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RESUMO

Ribeiro, J.P. D. Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Maio
de 2022. A microbiota intestinal de aedes aegypti protege 0s insetos contra
infeccbes por fungos entomopatogénicos. Orientador: Dr. Richard lan Samuels.
Coorientador: Dr. Adriano Rodrigues de Paula.

O mosquito Aedes aegypti possui grande importancia médica por ser o principal
vetor de uma gama de arboviroses. Estudos tém mostrado que bactérias presentes
no intestino de mosquitos podem proteger o inseto contra patbgenos invasores no
trato alimentar. No entanto, pouco se sabe sobre as interacfes entre microbiota
intestinal e fungos entomopatogénicos que infectam o inseto via penetracdo do
tegumento. Esse estudo teve como objetivo verificar a influéncia da microbiota
intestinal na sobrevivéncia e no desenvolvimento de fémeas de A. aegypti
infectadas com o fungo Metarhizium anisopliae. Para isso, diferentes
concentracdes de M. anisopliae contra fémeas de A. aegypti foram avaliadas. Os
antibioticos carbenicilina e tetraciclina, isolados ou em combinacédo, foram
administrados aos mosquitos por trés dias consecutivos, através de alimentacéo
artificial, misturados com sacarose a 10%. Apds a ingestao de antibiético seguido
de infeccdo fungica, testes foram realizados para verificar a suscetibilidade de
fémeas do mosquito A. aegypti com ou sem microbiota ao fungo M. anisopliae. A
sobrevivéncia de fémeas A. aegypti tratadas com fungo a diferentes periodos apos
a oferta do antibi6tico carbenicilina e, a influéncia da alimentagdo de sacarose +

antibidtico carbenicilina no repasto sanguineo de fémeas de A. aegypti também
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foram avaliadas. A infeccdo fangica, nos diferentes testes, foi realizada via
pulverizacdo usando uma torre de Potter e, a sobrevivéncia das fémeas foi avaliada
por sete dias. Experimentos também foram realizados para se observar o efeito da
infeccdo fungica na viabilidade dos ovos e na formacéo de pupas e adultos oriundos
de fémeas alimentadas ou ndo com o antibiético carbenicilina. O presente estudo
foi realizado em condicbes controladas de laboratério. A concentracdo de M.
anisopliae selecionada e utilizada na presente pesquisa foi de 1x10° conidios/mL.
Obteve-se significativamente menor taxa de sobrevivéncia quando fémeas foram
alimentadas com antibidtico: carbenicilina + tetraciclina (0%), tetraciclina (16,7%) e
carbenicilina (38,8%) e subsequentemente infectadas com o fungo, comparado
com fémeas alimentadas somente com sacarose e infectadas com fungo (65,6%
de sobrevivéncia) ou controles (acima de 91% de sobrevivéncia). Os efeitos do
tratamento com antibiético ndo foram permanentes, uma vez que, a taxa de
sobrevivéncia dos mosquitos alimentados com sacarose + antibidtico tornou-se
igual & de mosquitos alimentados somente com sacarose em um periodo de nove
dias apos ingestdo de carbenicilina. A taxa de fémeas alimentadas com sacarose
+ antibidtico que ingeriram sangue (78,8%) foi significativamente igual a de fémeas
alimentadas somente com sacarose (87,7%). Fémeas alimentadas somente com
sacarose + sangue ou com sacarose + antibiético carbenicilina + sangue e
pulverizadas com Tween (TW) (controles) apresentaram média de oviposicao
acima de 81 ovos/fémea. Foi observado no tratamento sacarose + sangue e
infectadas com fungo, uma reducdo no nimero de ovos postos por fémea (68,7
ovos/fémea). Um declinio ainda maior foi verificado no tratamento sacarose +
antibiético carbenicilina + sangue e posteriormente infectadas com fungo (44,3
ovos/fémea). Como efeito indireto, a viabilidade dos ovos resultantes de fémeas
alimentadas com sacarose + antibiético carbenicilina + sangue foi reduzida
resultando em uma menor taxa de eclosao larval (47,9%) do que fémeas
alimentadas somente com sacarose + sangue e infectadas com fungo (68,5% de
ecloséo larval) e controles (acima de 94,3% de eclosao larval). Das larvas oriundas
de ovos de fémeas alimentadas com sacarose + antibiotico carbenicilina + sangue
e infectadas com fungo, 52,55% se desenvolveram em pupas, e destas todas

emergiram em mosquitos adultos. Estes resultados indicam que a ingestao de



antibiotico por mosquitos A. aegypti aumenta a suscetibilidade do inseto ao fungo
M. anisopliae reduzindo a taxa de sobrevivéncia do mosquito. A falta da microbiota
intestinal pode ter um efeito negativo no desenvolvimento dos mosquitos que
sobreviverem a exposicdo ao fungo. Alimentadores de sacarose + antibiotico
poderdo ser utilizados em armadilhas contendo fungo, aumentando a
susceptibilidade do inseto ao entomopatégeno. Isso pode ser uma nova ferramenta

para o controle biologico de A. aegypti.

Palavras-chave: Fungo, patdgeno, viruléncia, bactéria, mosquito.
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ABSTRACT

Ribeiro, J.P. D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. May,
2022. The intestinal microbiota of Aedes aegypti protects insects Against
entomopathogenic fungal infections. Advisor: Prof. Richard lan Samuels. Co-
advisor: Adriano Rodrigues de Paula.

The Aedes aegypti mosquito has great medical importance as it is the main vector
of a range of arboviruses. Studies have shown that bacteria present in the gut of
mosquitoes can protect the insect against invading pathogens in the food tract.
However, little is known about the interactions between intestinal microbiota and
entomopathogenic fungi that infect the insect via penetration of the tegument. This
study aimed to verify the influence of the intestinal microbiota on the survival and
development of A. aegypti females infected with the fungus Metarhizium anisopliae.
For this, different concentrations of M. anisopliae against females of A. aegypti were
evaluated. The antibiotics carbenicillin and tetracycline, alone or in combination,
were administered to the mosquitoes for three consecutive days, through artificial
feeding, mixed with 10% sucrose. After antibiotic ingestion followed by fungal
infection, tests were performed to verify the susceptibility of female A. aegypti
mosquitoes with or without microbiota to the fungus M. anisopliae. The survival of
A. aegypti females treated with the fungus at different periods after the offer of the
antibiotic carbenicillin and the influence of sucrose + antibiotic carbenicillin feeding
on the blood meal of A. aegypti females were also evaluated. The fungal infection,
in the different tests, was carried out via spraying using a Potter tower and the
survival of the females was evaluated for seven days. Experiments were also carried
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out to observe the effect of fungal infection on the viability of eggs and on the
formation of pupae and adults from females fed or not with the antibiotic
carbenicillin. The present study was carried out under controlled laboratory
conditions. The concentration of M. anisopliae selected and used in the present
research was 1x10° conidia/mL. A significantly lower survival rate was obtained
when females were fed with antibiotic: carbenicillin + tetracycline (0%), tetracycline
(16,7%) and carbenicillin (38,8%) and subsequently infected with the fungus,
compared to females fed only with sucrose and infected with fungus (65,6%
survival) or controls (over 91% survival). The effects of antibiotic treatment were not
permanent, as the survival rate of mosquitoes fed sucrose + antibiotic became equal
to that of mosquitoes fed sucrose alone within nine days of ingestion of carbenicillin.
The rate of females fed sucrose + antibiotic that ingested blood (78,8%) was
significantly equal to that of females fed only with sucrose (87,7%). Females fed
only with sucrose + blood or sucrose + carbenicillin antibiotic + blood and sprayed
with Tween (TW) (controls) showed an average oviposition rate above 81
eggs/female. It was observed in the treatment sucrose + blood and infected with
fungus, a reduction in the number of eggs laid per female (68,7 eggs/female). An
even greater decline was verified in the treatment sucrose + carbenicillin antibiotic
+ blood and later infected with fungus (44,3 eggs/female). As an indirect effect, the
viability of eggs resulting from females fed with sucrose + carbenicillin antibiotic +
blood was reduced resulting in a lower rate of larval hatching (47,9%) than females
fed only with sucrose + blood and infected with fungus (68, 5% larval hatching) and
controls (above 94,3% larval hatching). Of the larvae from eggs of females fed with
sucrose + antibiotic carbenicillin + blood and infected with fungus, 52,55%
developed into pupae, and all of these emerged into adult mosquitoes. These results
indicate that antibiotic ingestion by A. aegypti mosquitoes increases the insect's
susceptibility to the fungus M. anisopliae, reducing the mosquito survival rate. The
lack of gut microbiota can have a negative effect on the development of mosquitoes
that survive exposure to the fungus. Sucrose + antibiotic feeders can be used in
traps containing fungus, increasing the susceptibility of the insect to the

entomopathogen. This could be a new tool for the biological control of A. aegypti.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti é vetor de virus, causadores de importantes
doencas humanas como dengue, febre amarela urbana, chikungunya e Zika,
portanto é considerado um problema de saude publica global (Ministério da Saude,
2022). O sucesso vetorial deste inseto ocorre devido a capacidade de se alimentar
de sangue, sua antropofilia, seus habitos urbanos domésticos e alta eficiéncia na
transmissdo viral (Barata et al., 2001). Inimeros fatores tém contribuido para
dificultar o controle do mosquito A. aegypti, tais como: mudancas climaticas,
urbanizacdo descontrolada, expansdo do comércio internacional e dispersao da
populacao através de viagens (Monath, 2001; Lounibos, 2002).

Desde o comeco do século XX, os inseticidas quimicos sdo utilizados para
reduzir populacfes de A. aegypti, porém, apresentam efeitos toxicos ao homem e
selecionam populacdes de mosquitos resistentes. A resisténcia deste inseto aos
inseticidas sintéticos organofosforados e piretroides foi mostrada em varios estudos
(Macoris et al., 2003; Montella et al., 2007; Lima et al., 2011, Nakazato et al., 2021).

Na busca por métodos alternativos aos inseticidas sintéticos, o controle
biolégico tem potencial para reducdo de populacbes de insetos vetores. Ele é
seguro a saude humana e ao meio ambiente ao compara-lo aos inseticidas
quimicos (Bale et al., 2008). Isolados de virus, bactérias e fungos
entomopatogénicos tém sido verificados como altamente virulentos contra insetos
vetores de doencas (Becnel et al., 2001; Pereira et al. 2009; Costa et al., 2010).
Uma alternativa que vem sendo utilizada para reducao de popula¢gdes do mosquito

A. aegypti é o Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), um bacilo com potente acéo



larvicida, por sua producéo de endotoxinas proteicas (Ritchie et al., 2010). Contudo,
apesar de o Bti ser eficaz na reducdo do niumero de mosquitos do género Aedes,
essa bactéria precisa ser ingerida para matar o inseto alvo, portanto, Bti é ineficaz
para o controle de ovos, pupas e o estagio adulto (Lacey et al., 2007; Pigott e Ellar,
2007; Ahmad Zaki et al., 2020).

Os fungos entomopatogénicos sdo potenciais candidatos para o controle
de mosquitos (Gomes et al., 2015; Imad-Silva et al., 2017; Bitencourt et al., 2021).
Eles apresentam vantagens em relacdo as toxinas bacterianas, visto que,
acarretam infeccdo via penetracdo no tegumento, ndo necessitando ser ingeridos
pelos insetos para que a infec¢do ocorra (Costa et al., 2010, Samuels et al., 2016).

Os fungos também podem causar infeccdo via ingestdo, no entanto,
normalmente infectam o hospedeiro via tegumento (Alves e Pereira, 1998). Por
essa caracteristica, os fungos séo capazes de infectar todas as fases de
desenvolvimento de insetos (Alves e Pereira, 1998). O controle de todos os
estagios do ciclo de vida do mosquito é importante para reduzir o nimero de adultos
gue transmitem doencas para a populacdo humana (Zara et al., 2016).

Pesquisas tém mostrado que fungos entomopatogénicos apresentam
atividade ovicida em mosquitos. Luz et al. (2007) verificaram que os fungos dos
géneros Paecilomyces, Isaria, Penicillium e Metarhizium foram eficientes contra
ovos de A. aegypti, diminuindo significativamente a taxa de eclosao larval. Albernaz
et al. (2009) observaram que o fungo M. anisopliae formulado em 6leo vegetal foi
altamente virulento contra ovos de A. aegypti em umidade relativa (UR) maior que
98%. Estudos em ovos de Aedes sp. infectados com conidios de M. anisopliae
formulados em Tween apresentaram menor taxa de eclosao de larvas comparado
com controles em 95% UR (Ribeiro et al., 2018).

Os fungos M. anisopliae e Beauveria bassiana também séo altamente
virulentos contra larvas de A. aegypti (Silva et al., 2004; Pereira et al., 2009, Gomes
et al., 2015; Carolino et al., 2021, Bitencourt et al., 2021) e contra larvas de
Anopheles (Bukhari et al., 2010). Um estudo recente demonstrou a viruléncia do
fungo M. anisopliae contra pupas de A. aegypti quando aplicado na forma de
blastosporos, reduzindo significativamente a taxa de sobrevivéncia (Carolino et al.,
2019).



Vérios trabalhos também foram realizados em mosquitos adultos e
demonstraram que os fungos entomopatogénicos sdo altamente virulentos contra
essa fase de desenvolvimento (Scholte et al., 2006, Mnyone et al., 2011; Paula et
al., 2011; 2013; 2019; 2021; Imad-Silva, 2015; 2017; Samuels, et al., 2016).

Em ensaios realizados em laboratorio, fémeas de Anopheles gambiae
(Mnyone et al., 2011) e de A. aegypti (Paula et al., 2011) alimentadas com sacarose
foram mais suscetiveis ao fungo M. anisopliae que fémeas alimentadas com
sangue, sugerindo que o estado nutricional pode influenciar na suscetibilidade do
mosquito ao fungo. Paula et al. (2013) observaram que fémeas de A. aegypti
alimentadas com sangue sO foram suscetiveis ao fungo M. anisopliae 96h apds a
digestdo sanguinea.

Outro estudo verificou que M. anisopliae reduziu a fecundidade em An.
gambiae (Scholte et al., 2006). A infeccdo por B. bassiana diminuiu o repasto
sanguineo de fémeas do género Anopheles e prejudicou a maturacdo do
protozoario Plasmodium chaboudi (Blanford et al., 2005). Estes fungos também
foram virulentos contra fémeas de A. aegypti reduzindo o repasto sanguineo e a
sobrevivéncia do mosquito (Darbro, et al., 2012; Paula et al., 2013; 2021).

Um fator a ser considerado no controle microbiano de insetos € a interacéo
entre a microbiota intestinal e a infeccao por fungos entomopatogénicos (Wei et al.,
2017). Em insetos, existe uma ampla variedade de espécies bacterianas (Dillon e
Dillon, 2004) que desempenham papéis importantes na fisiologia do hospedeiro,
por exemplo, auxiliar no processo de digestdo sanguinea e fecundidade (Gaio et
al., 2011), no sistema de defesa do inseto contra inimigos naturais (Dale e Moran,
2006) e nainteracdo com agentes patogénicos, aumentando (Wei et al., 2017) ou
diminuindo (Zhang et al., 2018) a susceptibilidade dos insetos.

Em estudo realizado usando fémeas de Anopheles stephensi, foi verificado
que a remocao da microbiota intestinal com antibioticos tornou 0s mosquitos menos
susceptiveis a infeccao por B. bassiana (Wei et al., 2017). Ao contrario, na barata
Blattella germanica a remocdo das bactérias intestinais facilitou a infeccdo dos
entomopatdégenos B. bassiana e M. anisopliae (Zhang et al., 2018).

O presente estudo teve como objetivo verificar a influéncia da microbiota
intestinal na sobrevivéncia e no desenvolvimento de fémeas de A. aegypti

infectadas com o fungo Metarhizium anisopliae. A reducdo da microbiota intestinal



através da ingestao de antibiético, seguido de infeccéo fangica, poderia auxiliar no

desenvolvimento de novas estratégias de controle de A. aegypti.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Caracteristicas biolégicas e morfolégicas do mosquito Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti (Diptera Culicidae) (Linnaeus) pertence a
familia Culicidae e é originario do Egito (Tauil, 2002). Este inseto encontra-se
distribuido por quase todo o0 mundo, com ocorréncia  nas
regides tropicais e subtropicais (AgénciaBrasil, 2015). O mosquito esta bem
adaptado a zonas urbanas, mais precisamente ao domicilio humano, onde
consegue reproduzir-se e pdr 0S seus 0OvVOoS em pequenas quantidades em
recipientes contendo agua, que preferivelmente estejam sombreados e
no peridomicilio (Neves, 2004).

Este inseto € 0 agente transmissor de varios virus causadores de doencas.
Trés dessas viroses (dengue, febre amarela urbana e Zika), sdo causadas por virus
do género Flavivirus, Familia Flaviridae (Sim e Dimopoulos, 2010). J4 a doenca
chikungunya é causada por um virus do género Alphavirus pertencente a familia
Togaviridae (Murphy et al., 1995).

O mosquito A. aegypti € um inseto holometabdlico, ou seja, desenvolve-se
através de metamorfose completa (Santos, 2022). O adulto é escuro, possuindo
faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais, e um desenho em forma de lira
no mesonoto (FUNASA, 2001). Fémeas de A. aegypti, assim como os machos, se
alimentam de substancias agucaradas, no entanto, as fémeas necessitam ingerir
sangue de vertebrados para o desenvolvimento do processo reprodutivo (Edman,

1992). Do sangue provém aminoacidos essenciais que irdo contribuir para a sintese
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de vitelo (vitelogénese) e consequentemente, a formacdo dos ovos (ovogénse)
(Harrington et al., 2001; Grimes, 1980). O repasto sanguineo pode também
contribuir para aumentar a longevidade das fémeas (Consoli e Oliveira, 1994; Tauil,
2001).

