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RESUMO

As fémeas Aedes aegypti sdo responsdveis pela transmissdo de diversos patégenos causadores de doengas em seres humanos, como o virus Dengue (1-
4), Chikungunya, Zika e Febre Amarela. A criagdo desses vetores em laboratdrio atende a diversas finalidades como, estudos de comportamento, fisiologia,
genética, infectividade e susceptibilidade a agentes quimicos, no entanto, isso requer a utilizagdo de sangue de vertebrados, o que implica em um grande
obstaculo devido ao risco de contaminagdo ligado ao uso de materiais bioldgicos, regulamentagées éticas, além de ser caro para adquirir e dificil de
armazenar por longos periodos. Estudos vém demonstrando o potencial de possiveis dietas artificiais como substitutos ao sangue de vertebrados na
criagdo massal de Ae. aegypti. Este estudo de revisdo tem como objetivo ressaltar a importancia da utilizagdo de dieta artificial na criagdo massal de
mosquitos em laboratério. Portanto, buscou-se especificamente realizar um levantamento bibliogréfico através de uma revisdo sistemética, em que foram
verificados os primeiros estudos baseados em dietas artificiais e sua evolugdo até os dias atuais para Ae. aegypti. De maneira geral, sdo utilizados nas
refei¢des Soro Albumina Bovina (BSA) como principal fonte proteica para fins de produgdo de ovos além de outros nutrientes como agucares, lipidios,
vitaminas, fontes de ferro e um sistema tamp&o adequado e sdo geralmente disponibilizadas através de alimentadores artificiais por meio de membrana.
Podemos concluir que é possivel formular uma dieta quimicamente definida para criagdo massal da referida espécie em substituicdo ao sangue de
vertebrados tornando-se uma abordagem desejavel ndo apenas no ponto de vista financeiro, mas também ético.

Palavras-chave: Dietas artificiais, Laboratdrio, Manutengdo, Refei¢des livres de sangue.

ABSTRACT

Aedes aegypti females are responsible for the transmission of several pathogens causing diseases in humans, such as Dengue virus (1-4), Chikungunya,
Zika and Yellow Fever. The rearing of these vectors in the laboratory serves several purposes as, studies of behavior, physiology, genetics, infectivity and
susceptibility to chemical agents, however, this requires the use of vertebrate blood, which implies a great obstacle due to the risk of contamination linked
to the use of biological materials, ethical regulations, besides being expensive to acquire and difficult to store for long periods. Studies have demonstrated
the potential of possible artificial diets as substitutes for the blood of vertebrates in the mass rearing of Ae. aegypti. This review study aims to highlight
the importance of using artificial diets in the laboratory rearing of this species. Therefore, it was specifically aimed to perform a bibliographic survey
through a systematic review, in which the first studies based on artificial diets and their evolution until the present days for Ae. aegypti were verified. In
general, Serum Albumin Bovine (BSA) is used in meals as the main protein source for egg production purposes in addition to other nutrients such as sugars,
lipids, vitamins, iron sources and a suitable buffer system and are generally available through feeders. artificial by means of membrane. We can conclude
that it is possible to formulate a chemically defined diet for the mass rearing of this species as a replacement for the blood of vertebrates, becoming a
desirable approach not only financially, but also ethically.

Key words: Artificial diets, Laboratory, Maintenance, Blood free meals.

INTRODUCAO o risco de surtos epidémicos das doengas causadas pelos virus
supracitados vém causando grande preocupagao aos orgaos de
Saude Publica (WHO, 2020).
O mosquito Aedes aegypti pertence a ordem Diptera ¢ familia
Culicidae. Foi introduzido no Brasil através das grandes
navegacdes oriundas do continente africano provavelmente
com o grande fluxo do transporte de escravos, fato ocorrido no
periodo colonial (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994). No Brasil essa espécie ¢ urbana e vive associada a
aglomeragcdes humanas sendo considerada endofilico e
Uma vez infectado o mosquito pode transmitir o virus o resto preferencialmente - antropofilico  (BARATA - et al‘? 2001;
da vida (WHO, 2020) GOMES et al., 2005; HONORIO et al., 2009). Além disso, sdo
’ ’ encontrados em areas tropicais e subtropicais onde a

O Aedes aegypti ¢ considerado o principal vetor responsavel temperatura ¢ umidade favorecem sua proliferacdo (TAUIL,
pela tralmsmisséo dash.':.lrboviroses: Dengue (DENY{I—4), Febre  2002; 10C, 2020).

