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Resumo

MILECH, Angelita. Sistema de hematofagia artificial com biofilme polimérico
atrativo para criagdo e manutencao de Culex quinquefasciauts (Diptera:
Culicidae) em laboratério. 2021. 70f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia e
Parasitologia) — Programa de Pds-Graduagdo em Microbiologia e Parasitologia,
Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

O género Culex agrupa a maior diversidade de espécies entre os culicideos,
destacando-se, Culex quinquefasciatus que possui grande importancia na saude
publica por sua capacidade vetorial em transmitir agentes de doengas. A produgao e
manutencao deste inseto em laboratério € fundamental para auxiliar nas pesquisas
sobre seu comportamento e sua biologia. As fémeas realizam hematofagia, portanto
a manutencgao de colbnias em laboratério implica na necessidade de suprimento de
sangue. Para isso, sdo utilizados alimentadores artificiais constituidos por um
reservatorio de sangue e membranas finas que facilitam a penetragao e alimentacgao
dos mosquitos. Neste estudo, foi desenvolvido e avaliado um sistema de hematofagia
artificial para a colonizacdo e manutencao de Cx. quinquefasciatus em laboratorio,
utilizando como membrana um biofilme polimérico atrativo, que contém acido L-latico
em sua composicao. A eficiéncia deste sistema foi avaliada através da taxa de
ingurgitamento de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas através do sistema de
hematofagia artificial com biofilme e pelo método utilizando Parafiim-M®. Para isso foi
medido a taxa oviposi¢ao, desenvolvimento larval, taxa de pupagao e emergéncia de
adultos alimentados através do biofilme polimérico atrativo. A porcentagem média de
fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas através do biofilme atrativo foi de 87 %,
enquanto apenas 20% ingurgitaram com Parafilm - M ® (p < 0,0001). A alimentacéo
através do biofilme atrativo foi capaz de produzir altas taxas dos parametros biolégicos
avaliados. Concluimos que o biofilme atrativo foi superior ao Parafim - M ® e néo
houve interferéncia dos componentes do biofilme nos parametros avaliados.

Palavras — chave: Culicidae, hematofagia artificial, biofilme atrativo, acido L-lactico,
membrana.



Abstract

MILECH, Angelita. Artificial hematophagy system with attractive polymeric
biofilm for creation and maintenance of Culex quinquefasciauts (Diptera:
Culicidae) in the laboratory. 2021. Dissertation (Master in Microbiology and
Parasitology) - Postgraduate Program in Microbiology and Parasitology, Institute of
Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021. 70 p.

Culex genus groups the greatest diversity of species among Culicidae, and specie
Culex quinquefasciatus, has great importance in public health due to the vectorial
ability to transmit disease agents. The production and maintenance of this insect in the
laboratory is essential to assist in research on its behavior and biology. Females
perform hematophagy, so the maintenance of colonies in the laboratory implies the
need for blood supply. For this, artificial feeders are used consisting of a blood reservoir
and thin membranes that facilitate the penetration and feeding of mosquitoes. In this
study, an artificial hematophagy system was developed and evaluated for the
colonization and maintenance of Cx. quinquefasciatus in the laboratory, using as
membrane an attractive polymeric biofilm, which contains L-lactic acid in its
composition. The efficiency of this system was evaluated through the engorgement
rate of Cx. quinquefasciatus females fed through the artificial hematophagy system
with biofilm and by the method using Parafiim-M®. For this, the oviposition rate, larval
development, pupation rate and emergence of adults fed through the attractive
polymeric biofilm were measured. The mean percentage of Cx. quinquefasciatus
females fed through the attractive biofilm was 87%, while only 20% were engorged
with Parafiim - M ® (p < 0.0001). Feeding through the attractive biofilm was able to
produce high rates of the evaluated biological parameters. We concluded that the
attractive biofilm was superior to Parafilm - M ® and there was no interference of the
biofilm components in the evaluated parameters

Palavras — chave: Culicidae, blood feeding, polymer biofilm, L-lactic acid, membrane.
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1 Introducgao

Os mosquitos (Diptera: Culicidae) sao insetos presentes em todo o territério
global, exceto na Antartida (WRBU, 2013), com aproximadamente 3.579 espécies
descritas e reconhecidas até o momento (HARBACH, 2020), sendo que no Brasil séo
encontradas 490 destas espécies (WRBU, 2019). Desse total, 5% estdo envolvidas
em ciclos de transmissao de agentes etioldégicos ao humano (GUEDES, 2012).

Dentre os dipteros de importancia, Culex é o género que agrupa a maior
diversidade de espécies entre os culicideos, com ampla variedade de nichos
ecolégicos (FORATTINI, 2002). Entre as espécies de interesse a saude publica
destaca-se Culex quinquefasciatus (SAY, 1823). Esta espécie é cosmopolita, bem
adaptada ao ambiente urbano, desenvolve-se preferencialmente em pequenas
colegdes de agua estagnada ou de baixa vazao, rica em matéria organica, suportando
inclusive poluicdo quimica, cujas fémeas adultas sdao endofilicas e fortemente
antropofilicas (FORATTINI, 2002). Este inseto € um vetor de agentes infecciosos e
parasitarios, como as filarias Dirofilaria immitis (LABARTHE et al. 1998, LAI et al.
2001) e Wuchereria bancrofti (PAVELA et al., 2016), além de ser vetor do virus da
encefalite de Sant Louis (LOPES et al., 2019), virus do Nilo Ocidental (TURELL, 2012)
e recentemente foi apontado como possivel vetor do Zika virus (GUEDES et al., 2017),
além de causar desconforto, importunar durante o repouso, irritacdo e alergia pela
picada (TAIPE- LAGOS & NATAL, 2003).

Os adultos, machos e fémeas, se alimentam de substancias agucaradas, que
contém carboidratos naturais, fundamentais para a manutengdo das atividades
metabdlicas e possibilitam executar fungées como: o véo, a dispersao e as multiplas
atividades biologicas (FORATTINI, 2002). Somente as fémeas realizam a
hematofagia, que é importante para desencadear a vitelogénese e dar continuidade a
ovogénese (CLEMENTS, 1992). No sangue ingerido ha varios componentes como
proteinas, lipidios, carboidratos, sais, vitaminas e minerais (FARLEY, HENDRY e
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MCLAFFERTY, 2012) essenciais para a manuten¢ao do ciclo biologico destes insetos
(ROSALES-RONQUILLO et al., 1973).

Para realizar a hematofagia, as fémeas captam pistas bioquimicas para
encontrar recursos essenciais tais como hospedeiros, parceiros e locais adequados
para colocar seus ovos (ZWIEBEL, et al., 2004). Através de suas estruturas olfativas
altamente sensiveis, identificam hospedeiros a partir de produtos quimicos presentes
na respiragao, suor e pele (MUKABANA, et al., 2002). Exemplos destes produtos
quimiotaticos atrativos incluem o diéxido de carbono (CO2), acido L-lactico e a
aménia, (QIU 2005, SMALLEGANGE et al., 2005). Muitos destes odores sé&o
facilmente sintetizados in vitro e, portanto, eles podem ser reformulados para produzir
misturas que imitem a presenga de hospedeiro para atrair mosquitos (LOGAN et al.,
2007).