O controle deste inseto € dificil, por ser muito versatil na escolha dos locais
onde deposita seus ovos, que sdo extremamente resistentes a dessecacao,
podendo sobreviver por varios meses, até que a chegada de agua propicie a
eclosao das larvas. Uma vez imersos, as larvas eclodem dos ovos, e dao origem

as pupas, das quais surge o inseto adulto (Consoli e Oliveira, 1994) (Figura 1).

Adulto

Figura 1. Ciclo de desenvolvimento do mosquito Aedes aegypti. Adaptado de Esper
(2016).

O tubo digestivo dos mosquitos é formado por uma camada de células
epiteliais e é dividido em trés regides: intestino anterior, médio e posterior. Ele se
inicia na boca (regido anterior) e se estende até o anus (regiao posterior) (Consoli

e Oliveira, 1994), conforme esquematizado na Figura 2.
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Figura 2 - Tubo digestério do mosquito Aedes aegypti. Adaptado de Hine et al. (2014).

O intestino anterior esta envolvido principalmente com a ingestao,
conducdo e armazenamento de alimentos. E formado pelas bombas cibarial e
faringeana, (émbolos de succéo), pelo eséfago, pelos diverticulos dorsais e ventral,
gue reservam carboidratos e pela valvula de estomodel, que direciona carboidrato
e sangue ingeridos pela fémea. Em sua parte anterior, encontra-se a probdéscide,
um aparelho bucal perfurante usado para alimentacéo (Consoli e Oliveira, 1994).

Durante a ingestdo de sangue, a valvula estomodel abre-se e 0 sangue &
encaminhado e armazenado no intestino médio; no entanto, na ingestdo de
alimentos ricos em agucares, esta valvula permanece fechada e o alimento é
encaminhado para o diverticulo ventral, onde ocorre a digestéo inicial através de
enzimas da glandula salivar. Em seguida, estes acUcares sao liberados
gradativamente para o intestino médio, onde sua digestdo é finalizada. Esse
mecanismo da valvula de estomodel, proporciona a fémea, a capacidade para
manter o intestino médio vazio e pronto para receber o repasto sanguineo
(Thompson 1905, Romoser, 1996; Consoli e Oliveira, 1994).

O intestino médio, é a parte do tubo intestinal, que consiste no sitio da
digestdo do sangue em mosquitos, um processo que da inicio a eventos fisiologicos
importantes, tais como a vitelogénese e a reproducao. Ele se constitui em um tubo
simples (ventriculo), altamente elastico e revestido internamente por um epitélio

colunar de borda estriada, adaptado a secrecdo e absor¢do. E considerado o



principal sitio de interacéo entre o inseto e 0s patégenos gue ele transmite (Consoli
e Oliveira, 1994; Silva et al., 2012).

Na parte posterior do intestino médio localiza-se um esfincter, a valvula
pilorica, apés a qual ligam-se os tubulos de Malpighi, envolvidos na excregéo.
Esses tubulos, se localizam no limite entre a por¢cdo média e a por¢ao posterior do
intestino. Cada tubulo possui fundo cego e se insere nas lacunas do corpo, de onde
retram as impurezas e as descarregam no intestino posterior para serem
eliminadas com as fezes. O alimento ndo digerido no intestino médio é direcionado
para 0 intestino posterior que reabsorve seletivamente agua, alguns ions e
aminoécidos, produzindo uma urina hiper ou hiposmética, que € secretada junto ao
bolo fecal (Phillips et al., 1986; Klowden, 2013).

Durante o processo de ingestdo de sangue, forma-se no tubo intestinal,
uma camada de material acelular, quitinoso, secretado pelas células do epitélio
digestivo, e que constitui a matriz ou membrana peritrofica (MP). Essa membrana
separa 0 sangue ingerido das células do epitélio intestinal, formando dois
compartimentos, o espaco endoperitréfico (localizado dentro da MP) e o espaco
ectoperitréfico (espaco fora da MP) (Consoli e Oliveira, 1994, Silva et al., 2012)
(Figura 3).

Essa membrana é permeavel as enzimas proteoliticas secretadas pelas
células intestinais e também aos produtos da digestdo. Quando a digestdo se
aproxima do seu final, a membrana é degradada e eliminada do organismo

juntamente com as fezes (Billingsley e Lehane, 1996).
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Figura 3 - Representacdo da membrana peritréfica no tubo intestinal de insetos.
Adaptado de Silva et al. (2012).

2.2. Vitelogénese e ovogénese em A. aegypti

O processo de vitelogénese (producdo e acumulo de substancias de
reserva nutritiva, essenciais ao desenvolvimento dos embrides), no mosquito A.
aegypti pode ser dividido em duas fases: pré-vitelogénica e vitelogénica. A fase pré-
vitelogénica, ocorre nos trés primeiros dias apds a emergéncia das fémeas adultas,
onde o corpo gorduroso e os ovarios sdo amadurecidos pela atuacdo do horménio
juvenil I (JHII). Somente apds esses trés dias (72 h), a fémea se encontra apta a
realizar a ingestdo sanguinea, podendo dar inicio a fase vitelogénica. Contudo, em
caso de impossibilidade de ingestao sanguinea, a fémea pode entrar em um estado
de espera até que ela consiga se alimentar com sangue e iniciar o periodo
vitelogénico (Attardo et al., 2005; Attardo e D’Amico, 2011).

Durante a alimentacdo sanguinea, uma fémea de A. aegypti pode ingerir
uma quantidade de sangue, de 3 a 5 vezes o seu peso corporeo (Alvarenga, 2005).
A digestédo do sangue, resulta na liberacdo de peptideos e aminoacidos no limen
intestinal dos mosquitos (Pascoa et al., 2002). Estes nutrientes, sdo necessarios
para a vitelogénese, atuando como sinalizadores para o cérebro e para o corpo
gorduroso dos mosquitos, o qual esta envolvido em diversos processos metabdlicos
(Hansen et al, 2004; Raikhel et al., 2002). Neste tecido, a ecdisona € convertida em
20 — hidroxiecdisona, que entdo, ativa a expressao de genes que codificam as

principais proteinas precursoras de vitelo (vitelogenina, carboxipeptidase
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vitelogénica, catepsina B vitelogénica e Lipoforina) (Raikhel et al., 2002) (Figura 4).
Essas proteinas, sdo secretadas na hemolinfa e, em seguida, sédo incorporadas nos
ovocitos em desenvolvimento (Raikhel et al., 2002; Attardo e D’Amico, 2011), como

esquematizado na Figura 4.
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Figura 4 - Vitelogénese em Aedes aegypti - Apds a ingestdo de sangue, o cérebro do
mosquito recebe um sinal para secretar um neuro-horménio que estimula os ovarios a
produzirem ecdisona. Este hormonio, ao penetrar no corpo gorduroso, € convertido em 20
— hidroxiecdisona que ativa a expressao de genes que codificam proteinas precursoras de
vitelo. Aminoacidos livres resultantes da digestdo sanguinea, também sdo necessarios
para ativarem o corpo gorduroso na sintese de proteinas precursoras de vitelo. Adaptado
de Attardo e D’Amico (2011).

O ciclo gonotrofico é finalizado 72 horas apds alimentacdo sanguinea,
momento em que as fémeas se encontram aptas para a postura de ovos (Raikhel,
2002; Attardo et al., 2005, Attardo e D’Amico, 2011).

As fémeas de A. aegypti podem depositar centenas de ovos ao final do ciclo
gonadotrofico (Clements, 1922). A alta capacidade reprodutiva desta espécie

resulta na dificuldade de controlar populacdes deste mosquito. A utilizacdo de
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meétodos de controle biolégico, que possam, direta ou indiretamente afetar a fase
de ovogénese deste inseto, constitui um ponto interessante para elaboracédo de

novos métodos de controle do mosquito A. aegypti.

2.3. Embriogénese em Aedes aegypti

Em mosquitos, as formas adultas sao dioicas (sexos separados), e so estédo
prontas para realizar a copula apds o endurecimento do tegumento corporal e, no
caso dos machos, apds o giro de 180° da genitalia externa, que ocorre 24 horas
depois da emergéncia (Forattini et al, 2002). Apds a copula, os espermatozoides
ficam armazenados em uma estrutura denominada espermateca, no interior do
corpo da fémea. Esses gametas saem desse reservatorio e realizam a fecundacao,
no momento em que os ovoécitos sdo liberados para oviposi¢do. Assim, o ovo é
fecundado, imediatamente antes da postura, e a oviposicdo € considerada o
momento do inicio da embriogénese (Chapman, 1998).

Uma vez depositados no ambiente, 0s ovos dos mosquitos se desenvolvem
sem necessidade de protecdo materna (Gilbert e Raunio et al., 1997; Zeh et al.,
1989). Dependendo do género, os ovos podem ser depositados em locais umidos,
bem préoximo da linha d’agua (género Aedes) ou diretamente sobre a superficie da
agua (géneros Culex e Anopheles, por exemplo) (Clements et al., 1992). A duracéo
da embriogénese no mosquito A. aegypti, depende da temperatura em que 0S 0V0S
se desenvolvem. Quando mantidos Umidos a 25°C, os embrides completam seu
desenvolvimento com 77,4 horas, e, a 28°C se desenvolvem em 61,6 a 62 horas
(Farnesi et al., 2009, Vital et al., 2010).

A eclosdo das larvas acontece imediatamente apés a finalizacdo da
embriogénese, desde que, se encontrem em ambiente favoravel ao
desenvolvimento. Contudo, se o ovo estiver em ambiente desfavoravel, o embrido
entra em dorméncia e pode permanecer viavel por mais de 12 meses (Silva e Silva
et al.,, 1999). Esta viabilidade é possivel devido a aquisicdo de resisténcia
embrionaria a dessecacdo, um mecanismo biologico que se acredita envolver a
formacdo e maturacdo da cuticula serosa, uma camada que cobre o embrido
(Rezende, et al., 2008).
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2.4. Papel fisiologico da microbiota intestinal em insetos

Os insetos sdo hospedeiros de uma vasta multiplicidade de
microrganismos, 0s quais podem colonizar, crescer e se reproduzir, principalmente,
no sistema reprodutivo e no trato digestivo. Esta colonizagcéo, de um modo geral,
confere beneficios ao hospedeiro, ocorrendo assim uma relacdo mutualista (Rakoff-
Nahoum et al., 2004). Estes microrganismos podem influenciar a fisiologia dos
insetos, contribuindo para a digestdo, nutricdo, desenvolvimento, reproducao,
imunidade, comportamento e resisténcia a colonizagao por patéogenos (Lilburn et
al., 2001; Lemke et al., 2003; Dillon e Dillon, 2004, Zhang et al., 2018).

A mosca tsé-tsé (Hill e Campbell, 1973) e os triatomineos (Yassin, 2005)
sdo colonizados por bactérias importantes em seu ciclo de vida, sendo por isso,
consideradas simbiontes obrigatérios. A presenca dessas bactérias é essencial
para a maturacdo sexual desses insetos (Nogge, 1976). Os triatomineos abrigam
em seu intestino a bactéria Rhodococcus rhodnii, que produz os nutrientes
necessarios para complementar a dieta sanguinea (Yassin, 2005), rica em
proteinas e aminodcidos essenciais, porém deficiente em carboidratos, lipidios e
vitaminas do complexo B (Ribeiro, 1996). A mosca tsé-tsé abriga simbiontes
intracelulares com fungdes similares as do triatomineo, ou seja, complementar uma
dieta carente de alguns nutrientes (Hill e Campbell, 1973; Nogge, 1976).

Bactérias do género Asaia tém sido descritas como simbiontes em A.
stephensi (Flavia et al., 2007) e em A. aegypti (Crotti et al., 2009). Estas bactérias
sdo importantes para esses insetos, pois, colonizam o intestino e outros tecidos e
sdo transmitidas verticalmente (Crotti et al., 2009; Flavia et al., 2007). Algumas
possiveis atividades bioldgicas importantes para mosquitos, como detoxificacéo de
inseticidas, metabolismo de nitrogénio e regulacdo do pH intestinal, ja foram
descritas para Asaia sp. (Song et al., 2022).

Bactérias residentes intestinais de mosquitos podem ter um importante
papel na epidemiologia de doencas infecciosas humanas, uma vez que podem
interferir com o desenvolvimento de patdgenos importantes. Bactérias gram-
negativas do trato digestivo de Anopheles, reduzem, a transmissao da maléaria
(Seitz et al., 1987; Beier et al., 1994; Dong et al., 2009). A remocéo da microbiota
intestinal com antibidticos em Aedes torna 0 mosquito mais suscetivel a infec¢ao

pelo virus da dengue (Xi et al., 2008).
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Segundo Gaio et al. (2011), a reducao de bactérias do intestino médio em
A. aegypti afeta a digestédo do sangue, reduzindo a disponibilidade de proteinas aos
mosquitos, isso ocorre, devido a uma lise mais lenta das hemécias, afetando a
fecundidade do mosquito.

Algumas bactérias especificas tém sido correlacionadas com um efeito
direto na diminuicdo da infecdo por patdégenos, reduzindo a competéncia vetorial
de mosquitos. E o caso da Enterobacter sp. (Esp_Z) em An. gambiae (Cirimotich et
al., 2011) e da Chromobacterium (Csp_P) em A. aegypti (Ramirez et al., 2014), que
reduzem significativamente a suscetibilidade as infec¢cdes por Plasmodium
falciparum e DENV, respectivamente. Entretanto, pesquisas recentes mostraram
que bactérias intestinais também podem promover ou auxiliar a infec¢ao de agentes
patogénicos (Narasimhan et al. 2014).

Uma bactéria encontrada no intestino médio, Serratia odorifera, aumenta a
infeccédo por virus da dengue no mosquito A. aegypti (Apte-Deshpande et al., 2012)
e pelo protozoario causador da malaria em mosquitos Anopheles (Pei et al., 2015).
A interagdo entre o fungo entomopatogénico B. bassiana e a microbiota intestinal
acelera a morte do mosquito A. stephensi (Wei et al., 2017). A infeccao por B.
bassiana regulou negativamente as respostas imunoldgicas do intestino do
mosquito, pela acdo da toxina oosporina produzida pelo fungo, causando disbiose
(desequilibrio) da microbiota intestinal e translocacdo da bactéria Serratia
marcescens do intestino para a hemocele 96 horas apés infec¢éo fungica, onde se
transformaram de simbiontes intestinais assintomaticos para patdgenos
hemoceléticos causando a morte acelerada do mosquito pela interacdo fungo-
bactéria (Wei et al., 2017).

Em contrapartida, Zhang et al., (2018) verificaram que a microbiota
intestinal da barata alema Blattella germanica pode desempenhar um papel crucial
na protecdo das baratas contra o fungo M. anisopliae. Eles verificaram que a
mortalidade das baratas com bactérias intestinais foi menor que a das baratas sem
bactérias (Zhang et al., 2018).

2.4.1. Composicao da microbiota intestinal em mosquitos
A composicao da microbiota em insetos depende de alguns fatores, como
0 sexo, 0 estagio de desenvolvimento e o ambiente de interagdo (Minard et al.,
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2013). No intestino, as condicdes fisioldgicas e quimicas dos seus compartimentos
e 0s recursos disponiveis para aquisicdo por bactérias também sao fatores
importantes (Engel e Moran 2013).

O habito de alimentacdo sanguinea por mosquitos fémeas, por si so, ja é
um fator que diferencia a microbiota presente no intestino de mosquitos machos e
fémeas. Durante o processo de digestdo sanguinea, a microbiota intestinal de
mosquitos passa por mudangas acentuadas, com a reducdo da diversidade e
aumento da carga bacteriana (Gusméo et al., 2010; Wang et al., 2011; Coon et al.,
2014).

A formacado da MP durante a digestdo sanguinea, limita algumas familias
bacterianas especificas no espacgo ectoperitréfico, devido a afinidade destas
bactérias com a MP ou com as células epiteliais do intestino. No final do processo
de digestdo sanguinea a MP vai sendo eliminada do inseto, levando junto a maior
parte das bactérias, responsaveis pela diversidade no ambiente intestinal (Rodgers
et al., 2017).

De acordo com Lindh et al., (2008), bactérias sdo adquiridas principalmente
nos ambientes aquaticos em que as larvas dos mosquitos se alimentam e se
desenvolvem. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos especificos de
aguisicao destes micro-organismos, fatores que selecionem bactérias especificas
e se ha transmissdo delas para as proximas fases de desenvolvimentos dos
mosquitos.

Pesquisas demonstram que larvas de mosquitos nascem desprovidas de
qualquer colonizacdo bacteriana em seus intestinos, o qual é imediatamente
colonizado por bactérias presentes no criadouro (Merritt et al., 1992; Coon et al.,
2014, Coon et al., 2016Db).

Em trabalho realizado por Coon et al. (2016b) foram encontradas
similaridades no microbioma intestinal de larvas de diferentes espécies
desenvolvidas no mesmo criadouro, assim como foram verificadas diferencas no
microbioma entre larvas de mesma espécie, mas desenvolvidas em criadouros
diferentes (Coon et al., 2016b).

Em estudo realizado por Crotti et al., (2009) foi demonstrado que bactérias
do género Asaia foram transmitidas da fémea para a prole (transmissao vertical),

em mosquitos Anopheles. Estudos verificaram a transmissdo de bactérias
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intestinais entre estadios larvais (transestadial) (Briones et al., 2008; Damiani et al.,
2010; Coon et al., 2014) e horizontal (Flavia et al., 2007) em mosquitos. No entanto,
ainda sédo poucas as evidéncias destes fendmenos, bem como a explicacdo
fisiologica de como eles ocorrem.