CAaT:;(j oias(zgzz;eniaggsfrz: hfl?n};gj;/()VZSZCIOE}\I((éIﬁ;g: O Ae. aeigypti possui caraqteristicqs sipgu}ares que o difere de
2015, MARCONDES ¢ XIMENES, 2016; WHO, 2020). outros géneros df? mosquitos, pois dispde de listras preto e
Portanto, o Aedes aegypti desempenha papel importante na brancas no corpo inteiro. A espécie tem escamas prateadas em
introduio e manutenciio de ciclos epidémicos urbanos de seu escudo que forma o desenho de uma lira, diferente do Aedes

diversos arbovirus (VASCONCELOS e CALISHER, 2016) ¢ albopictus que embora também apresente esse padrio de
’ manchas preto e branca pelo corpo, possui uma faixa

De acordo com as revisdes realizadas por Weaver e Barrett
(2004) e Kuno e Gwong-Jen (2005), sdo considerados
arbovirus os virus transmitidos por artropodes hematofagos
para hospedeiros vertebrados suscetiveis e para que ocorra a
transmissdo. E necessario o envolvimento de trés elementos
primordiais: vetor-virus-vertebrado. Ou seja, ao se alimentarem
do sangue de um animal infectado as fémeas de mosquitos
(vetor) se contaminam e durante a proxima refeicao sanguinea
transmitem o virus através da saliva a um novo hospedeiro.

REVISTA FIMCA 1 Volume 8 | NUmero 1 | Marco, 2021



longitudinal em seu escudo e uma coloragdo um pouco mais
escura (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Os mosquitos adultos tém como alimento basico os agucares e
¢ um recurso exclusivo para os machos e comuns para fémeas.
Os aglcares naturais utilizados pelos mosquitos incluem a
glicose, frutose, sacarose, maltose e melizitose, normalmente
obtidos do néctar das flores, seivas e frutos (NAYAR e
SAUERMAN, 1975). A ingestdo de substancias agucaradas ¢
importante para suprir a necessidade de metabolismo
energético com o acumulo de glicogénio e triglicerideos,
necessarios para atividades como voo e sobrevivéncia
(NAYAR ¢ SAUERMAN, 1973), para longevidade e
fecundidade (ANDERSSON, 1992), além de uma importante
fonte de energia durante o primeiro ciclo gonotréfico e na
producdo de ovos através da sintese de lipideos e proteinas do
ovo (ZHOU; PENNINGTON; WELLS, 2004).

As fémeas alimentam-se necessariamente de sangue de
vertebrados. Esse comportamento hematofagico ¢ essencial
para produgdo e maturagio dos ovos (GONZALEZ et al.,
2019), através da utilizagdo de proteinas presentes no sangue
(CLEMENTS, 1992; BRIEGEL, 2003), em que os
aminoacidos provenientes da digestdo dessas proteinas podem
ser usados na sintese de lipideos e proteinas do ovo, bem como
para obtencdo de energia (ZHOU; PENNINGTON; WELLS,
2004). Além disso, as refeigdes sanguineas podem influenciar
em pardmetros biologicos como fecundidade, fertilidade
(RICHARDS et al., 2012; PHASOMKUSOLSIL et al., 2013;
GUNATHILAKA et al, 2017) e sobrevivéncia (XUE; ALL;
BARNARD, 2008; PHASOMKUSOLSIL et al., 2013).