O interesse quanto ao desenvolvimento e comportamento destes insetos tem
crescido cada vez mais entre os pesquisadores. A capacidade de produzir e manter
insetos em condicbes adequadas e controladas € necessaria para auxiliar nas
pesquisas sobre o entendimento do comportamento, a fisiologia e as interagdes inter
e intraespecificas, controle ambiental, testes de novos inseticidas quimicos e
biolégicos e capacidade vetorial (PITTS, 2014; VANICKOVA et al., 2017; BENELLI,
2018). Tradicionalmente, animais incluindo os humanos sao explorados como
hospedeiros para fornecer sangue a estes insetos hematéfagos em condi¢des
controladas (ECKERT, 1997). No entanto, o risco de transmissdo acidental de
doencgas (BAILEY et al., 1978), problemas éticos relacionados ao bem-estar (DENG
et al.,, 2012), bem como a necessidade de manutencao paralela de biotério para
fornecimento de animais a serem empregados como fonte alimentar (KASAP et al.,
2003), representam um limite restrito para essas pesquisas. Neste contexto, varios
sistemas de alimentacéo artificial vém sendo desenvolvidos e diferem entre si, no que
diz respeito a composi¢cdo do alimento (sangue), e dietas artificiais (DIEHLMANN
1999), a natureza da membrana (tecido animal, Parafim-M® e membranas de
colageno) (POTHIKASIKORN et al., 2010) e o método de regulacéo de temperatura
(COSGROVE et al., 1994). No entanto, ha grande variagdo na taxa de ingurgitamento
e oviposigao nas criagdes de Culex sp. em laboratério (LUO 2014).

Neste estudo foi desenvolvido uma membrana artificial atrativa, para aumentar

a taxa de repasto sanguineo de fémeas de Cx. quinquefasciatus criadas em
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laboratorio, através de um sistema de hematofagia artificial pratico, eficaz e de baixo

custo, sem a utilizagdo de animais de experimentagao.



2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar um sistema de hematofagia artificial com membrana

atrativa para a criagao e manutencao de Culex quinquefasciatus em laboratorio.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver e produzir um biofilme polimérico atrativo para hematofagia
artificial de Cx. quinquefasciatus;

- Comparar a taxa de ingurgitamento de fémeas de Cx. quinquefasciatus
alimentadas através do sistema de hematofagia artificial com o novo biofilme e com o
Parafilm-M®;

- Avaliar os parametros bioldgicos como: taxa de oviposi¢cédo, desenvolvimento
larval, taxa de pupacgao e emergéncia de adultos alimentados através do biofilme
polimérico atrativo;

- Padronizar um protocolo para a manutencdo de colbnias de Cx.

quinquefasciatus em condi¢oes laboratoriais;



3 Revisao de Literatura
3.1 Culex quinquefasciatus Say 1823

A espécie Culex quinquefasciatus pertence a ordem Diptera, Familia Culicidae,
Subfamilia Culicinae, tribo Culicini, género e subgénero Culex (WRBU, 2013). E
conhecida popularmente como pernilongo ou murigoca e apresenta coloragao
geralmente marrom ou escurecida (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1998). A
espécie tem ampla distribuicdo no meio urbano, entre as faixas equatorial e tropical
de todo o0 mundo (BAR, 1957), ocorrendo nas Américas, Australia, Asia, Africa, Oriente
Médio e Nova Zelandia (FORATTINI 2002, FARAJOLLAHI et al., 2011). No Brasil,
este mosquito esta presente em todo o territério nacional, com distribuicdo e
abundancia fortemente influenciadas pela presenca do homem e associado a areas
de saneamento precario, relacionado as zonas periféricas de habitagdes humanas
(FORATTINI et al., 1993).

Figura 1 - Ciclo bioldgico de Culex quinquefasciatus. a. Fémea de Cx. quinquefasciatus realizando a
postura de ovos. b. Estagios larvais, L1, L2, L3 E L4. c. Pupa. d. Fémea adulta de Cx. quinquefasciatus.
e. Fémeas de Cx. quinquefasciatus realizando a hematofagia. Fonte: elaborado pela autora.

Culex quinquefasciatus é um inseto holometabolo, sendo o adulto alado e as
formas larvais aquaticas. Seu ciclo biologico (Figura 1) tem duragdo média entre 10 a
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12 dias, desde a ecloséo dos ovos até a emergéncia do adulto, porém a duragao do
ciclo depende de fatores como disponibilidade de alimento, temperatura, luz e
umidade. Os ovos sao depositados agrupados, em forma de jangada com 150 a 250
ovos (Figura 2) (CONSOLI E LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). As formas larvais e
pupas podem ser encontradas em agua estagnada acumulada no solo, como em
pocas d’agua, valas de drenagem de aguas e fossas, ou em recipientes como latas e
bebedouros de animais. Esta agua é geralmente poluida, rica em matéria organica em
decomposicdo, muitas vezes turva e malcheirosa, onde as larvas se alimentam do

microplancton presente nesses ambientes (FORATTINI, 2002).

Figura 2 - Fémea de Cx. quinquefasciatus realizando a oviposicao em condigéo laboratorial. Fonte:
elaborado pela autora.

Machos e fémeas adultos dependem da ingestdo de carboidratos para manter
seu metabolismo energético, o que influencia em suas atividades e longevidade
(NAYAR e SAUERMAN, 1973). A disponibilidade de fontes alimentares pode
aumentar a taxa de sobrevivéncia dos mosquitos, diminuir o tempo no ciclo gonotrofico
e aumentar a capacidade vetorial (GU et al., 2011). As fémeas de Culicidae, em geral,
necessitam realizar hematofagia para maturacao de seus oocitos (FORATTINI, 2002).
Cx. quinquefasciatus possui comportamento de alimentacdo predominantemente
antropofilico e habito estritamente noturno (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994; FORATTINI, 2002). No entanto, este inseto € oportunista e pode realizar o
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repasto sanguineo em aves e mamiferos disponiveis (JANSEN et al., 2009, MACKAY
et al., 2010).

Quando em grandes quantidades, a presenga deste mosquito na area urbana
gera desconforto ao ser humano, irritabilidade e diminuicdo da qualidade de vida,
devido ao incdmodo causado pelas picadas e perturbagdo noturna (FORATTINI,
2002). Além disso, algumas areas infestadas por Cx. quinquefasciatus sdo propicias
a problemas relacionados com saude publica, pois esse mosquito é considerado vetor
de alguns agentes patogénicos, que podem provocar doengas a populagao local
(MORAIS et al., 2007), como a filaria Wuchereria bancrofti, (WHO, 1997), com cerca
de 40 milhdes de pessoas apresentando manifestacdes clinicas de filariose linfatica
no mundo (IRVINE; HOLLINGSWORTH, 2018). O virus do Nilo Ocidental (SARDELIS
etal., 2001; GODDARD et al., 2003), sendo que no Brasil, casos de equinos infectados
com o virus ja foram registrados (ESPIRITO SANTO, 2018; PAUVOLID-CORREA et
al., 2011). Também o virus da encefalite Saint Louis (FORATINNI, 2002), que ja foram
registrados varios casos no estado de Sao Paulo (IVERSSON, 1977; IVERSSON;
COIMBRA, 1984; ROCCO et al., 2005; MONDINI et al., 2007). E recentemente,
estudos realizados por GUO et al. (2016) e GUEDES et al. (2017) demonstraram que
Cx. quinquefasciatus também possui competéncia para veicular o virus Zika. No
entanto, Aedes aegypti é o principal vetor deste arbovirus.

Além disso, como os mosquitos do complexo Culex pipiens possuem
comportamento oportunista de alimentagdo, podem potencialmente transportar
arbovirus silvestres de aves migratérias e mamiferos para o homem em territérios
urbanos (FONSECA et al., 2004). Corroborando com isso, estudos considerando
sistemas de infeccdo em laboratorio demonstraram que Cx. quinquefasciatus seria
competente para transmitir Plasmodium relictum (protozoario causador da malaria
aviaria) (ATKINSON et al., 1995) e o Hepatozoon breinli, um parasito intracelular que
infecta aves, répteis, anfibios e roedores (MACKERRAS 1962). Em adi¢gdo, um estudo
realizado por SERRA et al. (2016) alertou sobre a possibilidade de Cx.
quinquefasciatus estar relacionado na transmissdo do emergente virus Mayaro em

centros urbanos.