Estudos vém confirmando, que a microbiota intestinal do mosquito A.
aegypti é composta por uma grande variedade de bactérias (Gusmao et al., 2010;
Zouache et al.,, 2011, David et al., 2016). Os principais géneros bacterianos
identificados por Gusmao et al. (2010) em mosquitos A. aegypti adultos da linhagem
Rockfeller foram: Serratia, Klebisiella, Asaia, Bacillus, Enterococcus, Kluveray e
Pantoea. Serratia foi dominante em todos os ensaios de isolamento, representando
54,5% do total de microrganismos. Esta pesquisa identificou também dois géneros
de leveduras no intestino médio de A. aegypti, Pichia e Candida.

Em estudo realizado em mosquitos A. aegypti e A. albopictus selvagens,
coletados em trés regides geograficas distintas de Madagascar, Zouache et al.,
(2011), identificaram Proteobacteria e Firmicutes como o0s principais filos
encontrados. Os  géneros bacterianos predominantes foram: Bacillus,
Acinetobacter, Agrobacterium e Enterobacter. Esse estudo mostrou que a
diversidade bacteriana diferiu significativamente por habitat, enquanto a
uniformidade foi similar.

Em pesquisa realizada por David et al. (2016), em A. aegypti de campo e
de laboratério, os géneros predominantemente identificados foram: Pseudomonas,
Acinetobacter, Aeromonas e Stenotrophomonas. Houve evidéncias de uma
microbiota estavel ao longo da vida do mosquito adulto, visto que, a maioria dos
grupos bacterianos identificados foram detectados tanto no intestino médio
de A. aegypti de populagbes de laboratério quanto de selvagens. Esse estudo
mostrou também que tanto o regime alimentar quanto a idade estavam associados
a abundancia de alguns grupos bacterianos no intestino médio do mosquito.

A composigéo, dinamica e diversidade das bactérias do intestino médio do
mosquito A. stefensi, infectado e nao infectado pelo fungo B. bassiana, em
diferentes tempos (0, 12, 36, 60 e 84 horas) apés infec¢céo, foram avaliadas (Wei et
al., 2017). Esta pesquisa verificou que, antes da infec¢do, as bactérias do intestino
meédio, do mosquito, eram diversas e predominavam bactérias de seis filos:

Proteobactéria, Firmicutes, Actinobactéria, Bacterididetes, Fusobactéria e
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Cyanobactéria. A abundancia de Proteobactéria e Firmicutes mudou
dinamicamente ao longo do tempo de infec¢do, possivelmente por causa de
mudancas na fisiologia do mosquito causadas pelo fungo. Os filos Proteobactéria
(Acinetobacter, Photobacterium e Asaia), Firmicutes (Streptococcus) e
Actinobactéria (Rhodococcus) aumentaram em abundancia ao longo do tempo nos
mosquitos nao infectados (Wei et al., 2017).

Por outro lado, a infec¢@o fangica diminuiu a diversidade e aumentou a
carga bacteriana em comparacdo com mosquitos néo infectados. Foi observado
que, 36h apds infeccédo, o unico filo que predominou em mosquitos infectados com
B. bassiana foi Proteobactéria, resultando em colonizacdo quase exclusiva por trés
géneros: Acinetobacter, Serratia e Asaia. Serratia aumentou significativamente nos
mosquitos infectados pelo fungo. Esse género nao foi dominante em mosquitos nao
infectados. Estes resultados sugerem que a infeccdo fangica pode alterar a
composicao e diversidade bacteriana do intestino médio de mosquitos (Wei et al.,
2017).

Apesar da ampliacdo dos estudos relativos aos mosquitos vetores nos
altimos anos, muitas questdes fundamentais referentes ao aspecto da interacédo
microbiota-inseto-patégenos permanecem, ainda, sem resposta. A interferéncia na
microbiota intestinal de A. aegypti pela ingestdo de antibidtico, antes da infeccao
fungica, poderia potencializar a acdao do entomopatdégeno na sobrevida do
mosquito, e auxiliar no entendimento das interagdes deste vetor com sua microbiota

e com infeccdo por patégenos fungicos.

2.5 Acdo dos antibidticos carbenicilina e tetraciclina em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas

Antibidticos sdo produtos naturais ou sintéticos que atuam matando ou
impedindo o desenvolvimento de bactérias (Walsh, 2003). Os antibiéticos ativos
sobre bactérias (antibacterianos) podem ser classificados em dois grupos:
Bactericidas e bacteriostaticos, utilizando-se como critério a sua forma de acgao.
Bactericidas, sdo aqueles que causam alta taxa de mortalidade das bactérias e

bacteriostaticos sdo responsaveis por impedir 0 crescimento microbiano, ou seja,
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manter as bactérias na fase estacionaria de crescimento (Pankey e Sabath, 2004;
Guimaraes et al., 2010).

Os mecanismos de acdo dos antibiéticos sdo variados, podendo ser
citados: a inibicdo da biossintese de acidos nucleicos (RNA e DNA); a inibicdo da
sintese de proteinas, a inibicdo na biossintese da parede celular, a interferéncia na
permeabilidade da membrana citoplasmatica, a inibicAo da sintese do acido
folinico, entre outros (Suaréz e Gudiol, 2009). A penicilina, por exemplo, é um
antibiético de atividade bactericida que apresenta como mecanismo de acgéo, o
blogueio do sitio ativo da enzima transpeptidase. Esta, € utilizada por bactérias na
producdo de suas paredes celulares (Walsh, 2003; Suaréz e Gudiol, 2009). O
blogueio dessa enzima inibe a sintese da parede celular, provocando a morte da
bactéria (Walsh, 2003; Suaréz e Gudiol, 2009).

A classe das penicilinas € constituida por antimicrobianos que apresentam
um amplo espectro de atividade antibacteriana e excelente perfil de seguranca,
uma vez que atuam na enzima transpeptidase, Unica em bactérias (Guimaraes et
al., 2010).

Um outro exemplo de mecanismo de acéo antibiética pode ser verificado
na tetraciclina. Este antimicrobiano constitui uma classe de antibidticos
(tetraciclinas) (Sanar, 2022). As tetraciclinas, apresentam atividade bacteriostatica,
sendo capaz de inibir a sintese de proteinas através da ligacdo com a subunidade
30S dos ribossomos, impedindo a ligagdo do RNA transportador.
Consequentemente, a adicdo de novos aminoacidos para o crescimento da cadeia
proteica é blogueada, inibindo a replicacdo da bactéria (Pupo et al.,, 2006,
Nussbaum et al., 2006).

A utilizacdo de antibidticos para reduzir bactérias intestinais em mosquito
A. aegypti fémeas, foi investigada por Gaio et al. (2011). Neste estudo, a
administracdo oral de diferentes antibidticos, (carbenicilina, tetraciclina,
espectinomicina, gentamicina e canamicina) mostrou uma alta eficiéncia dos
antibiéticos carbenicilina e tetraciclina em reduzir a microbiota intestinal do A.
aegypti. Tratamentos com tetraciclina ou carbenicilina reduziram 93% e 97% o
namero de bactérias viaveis no intestino médio do mosquito, respectivamente.
Quando o coquetel de antibidticos foi administrado aos mosquitos, ocorreu uma

reducdo de cerca de 99% das bactérias do intestino meédio, resultado semelhante
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aos tratamentos usando carbenicilina ou tetraciclina isoladamente (Gaio et al.,
2011).

No presente estudo foram utilizados dois antibidticos: carbenicilina e
tetraciclina. O antimicrobiano carbenicilina, é um farmaco de largo espetro
bactericida. Ele pertence a classe das penicilinas, e mostra-se, altamente efetivo
contra bactérias gram-negativas, especialmente dos géneros: Pseudomonas,
Enterobacter e Proteus. Contudo, ndo € muito eficaz contra as bactérias gram-
positivas (Santana, 2012; Katzung, 2014).

As tetraciclinas, por sua vez, apresentam um amplo espectro
antimicrobiano. Estas, sdo bastante eficazes frente a diversas bactérias aerobicas
e anaerObicas Gram-positivas e Gram-negativas e, também, contra alguns
protozoérios (Patrick, 2005; Wright et al., 2003, Tavares 1996). As tetraciclinas
recebem essa denominacao devido a sua estrutura quimica, formada por quatro
anéis (DrugBank, 2021) (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura dos antibi6ticos carbenicilina e tetraciclina: A - Carbenicilina; B -
Tetraciclina. Adaptado de DrugBank, (2021).
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2.6. Doencas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti
2.6.1. Dengue

A dengue é uma arbovirose reemergente que vem se constituindo em
importante problema de saude publica no mundo, (Claro, 2004). Conheciam-se
quatro sorotipos distintos do agente etioldgico do virus (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e DENV-4), que podem se apresentar como: dengue assintomatica, classica,
hemorragica e choque da dengue (Secretaria de Saude, 2022). No ano de 2013 um
grupo de pesquisa anunciou a descoberta de um novo sorotipo presente no soro
de um paciente, o DENV-5 (Mustafa et al., 2015). Contudo, esse foi um caso
isolado, acredita-se que nao houve transmissdo do DENV-5 entre humanos e, que
0 virus, circula somente entre primatas (Mustafa et al., 2015; Beuy e Viroj, 2016).

A transmissao do virus ocorre através da picada de fémea do mosquito A.
aegypti infectada. Quando o virus penetra na corrente sanguinea do individuo
sadio, ele passa a se multiplicar em érgéos especificos, como o baco, o figado e os
tecidos linfaticos. Esse periodo é conhecido como incubacao e dura de quatro a
sete dias. Logo apdés, o virus volta a corrente sanguinea, gerando a viremia que
tem inicio ligeiramente antes do aparecimento dos primeiros sintomas (Schatzmay
et al., 1986).

Com a instabilidade da vacina Dengvaxia e a dificuldade de imunizar toda
a populacéo, os casos de dengue vém preocupando os brasileiros no decorrer dos
anos (Tuasaude, 2021). Nos ultimos seis anos (2016 - 2021) foram registrados
5.008.998 casos provaveis da doenca com 2.708 o6bitos (Ministério da Saude 2017;
2018; 2019; 2020; 2021; 2022) (Tabela 1).

Nos dois ultimos anos (2020 e 2021) foi observada uma queda no nimero
de registros de casos da doenca no Brasil. Essa reduc¢ao deve-se, aos esforcos de
acOes de controle do mosquito A. aegypti, apds epidemia de dengue ocorrida no
ano de 2019 (Ministério da Saude, 2020) e, também, ao fato de a dengue se
apresentar como uma doenca sazonal, com oscilacdo de casos e aumento a cada
trés/quatro anos, em média (Portal.fiocruz, 2021).

Outro fato, que também pode ter influenciado no declinio de registros de
casos, nos anos de 2020 e 2021, foi o impacto direto da pandemia do Covid-19,
seja com a transferéncia de recursos humanos e materiais para 0 combate ao

Covid-19, ou com possiveis subnotificagdes (Portal.fiocruz, 2021).
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O ano de 2021 apresentou 0s menores numeros de casos de dengue em
21 anos, desde que os dados comecaram a ser contabilizados pela Secretaria
Municipal de Saude, no ano 2000 (Diario do Rio, 2021). No presente ano (2022),
até a semana epidemiolégica 10, j& foram registrados 161.605 casos, e 29 pessoas
morreram por dengue. Diante desse cenario, torna-se cada vez mais necessario a
implementacéo de acdes para reducdo de casos da doenca no pais (Ministério da
Saude, 2021; 2022).

2.6.2. Chikungunya

Chikungunya é considerada uma arbovirose de alta morbidade, causada por
um virus do género Alphavirus pertencente a familia Togaviridae. Este virus é
transmitido aos seres humanos através da picada de mosquitos do género Aedes. As
manifestacdes clinicas dessa doenca sdo semelhantes as da dengue, porém, mais
duradouras (Schilte et al., 2013).

O principal sintoma que diferencia a chikungunya da dengue séo as fortes
dores nas articulacdes (poliartralgia persistente), especialmente em tornozelos,
cotovelos e punhos, que podem levar a incapacidade dos individuos acometidos
pela doenca chikungunya, por um longo periodo (fase crbnica), apresentando
elevada taxa de morbidade e consequente reducéo da produtividade e da qualidade
de vida (Campbell et al., 2015; Guia de Vigilancia em Saude, 2019).

Embora quadros severos ndo sejam comuns, manifestacées neurolégicas
(encefalite, meningoencefalite, mielite, sindrome de Guillain Barré), manifestacoes
cutaneas bolhosas e miocardite podem trazer gravidade aos casos (Powers e
Logue, 2007). Estes, quando ocorrem, podem evoluir para 6bito (Ministério da
Saude, 2022).

Até recentemente, a transmissdo de chikungunya estava restrita ao ciclo
silvestre, o primeiro caso desta doenca foi registrado na Tanzania em 1953. Existem
dados da ocorréncia de casos confirmados em paises europeus e na regido leste do
Caribe (Sudeep e Parasharb, 2008).

No Brasil, o primeiro caso de chikungunya foi relatado no ano de 2010, casos
de transmissdo autéctone (ocorrida dentro do territoério nacional) foram confirmados

em setembro de 2014. Em 2015, foram registrados 37.779 casos provaveis da
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doenca, sendo 12.849 casos confirmados, resultando em cinco Obitos (Ministério
da Saude, 2016).

Nos ultimos seis anos (2016 - 2021) foram registrados 844.085 casos
provaveis da doenca, resultando em 618 mortes (Ministério da saude 2017; 2018;
2019; 2020; 2021; 2022) (Tabela 1). No presente ano (2022), até a semana
epidemioldgica 10, foram registrados 13.092 casos provaveis de chikungunya no
pais, com um Obito comprovado (Ministério da Saude, 2022) .

O quadro cronico da doenca interfere na qualidade de vida do individuo, com
grande impacto econdmico devido a reducao da produtividade das pessoas infectadas.
Ainda nao existe vacinacao para combater o virus da chikungunya (Thiboutot et al.,
2010). Sendo assim, o controle do inseto vetor torna-se imprescindivel para a

prevencéo da doenca.

2.6.3. Zika

Zika € uma doenca causada por um arbovirus do género Flavivirus
pertencente a familia Flaviviridae (Duffy et al., 2009). Este virus é transmitido aos
seres humanos pela picada do mosquito A. aegypti causando, a doenca Zika.
Outros meios de transmissdo, como transfusdo sanguinea, via sexual e forma
vertical foram relatados (Guia de Vigilancia em Saude, 2017).

A nomenclatura designada ao virus Zika (ZIKAV) deriva da sua descoberta
na floresta Zika em Uganda onde o virus foi isolado pela primeira vez em macacos
Rhesus no ano de 1947 (Dick et al., 1952; Pinto Junior et al., 2015). Por muito
tempo o virus foi descrito como causador de infecgcdes humanas esporadicas na
Africa e Asia. A primeira epidemia da doenca Zika ocorreu no ano de 2007 na llha
Yap, na Micronésia (Duffy et al., 2009), onde foram registrados 185 casos, dos
quais 49 foram confirmados (WHO, 2015).

Em 2013 na Polinésia Francesa foram registrados cerca de 10.000 casos
de Zika, dos quais 70 foram graves com complica¢des neuroldgicas ou autoimunes
(OPAS, 2015). Em 2014, casos de Zika foram notificados na Nova Caledénia, llhas
Cook (Polinésia) e llha de Pascoa (Chile), sendo detectada assim, a circulacdo do
virus nas Americas (WHO, 2015).

No Brasil, suspeita-se que sua entrada tenha se dado durante a Copa do

Mundo de 2014, quando o pais recebeu turistas de varias partes do mundo,
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inclusive de areas atingidas de forma mais intensa pelo virus, como a Africa, onde
surgiu e da Asia (Katsuna et al., 2014).

No primeiro semestre de 2015, ja havia casos confirmados em estados de
todas as regifes do pais. Com sintomas mais brandos que os da dengue e os da
chikungunya, a doenca Zika chegou a ser ignorada pelas autoridades de saude.
Porém, houve evidéncias de que a infeccdo pelo virus esteja associada a casos
mais graves, como microcefalia congénita (quando adquirido por gestante -
afetando o feto) e sindrome de Guillain-Barré, que, embora sejam condi¢des raras,
aumentaram de maneira incomum no pais no ano de 2015 (G1, 2015; Darlington,
2015).

Em abril de 2015, foi confirmada a transmisséo autoctone do virus Zika no
Brasil. Nesse mesmo ano iniciaram o0s registros de bebés nascidos com
microcefalia em areas afetas pelo virus. No ano de 2016, foi confirmada a relacao
entre infeccao pelo virus Zika e microcefalia em bebés (Ministério da Saude, 2018).
Neste mesmo ano foram registrados 216.245 casos provaveis da doenca, dos quais
130.701 foram confirmados, destes,11.052 ocorreram em gestantes. Houve oito
casos de 6bito no ano de 2016 no pais (Ministério da Saude, 2016; 2017).