O estabelecimento de coldnias de insetos em laboratorio atende
a diversas finalidades como estudos de comportamento,
fisiologia, genética, infectividade e susceptibilidade a agentes
quimicos (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994)
e isso requer uma criagdo massal de mosquitos para a realizagdo
dos experimentos. No entanto, a criagdo de mosquitos em
laboratério depende de sangue de vertebrados para produgio de
ovos, ¢ sua utilizagdo implica em riscos ligados ao uso de
materiais bioldgicos (contaminagao), regulamentag¢des extensas
para utilizagdo de sangue humano ou de animais (CEP ou
CEUA), além de custos elevados, validade de curto periodo,
refrigeracio constante e pode ser dificil sob condigdes de
campo. A obtencdo de sangue “fresco” de vertebrados implica
em um grande obstaculo para criagdo massal de mosquitos em
laboratério (GONZALES et al., 2015; GONZALES e
HANSEN, 2016; MARQUES et al., 2020).

Na tentativa de mitigar os gargalos da utilizacdo de sangue de
vertebrados na criagdo massal de mosquitos, pesquisadores
propdem a utilizagdo de dietas artificiais e sistemas de
alimentagdo com membrana para mosquitos que secja
equivalente ao sangue na produggo de ovos. Além disso, dietas
artificiais possuem uma composi¢do padronizada, contendo
componentes e concentragdes definidas enquanto o sangue de
vertebrados ndo ¢ equivalente (MARQUES et al., 2020).

Dentro dessa perspectiva, a utilizagdo de uma dieta artificial em
substitui¢do a alimenta¢do sanguinea na criagdo de mosquitos
em laboratoério para fins de producdo de ovos, pode ser uma
importante ferramenta aliada a esse processo, diminuindo os
custos e tramites legais envolvendo a manutenc¢ao de colonias
de insetos vetores, além dos riscos de contaminagdo
relacionados ao uso do sangue.

Portanto, esta revisao tem como objetivo elucidar a importancia
de estudos sobre dietas artificiais em substitui¢do do sangue de
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vertebrados na criagdo massal de mosquitos em laboratorio,
destacando sua composicao e concentragao ¢ se foram ou ndo
baseados nos componentes do sangue.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisao sistematica, elaborada conforme descrito
pelas diretrizes PRISMA (Principais Itens para Relatar Revisdes
sistematicas e Meta-analises), no qual consiste em um checklist
de 27 itens e um fluxograma que orientam para a descri¢do clara
de revisdes sistematicas ¢ meta-analise (MOHER et al., 2015).
De acordo com os autores, uma revisao sistematica requer uma
pergunta de forma clara, utilizando métodos sistematicos e
explicitos para identificar, selecionar e avaliar de maneira critica
pesquisas relevantes, além de coletar ¢ avaliar dados desses
estudos que sdo incluidos na revisao.

Portanto, o processo para a escrita desta revisdo sistematica
consistiu em: formular a pergunta de pesquisa (i); definir a
estratégia de busca (ii); fazer a busca nos bancos de dados (iii);
identificar os artigos através do titulo e abstract (iv); recuperar os
artigos (v); selecionar os artigos primarios de acordo com os
critérios de inclusdo e exclusdo (vi); extrair os dados (vii);
avaliagdo da qualidade (viii); sumarizagdo dos resultados
coletados (ix).

Esta revisdo teve como enfoque principal dietas artificiais em
substituicdo do sangue de vertebrados para criacdo massal de
mosquitos em laboratorio. A pesquisa foi realizada utilizando as
seguintes bases de dados eletronicas: Scielo, Lilacs, Google
Scholar ¢ Medline, utilizando os descritores: Aedes aegypti,
Blood-free meal, Artificial diets, Vitellogenesis e
Embryogenesis.

Foram incluidos: Artigos em inglés; Artigos que abordaram o
tema dieta artificial livre de sangue de vertebrados; Espécie
estudada Aedes aegypti. Foram considerados excluidos:
Guidelines, Artigos de revisio e de Opinido, Short
communication, Editoriais e artigos de dietas artificiais contendo
sangue ou fracdes de sangue de vertebrados.