3.2 Métodos de alimentacao artificial em laboratério
A alimentacdo de mosquitos fémeas com sangue € uma parte fundamental da

colonizacdo e manutengao dos mosquitos, pois é necessaria para a produgcao e
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desenvolvimento dos ovos. Colonias de insetos mantidas em laboratorio possibilitam
a reproducgao de diversas espécies em larga escala. A criagdo em massa eficiente e
barata em condi¢des de laboratério é extremamente importante para investigar sobre
a biologia (PITTS et al., 2014; BENELLI, 2015a, b, 2018; VANICKOVA et al., 2017),
competéncia vetorial, novas estratégias de controle (BOURTZIS et al., 2016; Benelli,
2018; BENELLI e PAVELA, 2018; WILKE et al., 2018), bem como resisténcia a
inseticidas (CHANDA et al., 2016). Além disso, o comportamento de alimentagdo com
sangue é particularmente importante para o desenvolvimento de novos repelentes
(SCHRECK e MCGOVERN, 1989; COLLINS et al., 1993; KLUN et al., 2003).

A crescente demanda por mosquitos criados em laboratério para fins de
pesquisa e controle torna necessario o desenvolvimento de métodos de alimentagao
eficazes e padronizados, sem a utilizagdo de cobaias para a manutencado da
colénia. Embora fosse possivel alimentar mosquitos com sangue em voluntarios
humanos ou hospedeiros vertebrados vivos nos primeiros estudos (BOYD et al.,
1935, ROZEBOOM 1936 , CROWELL 1940 ), a transmissao acidental de doencgas
(BAILEY et al., 1978 ), a necessidade de manutencdo paralela de biotério para
fornecimento de animais a serem empregados como fonte alimentar (KASAP et al.,
2003), e a conscientizagdo de bem-estar animal (DENG et al., 2012 ), impulsionaram
a busca por novas estratégias éticas, baratas e viaveis. Neste contexto, alimentadores
artificiais vém sendo desenvolvidos e utilizados constantemente em procedimentos
para manutengcdo de mosquitos em laboratério. Nestes sistemas o uso de sangue
retirado de mamiferos minimiza a dor e desconforto do animal, além de reduzir os
custos associados a manutencao de um biotério em laboratério (ROSS et al., 2019).

Os métodos de alimentacao artificial foram desenvolvidos para atender as
necessidades de laboratérios especificos, considerando suas condi¢des de estrutura
e recursos disponiveis. Os métodos diferem em varios aspectos, como
natureza/material da membrana que reveste o reservatorio, fonte de calor, origem do
sangue e anticoagulante utilizado. (GREENBERG, 1949; RUTLEDGE et al., 1964;
BAILEY et al., 1978; KASAP et al., 2003; COSTA-DA-SILVA et al., 2013; LUO, 2014;
GUNATHILAKA et al., 2017). Em comum, todos levam em consideragcdo os trés
principios de Rs: substituicdo, redugao e refinamento, relacionados ao bem-estar
animal (REMFRY, 1987). Estes alimentadores normalmente sdo compostos por um
ou mais reservatérios sanguineos, encobertos por membranas finas

(POTHIKASIKORN et al., 2010) que facilitam a penetragdo das pegas bucais das
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femeas, para o repasto. Além disso, sdo utilizados métodos de aquecimento para
simular a presenga de hospedeiro e atrair os mosquitos (ROSS et al., 2019).

A utilizagdo de reservatorios artificiais de sangue, cobertos por membranas,
que possibilitam a alimentagado dos mosquitos, esta cada vez mais aprimorada, eficaz
e segura (DENG et al., 2012). De acordo com PHASOMKUSOLSIL et al. (2013), a
alimentagao artificial facilita a experimentagdo de forma controlada, reduzindo os
riscos de transmissdo de patdgenos durante a alimentagdo do mosquito.
Historicamente, uma vasta variedade de membranas tem sido usada durante o
processo de alimentacgao artificial com sangue de insetos hematéfagos. A selegéo de
uma membrana apropriada € essencial para o sucesso da alimentagao artificial
(FRIEND e SMITH 1977).

No passado, era muito comum o uso de tecidos animais, como membrana de
pele de coelho, galinha, ratos, e membranas de bexiga e ceco bovino (LUO, 2014). A
membrana de revestimento de salsicha de colageno bovino € uma alternativa barata
e facil de usar (COSGROVE et al. 1994). Em estudos para avaliagdo de fecundidade
e desenvolvimento de formas imaturas de Ae. aegypti, DENG et al, (2012) propuseram
a utilizacdo de um reservatério membranoso, que €& constituido apenas por
membranas de colageno bovino para armazenamento de sangue. Para utilizagéo, as
membranas de colagenos bovinos devem ser inseridas em agua quente (fervendo)
durante o periodo de uma hora e, em seguida, a gordura presente nela deve ser
removida com auxilio de um papel absorvente. Pronta para uso, a membrana é
preenchida de sangue com anticoagulante e fechada nas duas extremidades,
formando uma espécie de "salsicha de sangue". Este dispositivo deve ser inserido
sobre uma superficie com aquecimento, para que o0 sangue consiga chegar a
temperaturas semelhantes a um hospedeiro vivo, fazendo com que, assim, exista uma
maior atratividade dos mosquitos (DENG et al., 2012).

Ao longo do tempo, com a melhoria dos sistemas artificiais houve uma maior
predilecdo para utilizagdo de membranas sintéticas como o Parafilm-M®. No entanto,
alguns estudos indicam que as membranas de origem animal s&o superiores as de
origem vegetal ou sintética (RUTLEDGE et al., 1964; LYSKI et al., 2011). PINA e
FONSECA (1999) usaram membrana de silicone para alimentar Ae. aegypti com
sangue bovino e obtiveram 30% de fémeas ingurgitadas. GREENBERG (1949)
observaram que a membrana de papel celofane nao foi eficaz na alimentacgao artificial

de sangue de Ae. aegypti. Este autor também mostrou que as membranas naturais
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da pele animal sdo boas para a alimentacao artificial, mas n&o sao faceis de preparar,
principalmente quando € necessario um grande numero. CARVALHO (1961) utilizou
membranas de borracha para alimentar artificialmente insetos hematéfagos
oferecendo sangue desfibrinado ou citratado de bovino, humano ou ovino, a uma
temperatura de 37 °C.

RUTLEDGE et al. (1964) descreveram e testaram um alimentador de
membrana projetado para infecgdo experimental de mosquitos. O sistema consistia
em segmentos cdnicos de vidro com uma entrada superior e uma saida inferior
conectada a uma tubulagado de borracha, por onde circulava agua aquecida a 38 *
1°C. Os autores testaram varias membranas, incluindo intestino bovino, pele de frango
e Parafim-M®, e consideraram o Parafiim-M® uma membrana satisfatéria para
alimentagao de sangue de Anopheles spp. A natureza das membranas (por exemplo,
tecidos animais, Parafilm-M® e membranas de colageno), € crucial para estimular a
resposta de alimentagao e garantir a eficacia do alimentador de sangue (FRIEND e
SMITH, 1977). Outros trabalhos compararam diferentes membranas utilizando o
sistema proposto por RUTLEDGE et al. (1964) como pele de rato, frango, suino,
codorna, intestino de ovelha, preservativos de latex e involucro de salsicha, os autores
constataram que as membranas derivadas de animais s&o mais eficientes na
alimentacao artificial de mosquitos (NOVAK et al., 1991; POTHIKASIKOR et al., 2010;
LYSKI et al., 2011).

A membrana de revestimento de salsicha de colageno bovino e o Parafilm-M®
sao produzidas em massa com controle de qualidade sendo, portanto, alternativas
baratas e utilizadas rotineiramente em laboratérios (COSGROVE et al. 1994).
Segundo estudo de LYSKI et al (2011) a espessura média do Parafilm-M® esticado &
59 £ 2 ym, enquanto a espessura média da membrana de colageno bovino embebida
em agua fervente é 73 £ 4 ym. Suas taxas de alimentacao nao diferiram, embora o
uso de membrana de colageno bovino fosse preferivel a Parafilm-M®. A membrana
Parafilm-M® tornou-se seca e quebradica se deixada na unidade de alimentagao por
mais de 3 h, enquanto as membranas de colageno bovino mantiveram seu carater
flexivel mesmo quando deixadas durante a noite ou operadas repetidamente. Além
disso, a membrana Parafilm-M® ¢ dificil de esticar para uma espessura uniforme e é
facilmente quebravel quando a espessura € inferior a 25 ym. Os autores ainda
relataram que, Ae. aegypti e Ae. albopictus preferiram o colageno bovino porque esta
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membrana tinha uma superficie de pega texturizada, no entanto o preparo dessa
membrana é trabalhoso e demorado (LYSKI et al. 2011).