Nos ultimos seis anos (2016 a 2021) foram registrados 266.509 casos
provaveis de Zika no Brasil com 20 ébitos confirmados (Tabela 1). Até a semana
epidemioldgica 10 do presente ano (2022), foram registrados 756 casos provaveis
de Zika no Brasil, e nenhum O6bito foi registrado. Contudo, ainda ndo existe
vacinacdo para combater o virus causador de Zika (Ministério da Saude, 2022),

assim, o controle do mosquito vetor se faz necessario para a prevenc¢ao da doenca.
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Tabela 1- NiUmero de casos de arboviroses no Brasil entre os anos de 2016 e
2021

Dengue Chikungunya Zika
Ano Casos Obitos  Casos Obitos  Casos Obitos
provaveis provaveis provaveis

2016 1.483.623 700 277.882 240 216.245 11
2017 251.711 185 185.854 192 17.594 1
2018 265.934 201 87.687 45 8.680 5
2019 1.544.987 840 132.205 101 10.768 3
2020 928.000 541 64.605 26 7.070 0
2021 534.743 241 95.852 14 6.143 0
Total 5.008.998 2.708 844.085 618 266.509 20

2.7. Métodos utilizados para o controle de populacdes de mosquitos vetores
2.7.1.Inseticidas sintéticos

Entre as estratégias desenvolvidas para o controle de mosquitos estédo a
melhoria do saneamento béasico e a reducdo de numero de criadouros de
mosquitos. Tais atividades contribuem para a reducéo da infestacdo de mosquitos
principalmente em periodos de epidemias (Forattine, 1962; Tauil, 2006; Secretaria
de Vigilancia Sanitaria, 2018). Essas acdes sao, frequentemente, acompanhadas
pelo uso de inseticidas sintéticos (Marcondes, 2001).

Os inseticidas sintéticos sdo classificados em 32 grupos, sendo:
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides, 0s grupos mais
utilizados no controle de insetos (Bisset, 2002). Os Inseticidas organoclorados séo
altamente resistentes aos mecanismos de decomposicéo dos sistemas biologicos.
Dentre os compostos mais conhecidos estdo o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT),
cujas propriedades foram descobertas em 1939 por Paul Mller, se tornando um
fator primordial para a saude publica no controle de vetores. Com alta letalidade,
o DDT atravessa com facilidade o exoesqueleto dos insetos afetando o sistema
nervoso central. Contudo, no ano de 1946 surgiram os primeiros problemas

relacionados a resisténcia aos inseticidas organoclorados. Este grupo de inseticida
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foi proibido devido a sua persisténcia no ambiente por longos periodos e pela
bioacomulacdo em tecidos de animais e de seres humanos. (Becker et al., 2010).

O grupo dos organofosforados, malathion e temephos, constitui uma das
alternativas ao uso do DDT por serem biodegradaveis e ndo se acumularem nos
tecidos dos animais, apresentando baixa toxicidade (Braga e Valle,
2007a). Apresentam, porém, como principal desvantagem, a instabilidade quimica,
0 que torna obrigatdria a renovacgao periddica de sua aplicagcédo (Palchick, 1996).

O malathion é usado principalmente na forma de aerossol para controle de
pragas urbanas, mosquitos adultos e insetos na agricultura (Becker et al., 2010).

O temephos registrado nos EUA em 1965, para utilizacdo em agricultura e
controle de mosquitos, é o Unico larvicida desse grupo com uso generalizado no
controle de larvas de mosquitos, recomendado pela Organizacao Mundial de Saude
(OMS) para uso em agua potavel (Chavasse e Yap, 1997). E eficaz para todos os
estagios larvais de mosquitos dos géneros Aedes, Culex e Anopheles com grande
potencialidade para reduzir populagbes de A. aegypti (Becker et al., 2010).
Entretanto, foi constatada por Campos e Andrade (2001), a resisténcia de larvas
de A. aegypti ao organofosforado temephos.

Os carbamatos tém sido usados em controle de insetos vetores que
apresentam resisténcia aos organoclorados. Sua comercializacéo teve inicio por
volta dos anos 60 (Braga e Valle, 2007a). O propoxur € um dos inseticidas desse
grupo de compostos mais comumente usados (Hemingway e Ranson, 2005; Becker
et al., 2010). Assim como os organofosforados, os carbamatos apresentam efeito
rapido e amplo espectro de acdo sobre os insetos, o que favorece o uso desses
inseticidas, embora organismos nao-alvo possam ser prejudicados no processo
(Braga e Valle, 2007a).

Os inseticidas sintéticos piretroides, foram descobertos em 1977, sendo
moléculas andlogas as piretrinas extraidas de flores de crisantemo (Irac, 2018).
Apesar de apresentarem baixa toxicidade para aves e mamiferos, séo altamente
toxicos para espécies aquaticas, ja que sdo solaveis em agua (Palchick, 1996).
Além disso, apresentam custo elevado (Guzman et al., 2010). Contudo, esses
inseticidas s&o muito utilizados para o0 manejo de mosquitos adultos, ou como
larvicidas (Braga e Valle, 2007b; Becker et al., 2010). Porém, seu uso excessivo
pode selecionar populagcdes de insetos resistentes ao inseticida (FUNASA, 2001,
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Medeiros, 2021), e de acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (United States Environmental Protection Agency - USEPA) USEPA), os
produtos a base de piretroides também podem apresentar um risco de curto e longo
prazo para os seres humanos (Silveira, 2020).

Diante disso, a busca por alternativas de controle de mosquitos com

diferentes modos de acéo se faz necessaria.

2.7.2. Controle alternativo

Diversas tecnologias estdo sendo utilizadas no Brasil e no mundo com a
finalidade de reduzir populacdes de mosquitos vetores de doencas. Diferentes
estratégias de acdo estdo sendo pesquisadas, tais como 0 uso de mosquitos
transgénicos (Araujo et al., 2015) e a insercédo da bactéria Wolbachia no mosquito
A. aegypti (Moreira et al.; 2009; Dutra et al., 2015).

A liberacdo de mosquitos geneticamente modificados (GM) tem por objetivo
reduzir ou mesmo eliminar espécies de mosquitos por meio do desenvolvimento de
genes letais ou capazes de tornar os insetos estéreis (Carvalho et al., 2014; Araujo
et al., 2015). A empresa britanica Oxitec é responsavel pela liberacdo comercial de
mosquitos transgénicos A. aegypti no Brasil, visando a eliminacdo desta espécie.
Essa estratégia tem sido testada no pais, desde 0 ano de 2010 (Centro de Controle
e Prevencéo de Doengas, 2021).

Os mosquitos GM, apresentam dois tipos de genes: Um gene
autolimitante, que
impede que a prole fémea do mosquito sobreviva até a idade adulta e um gene
marcador fluorescente que brilha sob uma luz vermelha especial. Isso permite que
0s pesquisadores identifiguem mosquitos transgénicos na natureza (Centro de
Controle e Prevencéo de Doencas, 2021).

Os ovos produzidos em laboratério por mosquitos geneticamente
modificados carregam o0s genes marcadores autolimitantes e fluorescentes.
Durante as pesquisas em campo, estes ovos séo liberados em uma area
especifica. Uma vez que eclodirem e se desenvolverem até a fase adulta, os
mosquitos machos, se encontram aptos para acasalar com fémeas selvagens e

passar 0os genes letais aos descentes. A prole feminina, por sua vez, morre antes


https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/pyrethrins-and-pyrethroids
https://www.epa.gov/ingredients-used-pesticide-products/pyrethrins-and-pyrethroids
https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/

26

de se tornar adulta. O resultado esperado € que 0 numero de A. aegypti na area
diminua (Lima, 2017).

Com a utilizacdo dessa ferramenta no Brasil, a esperanca do Ministério da
Saude era reduzir a populacdo de mosquitos em 90%. Contudo, isso funcionou
durante o teste de campo. Depois de 18 meses apoés o final do experimento, a
populacdo de mosquitos selvagens, voltou a crescer alcancando proporcdes
anteriores ao teste (Schmidt, 2019).

Uma outra abordagem que vem sendo proposta como forma alternativa de
controle de populacdes de mosquitos € a utilizacao da bactéria Wolbachia pipientis
(Werren et al., 2008). Esta bactéria esta presente em mais de 60% dos insetos no
ambiente, no entanto, ndo é encontrada naturalmente em A. aegypti (Walker et al.,
2011; Dutra et al., 2015). E uma bactéria endossimbionte, Gram-negativa,
encontrada em varios tecidos do hospedeiro, incluindo os 6rgdos reprodutivos
(ovarios e testiculos), sendo considerada a bactéria intracelular mais abundante do
planeta (Zug et al., 2012).

Normalmente, a bactéria Wolbachia é transmitida de forma vertical através
da linhagem materna, sendo disseminada de forma eficiente através das células
germinativas. Contudo, a transmisséo horizontal (lateral) intertaxons, também pode
ocorrer. Isso pode ser uma explicacdo para a vasta distribuicdo da bactéria entre
organismos filogeneticamente diferentes (Zug et al., 2012).

Atualmente, a bactéria Wolbachia tem atraido um consideravel interesse
devido as alteracdes reprodutivas causadas em seus hospedeiros, e também, pelo
potencial de aplicacdo em insetos transmissores de doencas (Werren et al., 2008).
A alteracao reprodutiva mais frequentemente induzida pela bactéria Wolbachia é a
incompatibilidade citoplasmética. Esse fen6bmeno ocorre quando um macho
infectado copula com uma fémea nédo infectada, ou infectada com uma cepa
diferente de Wolbachia. Com isso, a fémea torna-se incapaz de produzir uma prole
viavel, apresentando como resultado, a ndo eclosédo dos ovos. Contudo, quando
uma fémea infectada copula com um macho que nao apresenta infec¢ao, a prole €
bem-sucedida, porém, estara infectada também. Quando ambos os sexos estdo
infectados, estes produzem uma prole viavel, porém, infectada (Hoffmann; Turelli,
1988; Werren et al., 2008).
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No Brasil, 0 método Wolbachia é conduzido pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) com apoio financeiro do Ministério da Saude. O projeto de
pesquisa Eliminar dengue utiliza essa abordagem genética visando reduzir as
arboviroses transmitidas pelo A. aegypti. Neste programa, a Wolbachia é
introduzida em mosquitos A. aegypti (machos e fémeas) e em seguida, estes
insetos sdo liberados no campo para copularem com os mosquitos selvagens
(Dutra et al., 2015). Com o tempo, espera-se que as geracgdes descendentes do A.
aegypti estejam infectadas com a Wolbachia, reduzindo a transmisséo da dengue
(Walker et al., 2011) e outras arboviroses (Van et al., 2012).

Pesquisas tém mostrado que mosquitos A. aegypti infectados com W.
pipientis tornam-se menos eficientes para realizarem refeicbes de sangue, devido
aos danos provocados nos tecidos dos insetos, diminuindo também o tempo de
vida do mosquito (Turley et al.; 2009). A Wolbachia também restringe a replicacéo
do virus da dengue e da Zika (Flaviviridae) em A. aegypti (McLean et al., 2018).

Apesar das vantagens, esta estratégia necessita que as infeccbes

com Wolbachia sejam mantidas em niveis elevados dentro das populacdes
naturais, bem como continuar a restringir a replicacao viral. Sendo assim, o sucesso
em longo prazo e em grandes areas € um desafio (Bull et al., 2013).
Neste sentido, os inseticidas bioldgicos representam uma importante alternativa
para o controle de vetores de doencas, ja que tém demonstrado alta potencialidade
contra transmissores de arbovirus e de outros parasitas (Debach e Rosen, 1991;
Scholte et al., 2004; Paula et al., 2018).

2.7.3 Inseticidas biol6gicos

Com a finalidade de se desenvolver estratégias de controle biol6gico os
cientistas vém investigando a acéo de diferentes organismos como virus, bactérias
e fungos, além de, parasitas e predadores contra populacdes de insetos (Lenteren
e Godfray, 2004).

Os inseticidas biologicos vém adquirindo grande importancia no controle de
insetos vetores de doencas para humanos. A alta patogenicidade apresentada por
alguns microrganismos (virus, bactérias e fungos), a eficiente capacidade de
multiplicacéo e dispersao no ambiente, a ndo toxicidade para vertebrados e para o

ambiente e o carater enzodtico, sdo caracteristicas que favorecem esse tipo de
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estratégia na reducédo de populacdes de insetos indesejaveis em niveis que nao
provoguem prejuizos (Alves e Faria, 2010).

Isolados de virus, bactérias e fungos entomopatogénicos tém sido
verificados como altamente virulentos contra insetos vetores de doencas (Becnel
et al., 2001; Pereira et al. 2009; Costa et al., 2010). A maioria dos virus patogénicos
para artropodes vetores foram isolados em espécies da ordem Lepidoptera,
contudo, estes também, j& foram isolados de varias outras ordens de artropodes,
inclusive a Diptera, onde foram encontrados normalmente em larvas de mosquitos
(Silveira et al., 2004). De acordo com Becnel et al., (2001), os baculovirus
(CuniNPV) sé@o virus com alta infectividade para todos os estadios larvais dos
mosquitos Culex nigripalpus e Culex quinquefasciatus. Este baculovirus (CuniNPV)
infecta e destrdi o intestino médio das larvas causando a infec¢do e a morte em até
96 horas.

As bactérias sdo os agentes de controle biolégico de mosquitos mais
utilizados em todo o mundo. Bacillus thuringiensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs)
sdo bactérias Gram-positivas que apresentam efeito inseticida. Estas duas
espécies produzem endotoxinas proteicas. Os cristais proteicos quando ingeridos
pelas larvas, sdo solubilizados no intestino liberando toxinas que destroem as
células epiteliais do intestino médio levando-as a morte (Neto et al., 1985;
Polanczyk et al., 2003; Costa et al., 2010).

A eficiéncia de Bti contra larvas de varias espécies de mosquitos foi
verificada (Lacey, 2007). A bactéria Bti € eficiente contra larvas dos géneros Aedes
e Culex sendo menos ativa contra o género Anopheles. Também possui acao toxica
contra larvas de mosquitos da familia dos Simulideos (borrachudos), insetos
transmissores de doengas como a oncocercose.

Outro agente microbiano, com potencial aplicacdo em controle biolégico,
sdo os fungos entomopatogénicos. Estes, representam o maior grupo de patdbgenos
de insetos (Messias, 1989; Onofre et al., 2002). Os fungos apresentam vantagens
em relacéo aos virus e as bactérias, ja que podem infectar os insetos através de
ingestao ou contato externo dos conidios com a cuticula (Alves e Pereira, 1998).
Diferentemente, os virus e as bactérias atuam somente por ingestdo, ou seja,
precisam ser ingeridos para que suas toxinas exercam atividade no inseto (Costa
et al., 2010).
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Os fungos entomopatogénicos possuem a caracteristica de serem de facil
disperséo, ja que, apos esporularem no corpo dos cadaveres, os conidios sdo
facilmente transportados pelo vento, pela chuva, ou pelo contato com outros
insetos, para locais distantes (Alves e Pereira, 1998). Além disso, possuem grande
capacidade de supressao de populacdes de pragas e vetores e facilidade de cultivo

in vitro (Strasser et al., 2000).

2.8. Acao dos fungos entomopatogénicos no controle biolégico de insetos

Fungos entomopatogénicos foram os primeiros patégenos utilizados no
controle biolégico de pragas (Alves e Pereira, 1998). Esses patdgenos sao
responsaveis por cerca de 80% das doencas em insetos (Robbs & Bittencourt
1998). A patogenicidade e viruléncia desses microrganismos dependem de sua
capacidade em aderir a cuticula, germinar, penetrar e colonizar o corpo do
hospedeiro (St. Leger et al., 1991). O fungo, é capaz ainda, de causar a morte do
inseto e realizar a exteriorizacdo de suas estruturas, além de produzir esporos
(conidios) sobre o corpo do hospedeiro (St. Leger et al., 1991; Alves e Pereira,
1998; Samuels et al., 2016).

Os fungos sdo capazes de infectar insetos em todos os estagios de
desenvolvimento: ovo, larva, pupa e adulto (Alves e Pereira, 1998, Carolino et al.,
2014; 2019, 2021). A producéo de micotoxinas por fungos também contribui para a
morte do hospedeiro, além de reduzir o potencial reprodutivo e a eclosao de ovos
(Kaaya e Hedimbi, 2012).

A maioria das pesquisas referem-se a duas espécies de fungos:
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana (Samuels et al., 2016; Paula et al,
2018, Ribeiro et al; 2018). Essas duas espécies de fungo, causam doencas fatais
em insetos, denominadas: muscardine branca (B. bassiana) e muscardine verde
(M. anisopliae), devido a grande quantidade de conidios brancos e verdes,
respectivamente, cobrindo o cadaver do inseto (Alves e Pereira, 1998).

Em raz&o da grande variabilidade genética existente em uma mesma
espécie fungica, estudos de selecdo de cepas ou isolados e avaliacdo dos mais
virulentos para o controle de insetos pragas e vetores tém sido realizados (Alves e
Pereira, 1998; Barros et al., 2010; Pereira et al., 2009; Almeida et al., 2016).
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A patogenicidade e viruléncia dos fungos M. anisopliae e B. bassiana foram
demonstrados no controle de varios insetos, tais como: cupins (Fernandes e Alves,
1991), triatomineos (Luz e Fargues, 1998; Lazzarini, et al. 2006), moscas (Wrigth
et al., 2004, Moraes et al., 2010), pulgas (de Melo et al., 2006) e mosquitos (Silva
et al., 2005, Scholte et al., 2007; Paula et al., 2011).

2.8.1. Uso de fungos entomopatogénicos para o controle de mosquitos

Tem sido verificado que M. anisopliae e B. bassiana tém potencial para
serem utilizados no controle de vetores de doencas (Scholte, et al., 2004). Dados
da literatura descrevem a atividade dos fungos B. bassiana e M. anisopliae contra
ovos, larvas, pupas e adultos de mosquitos (Luz et al; 2007; Pereira et al., 2009;
Paula et al., 2013, Carolino et al., 2019, Bitencourt et al., 2021). Esses fungos tém
sido bem estudados para uso contra C. quinquefasciatus, An. gambiae, Aedes
albopictus e A. aegypti (Alves et al., 2002; Scholte et al., 2005; Scholte et al., 2007,
Paula et al., 2018).

