando sangue humano, bovino
ou de camundongos, tendo confirmado o carater antropofilico da espécie. A
utilizagio do citrato de sédio como anticoagulante nao interferiu no nimero
de fémeas alimentadas ou mesmo na produgéo de ovos.
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SUMMARY

Behaviour of Aedes aegypti L., 1792 (Diptera:Culicidae) artificially fed with
the blood of different donor species

We compared the effects of artificial feeding over the engorgement and
oviposition of Aedes aegypti L, utilizing human, bovine and murine blood.
Sixteen groups of 30 females and 10 males of this species, 4 to 7 weeks of
age, were previously fed with a sacarose solution and kept in a temperature
controlled environment (28+0.5" C), humidity of 80 + 5% and photoperiod of
12/12 hours. The mosquitoes were exposed to the feeding apparatus
containing the blood from the different species for a 20 to 30 minute period.
The blood temperature varied from 37 to 39 ? C, and was offered through a
very thin silicone membrane. The control group was fed directly on a
voluntary human host. The females were kept in cages with a clean source of
water after feeding. 95% of the females directly fed in the human voluntary
engorged, and produced a mean of 435 eggs, per group. Engorgement of the
females that fed on the apparatus from human, bovine and murine blood was
89%, 25.8 and 22.5%, respectively. The mean number of eggs produced per
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group was 357.2, 80.2 and 62, respectively. There was no variation on the
preoviposition period.

KEYWORDS: Aedes aegypti. Artificial feeding. Silicon membrane.
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