TSENG (2003) obteve 53% das fémeas ingurgitadas ao alimentar Ae. aegypti
com sangue de ovelha citratado usando Parafilm-M®. DIAS et al. (2021) utilizando a
mesma membrana, obtiveram porcentagem de alimentacao de 98% para Ae. aegypti,
96% para Anopheles. aquasalis e 48% para Cx. quinquefasciatus. Contudo
MOUTAILLER et al. (2007), estudando a transmisséo do virus da febre de Rift Valley,
alimentou artificialmente Cx. quinquefasciatus usando membrana Parafim-M®, e
obteve apenas 1% das fémeas ingurgitadas. Estes e outros estudos observaram que,
embora varias espécies de culicideos, como Ae. aegypti, se alimentam bem
artificialmente, fémeas de Cx. quinquefasciatus sao mais relutantes em se alimentar
artificialmente (DIAS et al., 2018; NOVAK et al., 1991; ALLAN et al., 2006a).

Varios fatores podem afetar a alimentacdo dos culicideos, como estimulos
tateis, visuais, olfativos, temperatura da superficie de alimentagao, temperatura do
sangue, entre outros (FRIEND & SMITH, 1977). Portanto, métodos que garantem uma
boa regulacédo de temperatura devem ser considerados para atrair os mosquitos
(COSGROVE et al., 1994). Para manter a temperatura adequada do sangue nos
reservatorios de alimentadores artificiais, e atrair as fémeas de mosquitos para
realizarem o repasto sanguineo, sdo necessarias algumas estratégias que podem
variar de acordo com a técnica utilizada para este procedimento. O sangue contido no
reservatorio pode ser mantido aquecido através de equipamentos eletronicos, como
Hemotek Ltd. (2018), um sistema comercial de alimentacdo de sangue, que alimenta
até seis gaiolas de uma vez e é aquecido por um dispositivo elétrico. Outra forma é
por meio de dispositivo conectado a uma fonte de energia que emite calor sobre uma
base ceramica do aparato sanguineo (DENG et al., 2012; DHAR et al., 2019), ou
ainda, através de sistemas de circulagado de agua aquecida (PHASOMKUSOLSIL et
al., 2013; DIAS et al., 2018; SIRIA et al., 2018).

Em experimentos para criagdo de mosquitos, CARVALHO et al. (2014) e
GUNATHILAKA et al. (2017) utilizaram placas metalicas como reservatério sanguineo.
Estas placas foram revestidas por membranas, para armazenar o volume de sangue
utilizado na alimentacdo dos mosquitos. Um pacote de malha preenchido capaz de
armazenar calor, como a silica (CARVALHO et al., 2014), foi colocado sobre a placa
com sangue, para manter a temperatura ideal e atrair os mosquitos até a fonte de

alimento.



24

COSTA-DA-SILVA et al. (2013) propés um método simples para alimentar
artificialmente Ae. aegypti. Um tubo cdnico de 50 ml preenchido com 40 ml de glicerol
pré-aquecido (50°C) com o topo coberto com filme Dura Seal. A tampa de rosca foi
perfurada, entdo os autores incluiram uma membrana Parafiim-M® (5 cm x 5 cm)
previamente atritado na pele humana para melhorar sua atratividade para os
mosquitos. Dentro da tampa de rosca perfurada, foram colocados 1,5 ml de sangue
pré-aquecido (37°C). O glicerol agia como um reservatorio aquecido, mantendo a
temperatura do sangue por muito tempo.

De forma menos complexa, o aquecimento do sangue pode ser realizado
através de agua aquecida adicionada dentro de copos plasticos (ANJOLETTE e
MACORIS, 2016; SIRIA et al., 2018). A base externa do copo serve como reservatorio
sanguineo e, para manter este sangue aquecido, € adicionada agua aquecida (40°C)
na parte interna do copo plastico (ANJOLETTE e MACORIS, 2016).

3.3 Substancias quimiotaticas para Culex quinquefasciatus

Varias substancias quimicas sao responsaveis por desencadearem atividade
comportamental em insetos, podendo causar respostas positivas (atrativas) ou
negativas (repulsivas) (EIRAS e MAFRA-NETO, 2001). Quando essas substancias
quimicas medeiam a comunicagao entre individuos de espécies diferentes, chamam-
se aleloquimicos. A classe de aleloquimicos que provoca uma resposta benéfica ao
receptor & denominada cairoménio (VILELA e DELLA LUCIA, 2001). O termo
cairoménio deriva do grego "Kairo", que significa oportunista, e foi proposto por
BROWN et al. (1970) para designar substancias quimicas interespecificas, que
desencadeiam uma reacéo fisioldgica ou comportamental beneficiando a espécie
receptora. No caso de culicideos e outros artropodes hematéfagos, exemplos de
cairombnios sdo as substancias metabdlicas volateis produzidas pelos hospedeiros,
que sao detectadas por receptores no processo de procura e localizagdo da fonte
alimentar, desenvolvendo uma sequéncia de comportamentos (EIRAS, 2001). Assim,
a capacidade de associar um odor com um recurso confere vantagens significativas
em relagdo a utilizagado de recursos e adaptacéo local (STEPHENS, 1993; TURLINGS
et al., 1993; DUKAS, 2008).

O habito hematéfago das fémeas de mosquitos estabeleceu uma forte
dependéncia da presenca do hospedeiro para sua reproducido, de modo que esses
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insetos se especializaram em detectar os cairoménios derivados do ar expirado ou de
volateis emanados da pele dos hospedeiros. Os volateis emanados dos hospedeiros
sao percebidos por contato direto ou por dispersao no ambiente (formando plumas de
odor carregadas pelo vento), quando entram em contato com receptores olfatorios
situados nas sensilas das antenas e palpos dos mosquitos (MEIJERINK et al., 2000).
Esses estimulos sdo captados pelos receptores, transportados para o sistema
nervoso central, processados, e traduzidos em respostas comportamentais que o
mosquito apresenta diante de um estimulo. Utilizando esses 6rgaos sensoriais, 0s
mosquitos podem selecionar pessoas mais atrativas através de quimicos presentes
na respiragao, suor e outras emanacoes da pele, bem como preferir determinadas
regides do corpo de um mesmo hospedeiro (MUKABANA et al., 2002). Exemplos
destes produtos quimicos atraentes incluem o diéxido de carbono (CO2), o catabolito
dos processos respiratorios dos vertebrados, a ambnia, um componente do suor
humano, e o acido L-latico, que é produzido através de glicdlise anaerdbica em
glandulas écrinas humanas. (BRAKS et al., 2001; GILLIES, 1980; ACREE et al.,
1968).

Por ser produzido por todos os animais, o diéxido de carbono pode nao levar
um determinado inseto ao seu hospedeiro apropriado (MOHR et al., 2011). Portanto,
€ assumido que outras substdncias importantes na orientacdo de mosquitos
antropdfilos, emanam da pele humana e atuam junto com o CO2, as quais seriam
responsaveis por respostas seletivas dos mosquitos a odores especificos (KNOLS,
1996; VERHULST et al., 2011; SMALLEGANGE et al., 2013). Assim, admite-se que
o0 CO2 é um estimulo para guiar os mosquitos a longas distancias, porém a curtas
distancias, outros estimulos estariam envolvidos e determinariam a especificidade do
inseto para seu hospedeiro (VERHULST et al., 2009).