O fungo Penicillium citrinum foi encontrado infectando ovos de A. aegypti,
podendo atuar como agente de controle (Russell et al. 2001). Em condicdes de
laboratorio, Luz et al. (2007) mostraram a atividade ovicida de varios géneros de
fungos entomopatogénicos (Isaria, Paecilomyces, Penicillium e Metarhizium).
Neste estudo, foi verificado que os ovos infectados com Metarhizium apresentaram
apenas 11% de viabilidade (Luz et al., 2007).

Albernaz et al. (2009) observaram que o fungo M. anisopliae formulado em
Oleo vegetal foi altamente virulento contra ovos de A. aegypti em umidade >98%.
Em pesquisa realizada por nosso grupo, foi verificado que, ovos de Aedes sp.
infectados com o fungo M. anisopliae, apresentaram menor taxa de ecloséo larval
(34,5%), comparado com controles, os quais apresentaram taxa de eclosao de
larvas acima de 95%. Este estudo mostrou que, um periodo de exposi¢édo de cinco
dias, dos ovos de Aedes sp. ao fungo M. anisopliae, em alta umidade, foi eficiente
para reduzir a taxa de ecloséo larval deste mosquito (Ribeiro et al., 2018).

A atividade larvicida de B. bassiana e M. anisopliae em mosquitos, também,
tem sido demonstrada por varios autores (Silva et al.,2004; Pereira et al., 2009;
Bukhari et al., 2010; Gomes et al., 2015; Carolino et al., 2021).
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Em pesquisa realizada por Silva et al. (2004), foi verificado que isolados de
M. anisopliae causaram alta taxa de mortalidade em larvas de segundo instar do
mosquito A. aegypti. Pesquisa realizada por Pereira et al. (2009) utilizando oito
isolados do fungo M. anisopliae e dois de B. bassiana para controle de larvas de A.
aegypti, demonstrou que, entre os fungos avaliados, M. anisopliae (CG 144 e
ESALQ 818) e B. bassiana (CG 24) foram os mais eficientes, apresentando altas
taxas de mortalidade larval. Das larvas expostas a infec¢éo fungica, apenas 20%
originaram pupas, contudo, estas ndo completaram seu ciclo de desenvolvimento
(Pereira, et al., 2009).

Em bioensaio realizado, com diferentes estadios larvais de An.
gambiae e An. stephensi com conidios de M. anisopliae e B. bassiana, foi
demonstrado que, ambos os fungos foram altamente virulentos, causando altas
taxas de mortalidade larval (Bukhari et al., 2010).

Em outro trabalho, foi verificado que, as taxas de sobrevivéncia de larvas
de A. aegypti, foram reduzidas para 24% (S so = 3 dias) ao usar uma concentracéo
de 1 x 10 ° conidios mL ~* do fungo M. anisopliae associado com 1 % de 6leo de
nim (Gomes et al; 2015).

Em recente pesquisa, foi demonstrado que, conidios do fungo M.

anisopliae produzidos em graos de arroz, foram altamente virulentos, reduzindo
rapidamente as taxas de sobrevivéncia de larvas do mosquito A. aegypti, causando
100% de mortalidade larval no 2° dia de exposigao (Carolino et al., 2021).
Em pesquisa realizada por Carolino et al. (2019), foi demonstrada a viruléncia dos
esporos do fungo M. anisopliae contra pupas do mosquito A. aegypti quando
aplicado na forma de blastosporos, resultando em significativa reducao na taxa de
sobrevivéncia das pupas.

Quanto ao controle de mosquitos adultos, varias pesquisas tém sido
realizadas com o objetivo de reduzir populagbes desses insetos (Scholte et al.,
2004; Blanford et al. 2005; Scholte et al., 2006; Paula et al., 2008; 2011; Garcia-
Munguia et al., 2011; Carolino et al.; 2014; Imad Silva, 2015; Paula et al., 2021).

Um estudo realizado em condicdes de laboratério, com diferentes
concentracdes de conidios de M. anisopliae em An. gambiae, mostrou que fémeas
tratadas com o fungo contaminaram machos durante o voo de acasalamento, e

que, possivelmente, o macho infectado dissemina o fungo para outras fémeas.
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(Scholte et al., 2004). Em trabalho semelhante, Garcia-Munguia et al. (2011)
mostraram que mosquitos A. aegypti machos infectados com B. bassiana
transmitiram o fungo para fémeas durante o voo nupcial, causando 90% de
mortalidade dos mosquitos em 15 dias.

Outros estudos mostram que, fémeas de A. stephensi previamente
inoculadas com o protozoario Plasmodium chaboudi, apresentaram reducdo no
repasto sanguineo e na transmissao do protozoario quando infectadas com o fungo
B. bassiana (Blanford et al. 2005), e, fémeas de An. gambiae infectadas com M.
anisopliae apresentaram significativa diminuicdo da alimentacdo sanguinea e
também da fecundidade (Scholte et al., 2006).

Em pesquisa realizada por Paula et al. (2008) verificou-se a suscetibilidade
de fémeas A. aegypti adultas a infeccdo por M. anisopliae e B. bassiana, quando
0S mosquitos foram expostos a um pano preto impregnado com fungo e pendurado
em gaiolas grandes. Os resultados mostraram uma alta infectividade dos
mosquitos, com 70% de reduc¢éo da sobrevivéncia.

Em outro trabalho, foi observada uma alta viruléncia do fungo M. anisopliae
contra fémeas de A. aegypti, quando M. anisopliae foi associado ao inseticida
sintético Imidacloprid (Paula et al., 2011). Trabalho semelhante também relatou,
alta eficiéncia da combinacao do fungo M. anisopliae com 6leo vegetal ou com 6leo
sintético isoparafina, resultando em alta reducdo na taxa de sobrevivéncia de
fémeas A. aegypti (Carolino et al.; 2014).

Os fungos M. anisopliae e B. bassiana também foram eficientes quando
impregnados em pano preto, suspenso, com auxilio de um arame, no interior de
uma armadilha denominada “PET”. Esta armadilha foi altamente eficiente para
reduzir as taxas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti em condicdo de
semicampo (Imad Silva, 2015). Paula et al., (2021) relataram a eficiéncia do fungo
M. anisopliae quando utilizado na forma de blastosporos contra A. aegypti adulto.

Neste trabalho, foi verificado que blastosporos foram mais virulentos que
conidios para fémeas adultas de A. aegypti qguando pulverizados sobre os
insetos. Os blastésporos também foram virulentos quando aplicados em panos
pretos nos quais 0s mosquitos pousavam e se infectavam. Um suplemento de 6leo
vegetal também auxiliou na viruléncia dos blastosporos, por facilitar a adesao ao

tecido e proporcionar um microclima propicio para a germinagao.
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Um outro estudo avaliou a acdo do fungo B. bassiana na presenca e na
auséncia de microbiota intestinal no mosquito A. stephensi, e verificou que a
infeccdo fungica em mosquitos com microbiota intestinal normal, pode facilitar a
acdo do entomopatdgeno, resultando em menor taxa de sobrevivéncia do mosquito
(Wei et al., 2017).

Nesta perspectiva, os fungos entomopatogénicos se mostram promissores
para o controle de mosquitos vetores, contudo, alteragGes na microbiota natural do
inseto, pode ser uma estratégia vidvel para a utilizacdo de fungos
entomopatogénicos de forma mais eficiente. Sendo assim, a presente pesquisa visa
investigar a influéncia da microbiota intestinal na sobrevivéncia e no
desenvolvimento de fémeas de A. aegypti infectadas com o fungo Metarhizium

anisopliae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Criacdo e manipulacdo dos mosquitos Aedes aegypti

Os experimentos foram realizados no insetario do Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia (LEF), no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

Os ovos do mosquito A. aegypti utilizados no presente estudo foram
coletados utilizando armadilhas denominadas ovitrampas feitas de vaso de plastico
preto de 700 mL com 250 mL de adgua de torneira e 4 palhetas de Eucatex Duratex®
(SP, Brasil) no tamanho de 10 x 3 cm fixadas na borda do vaso por um elastico
(Figura 6A).

As ovitrampas foram colocadas em residéncias, no bairro Parque
Califérnia, no municipio de Campos dos Goytacazes - RJ, onde foram deixadas no
ambiente em locais sombreados por 5 dias. ApGs esse periodo, as ovitrampas
foram recolhidas e levadas ao laboratério, onde as palhetas foram retiradas e
colocadas em bandejas para secarem por 48h a temperatura ambiente.

A eclosdo das larvas foi estimulada por imerséo total das palhetas em
bandejas de 5000 mL contendo 2000 mL de agua desclorada (Figura 6B). Foram
adicionados em cada bandeja, 10 grdos de racdo de passaros Alcon Club, Alcon®
(SC, Brasil) para alimentacéo das larvas (Figura 6C).

As pupas foram transferidas para copos de plastico (250 mL) contendo 150

mL de agua, o qual foi inserido dentro de gaiolas de criagdo (30 x 30 x 30 cm)
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(Figura 6D). Apds emergirem, adultos foram alimentados diariamente com
sacarose a 10%, oferecida em um recipiente de vidro transparente de 30 mL
contendo um pavio amarelo de feltro em seu interior (Figura 6D).

As gaiolas contendo os mosquitos foram mantidas em ambiente com
temperatura e umidade controladas (26 °C; UR 75%; fotoperiodo 12: 12 D/N). Para
a manipulacdo dos mosquitos foi utilizada uma corrente de dioxido de carbono
durante 30 segundos para adormecé-los (conforme Paula et al., 2008).

Com auxilio de uma pinga fina, as fémeas foram selecionadas,
guantificadas e colocadas em placas de Petri para serem utilizadas nos

tratamentos.

Figura 6: Esquema das etapas realizadas em laboratério para criacdo do
mosquito Aedes aegypti: A - Armadilha ovitrampa para coleta de ovos de A. aegypti;
B - Palhetas de Eucatex com ovos imersas na 4gua para eclosédo das larvas; C -
Larvas do mosquito Aedes aegypti em bandeja; D - Mosquitos adultos em gaiolas com
alimentador de sacarose, Ribeiro. (2022).
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3.2. Cultivo de conidios de Metarhizium anisopliae

O isolado ESALQ 818 de M. anisopliae foi obtido da colecdo da ESALQ
Piracicaba-SP e mantido na colecdo de fungos entomopatogénicos do LEF. O
fungo foi originalmente isolado de uma amostra de solo em Piracicaba (SP).

O isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio sélido SDA
(Dextrose 10g; peptona 2,5 g; extrato de levedura 2,5 g; agar 20g e agua destilada
1L) e mantido em camara BOD com temperatura e umidade controladas (27 °C; UR
75%). Apos 15 dias, o isolado foi armazenado a 4 °C.

Visando produzir uma maior quantidade de conidios para conduzir 0s
ensaios bioldgicos, o isolado foi cultivado em arroz de acordo com Carolino et al.
(2014, 2021). Erlemeyers de 250 mL contendo 25 g de arroz parboilizado cru + 10
mL de &gua destilada, fechados com algodao e papel aluminio, foram autoclavados
durante 15 minutos a 1 atm (121°C).

Com o auxilio de uma colher estéril, os conidios foram retirados da placa
de Petri e misturados no arroz através de movimentos circulares até obter uma
distribuicdo uniforme dos conidios entre os grdos de arroz (Figura 7). Todo o
processo de coleta de conidios foi realizado em camara de fluxo laminado
previamente desinfetada com alcool 70% e exposicédo a radiacdo UV durante 15
minutos. Em seguida, os Erlemeyers foram mantidos em BOD a 27 °C por 15 dias
para germinacéo do fungo.

A fim de reduzir a umidade do fungo, o arroz com os conidios de M.
anisopliae foi transferido para sacos de papel (09 x 18 cm), e colocados em uma
incubadora Nova Etica® (SP, Brasil) com circulacéo de ar forcado a 30 °C por 48
horas.

Os conidios secos foram separados do arroz com o auxilio de uma maquina
separadora de esporos MR-5 Mycoharvester® (ACIS, Reino Unido) e armazenados
em geladeira a 4 °C para preparacdo das suspensfes fungicas utilizadas nos

ensaios biolégicos.
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Figura 7. Metarhizium anisopliae
cultivado em arroz, Ribeiro. (2022).

3.3. Alimentacdo dos mosquitos com sacarose + antibiético

Para avaliar o efeito de M. anisopliae ESALQ 818 em adultos tratados ou
ndo com antibidtico, os mosquitos foram previamente tratados com carbenicilina
(Cb) ou tetraciclina (Tc) a 200 ug/mL Sigma-Aldrich® (St. Louis, Mo), ou com a
combinacgédo de ambos.

Os experimentos foram conduzidos em gaiolas de criacdo previamente
separadas, onde grupos de adultos de ambos os sexos com 3 a 4 dias de idade
foram separados e alimentados trés dias consecutivos da seguinte maneira: grupo
1 (solucéo de sacarose estéril a 10%); grupo 2 (solugéo de sacarose estéril a 10%
+ CB); grupo 3 (solucdo de sacarose estéril a 10% + TC); grupo 4 (solucdo de

sacarose estéril a 10% +CB+TC).

3.4. Alimentagdo dos mosquitos com sangue

Para alimentagdo com sangue, um camundongo da espécie Balb/c foi
imobilizado em bolsa de nylon e exposto aos mosquitos dentro de gaiolas de
criacao por 30 minutos.

Em todos os testes com alimentacdo sanguinea, 0os mosquitos foram
deixados por um periodo de 24h sem alimentacdo, para posterior ingestdo de
sangue. O protocolo para utilizacdo de camundongos foi aprovado pelo com comité
de Etica da UENF (Protocolo CEUA 248).
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3.5. Manipulacdo dos mosquitos

Para conduzir os experimentos, 0os mosquitos adultos foram adormecidos
pela exposicdo de uma corrente de didxido de carbono durante 30 segundos.
Depois de adormecidos, os machos foram descartados e as fémeas foram
transferidas, com o auxilio de uma pinca, para placas de Petri de 14 cm de diametro

contendo em seu interior um disco de papel filtro esterilizado.

3.6. Bioensaio 01 - Avaliacdo de diferentes concentragcdes de M. anisopliae
contra fémeas de A. aegypti

O intuito desta etapa foi utilizar diferentes concentracdes fungicas e dentro
destas, escolher uma que resultasse em alta porcentagem de sobrevivéncia de
fémeas de A. aegypti e, que a0 mesmo tempo, fosse estatisticamente diferente da
porcentagem de sobrevivéncia de mosquitos no tratamento controle, para que
assim, fossem realizados experimentos posteriores nesses mosquitos.

Os conidios do isolado ESALQ 818 de M. anisopliae foram suspensos em
10 mL de solugédo de Tween 80 a 0,05%(TW). A suspensdao foi quantificada e
ajustada na concentracdo de 108 conidios/mL com auxilio de uma camara de
Neubauer (Alves e Pereira, 1998). Em seguida, as concentracées de 1x104,
1x10%,1x10° e 1x107 conidios/mL foram obtidas através de diluicdo seriada em TW
(Alves e Pereira, 1998).

Aqui, grupos de 10 fémeas (N=30) foram expostas a 1 mL de suspensédo
fungica na concentracdo desejada utilizando o método de pulverizacdo com o
auxilio de uma Torre de Potter Burkard Scientific® (Uxbridige, UK). Nesta etapa as
fémeas foram previamente alimentadas somente com solugcéo de sacarose a 10%.
O grupo controle foi exposto somente a solugéo de Tween 80 a 0,05%.

ApOs a pulverizacdo, as fémeas foram transferidas para potes
transparentes de plastico (11 cm x 6 cm) e mantidos em camara com temperatura
e umidade controladas [27 °Cx 1°C; UR>95%; fotoperiodo claro/escuro (12 h:12
h)]. Estes potes apresentam uma abertura na tampa que € coberta por organza
branca para circulacdo de ar (Figura 8). Esses insetos foram alimentados
diariamente com sacarose a 10% colocada em disco de papel filtro sobre o tecido

organza.
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O numero total de fémeas utilizadas nesse teste foi de 180 para cada
repeticdo. As taxas de sobrevivéncia dos mosquitos foram avaliadas diariamente
por 7 dias. Os testes foram realizados em trés tempos distintos utilizando diferentes
lotes de fungos e mosquitos.

Figura 8. Potinho de plastico utilizado
nos testes, Ribeiro. (2022).

3.7. Bioensaio 02 - Viruléncia de M. anisopliae contra fémeas de A. aegypti
tratadas com antibiotico

Os mosquitos foram alimentados por 3 dias consecutivos com sacarose ou
sacarose + antibidtico carbenicilina, em gaiolas de criacdo. ApoOs esse periodo
grupos de 10 fémeas (N=30) foram expostas a suspensdo fungica a 1x10°
conidios/mL (concentracéo previamente determinada e escolhida).

Neste teste foram realizados quatro tratamentos: (1) fémeas alimentadas
com sacarose (Sac) + antibiotico carbenicilina (Ant) e infectadas com o fungo (F)
(SacAntF); (2) fémeas alimentadas com sacarose e infectadas com o fungo (SacF);
(3) fémeas alimentadas com sacarose + antibiotico carbenicilina e tratadas com TW
(controle (C)) (SacAntC) e (4) fémeas alimentadas com sacarose e tratadas com
TW (controle) (SacC).
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Todo o protocolo de exposicao fungica e avaliacdo de sobrevivéncia foi
realizado conforme o item 3.6. Os testes foram realizados em trés tempos distintos
utilizando diferentes lotes de fungos e mosquitos.

Além de carbenicilina, o mesmo protocolo foi conduzido utilizando o antibidtico
tetraciclina em fémeas de A. aegypti infectadas ou ndo com fungo, além disso, um
terceiro ensaio biologico foi realizado em fémeas previamente tratadas com a
combinacao dos dois antibiéticos (carbenicilina + tetraciclina) a 200 ug/mL.

Estes ensaios bioldgicos foram realizados separadamente.

3.8. Bioensaio 03 - Avaliacdo da sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti
tratadas com fungo M. anisopliae a diferentes periodos ap6s a oferta do
antibiotico carbenicilina

Aqui, os mosquitos A. aegypti, em gaiolas de criacdo, foram alimentados
diariamente com sacarose ou com sacarose + carbenicilina. Apos trés dias, o
antibiético foi retirado e as fémeas foram expostas a suspenséo flngica a 1x10°
conidios/mL (grupo denominado 0 dias).

Depois, 0 mesmo protocolo de antibioticoterapia foi realizado para outros
grupos, porém, os mosquitos foram expostos ao fungo em periodos distintos (3, 6
e 9 dias). Cada grupo teve 0 seu respectivo grupo controle onde as fémeas foram
expostas somente a solugcdo de Tween a 0,05% (TW). ApoOs a retirada do
antibiético, as fémeas permaneceram sendo alimentadas com sacarose a 10%.

Os grupos foram divididos da seguinte forma: (1) fémeas alimentadas com
sacarose + carbenicilina e infectadas com o fungo (SacAntF); (2) fémeas
alimentadas com sacarose e infectadas com o fungo (SacF); (3) fémeas
alimentadas com sacarose + antibidtico carbenicilina e tratadas com TW (controle)
(SacAntC) e (4) fémeas alimentadas com sacarose e tratadas com TW (controle)
(SacC).

Todo o protocolo de exposicéo fungica e avaliacdo de sobrevivéncia foi
realizado conforme o item 3.6. Os testes foram realizados em trés tempos distintos
utilizando diferentes lotes de fungos e mosquitos. O numero de mosquitos utilizados

neste experimento foi de 120 (N=120) para cada periodo.
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3.9. Bioensaio 4 - Avaliacdo da influéncia da alimentacdo de sacarose +
antibiotico carbenicilina no repasto sanguineo de fémeas de A. aegypti

Para avaliar se o antibiotico teve efeito no repasto sanguineo dos
mosquitos, dois tratamentos foram realizados: (1) Fémeas alimentadas com
sacarose + antibidtico carbenicilina e (2) Fémeas alimentadas com sacarose
(controle).

Para cada tratamento foram utilizadas 30 fémeas por gaiola. As fémeas
selecionadas foram alimentadas por trés dias consecutivos com solucdo de
sacarose ou com sacarose + antibiético. No final do terceiro dia os alimentadores
foram removidos das gaiolas e os mosquitos ficaram por 24 h sem alimento. Apés
esse periodo foi oferecido sangue de camundongo para esses insetos por 30
minutos.

Para verificar quais fémeas se alimentaram de sangue, apdés a retirada do
camundongo da gaiola, os mosquitos foram adormecidos com COz, acondicionados
em placas de Petri e com auxilio de uma pin¢ca foram maceradas/esmagadas em
uma folha branca, uma a uma. Esse procedimento serviu para verificar a presenca
de sangue no canal alimentar das fémeas.

Duas gaiolas foram usadas para cada tratamento. Foram necessarias 120 fémeas

por experimento. Trés repeticdes foram realizadas.

3.10. Bioensaio 5 - Influéncia da infecgdo fungica na oviposicéo de fémeas de
A. aegypti alimentadas com sacarose ou com sacarose + antibiético
carbenicilina

Aqui, os grupos foram separados da seguinte forma: (1) fémeas
alimentadas com sacarose (Sac) + antibiético carbenicilina (Ant) + sangue (San) e
pulverizadas com fungo (F) (SacAntSanF); (2) fémeas alimentadas com sacarose
+ sangue e pulverizadas com fungo (SacSanF); (3) fémeas alimentadas com
sacarose + antibiotico carbenicilina + sangue e pulverizadas somente com TW
(SacAntSanC) e (4) fémeas alimentadas com sacarose + sangue e pulverizadas
somente com TW (SacSanC).

Os mosquitos foram alimentados com solucdo de sacarose acrescida de
carbenicilina conforme o item 3.7. Ao final do terceiro dia, os mosquitos foram

submetidos a um jejum por 24 horas e em seguida foram alimentados com sangue
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de camundongo por 30 minutos. Duas horas apo0s a alimentacdo sanguinea, as
fémeas foram separadas dos machos conforme o item 3.5, e as fémeas
ingurgitadas foram separadas para experimentacdo. O ensaio bioldgico e anélise
de sobrevivéncia foram realizados conforme o item 3.7.

Dez fémeas alimentadas com sangue permaneceram juntas por 60 h dentro
do pote de plastico. Apds esse periodo, as fémeas foram individualmente
transferidas para placas de Petri (6 cm de diametro x 1,5 cm de altura). Cada placa
de Petri foi invertida e o fundo da tampa foi revestido com um papel filtro umedecido
com 700 pyL de uma solugcdo contendo agua desclorada misturada com 30% de
agua de criacdo (agua retirada de bandeja de larvas que estimulam a postura de
ovos). Fita adesiva foi utilizada para prender o papel filtro na borda da placa de
Petri. Este procedimento foi adaptado de Valéncia et al. (1996).

As fémeas foram mantidas individualmente em Placa de Petri em local com
temperatura e umidade controladas [27 °Cx 1°C; UR>95%; fotoperiodo
claro/escuro (12 h:12 h)] (Figura 9). Apos o periodo de 24 h, 300 yL de agua
desclorada foram adicionados a cada placa de Petri para manter a umidade no
papel filtro.

Como as fémeas ovipositam no periodo de 3 a 5 dias apds alimentacao
sanguinea (Forattini, 2002), as placas de Petri foram retiradas da BOD no sexto dia
apos o repasto sanguineo. Em seguida, as fémeas foram descartadas, o papel filtro
contendo os ovos foi removido para quantificacdo e, em seguida, o nimero de ovos
depositados por fémea foi contado com auxilio de um microscopio estereoscopio
(Labomed®) e registrado.

No final do experimento a média de oviposi¢éo foi calculada considerando
0 numero total de ovos dividido pelo nimero total de fémeas de cada grupo. Foram
utilizadas para quantificacdo dos ovos, 16 fémeas por repeticdo (4 por grupo) e 0s
testes foram realizados em trés tempos distintos utilizando diferentes lotes de
fungos e mosquitos. Os papeis filtro foram identificados, os ovos foram secos por
120h em camara climatizada (para garantir a completa embriogénese) e

armazenados para conduzir o proOXimo experimento.
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Figura 9 - Camera climatizada (BOD) - com placas de Petri
revestidas com papel filtro usado para oviposicdo de fémeas
de Aedes aegypti, Ribeiro. (2022).

3.11. Bioensaio 6 - Viabilidade de ovos de A. aegypti oriundos de fémeas
alimentadas com sacarose ou com sacarose + antibidtico carbenicilina e
infectadas com M. anisopliae

Apobs a realizagéo dos experimentos do item 3.10, os ovos de cada grupo
foram transferidos para placas de Petri contendo 10 mL de agua desclorada e 2
graos de racdo de passaro.

As placas de Petri foram mantidas em local com temperatura e umidade
controladas (27 °C+ 1°C; UR >95%). Apés 48 h, foi contado o numero de larvas
por placa de Petri. Em seguida, as larvas foram separadas em grupos de 20 larvas
por placa de Petri e foram mantidas na BOD.

Apbs as larvas transformarem-se em pupas, estas foram contabilizadas (o
namero foi registrado) e transferidas para gaiolas de criacdo. Depois de 48 h, o
namero de adultos emergidos das pupas foi registrado em cada um dos quatro

tratamentos.



44

3.12. Analise estatistica

As curvas de sobrevivéncia foram comparadas usando o Log-Rank Test
(Elandt e Johnson, 1980) em 95% de nivel de significAncia. Este método foi
conduzido pelo GraphPad Prism® 8.0 Software (Motulsky, 2003). Primeiramente
foram analisadas as repeticdes de cada tratamento, com o objetivo de verificar se
as curvas de sobrevivéncia entre as repeticdes eram homogéneas. Nao ocorrendo
diferencas significativas, as trés repeticbes de cada experimento foram agrupadas
(“pooled”), dando-se inicio a analise das curvas de sobrevivéncia entre o0s
tratamentos.

O tempo médio de sobrevivéncia (Sso) dos mosquitos também foi avaliado
pelo GraphPad Prism, usando o método de Kaplan-Meier (Blanford et al., 2005). As
comparacdes das médias de sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti foram
calculadas usando andlise de variancia (ANOVA) realizada no software IBM
SPSS® statistics 27. Quando um efeito significativo dos grupos foi observado os
dados foram analisados por teste post-hoc Duncan com P <0,05 como critério para
significancia.

A porcentagem da aptiddo sanguinea de fémeas alimentadas ou ndo com
antibiotico foi analisada utilizando o programa Excel (Goncalves, 2016). E, a
avaliacdo ANOVA foi realizada utilizando o IBM SPSS®.

Tanto as médias de oviposi¢ado, quanto a porcentagem de ovos viaveis, de
formacdo de pupas e de adultos foram calculadas utilizado o programa Excel
(Goncalves, 2016). A ANOVA foi utilizada para comparar as médias de oviposicao,
ovos viaveis, formacéo de pupas e de adultos através do programa IBM SPSS®.
Quando um efeito significativo dos grupos foi observado os dados foram analisados

por teste post-hoc Duncan com P <0,05 como critério para significancia.
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4. RESULTADOS

4.1. Bioensaio 01 - Avaliacado de diferentes concentracdes de M. anisopliae
contra fémeas de A. aegypti

Os mosquitos expostos as concentracdes de 1 x 108 e 1 x 107 conidios/mL
apresentaram 100% mortalidade no sétimo dia de avaliacdo do teste (Figura 10).

Os mosquitos expostos a concentracdo de 1 x 10% conidios/mL
apresentaram 67,7% de sobrevivéncia no sétimo dia de avaliagdo (Tabela 2), sendo
estatisticamente significativo (4%, = 30,97; P<0.0001) em comparagio ao controle
gue apresentou 98,9% das fémeas vivas ao final da analise (Figura 10).

Embora significativamente diferente (,°=8.8; P0.0030) do resultado do
tratamento controle (98,9% de sobrevivéncia), a concentracdo de 1 x 10°
conidios/mL apresentou taxa de sobrevivéncia alta (87%) e nao foi utilizada nos
testes com fémeas de A. aegypti alimentadas com antibiético. Ja a taxa de
sobrevivéncia da concentracdo de 1 x 10* conidios/mL (96,6%) foi estatisticamente
igual (¥*=1.021; P<0.0001) ao tratamento controle como demonstrado na Figura 10.

Os insetos tratados com as concentracdes de 1 x 108 conidios/mLe 1 x 107
conidios/mL apresentaram uma Ssode 2 e 4 dias, respectivamente, enquanto para
as demais concentracdes nao foi possivel calcular Sso nos sete dias de avaliacao
(Tabela 2).

Com o intuito de escolher a menor concentracdo fungica que apresentasse

potencial de reduzir a sobrevivéncia do mosquito em comparagdo ao grupo
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controle, a concentracédo de 1 x 10°% conidios/mL foi selecionada para conduzir os

testes posteriores.



47

100
90
> 80- 1 x 10® conidios mL
g 101 1x 10" conidios mL
& :g 1x 10° conidios mL
; 10 * 1 x 10° conidios mL
E 30- 1 x 10* conidios mL
Q?J 20 CONTROLE
104
0
0

DIAS

Figura 10 - Sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti tratadas com diferentes
concentracdes do fungo M. anisopliae (de 1 x 10* a 1 x 108 conidios/mL).

Tabela 2 - Media de sobrevivéncia (% + DP) de fémeas de A. aegypti
infectadas com diferentes concentracdes do fungo M. anisopliae

Tratamentos Sobrevivéncia + Ss0
Desvio Padrao

1 x 108 conidios mL™1 Oa 2
1 x 107 conidios mL™1 Oa 4
1 x 10% conidios mL™1 66,7+457b ND
1 x 10° conidios mL™? 87,8+190c ND
1 x 104 conidios mL™1 96,7 +1,13d ND
Controle 98,9+0,38d ND

Valores seguidos de letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente
diferentes quando comparados no teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade). ND: valor
ndo determinado.
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4.2. Bioensaio 02 - Suscetibilidade de fémeas de A. aegypti alimentadas com
sacarose ou sacarose + antibiotico ao fungo M. anisopliae

Neste experimento foi verificado que as fémeas alimentadas com sacarose
+ antibiético apresentaram menor taxa de sobrevivéncia quando expostas ao fungo
M. anisopliae, comparado com testes realizados com fémeas alimentadas somente
com sacarose e depois expostas ao fungo.

As fémeas alimentadas com sacarose + antibiético carbenicilina e expostas
ao fungo apresentaram significativamente (,°=13.85; P0.0002) menor taxa de
sobrevivéncia (38,9%) com relacdo ao grupo sacarose + fungo (66,7%) (Figura
11A).

Uma taxa de sobrevivéncia ainda menor (16,7%) (Tabela 3) foi verificada
quando as fémeas alimentadas com sacarose + tetraciclina foram expostas ao
fungo M. anisopliae em comparacdo ao grupo de sacarose + fungo (63,3%)
(x*=49,89; P<0.0001) (Figura 11B).

Quando as fémeas foram alimentadas com a combinacdo dos dois
antibiéticos (carbenicilina + tetraciclina) e expostas ao fungo, o percentual de
sobrevivéncia foi de 0% (Tabela 3) depois de 7 dias de avaliagcdo. Em contrapartida,
as fémeas alimentadas somente com sacarose e expostas ao fungo, apresentaram
um percentual de 65,6% de sobrevivéncia no mesmo periodo (y*=98,74; P<0.0001)
(Figura 11C).

As fémeas alimentadas com sacarose + antibidtico ou somente com
sacarose e nao expostas ao fungo (controles) apresentaram taxa de sobrevivéncia
>91,1% independente do antibiotico utilizado (Tabela 3).

Devido a baixa taxa de sobrevivéncia apresentada pelas fémeas de A.
aegypti infectadas com fungo apés ingestdo do antibiético tetraciclina (83,3% de
mortalidade) e/ou da combinacdo de carbenicilina + tetraciclina (100% de
mortalidade) em sete dias de avaliagéo, estes antibidticos ndo foram utilizados nos
testes de oviposicdo nem nos experimentos subsequentes.

O antibidtico selecionado para as avaliagOes das fases de desenvolvimento
do mosquito A. aegypti com ou sem microbiota e infectados ou ndo com fungo M.

anisopliae foi o carbenicilina.
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Figura 11A - Sobrevivéncia de fémeas A. aegypti alimentadas com sacarose
com ou sem adi¢cdo do antibidtico carbenicilina e posteriormente expostas ao
fungo M. anisopliae
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Figura 11B - Sobrevivéncia de fémeas A. aegypti alimentadas com sacarose
com ou sem adicdo do antibidtico tetraciclina e posteriormente expostas ao
fungo M. anisopliae
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Figura 11C - Sobrevivéncia de fémeas A. aegypti alimentadas com sacarose
com ou sem adicdo do antibidtico -carbenicilina + tetraciclina e
posteriormente expostas ao fungo M. anisopliae.

Apenas fémeas alimentadas com sacarose + antibiético e infectadas com
o fungo M. anisopliae (1 x 10° conidios/mL) apresentaram tempo médio de
sobrevivéncia (Sso) em 7 dias de avaliagéo.

As fémeas alimentadas somente com sacarose e infectadas com fungo
apresentaram sobrevivéncia superior a 50% (66,7%, 63,3%, 65,6%) (Tabela 3),
assim como os controles: fémeas alimentadas com sacarose + antibiotico (acima
de 88,9% de sobrevivéncia independente do antibidtico utilizado) e fémeas
alimentadas somente com sacarose (98,9% de sobrevivéncia), conforme

demonstra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Média de Sobrevivéncia (%+Desvio Padrdo) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (Sso) de fémeas A. aegypti alimentadas com sacarose ou
sacarose + antibiotico carbenicilina, tetraciclina ou com a combinacdo de
ambos os antibiéticos e posteriormente infectadas com fungo

TRATAMENTO SOBREVIVENCIA (%) Sso
Sacarose + carbenicilina 389+7,36a 7
+ fungo
sacarose + fungo 66,7 +4,39b ND
Sacarose + carbenicilina 91,1+1,68c ND
(controle)
sacarose (controle) 98,9+£0,47d ND
Sacarose + tetraciclina + 16,7+9,45¢€ 6
fungo
Sacarose + tetraciclina 90,0+1,60c ND
(controle)
sacarose + carbenicilina o f 5
+ tetraciclina + fungo
Sacarose + carbenicilina 88,9% + 2,29 ND

+ tetraciclina (controle)

Valores seguidos de letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente
diferentes quando comparados no teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade). ND: ndo
determinado.

*Os testes realizados com fémeas alimentadas somente com sacarose e infectadas ou n&do
com o fungo M. anisopliae ndo apresentaram diferenga significativa nos experimentos
realizados com os diferentes antibidticos, assim ndo foram incluidos nessa tabela, sendo
representados pelos resultados dos testes realizados com o antibiético carbenicilina.

4.3. Bioensaio 03 - Sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti expostas ao fungo
M. anisopliae em diferentes periodos ap6s ingestdo de dieta com
carbenicilina

A Figura 12 mostra as curvas de sobrevivéncia diarias de fémeas de A.
aegypti expostas durante 3 dias a alimentadores de sacarose com ou sem o
antibiotico carbenicilina e posteriormente expostas ao fungo em diferentes periodos
de tempo (0, 3, 6 e 9 dias) apos alimentacao.