Além disso, um estudo na Africa Ocidental demonstrou que o CO2 é mais
atraente para mosquitos zoofilicos do que para espécies de mosquitos antropofilicos
(COSTANTINI et al., 1996), sugerindo que espécies de mosquitos antropofilicos
dependem em maior medida de odores da pele, do que CO2 para se orientar na busca
de hospedeiros (DEKKER e TAKKEN 1998, KNOLS e TAKKEN, 1998). Corroborando
com isso, quase 60% das fémeas de Cx. quinquefasciatus de uma colbnia originaria
do Sri Lanka que foram liberados individualmente em um olfatbmetro de dupla
escolha, foram atraidas dentro de trés minutos, para meias de poliamida que foram
usadas por um voluntario humano por cerca de 48-60 horas (MBOERA et al., 1998).
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Outro estudo concluiu que lavar as maos e pés humanos com etanol eram atraentes
a mosquitos fémeas (BRAKS et al., 1999). Esses resultados demonstram que Cx.
quinquefasciatus é atraido por fontes de volateis presentes na pele humana.

Embora centenas de componentes tenham sido identificados de odores
humanos, apenas alguns compostos foram testados individualmente e provaram ser
atraentes para os mosquitos (BERNIER et al., 2000, 2002; HEALY et al., 2002). Um
desses componentes é a amdnia, substancia presente no suor humano, e relatado
repetidamente como atraente em estudos olfatdmetricos (GEIER et al., 1999, BRAKS
et al., 2001, SMALLEGANGE et al., 2005). A atracado de fémeas de Ae. aegypti e
Anopheles gambiae, ao suor humano incubado foi demonstrado estar relacionado
principalmente a presenca de aménia, produzida por meio de atividade microbiana na
pele (BRAKS e TAKKEN, 1999; GEIER et al., 1999).

O acido L-latico (LA), por sua vez, € um dos principais volateis secretados pelas
glandulas sudoriparas écrinas da pele e expiragao, presente em todos os hospedeiros
vertebrados, considerado ter papel importante na atratividade de mosquitos, apesar
de possuir baixa volatilidade. Esta foi a primeira substancia isolada e identificada de
lavados do corpo humano que possuia efeito atrativo para mosquitos em testes de
comportamento em laboratério (ACREE et al., 1968). Além disso, a atratividade
diferencial de hospedeiros humanos para os mosquitos foi atribuida a quantidade de
acido L-latico presente na pele do hospedeiro (DEKKER et al., 2002; STEIB et al.,
2001). Como o acido L-latico tem baixa volatilidade, as emanagdes corporais desse
composto estdo ligadas a sua alta concentragcdo no suor (DERBYSHIRE et
al., 2012). O acido L-latico € maioritariamente produzido nas glandulas sudoriparas
écrinas, cuja densidade na superficie da pele humana é maior do que em todos os
outros mamiferos (BEST et al., 2019; MONTAGNA, 1985). Comparando as
quantidades de emissdes de LA da superficie da pele de humanos e de varios outros
mamiferos, DEKKER et al. (2005) encontraram concentragdes de acido L- lactico pelo
menos cinco vezes maiores em amostras de humanos do que nas de outros
mamiferos.

Estudos de olfatbmetro de dupla escolha demonstraram que Cx.
quinquefasciatus foi atraido pelo acido L-lactico (ALLAN et al., 2006a, BRAKS et al.,
1999). Ja o dioxido de carbono tem pouco ou nenhum efeito atraente sobre essa

especie, inclusive, em altas concentracbes € considerado repelente. Além disso,
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nenhum efeito sinérgico de CO2> em combinagdo com emanagbes da pele foi
observado (ALLAN et al., 2006b, BRAKS et al.,1999, MBOERA et al., 1998).

Substéncias estimulantes como ATP (GALUN 1967), acido L-lactico (DAVIS e
SOKOLOVE 1976), e ligantes de odor natural da pele humana (GHANINIA et al., 2008,
COSTA-DA-SILVA et al.,, 2013) resultam em melhorias na taxa de alimentagao.
CLEMENTS (1999) observou que uma fémea de mosquito é capaz de ingerir mais de
trés vezes o seu proprio peso de sangue em um curto periodo de tempo. O volume de
sangue ingerido € bem estabelecido como um parametro crucial de fecundidade em
muitos mosquitos. DIAS et al. (2018) compararam a alimentagéo artificial e em cobaia
para trés espécies; Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus e An. aquasalis, 0s mosquitos
estudados aumentaram seu peso em média 1,61 a 2,37 vezes quando alimentados
artificialmente e 2,2 a 3,1 vezes quando alimentados diretamente em porquinhos-da-
india (Cavia porcellus). Segundo os autores, as menores médias de peso observadas
na alimentagao artificial sugerem que sem os componentes atrativos do animal vivo,
as fémeas de mosquito passam menos tempo se alimentando e consequentemente
ingerem menor quantidade de sangue quando alimentadas artificialmente.

Odores corporais tém sido usados com sucesso para atrair mosquitos (QIU et
al., 2006). A maneira como respondem a tais odores € de grande interesse para o
desenvolvimento de dispositivos eficientes para captura de mosquitos (SCHMIED et
al., 2008). Odores que atraem ou repelem mosquitos podem ser a base das novas
tecnologias para o futuro combate aos vetores de patogenos (MABASO et al., 2004),
visto que esses sinais medeiam importantes interacdes entre vetores e homem, que
estdo associados com a transmissdao de doengas (ZWIEBEL e TAKKEN, 2004;
PICKETT et al., 2010). Dessa forma, estas substdncias também podem ser
empregadas em tecnologias que melhorem a atratividade de mosquitos aos modelos

de alimentacao artificial utilizados em laboratdrio.
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Abstract

Background: A manutengio de colonias de mosquitos em laboratorio implica na necessidade
de suprimento de sangue para que as f€meas possam amadurecer seus odcitos e realizar a
oviposi¢cdo. Neste estudo, foi desenvolvido e testado um novo sistema de hematofagia
artificial para a colonizagdo e manutencao de Cx. quinquefasciatus em laboratorio.

Methods: Desenvolvemos um biofilme polimérico atrativo com &cido L-latico 25% em sua
composi¢do, para ser utilizado como membrana no sistema de hematofagia artificial e
comparamos a taxa de alimentacio das fémeas com Parafilm - M®. Também avaliamos a taxa
de oviposicao, sobrevivéncia larval, e emergéncia de adultos das fémeas alimentadas através
do biofilme atrativo.

Results: A porcentagem média de fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas através do
biofilme atrativo foi de 87%, enquanto apenas 20% ingurgitaram com Parafilm - M® (p <
0,0001). A alimentagao através do biofilme atrativo por nos elaborado, foi capaz de produzir
altas taxas dos parametros bioldgicos avaliados, a porcentagem de postura das f€meas que
realizaram hematofagia artificial através do biofilme foi de 90%, com média de 158 ovos por
jangada. Destes ovos, houve a eclosdao de 97% das larvas, as quais, 95% atingiram o estagio
de pupa. A taxa de emergéncia de adultos correspondeu a 93% das pupas.

Conclusions: O biofilme atrativo foi superior ao Parafilm - M® em relagdo a taxa de
ingutgitamento. Além disso a alimentacdo com o biofilme garantiu taxas signifivativas dos
parametros biologicos avaliados e ndo houve interferéncia dos componentes do biofilme nos
parametros biologicos.

Keywords: Mosquitoes, Blood feeding, Attractive membrane, Cx. quinquefasciatus.

Background
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O mosquito Culex quinquefasciatus Say, 1823 (Diptera: Culicidae) ¢ um importante
vetor de patogenos, como a fildria Wulchereria bancrofti e o virus do Nilo Ocidental [1]. E
também um potencial vetor de arbovirus responséavel pela encefalite de Saint Louis [2] e
recentemente no Brasil, foi detectado que espécimes deste inseto de ambientes urbanos
estavam infectados com ZIKV, sugerindo participacdo em um novo ciclo deste arbovirus [3-
4]. Esta espécie de mosquito tem ampla distribuicdo geografica em areas urbanas e
suburbanas de zonas tropicais a temperadas. Além disso, apresenta comportamento
oportunista de alimentagcdo sanguinea em diferentes hospedeiros, e sua capacidade de
transmitir agentes zoonoéticos de doengas, representa um risco para o possivel cruzamento
entre arbovirus silvestres de passaros e propagacao para o homem, especialmente em areas
urbanas [5].