A Figura 12A demonstra a sobrevivéncia dos mosquitos que foram
infectados com o fungo imediatamente apos exposi¢cao do alimentador de sacarose
+ antibiético (denominado “zero dias”).

No sétimo dia de avaliagdo, as fémeas alimentadas com sacarose +

antibiotico e pulverizadas com fungo (SacAntF) apresentaram taxa de
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sobrevivéncia significativamente menor (38,9%) (y*=13.85; P<0.0002), quando
comparadas com fémeas alimentadas apenas com sacarose e infectadas com o
fungo (SacF) que foi 66,7% de sobrevivéncia.

Os tratamentos controle (sem exposicao ao fungo) também apresentaram
diferenca estatistica entre si. Fémeas alimentadas apenas com sacarose e tratadas
com TW (SacC) apresentaram taxa de sobrevivéncia (98,9%) maior do que as
fémeas alimentadas com sacarose + antibiético e tratadas com TW (SacAntC) que
apresentaram 91,1% de sobrevivéncia (¥*=5.71; P<0.0169).

As fémeas expostas ao fungo no terceiro dia poés-alimentacdo com
sacarose + antibidtico, apresentaram taxa de sobrevivéncia significativamente
menor (41%) (x*=10.55; P0.0012), quando comparado com o mesmo teste com
alimentacdo com sacarose sem antibidtico (65,6%). O tratamento controle
SacAntC, apresentou taxa de sobrevivéncia significativamente menor (93,3%)
comparada com SacC (98,9% de sobrevivéncia); (,*=3.661; P=0.0557) como
mostrado na Figura 12B.

Em testes realizados seis dias apds alimentacdo com antibiético, as fémeas
A. aegypti alimentadas com sacarose + carbenicilina e expostas ao fungo M.
anisopliae apresentaram uma significativa reducdo na taxa de sobrevivéncia
(46,7%) (x*=6.764; P=0.0093), quando comparado ao grupo alimentado com
sacarose + fungo (64,4%). Entretanto, o grupo controle SacAntC (ndo exposto ao
fungo), apresentou 94,4% de sobrevivéncia, valor significativamente igual ao de
fémeas alimentadas somente com sacarose (98,9% de sobrevivéncia) (y°=3.658;
P=0.0558) (Figura 12C).

Pode-se verificar que quando as fémeas de A. aegypti foram expostas ao
fungo 9 dias ap6s alimentacdo com sacarose ou sacarose + antibiotico
carbenicilina, o grupo SacAntF ndo apresentou mais diferenca significativa
(1*=0.3876; P=0.5336) na taxa de sobrevivéncia (60%), comparado com SacF
(64,4% de sobrevivéncia).

Os testes realizados sem infec¢éo fangica (SacAntC e SacC) no periodo
de 9 dias ap0s ingestdo de sacarose + antibidtico ou somente sacarose, também
apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente iguais, 96,7% em SacAntC
e 97,8% nas SacC (y*=0.2019; P<0.6532) (figura 12D).
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Figura 12 - Sobrevivéncia de fémeas A. aegypti depois do tratamento com fungo M.
anisopliae a diferentes periodos de tempo pds-ingestado de antibiético. A - Zero dias;
B - trés dias; C - seis dias; D - nove dias. FEmeas alimentadas com sacarose + antibiético
e infectadas com fungo (SacAntF); Fémeas alimentadas com sacarose e infectadas com
fungo (SacF); Fémeas alimentadas com sacarose + antibidtico e tratadas com TW
(controle) (SacAntC); Fémeas alimentadas com sacarose e tratadas com TW (controle)

(SacC).

Na avaliacdo de SacAntF foi verificado que a menor taxa de sobrevivéncia

ocorreu quando as fémeas foram infectadas imediatamente apds (dia zero)
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alimentacdo com sacarose + antibiético (38,9% de sobrevivéncia) e a maior taxa de
sobrevivéncia foi observada quando mosquitos foram tratados com fungo no 9° dia
apos alimentagcdo com sacarose + antibidtico (60% de sobrevivéncia). Esse
tratamento apresentou diferenca significativa entre os quatro periodos (0, 3, 6 e 9
dias) (Fsi11 = 36,3; P<0,01). Ja para SacF, foi observado que as taxas de
sobrevivéncia desses mosquitos (65,5%, 65,5%, 64,4% e 64,4%) foram
estatisticamente iguais (F3,11 = 0,333; P>0,01) nos quatro periodos (Tabela 4).

Quando se avaliou o tratamento controle (SacAntC), foi verificado que a
taxa de sobrevivéncia (96,7%) observada no 9° dia apés alimentagdo com sacarose
+ antibidtico, foi estatisticamente maior comparada com as taxas (91,1%; 92,2% e
93,3%) dos periodos anteriores (0, 3 e 6 dias, respectivamente) (Fs 11 = 7,0;
P<0,01). O tratamento controle (SacC) apresentou homogeneidade nos periodos
de teste, resultando em mais de 97,8 % de sobrevivéncia, independente do periodo
avaliado (Tabela 4).

Ao avaliar o tempo médio de sobrevivéncia (Sso), para mosquitos infectados
com M. anisopliae, foi verificado que SacAntF nos periodos de 0, 3 e 6 dias apos
ingestdo de sacarose + antibiotico, apresentou valor de Sso de 7 dias. Quando a
infeccdo foi realizada no periodo de nove dias apds ingestdo de sacarose +
antibiotico, o tratamento SacAntF ndo apresentou valor de Sso, sugerindo que a
acdo do antibiético foi reduzida. As fémeas alimentadas somente com sacarose e
infectadas com o fungo (SacF) e os tratamentos controle (SacAntC e SacC) nao

apresentaram Sso nos 7 dias de avaliacdo (Tabela 4).
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Tabela 4 - porcentagem de Sobrevivéncia (% + Desvio Padrédo) e Tempo Médio de
Sobrevivéncia (S50) de fémeas de A. aegypti tratadas com o fungo M. anisopliae a
diferentes periodos pds-ingestédo de sacarose + antibiético carbenicilina

O dias 3 dias 6 dias 9 dias

Tratament  Sobrevivénci Sso Sobrevivénci Ssp Sobrevivénci Ssg  Sobrevivénci  Sso
0s a (%) £ DP a (%) + DP a (%) + DP a (%) £ DP

Sacarose+ 389+736aA 7 411+6,75aA 7 46,7t654aB 7 60,0+x567aC ND
Antibidtico
+ fungo
Sacarose+ 66,7+4,39bA ND 656+450bA ND 64,4+535bA ND 64,4+506aA ND
Fungo

Sacarose+ 91,1+195cA ND 93,3+1,21 ND 944 +1,21 ND 96,7+0,79bB ND
antibiotico
(controle) cAB cAB

Sacarose 98,9+0,35dA ND 989+0,46dA ND 989+0,35cA ND 97,8+0,76 bA ND
(controle)

Valores seguidos de letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente diferentes
quando comparados no teste post-hoc de Duncan (5% de probabilidade). Letras minUsculas:
estatistica em coluna; letras mailsculas: estatistica em linha. Foram realizadas trés repeticdes
deste experimento.

4.4. Bioensaio 4 - Avaliacao da influéncia de alimentacao de dietas com
antibiotico no repasto sanguineo de fémeas de A. aegypti

N&o houve diferenca significativa entre fémeas alimentadas com sacarose
+ antibidtico e fémeas alimentadas somente com sacarose quanto a aptidao por
sangue. No total de fémeas testadas, 78,8 % (+ 23,6) que foram alimentadas
previamente com sacarose + antibiético, se alimentaram de sangue. Este valor foi
estatisticamente igual (P>0,05) a porcentagem de fémeas de A. aegypti que foram

alimentadas somente com sacarose e depois oferecido sangue (87,7% % 26,3).
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4.5. Bioensaio 5 - Influéncia da infeccéo fungica na oviposicao de fémeas de
A. aegypti alimentadas apenas com sacarose ou sacarose + antibiético
carbenicilina

Fémeas de A. aegypti infectadas com o fungo M. anisopliae (SacAntSanF
e SacSanF) apresentaram menor média de oviposi¢cdo quando comparado com 0s
controles (SacAntSanC e SacSanC).

O tratamento no qual os mosquitos foram alimentados com sacarose +
antibiético + sangue e infectados com fungo (SacAntSanF) apresentou a menor
meédia de oviposicado (44,3 ovos/fémea), comparado com os demais tratamentos
SacSanF (68,7 ovos/fémea), SacAntSanC (81,8 ovos /fémea) e SacSanC (98,7
ovos/fémea) (Fz15 = 426,36; P<0,01) (Figura 13).
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Figura 13 - Oviposicédo (média do numero de ovos por fémea = DP) de A. aegypti apos
0S seguintes tratamentos: Fémeas alimentadas com sacarose + antibiético + sangue e
infectadas com fungo (SacAntSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue e
infectadas com fungo (SacSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + antibidtico +
sangue e tratadas com TW (SacAntSanC); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue
e tratadas com TW (SacSanC). Os valores com letras diferentes indicam que os resultados
foram estatisticamente diferentes quando comparados entre si usando ANOVA seguido por
teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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4.6. Bioensaio 6 - Viabilidade de ovos de A. aegypti oriundos de fémeas
alimentadas com sacarose ou com sacarose + antibiético e infectadas com
M. anisopliae

Os ovos oriundos de fémeas de A. aegypti infectadas com o fungo M.
anisopliae (SacAntSanF e SacSanF) apresentaram menor taxa de eclosao larval
guando comparados com os controles (SacAntSanC e SacSanC). Os ovos oriundos
de fémeas alimentadas com sacarose + antibiotico + sangue e infectadas com
fungo (SacAntSanF) apresentaram 47,9% de eclosao, e ovos oriundos de fémeas
alimentadas somente com sacarose + sangue e infectadas com fungo (SacSanF)
apresentaram 68,5% de eclosao (Figura 14).

Estatisticamente, a porcentagem de larvas eclodidas de ovos oriundos de
SacAntSanF foi significativamente menor (47,9% de eclos&o), comparada com 0s
outros trés tratamentos (SacSanF, SacAntSanC e SacSanC, e) (Fsis 2724,
P<0,01).

Nos ensaios para avaliar a viabilidade dos ovos colocados por mosquitos
controle (SacAntSanC e SacSanC), ndo foi observada diferencga significativa entre
fémeas alimentadas com sacarose + antibiético + sangue e tratadas com TW
(SacAntSanC) (96,1% de ecloséo larval) e fémeas alimentadas com sacarose +
sangue e tratadas com TW (SacSanC) que apresentaram 96,4% de eclosao larval
(Figura 14) (Fs1s 2724; P>0,01) mostrando que o antibiético ndo afetou a
embriogénese do mosquito.
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Figura 14 - Porcentagem de ecloséo de larvas (£ DP) oriundas de ovos postos por
fémeas de A. aegypti alimentadas com diferentes dietas e tratadas com fungo M.
anisopliae. Fémeas alimentadas com sacarose + antibiético + sangue e infectadas com
fungo (SacAntSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue e infectadas com fungo
(SacSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + antibiético + sangue e tratadas com TW
(controle) (SacAntSanC); FEémeas alimentadas com sacarose + sangue e tratadas com TW
(controle) (SacSanC). Os valores com letras diferentes indicam que os resultados foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando ANOVA e teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade).

4.7. Bioensaio 6.1 - Avaliacdo da formacéao de pupas e emergéncia de adultos
oriundos de ovos produzidos por fémeas A. aegypti expostas aos diferentes
tratamentos

As larvas oriundas de fémeas alimentadas com sacarose + antibidtico +
sangue e infectadas com fungo (SacAntSanF) apresentaram a menor taxa de
formacéo de pupas (52,6% das larvas deram origem a pupas e 47,4% morreram)
comparado com os demais tratamentos (Fs3,15 1214; P<0,01) (Figura 15). Todas as

pupas formadas neste tratamento se desenvolveram em adultos (Tabela 5).
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Figura 15 - Porcentagem de pupas formadas de larvas oriundas de ovos depositados
por fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose + sangue ou sacarose +
antibidtico + sangue e infectadas ou ndao com o fungo M. anisopliae. Fémeas
alimentadas com sacarose + antibigtico + e infectadas com fungo (SacAntSanF); Fémeas
alimentadas com sacarose + sangue e infectadas com fungo (SacSanF); Fémeas
alimentadas com sacarose + antibitico + sangue e tratadas com TW (controle)
(SacAntSanC); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue e tratadas com TW (controle)
(SacSanC). Os valores com letras diferentes indicam que os resultados foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando ANOVA e teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade).

A Tabela 5 mostra a média do total de ovos postos por 12 fémeas de A.
aegypti em cada tratamento. Dos 532 ovos colocados por fémeas alimentadas com
sacarose + antibidtico + sangue e infectadas com fungo (SacAntSanF), foi
observada significativamente uma menor taxa de eclosao larval (47,9%) quando
comparado com a eclosdo larval dos ovos postos por fémeas nos demais
tratamentos SacSanF (824 ovos: 68,5% de ecloséo de larvas), SacAntSanC (981
ovos: 96,1% de ecloséo larval) e SacSanC (1185 ovos: 96,4% de ecloséao larval)
(Fs15 1214; P<0,01).

Das larvas oriundas de ovos do tratamento de fémeas alimentadas com

sacarose + sangue e infectadas com fungo (SacSanF), 76,7% formaram pupas, e
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dessas pupas, todas se desenvolveram em adultos. Entretanto, 23,3% das larvas
morreram antes de formarem pupas (Tabela 5).

A porcentagem de larvas que eclodiram de ovos produzidos por fémeas
alimentadas com sacarose + antibidtico + sangue e tratadas com TW que se
transformaram em pupas foi de 99,0%. Destas pupas, 100% emergiram em
mosquitos adultos. Todas as larvas que eclodiram dos ovos produzidos por fémeas
alimentadas com sacarose + sangue e tratados com TW sobreviveram e se

desenvolveram em pupas e adultos (Tabela 5).

Tabela 5 - NUumero de ovos, taxa de eclosdo de larvas, mortalidade larval,
formacao de pupas e emergéncia de adultos oriundos de fémeas de A. aegypti

Total de % de % de % de % de
Tratamentos oviposicao larvas mortalidade formacdo emergéncia
eclodidas larval de pupas de adultos
SacAntSanF 532a 47,9%a 47,4%a 52,6%a 100%a
SacSanF 824b 68,5%b 23,3%b 76,7%b 100%a
SacAntSanC 981c 96,1%c 1%c 99,0%c 100%a
SacSanC 1185d 96,4%c 0%c 100%c 100%a

Fémeas alimentadas com sacarose + antibiético + sangue e infectadas com fungo
(SacAntSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue e infectadas com fungo
(SacSanF); Fémeas alimentadas com sacarose + antibiotico + sangue e tratadas com TW
(controle) (SacAntSanC); Fémeas alimentadas com sacarose + sangue e tratadas com TW
(controle) (SacSanC). Os valores com letras diferentes indicam que os resultados foram
estatisticamente diferentes quando comparados usando ANOVA e teste post-hoc de
Duncan (5% probabilidade). A estatistica esta representada em coluna.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho reportou o impacto do isolado ESALQ 818 de M. anisopliae
na sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti tratadas ou ndo com antibiético. Além
disso, o estudo apresentou resultados promissores do isolado fangico sob a
oviposicao, a taxa de eclosao larval, bem como, o desenvolvimento de pupas e
adultos.

Nossos resultados demonstraram o potencial adulticida do isolado ESALQ
818 de M. anisopliae contra A. aegypti. Os resultados mostraram que ocorreu uma
reducdo de 100% na sobrevivéncia dos mosquitos em 4 dias de avaliagéo utilizando
concentracéo de 1x108 conidios/mL.

Estudos de patogenicidade de M. anisopliae contra o mosquito A. aegypti
adulto ja mostraram que esse fungo é altamente virulento (Paula, 2008; Carolino et
al., 2014, Imad-Silva et al.,, 2017). Paula, (2008) verificou que a infeccédo pelo
método de pulverizacdo utilizando-se a concentracdo de 1x108 conidios/mL,
resultou em um valor de Sso de 2 dias.

Aqui verificamos, que a concentracdo de 1 x 108 conidios/mL de M.
anisopliae resultou em uma queda na sobrevivéncia (67,7%) de A. aegypti adultos
depois de 7 dias de avaliacdo. Esta concentracao foi selecionada, uma vez que as
concentracfes mais altas mataram rapidamente as fémeas de A. aegypti, 0 que
inviabilizaria a condugéo dos experimentos envolvendo a ovogénese, entre outros.

Os resultados da presente pesquisa mostraram que fémeas de A. aegypti,

alimentadas com antibidtico, sdo mais suscetiveis ao fungo entomopatogénico M.
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anisopliae do que fémeas nédo tratadas com antibiético. O intestino médio do
mosquito A. aegypti abriga uma grande diversidade de microrganismos (Osei-Poku
et al., 2012; Champion e Xu, 2017), bactérias em sua maioria (Flavia et al., 2007;
Wang et al., 2011; Ramirez et al., 2012; Minard et al., 2013).

A propagacdo bem-sucedida de mosquitos em todo o mundo pode estar
parcialmente associada a simbiose com microrganismos, especialmente bactérias
(Zouache et al., 2011).