As fémeas de Culicidae, em geral, precisam realizar hematofagia para a maturagao de
seus oocitos e posterior desenvolvimento dos ovos [6]. Assim, o fornecimento de sangue de
vertebrados € uma etapa essencial e representa o maior desafio para a colonizagao e
manutencado destes insetos em laboratorio. Frequentemente, sdo utilizados animais de
laboratorio como fonte de sangue, no entanto, hd uma série de restrigdes e limitagdes éticas
neste método, além do alto custo e a necessidade de profissional especializado para
mantimento dos animais no biotério [7]. A manutencao de espécies de mosquitos em
laboratodrio, assim como outros artropodes de importancia em saude publica, ¢ fundamental
para estudos sobre biologia, comportamento e desenvolvimento de técnicas de controle.

Alimentadores artificiais vém sendo desenvolvidos e utilizados rotineiramente em
procedimentos para manuten¢do de mosquitos em ambiente laboratorial [8]. Estes
alimentadores normalmente, s3o compostos por um ou mais reservatorios sanguineos,
geralmente encobertos por membranas finas de tecido animal, Parafilm - M® ou colageno [9]

que facilitam a penetragdo das pecas bucais das fémeas para a sua alimentacdo. Para simular



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

32

a presenga de hospedeiro e atrair os mosquitos sao utilizados métodos de aquecimento [8].
Neste contexto, no presente estudo foi desenvolvido e testado um sistema de hematofagia
artificial para a colonizag¢do e manutengdo de Cx. quinquefasciatus em laboratorio, utilizando
como membrana um biofilme polimérico atrativo, o qual contém acido L-latico em sua

composi¢do para aumentar a atragdo e indu¢do do repasto sanguineo.

Methods

Estabelecimento e manutencdo da colonia

Para estabelecimento da colonia de Cx. quinquefasciatus em laboratorio, inicialmente
foi realizada uma coleta a campo de ovos de Culex spp, dispostos em forma de jangada sob a
lamina da dgua, com auxilio de concha entomolédgica e recipientes de vidro. A coleta foi
realizada na area urbana da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil (31°46'28.4" S/
52°21'07.0" W). Posteriormente, as amostras passaram por triagem e as jangadas de ovos
foram alocadas em bandejas, contendo dgua declorada, mantidas em temperatura de 25°C para
eclosdo das larvas. Estas foram identificadas por amostragem de cada bandeja por chave
dicotdmica [6-10]. ApoOs a confirmagdo da espécie, as larvas foram alimentadas com ragao
umida para gatos filhotes (0,5 a 1 grama/bandeja) a cada dois dias e houve troca da 4gua uma
vez durante o estagio larval. Apos atingirem o estagio de pupa, foram transferidas para gaiolas
identificadas com a espécie, data e nimero de geracao (F.0 para espécimes coletados a
campo) para controle da colonia. As gaiolas utilizadas foram confeccionadas de material
plastico com telas na parte superior e lateral, para circulacdo de ar, e presenga de abertura
superior com acesso ao aparato alimentar. Apos emergéncia de adultos foi adicionado solucao

acucarada a 10%, ad libitum.
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Em todas as etapas, o ambiente foi mantido em condi¢des controladas de fotoperiodo
claro/escuro de 12h, umidade relativa (UR) 60% a 70%, temperatura 25°C + 2°C e sistema de

exaustao telado.

Preparo do biofilme polimérico

O biofilme foi preparado pelo método de casting com algumas modificagdes [11].
Inicialmente, preparou-se uma solug¢do aquosa de gelatina 1,3% (m/v), a qual foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1 h. Paralelamente uma solucao aquosa de
poli (vinil dlcool) (PVA) 1,3% (m/v) também foi preparada e mantida sob agitagdo magnética
por 1 h a 80°C. Em seguida, as duas solugdes foram misturadas e homogeneizadas por 30 min
a temperatura ambiente. Logo apds, uma quantidade de glicerol equivalente a 40% da massa
dos polimeros foi adicionada a mistura, para agir como plastificante. Para tornar o biofilme
atrativo para os insetos hematofagos, acido L-latico (25% em relagdo a massa total do
sistema) foi adicionado a solucao filmogénica. Por fim, a solugdo resultante deste processo foi
vertida em uma placa de Petri e transferida para uma estufa a 37 °C até a completa
evaporacao do solvente e formacao do biofilme. O biofilme polimérico atrativo faz parte do
sistema de hematofagia artificial que elaboramos e produzimos, e este encontra-se sob pedido

de patente junto ao INPI (BR 10 2021 015280 0).

Analise das propriedades mecanicas do biofilme

As propriedades mecanicas do biofilme preparado (forga de ruptura, elasticidade
maxima e modulo de Young) foram determinadas a partir de ensaios de tensdo conforme
descrito por Voss et al. [12]. Os ensaios foram realizados em um equipamento texturdmetro
(Stable Microsystems TA.XT2 texturometer, Reino Unido) utilizando corpos de prova

retangulares (26mm comprimento, 76mm largura e 0,18mm espessura). Os parametros de



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

34

analise seguiram a norma ASTM D882-12 e os testes foram realizados com 4 replicatas (n =

4) utilizando amostras antes e apds a exposi¢ao a solucdo de EDTA (1% m/v).

Sistema de hematofagia artificial

O sistema de hematofagia artificial, foi baseado no método descrito por Rutledge et al.
[13], composto por um copo plastico com uma pequena cavidade externa ao seu fundo, para
alojar o sangue e encoberto com o biofilme ou Parafilm - M® formando a superficie de
alimentacdo. Para a utilizagdo do biofilme (Fig. 1a) foi necessario imergir o mesmo em
solucdo de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1% por 1 minuto, (Fig. 1b) para deixar
o biofilme impermeavel e hidrofobico, de forma que este nao pudesse absorver o sangue e
fosse uma barreira fisica entre o alimento e o inseto. O sangue foi coletado de bovino
estabulado nas dependéncias do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Pelotas
(HUV/UFPel) por pun¢io da veia jugular em tubo BD Vacutainer® com EDTA K2.
Aproximadamente 2 mL da amostra sanguinea foi transferida para a cavidade externa do
copo, com uso de pipeta. Em seguida o biofilme foi estendido sobre a cavidade, ficando em
contato com o sangue, e fixado a lateral externa do copo com fita dupla face (Fig. 1c). Na
cavidade interna do copo foi adicionada dgua a 37 °C, para manter o sangue em temperatura
ideal para a realizacdo da hematofagia (Fig. 1d). Para validacao deste sistema, o aparato
também foi feito com o método utilizando Parafilm - M®, o qual, foi friccionado em pele

humana para adesao de ligantes de odores naturais [14].

Ensaio
Para o teste de hematofagia artificial foram realizados 2 tratamentos divididos nos
seguintes grupos: A (sistema de hematofagia artificial com biofilme polimérico com acido L-

latico 25%) e B (sistema de hematofagia artificial com Parafilm - M®). O teste foi realizado
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em triplicata, em cada tratamento foram utilizadas 60 f€émeas, divididas em trés gaiolas (n =
20) com idade média de 5 dias. As mesmas procederam de uma gaiola contendo machos. A
alimentacdo teve dura¢do de 1 h em ambiente escuro com temperatura controlada (25°C). Trés
dias apos a realizacdo da hematofagia foi colocado um recipiente escuro com agua declorada

no interior de cada gaiola para que as fémeas realizassem a postura dos ovos.

Avaliagao dos pardmetros biologicos

A taxa de ingurgitamento foi avaliada pelo nimero de mosquitos fémeas com o
abdome distendido e escuro apds o repasto sanguineo. A taxa de oviposi¢do foi avaliada
contando o numero de jangadas e dividindo-o pelo nimero de fémeas ingurgitadas. Para
avaliar os demais parametros biologicos foram selecionadas aleatoriamente 5 jangadas de
cada gaiola do tratamento com biofilme (n = 15). A média de nimero de ovos produzidos por
fémea foi obtida através da contagem de ovos por jangada com auxilio de estereomicroscopio.
Posteriormente, estes ovos foram transferidos para bandejas com agua declorada para eclosao
dos ovos. As larvas foram alimentadas diariamente com ragao umida para filhotes de gato
macerada. Passadas 48 h, as larvas foram quantificadas, bem como as pupas oriundas dessa
prole. Posteriormente, estas pupas foram transferidas para gaiolas para se avaliar a taxa de

emergéncia dos adultos.

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Prism versao 9.0 para
Windows, Graph Pad Software (San Diego, CA, EUA). A andlise de variancia (ANOVA)
unilateral seguida do teste de Tukey foi utilizada para determinar se havia diferencas

estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os métodos de alimentagdo artificial de sangue.
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Results

O biofilme polimérico apresentou translucidez, e quando esticado a espessura variou
de 0,10 e 0,12 mm, demonstrando boa flexibilidade e estabilidade. Apos ser imerso em
solucdo de EDTA 1% (m/v) e estendido novamente, notou-se que a espessura média reduziu
para 0,05 a 0,07mm. Contudo, nao foram observadas modificagcdes visuais no biofilme.
Comparativamente, o biofilme com EDTA apresentou boas propriedades mecanicas, onde a
tensao maxima de ruptura e o modulo de Young foram ligeiramente superiores se comparado
a amostra sem EDTA (Table 1). Com relagao a elasticidade, ndo foram observadas mudancas
estatisticamente significantes para ambas as amostras (com ou sem EDTA). Notamos que o
filme com EDTA também se mostrou mais hidrofébico o que pode ser uma vantagem com
relacdo ao manuseio e praticidade de aplicagao.

A porcentagem média de f€émeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas artificialmente
com sistema utilizando biofilme atrativo foi de 87%, enquanto que apenas 20% ingurgitaram
com Parafilm - M®. Houve diferenca estatistica significativa entre as diferentes membranas
utilizadas (p < 0,0001), e os dados sdo apresentados na figura 2. No grupo A foi avaliado a
taxa de produgdo de ovos, viabilidade dos mesmos em relacao a eclosdao e desenvolvimento
das larvas, pupas e adultos. A taxa de postura das fémeas que realizaram hematofagia
artificial através do biofilme foi de 90% com média de 158 ovos por jangada. A porcentagem
de larvas que eclodiram foi de 97% sendo que destas, 95% atingiram o estagio de pupa. A

taxa de emergéncia de adultos correspondeu a 93% das pupas.

Discussion

A manutencao de colonias de mosquitos em laboratorio requer um suprimento de
sangue para que as fémeas possam amadurecer seus odcitos e desenvolvimento dos ovos [6].

Devido aos parametros bioéticos atuais, o uso direto de animais estd sendo substituido pela
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alimentacdo artificial de sangue. Laboratorios de criacao em larga escala de mosquitos
utilizam o Hemotek®, um equipamento especifico para alimentagio artificial com sangue
(Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido) [15]. Este método possui alto custo de execugdo,
além de exigir infraestrutura e inspecao [16]. O presente estudo ¢ inovador pois descreve o
desenvolvimento e aplicabilidade de uma membrana atrativa aos insetos hematofagos, capaz
de atrair e induzir o repasto sanguineo artificial de Cx. quinquefasciatus em condigdes
laboratoriais com custo mais baixo.

Diferentes membranas tém sido utilizadas em procedimentos de alimentacao artificial
na tentativa de simular a pele de animais vertebrados. Alguns estudos indicaram a predilecao
dos mosquitos por membranas naturais, mas ha registros de que outras membranas sintéticas,
como colageno intestinal e Parafilm - M®, foram bem sucedidas com algumas espécies de
culicideos [13,17-18]. O biofilme polimérico desenvolvido neste estudo ¢ composto de
materiais que garantem sua funcionalidade e aplicagdo. Os polimeros utilizados foram
escolhidos de acordo com as suas caracteristicas. A gelatina, por exemplo, € um biopolimero
derivado do coldgeno e possui propriedades relevantes como atoxicidade, biodegradabilidade
e biocompatibilidade [19]. O PVA, por sua vez, ¢ um polimero sintético, biodegradavel e de
baixa toxicidade, que possui excelentes propriedades filmogénicas [20]. Ja o acido L- lactico ¢
um dos principais volateis secretados pelas glandulas sudoriparas écrinas de vertebrados, e
possui papel importante na atratividade de mosquitos. Esta foi a primeira substancia isolada e
identificada que possuia efeito atrativo para mosquitos em testes de comportamento em
laboratério [21]. Em estudos com olfatometro de dupla escolha, Culex quinquefasciatus foi
atraido pelo 4cido L-lactico [22-23].

Na exposi¢do do biofilme ao EDTA o biofilme mantém as propriedades mecanicas
observadas para o filme sem EDTA, contudo, um ligeiro aumento da rigidez foi observado.

Provavelmente, a interagdo do anticoagulante com a matriz polimérica do filme explique esse
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comportamento. Ainda, o biofilme com EDTA preserva uma alta elasticidade o que facilita o
seu manuseio durante a aplicacdo. Essa caracteristica permite que o mesmo seja esticado sob
o sangue formando uma barreira fisica entre este alimento e o inseto. Por fim, notou-se que
durante o uso do biofilme com EDTA nao houve absor¢do do sangue contido no reservatorio.
Sugere-se que isso tenha ocorrido devido ao aumento na hidrofobicidade na superficie do
mesmo, causado pela presenca da substancia.

Outra vantagem desse sistema ¢ o fato de que o biofilme € produzido a partir de
polimeros biodegradaveis, o que permite que sua degradagdo seja rapida, minimizando o dano
ao meio ambiente. Portanto, ap6s seu uso o mesmo pode ser autoclavado e descartado.

Viarios fatores podem influenciar a alimentacao dos culicideos, como estimulos tateis,
visuais, olfativos, temperatura da superficie de alimentacao, temperatura do sangue, entre
outros [24]. A forma comumente utilizada para atrair as fémeas para dispositivos artificiais ¢
simulando a presenca de hospederio pelo calor, através do aquecimento do sangue confinado
no reservatorio, principalmente através de sistemas de circulagao de dgua [16,25,26-27].
Dispositivos que ndo possuem circulacao de 4gua mantém o sangue aquecido através do
abastecimento em compartimentos internos com liquido aquecido [14], bolsa térmica [28],
ceramica com conexao elétrica para aquecimento [29] ou equipamento eletronico com placa
metélica [30]. Baseados em estudos com olfatdmetro de dupla escolha, Cx. quinquefasciatus
foi atraido pelo acido L-lactico [22-23]. Assim, o biofilme que produzimos contém este
composto quimico em sua composicao que funciona como atrativo aos mosquitos, simulando
a presencga de hospedeiro. Desta forma, sugere-se que o biofilme que desenvolvemos pode
atrair e influenciar as fémeas de Cx. quinquefasciatus a realizarem o repasto sanguineo,
garantindo altas taxas de ingurgitamento, em laboratdrio. (Fig. 2). Numero bastante superior
aos encontrados na literatura, Moutailler et al. [31] estudando a transmissao do virus da febre

de Rift Valley, alimentou artificialmente Cx. quinquefasciatus usando membrana Parafilm-M
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® e obteve apenas 1% das fémeas ingurgitadas. Em experimentos realizados com Ci.
quinquefasciatus através do uso de dispositivos com circulagdo de dgua para aquecimento do
sangue, houve uma variacdo da taxa média de alimentacdo entre 45,0 a 48,0% [26].