Estudos tém mostrado que a microbiota presente no intestino de mosquitos
€ importante para a digestdo sanguinea (Gusmao et al., 2010; Gaio et al., 2011),
fecundidade (Hill e Campbell 1973; Nogge, 1976; Gaio et al., 2011) e poderia
fortalecer o sistema imunol6gico do inseto, aumentando indiretamente a protecéo
contra parasitas (Dong et al., 2009; Rodrigues et al., 2010; Barletta et al., 2017).

Bactérias intestinais de mosquitos podem ter um importante papel na
protecdo desses insetos contra parasitas ingeridos junto com sangue (Dong et al.,
2009). Bactérias gram-negativas do intestino médio de Anopheles sédo conhecidas
por reduzirem consideravelmente o numero de oocistos do Plasmodium em
mosquitos infectados com esse protozoario causador da malaria (Seitz et al., 1987,
Beier et al., 1994).

Pesquisas realizadas por Schlein et al. (1985) mostraram que a prevaléncia
de microrganismos no trato digestivo de fémeas de flebotomineos possui efeito
negativo na transmisséo da leishmaniose em areas endémicas. Entretanto, pouco
se sabe sobre a influéncia da microbiota intestinal na sobrevivéncia e no
desenvolvimento de mosquitos infectados, via tegumento, por fungos
entomopatogénicos.

Nossos estudos indicam que mosquitos alimentados com antibiético séo
mais suscetiveis a infeccdo fungica. Estudos ja mostraram que as vias de
sinalizacdo imunoldgica protegem os insetos da exposi¢do continua a patdogenos
invasores e micrébios oportunistas, aléem de regular a microbiota natural (Meister et
al., 2009; Tawidian et al., 2019).

Em mosquitos, o papel da microbiota do intestino médio em influenciar a
via do IMD foi demonstrado através da indugdo do gene de defesa REL2 no
intestino médio e corpo gorduroso, uma vez que, a eliminacdo da microbiota natural

ocasionada pela utlizacdo do antibiético, prejudicou a inducdo dessa via



63

imunologica na defesa contra patdgenos (Barletta et al., 2017). Isso pode explicar
o fato de, na presente pesquisa, 0S mosquitos com microbiota intestinal normal
apresentarem uma taxa de sobrevivéncia (66,7%) significativamente maior do que
mosquitos tratados com antibiotico (38,9% de sobrevivéncia).

A inducéo das vias de sinalizacdo imunoldgica pode levar a producao de
peptideos antimicrobianos (AMPS), que neutralizam os patdgenos invasores. Os
AMPs sao pequenos peptideos produzidos pelos hemécitos, corpo gorduroso e
intestino médio em resposta aos sinais recebidos no reconhecimento de um
patogeno (Meister et al., 2009; Cabral et al., 2020).

Assim, os resultados encontrados neste estudo mostram que, a auséncia
da microbiota aumentou a suscetibilidade de A. aegypti ao fungo entomopatogénico
M. anisopliae, sugerindo que a presenga da microbiota intestinal deve ajudar na
defesa deste inseto contra infeccédo por patégenos, inclusive aqueles que infectam
via penetracédo do tegumento.

Aqui, ndo foi avaliada a expressao génica de peptideos antimicrobianos
(PAMPSs) e nem a carga bacteriana intestinal, porém sugerimos, que apdés afetar
negativamente a microbiota intestinal do mosquito A. aegypti com a
antibioticoterapia, o sistema imunolégico do mosquito ndo estaria sendo estimulado
em todo seu potencial para barrar a infeccdo fungica do isolado de M. anisopliae.

Além disso, o fungo poderia liberar toxinas como a destruxina e
potencializar o parasitismo. Wei et al. (2017) avaliaram a suscetibilidade do
mosquito Anopheles stephensi com ou sem microbiota, ao fungo B. bassiana e
observaram que o0s mosquitos alimentados com antibiético foram menos
suscetiveis a infeccdo pelo entomopatégeno do que mosquitos com microbiota
intestinal normal. O estudo demonstrou que mosquitos com microbiota normal e
infectados com B. bassiana tiveram a resposta imune regulada negativamente. Isso
provavelmente ocorreu devido a acdo da toxina oosporina produzida pelo fungo,
que causou um desiquilibrio na microbiota intestinal natural, com um significativo
aumento da carga bacteriana no intestino e uma diminuicdo significativa na
diversidade dessas bactérias. Também foi observada a translocacdo da bactéria
Serratia marcescens do intestino para a hemocele, 96 horas apos infec¢éo fangica,

onde se transformou de simbionte intestinal assintomatica para patdgeno
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hemocelético, causando a morte acelerada do mosquito pela interacdo fungo-
bactéria.

Entretanto, € interessante enfatizar que os modelos cientificos utilizados
foram distintos, visto que, o presente estudo avaliou a suscetibilidade de fémeas de
A. aegypti com ou sem microbiota ao fungo M. anisopliae e, o estudo de Wei et al.
(2017), avaliou An. stephensi expostos ao B. bassiana. Além disso, outros fatores
podem impactar na suscetibilidade de mosquitos a fungos, como o fator nutricional
ao qual o mosquito foi exposto (Paula et al., 2011). Portanto, espécies diferentes
podem mostrar diferencas fisioldgicas.

Interessantemente, Zhang et al. (2018) verificaram que a microbiota
intestinal da barata aleméa Blattella germanica pode desempenhar um papel crucial
na protecao contra o fungo entomopatogénico M. anisopliae. Foi mostrado que a
mortalidade causada pela infeccdo fungica nas baratas com bactérias intestinais
normais foi menor em relacéo as baratas tratadas com antibiotico para eliminar as
bactérias intestinais.

Mais estudos sdo necessdarios para verificar a funcdo das bactérias
intestinais na protecdo dos mosquitos contra patégenos. Em Anopheles e Aedes, a
remocao da microbiota intestinal com antibi6ticos torna 0 mosquito mais suscetivel
a infeccédo pelo Plasmodium, parasita da maléaria (Beier et al., 1994) e pelo virus da
dengue (Xi et al., 2008) respectivamente. Bactérias do intestino protegem seus
insetos hospedeiros contra patdgenos invasores estimulando a resposta imune do
hospedeiro (Dong et al., 2009) ou produzindo compostos antimaléaricos (Cirimotch
et al., 2011).

Neste trabalho, os antibiéticos carbenicilina e tetraciclina foram
administrados na dose de 200 pug/mL que segundo Gaio et al., (2011) é a dose de
escolha para nédo afetar a sobrevida dos mosquitos e reduzir cerca de 97% da carga
bacteriana em A. aegypti. Todavia, alguns estudos relataram que mosquitos adultos
sao capazes de dramaticamente aumentar o nimero de bactérias intestinais apos
a aquisicao de uma refeicdo de sangue (Moll et al., 2001; Gusmao et al., 2010).

No presente estudo mostramos que os efeitos do tratamento com
antibiotico ndo foram permanentes, uma vez que, a taxa de sobrevivéncia dos
mosquitos alimentados com sacarose + antibigtico tornou-se igual & de mosquitos

alimentados somente com sacarose em um periodo de nove dias apés ingestao de
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carbenicilina. O antibiético deve ter sido degradado durante o processo de digestao
ou excretado nas fezes. Provavelmente, as bactérias restantes se multiplicaram
rapidamente apds as condi¢des Otimas serem reestabelecidas (Moll et al., 2001).

De fato, os resultados encontrados na presente pesquisa mostram que a
reducdo de bactérias, pela presenca de antibiético na dieta do mosquito, reduziu
significativamente o numero de ovos postos por fémea de A. aegypti. E, de fato,
estudos da fecundidade e da taxa de oviposicdo de mosquitos indicam que a
presenca da microbiota intestinal de A. aegypti é importante para a producdo de
ovos nesse inseto (Gaio et al., 2011; Coon et al., 2016a).

Pesquisas realizadas por Gaio et al. (2011) mostraram uma diminuicao de
6 a 20% no numero de oo6citos maduros e uma reducéo de 14 a 22% na producao
de ovos, quando as fémeas de A. aegypti foram tratadas com diferentes antibiéticos
antes da alimentacéo de sangue. Aqui encontramos uma reducéao de 17,2% na taxa
de oviposicdo de fémeas alimentadas com o antibiético carbenicilina e
posteriormente alimentadas com sangue.

A reducd@o da microbiota intestinal pode ter afetado a lise das hemécias,
retardando a digestdo das proteinas do sangue, privando 0s mosquitos de
nutrientes essenciais para a producado de ovos (Gaio et al., 2011). Além disso, é
importante ressaltar que muitas das bactérias intestinais produzem vitamina B para
0S mosquitos (Song et al., 2022). Nossos resultados confirmam que a microbiota
de A. aegypti oriundo do campo, tem um papel importante no processo de producao
de ovos.

Acredita-se que as bactérias intestinais de mosquitos sdo necessarias para
gue a digestdo do sangue ocorra de forma mais eficiente (Gusmao et al., 2010;
Gaio et al., 2011). Os aminoacidos resultantes da digestdo sanguinea atuam como
sinais para ativar a vitelogénese e sao criticos para o desenvolvimento dos ovos
(Attardo et al., 2005).

Entretanto, os efeitos negativos do tratamento com antibidtico na taxa de
oviposicéo, ndo afetaram a taxa de eclosdo larval nem a formacao de pupas ou
emergéncia de adultos oriundos de ovos postos por fémeas alimentadas com
sacarose + antibiotico, comparado com fémeas alimentadas apenas com sacarose.

Mais de 96% dos ovos postos eclodiram, sugerindo que o antibiotico ndo afetou a
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embriogénese dos ovos e nem o desenvolvimento dos demais estagios de vida do
mosquito.

De acordo com Kaaya e Hedimbi, (2012), a produgé&o de toxinas por fungos
altera a taxa de producéo de ovos e de eclosao larval em insetos. De fato, em
estudo realizado por Scholte et al. (2006), foi verificado que fémeas de An. gambiae
diminuiram a fecundidade depois de estarem infectadas com o fungo M. anisopliae.

Outro trabalho mostrou, que fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue
e infectadas com o fungo M. anisopliae (1x107 conidios/mL), colocaram 63% menos
ovos que os controles (Vieira, 2012). Na presente pesquisa, encontramos uma
reducdo de 31% na taxa de oviposicdo de fémeas infectadas com a concentracao
de 1x10° conidios/mL do mesmo fungo. A viabilidade desses ovos também foi
reduzida, assim como a formacdo de pupas, mostrando o potencial desse
microrganismo em reduzir populacdes de mosquitos.

Um estudo da viabilidade de ovos oriundos de insetos adultos infectados
com fungo entomopatogénico foi realizado por Baleba et al. (2021) em uma mosca
da espécie Stomoxys calcitrans. Os resultados mostraram que a taxa de eclosdo
das larvas oriundas de ovos produzidos por fémeas dessa mosca, infectadas com
M. anisopliae, foi significativamente menor (70% menos) comparado com fémeas
controle.

No atual trabalho encontramos uma reducéo de 28% na taxa de ecloséo de
larvas oriundas de ovos postos por fémeas de A. aegypti infectadas com fungo.
Nossos estudos também mostraram uma diminuicdo de 23% na taxa de
sobrevivéncia dessas larvas.

Pesquisas anteriores de nosso grupo verificaram a atividade larvicida de M.
anisopliae em A. aegypti (Pereira et al., 2009; Gomes et al., 2015; Paula et al.,
2019). Contudo, nesses trabalhos, o fungo foi aplicado diretamente na agua junto
com a larvas, e, aqui foi avaliado o efeito do fungo nas fémeas, nos ovos produzidos
por fémeas que sobreviveram a infeccao e nas larvas que eclodiram de ovos postos
por essas fémeas.

Segundo Baleba et al. (2021), uma vez infectados por M. anisopliae,
os insetos tém menor probabilidade de produzirem progénie viavel para a proxima

geracéo; contribuindo, portanto, para a reducéo de sua populacéo.
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Metarhizium anisopliae € promissor para utilizacdo em manejo integrado de
vetores. (Paula et al., 2011; Carolino et al., 2014; Imad-Silva et al., 2017). Aqui
mostramos que quando as fémeas foram alimentadas com sacarose + antibiotico e
posteriormente infectadas com fungo, a taxa de sobrevivéncia desses insetos
apresentou uma expressiva reducéo. Zhang et al. (2018) observaram uma reducéao
na taxa de sobrevivéncia da barata alemd B. germanica sem microbiota e
submetida a exposicao fangica.

Estudos mostraram que a presenca da microbiota € um fator importante
para a fecundidade de mosquitos (Hill e Campbell 1973; Nogge, 1976; Gaio et al.,
2011). Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia da interacéo entre a microbiota
intestinal e patdgenos fungicos na producéo de ovos em insetos.

Aqui mostramos, que a ingestdo de sacarose + antibiético + sangue
seguida de infeccédo fungica em fémeas de A. aegypti resultou em uma diminuicéo
de 35% na taxa de oviposicdo comparado com mosquitos alimentados somente
com sacarose + sangue e infectados com fungo. Esses ovos também apresentaram
menor viabilidade, resultando em uma taxa de ecloséo larval significativamente
menor (47,9%) comparado com fémeas alimentadas apenas com sacarose +
sangue e infectadas com fungo (68,5% de eclosao larval).

Contudo, é importante ressaltar, que os estudos aqui realizados registraram
que, tanto na presenca como na auséncia da microbiota, a infeccdo por M.
anisopliae foi capaz de interferir na embriogénese dos ovos.

Sabe-se que ao proliferar dentro da hemocele dos insetos, os fungos
entomopatogénicos produzem toxinas como a destruxinas, que induzem a
patogénese, paralisia, alteracdes celulares e disfuncao do intestino médio, tibulos
de Malpighi e tecidos musculares (Samuels et al., 1988; Kershaw et al., 1999;
Schrank e Vainstein, 2010). Estes eventos estimulam a morte dos mosquitos entre
dois a sete dias apds a infeccdo com doses letais de fungo (Paula et al., 2011;
2013; Imad-Silva et al., 2017). No entanto, antes que a morte ocorra, varias reacoes
incluindo a reducdo no desenvolvimento, propensao alimentar, reproducdo e
respostas imunolégicas podem ser observadas em insetos infectados com baixa
concentracéo fungica (Scholte et al., 2006; Cabral et al., 2020; Baleba et al., 2021).

Verificamos que das larvas oriundas de ovos colocados por fémeas

alimentadas com sacarose + sangue e expostos ao fungo, 77% se desenvolveram
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em pupas. Em contrapartida, quando as fémeas foram alimentadas com sacarose
+ antibidtico + sangue e infectadas com fungo, apenas 53% das suas larvas
evoluiram para pupas. Uma explicacdo para isso € apresentada por Cole, (2003);
segundo o autor as toxinas dos fungos podem permanecer no inseto, sendo
possivel a ocorréncia de danos em outras fases de desenvolvimento.

Contudo, de todas as pupas formadas, 100% emergiram em mosquitos
adultos, independente do tratamento. Estudos relatam que a microbiota do intestino
de larvas de mosquitos é totalmente eliminada no processo de remodelagdo do
intestino durante a metamorfose e, assim, o microbioma do intestino médio de
adultos tem que ser repovoado (Jupatanakul et al., 2014; Champion e Xu, 2017).
Isso pode explicar o fato de todas as pupas emergidas se transformarem em insetos
adultos. Pode explicar também, o fato da fertilidade de A. aegypti ser restaurada no
segundo ciclo gonotrofico apos a suspenséao do antibiotico (Gaio et al., 2011). Além
disso, fatores relacionados ao sistema imunoldgico do inseto podem estar sendo
expressos positivamente na presenca da flora intestinal (Patil et al., 2013; Barletta
et al., 2017; Dada et al., 2018).

Considerando a possibilidade de aumentar a eficiéncia dos fungos no
controle bioldgico de adultos de A. aegypti, poderemos investigar a utilizacdo de
armadilhas de atracdo de mosquitos adultos, impregnadas com fungo (Imad-Silva
et al., 2017), e incluir no interior das armadilhas, alimentadores contendo sacarose
+ antibiodtico. Assim, as fémeas ao ingerirem o antibiético ficariam mais suscetiveis
a infeccao fuangica e morreriam mais rapidamente, ou teriam uma reducao na
fecundidade, na viabilidade dos ovos e na formacédo de pupas. Essa estratégia

poderia resultar em uma redugdo na incidéncia de doencgas transmitidas por A.

aegypti.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

- A melhor concentracdo do fungo M. anisopliae para manter uma porcentagem alta
de mosquitos vivos foi 1x10° conidios/mL. Esta concentragédo foi apropriada para
uso em testes para avaliar as consequéncias das infeccbes na presenca ou
auséncia da microbiota intestinal;

- Fémeas de A. aegypti alimentadas com antibiotico foram mais suscetiveis ao
fungo M. anisopliae comparadas com fémeas alimentadas somente com sacarose;
- O tratamento com antibiético carbenicilina apresenta um efeito sobre a
sobrevivéncia dos mosquitos mesmo quando os insetos foram expostos ao fungo
até 6 dias ap0s ingestdo do antibiético, indicando que a microbiota intestinal demora
para recuperar, deixando 0 mosquito mais suscetivel a infeccdo por um tempo
prolongado;

- A alimentacao com antibiético ndo influenciou no repasto sanguineo de fémeas
de A. aegypti;

- Fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose + antibiotico carbenicilina e
infectadas com o fungo M. anisopliae apresentaram reducéo na taxa de oviposicao;
- Ovos oriundos de fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose + antibiético
carbenicilina e infectadas com o fungo M. anisopliae apresentaram taxa de eclosao
larval reduzida;

- As larvas oriundas de ovos de fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose +

antibiotico e infectadas com o fungo M. anisopliae apresentaram menor taxa de
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formacdo de pupas. No entanto, das larvas que conseguiram formar pupas, todas

emergiram em mosquitos adultos.
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