Novak et al. [32], comparando diferentes tipos de membranas para alimentacdo
artificial de mosquitos, observou que fémeas de Cx. quinquefasciatus sdo mais relutantes em
se alimentar por meio de membranas artificiais do que diretamente em animais vivos. Dias et
al., [33] avaliaram a eficiéncia de diferentes membranas, sendo elas, colageno, latex e
Parafilm - M® na alimentagdo deste culideo e obtiveram porcentagens de fémeas alimentadas
de 65%, 60% e 80% respectivamente, porém a taxa de fecundidade foi de apenas 55 a 80
ovos, sendo o Parafilm - M® o que apresentou maior taxa de fecundidade. Dias et al. [26]
avaliaram fontes sanguineas de alimentacao artificial para Cx. quinquefasciatus, € observaram
que o sangue de coelho citratado apresentou o melhor resultado com média de 44 ovos em
comparacao ao sangue de ovelha citratado (média de 39 ovos), sangue de ovelha desfibrinado
(média de 30 ovos) e sangue de coelho desfibrinado (média de 36 ovos). A média de
alimentacdo direta em cobaia foi ligeiramente maior (55 ovos). Em nosso trabalho a taxa de
postura de Cx. quinquefasciatus alimentadas utilizando biofilme foi de 90% com média de
158 ovos por jangada com sangue bovino anticoagulado, portanto, além de garantir altas taxas
de alimentagao o biofilme também nao interfere na fecundidade, permitindo grande produgao
de ovos pelas fémeas.

Além da fecundidade ser satisfatoria utilizando o biofilme, este método também
garantiu altas taxas de eclodibilidade atingindo 97%, as larvas se desenvolveram sem maiores
perdas, e 95% atingiram o estagio de pupa. A taxa de emergéncia de adultos correspondeu a
93%, portanto, ndo foi observado interferéncia dos componentes do biofilme em nenhum
estagio de desenvolvimento do ciclo de Cx. quinquefasciatus. Laboratorios que produzem

mosquitos em larga escala necessitam de protocolos atualizados, com alternativas para
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melhoramento das colonias, como rapidez no processo de alimentagdo dos insetos, menor
perda de mosquitos adultos, maior produtividade de ovos apds repasto sanguineo, e
consequentemente, maior produgdo de mosquitos [25]. Nosso processo de hematofagia
artificial com biofilme polimérico atrativo ¢ capaz de garantir altas taxas de producdo de ovos
férteis de Cx. quinquefasciatus com porcentagem bastante expressiva atingindo o estagio
adulto. Atualmente nossa colonia de Cx. quinquefasciatus esta na geragao F.9, os insetos
encontram-se aclimatados e o processo de hematofagia artificial otimiza a manutengao do

ciclo biologico em laboratorio.

Conclusions

As fémeas de Cx. quinquefasciatus alimentadas artificialmente com sistema utilizando o
biofilme polimérico atrativo, preparado nesse estudo, apresentaram uma taxa de ingurgimento
superior ao Parafilm - M®. O biofilme polimérico possui propriedades mecanicas adequadas a
sua aplicacdo e seu carater hidrofobico assegurou a estabilidade do mesmo durante o periodo
de teste. Além disso, o mesmo foi produzido a partir de polimeros biodegradaveis, o que
permite que sua degradacao seja rapida, minimizando o dano ao meio ambiente. Pode-se
concluir que ndo ha interferéncia dos componentes do biofilme em nenhum estagio de
desenvolvimento do ciclo e nos parametros biologicos avaliados como a fecundidade, taxa de
eclodibilidade dos ovos, desenvolvimento das larvas em pupas e taxa de emergéncia de
adultos. Este estudo contribui significativamente para pesquisas que envolvam a manutencao
do ciclo biologico de Cx. quinquefascitus em laboratério. O sistema de hematofagia artificial
com biofilme polimérico atrativo € eficaz, pratico e pode ser utilizado para outras espécies de
insetos hemat6fagos. Assim, também podera contribuir com pesquisas sobre o

comportamento, interagdes inter e intraespecificas, controle ambiental e capacidade vetorial.
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Fig. 1 Processo de montagem e utilizagcao do sistema de hematofagia artificial (a) biofilme
polimérico atrativo (b) biofilme polimérico atrativo apos ser tratado com EDTA 1% (c¢)
sistema de hematofagia artificial preparado para utilizagao (d) fémeas de Culex

quinquefasciatus realizando o repasto sanguineo através do biofilme.
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Fig. 2 Numero de fémeas ingurgitadas depois da hematofagia artificial em biofilme e Parafilm
- M®. O " mostra diferenca estatistica pelo teste ANOVA seguido por Teste de Tukey (p <

0,0001).
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Table 1 Propriedades mecanicas determinadas a partir do ensaio de tragdo para amostras de

biofilme antes e apds a exposi¢ao a solucdo de EDTA 1% (m/v).

Amostra Forca de ruptura (N)  Elongacio maxima (%) Médulo de Young
(kPa)
Biofilme sem EDTA 1,1+0,1 63,42 + 8,03 3,84+0,16
Biofilme com EDTA 2,2+0,8 70,32 £ 12,34 6,38 £0,27
Graphical abstract
Bioloaical cvcle Culex auinauefasciatus Blood feeder svstem with attractive biofilm
el /
ﬁ /1 Anracnve‘
g N\ / polymeric biofilm ’;
\ ¥ 1 Hematophagy
/ \ Cx. quinquefasciatus
. w— Blood — s in biofilm
Lp—
7



5 Conclusoes

- O sistema de hematofagia artificial com biofilme polimérico atrativo
desenvolvido por nosso grupo se mostrou eficiente, capacitou a manutencao e
preservacdo de uma colénia de mosquitos da espécie Culex quinquefasciatus em
laboratério.

- A hematofagia artificial com o biofilme desenvolvido apresentou maiores taxas
de ingurgitamento se comparado a membrana sintética Parafiim-M®. Fémeas de Cx.
quinquefasciatus alimentadas através do biofilme atrativo produziram taxas de
oviposigao, desenvolvimento larval, pupagao e emergéncia de adultos significativas.

- O biofilme polimérico atrativo desenvolvido neste estudo foi eficiente em
relagcédo as propriedades fisicas (elasticidade e resisténcia) e quimicas (quimiotaxia de
mosquitos) o que possibilitou a hematofagia de Cx. quinquefasciatus.

- Por fim, o biofilme atrativo se mostrou eficaz, pratico e pode ser utilizado para
outras espécies de insetos hematéfagos, sendo, portanto, um avanco e contribuira
para pesquisas sobre o comportamento, interacdes inter e intraespecificas, controle

ambiental e capacidade vetorial.
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Professor do ensino superior

Rua Gongalves Chaves, 4229 - apto 406, Centro, Pelotas
Pelotas

RS

96105-560

BRASIL

(53) 999 110618

drefajardo@hotmail.com

JAQUELINE FERREIRA DE SOUZA
03023751048

Brasileira

Doutorando

Rua Salvador Balreira, 1053

Pelotas

RS

96075-620

BRASIL

(53) 991 590258

jferreirasouza93@hotmail.com

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Resumo

Relatorio Descritivo

Reivindicacao
Desenho

Procuragao

Nome
Comprovante.pdf
Resumo_corrigido..pdf
Relatorio_descritivo_corrigido.pdf
Reivindicacoes_corrigido.pdf
Desenhos_corrigido.pdf

PROCURACAO_DIGITAL.pdf

PETICIONAMENTO
ELETRONICO
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Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 03/08/2021 as
10:21, Peticdo 870210070515



Acesso ao Patrimonio Genético

Declaragédo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invengéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patriménio Genético
Brasileiro, o acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nao se aplica.

Declaragdo de veracidade

Iz[DecIaro, sob as penas da lei, que todas as informacgdes acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

PET| ’C’QNAMENT (0 Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 03/08/2021 as
ELETRONICO 10:21, Peticio 870210070515
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