Estudos identificados por
meio de busca bibliogrdfica
nas bases de dados
n=95

de busca manual na sessdo de
referéncias dos artigos
n=41

[Esfudos identificados por meio

l

Estudos selecionados por
meio da leitura do titulo ou _.{

Estudos excluidos por
serem revisdes ou ’

resumo duplicatas
n=45 n=4
Estudos selecionados para Estudos excluidos por ndo
verificagdo de critérios de respeitarem os critérios de
inclusdo inclusdo
n=41 n=28

l

Estudos incluidos para
presente revisdo
n=13

\ Incluidos H Elegibilidade H Triagem Hldzn'rificndos‘

Figura 1. Fluxograma da informag@o com diferentes fases da
revisdo sistematica.

RESULTADOS

O conceito de autogenia e anautogenia foi definido em 1929 por
Roubaud, em que os insetos se caracterizavam com base em sua
estratégia reprodutiva. O primeiro ¢ utilizado para definir insetos
que sdo capazes de realizar seu primeiro ciclo gonotrofico sem
refeicdes sanguineas, enquanto a anautogenia ¢ um termo
utilizado para muitas espécies de mosquitos e outros insetos que
obrigatoriamente necessitam de sangue para iniciar a ovogénese
(ROUBAUD, 1929), como por exemplo, 0 Aedes aegypti, que se
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alimenta preferencialmente de sangue humano (FITZPATRICK
etal., 2019).

E durante as refeigdes sanguineas que ocorre a vitelogénese,
evento fisiologico de sintese e secrecdo de precursores da
proteina da gema (principalmente a vitelogenina), importantes
para o desenvolvimento dos ovocitos (RAIKHEL et al., 2002).
Os aminoécidos provenientes das refeides sanguineas sao os
principais nutrientes responsaveis pela ovogénese e podem estar
ligados a uma proteina ou livres no plasma (DIMOND et al.,
1955; BRIEGEL, 1985; ZHOU e MIESFELD, 2009).

Para criagdo de mosquitos sdo necessarios vertebrados vivos ou
sangue coletado de vertebrados, para fins reprodutivos. Esse
sangue pode ser oferecido as fémeas através da alimentagdo da
pele ou através de um sistema de alimentacio artificial

geralmente por membrana. E importante ressaltar que o uso de
animais vertebrados como fonte de sangue esta sujeito a
regulamentagdes extensas pelos comités éticos, sendo
recomendado o uso de alimentadores artificiais de sangue em vez
de animais vivos, além disso, comprar e armazenar sangue para
programas de criagdo em massa € caro € 0 sangue tem um prazo
de validade de duas semanas (GONZALES et al., 2018).
Portanto, a dependéncia do sangue € um fator limitante na criagdo
de mosquitos em massa.

A partir dessas informagdes, varios estudos vém sendo realizados
na tentativa de definir quais requisitos nutricionais do sangue sdo
essenciais para producdo de ovos em fémeas de Ae. aegypti
(Tabela 1).

Tabela 1. Estudos em ordem cronologica contendo suas metodologias e principais achados.

Estudo Componentes da Dieta Modelo de Alimentador Resultado Principal

Leaetal, (1955) Leite desnatado e mel Discos de Algodao O leite desnatado permitiu a produgao de ovos.

Dimond et al., (1955) Mistura de 18 aminoacidos e mel 10% em Discos de Algodao Baixo niimero de 5,2 ovos/fémeas foi relatado.
agua

Leaetal., (1956) Mistura de 12 aminoacidos, dextrose, Discos de Algodao Aumenta a producdo média para 35 ovos/fémeas.
levulose e sais em agua

Dimond et al., (1956) Mistura de 11 aminoacidos, sais (NaCl e Discos de Algodao Producio média de 40 ovos/fémea, apos 14 dias de
NaOH) e glicose ou frutose em agua oviposi¢ao, indicando que a estimulagdo para o

desenvolvimento dos ovos ainda ndo foi ativada.

Kogan (1990) Proteinas Suinas: Albumina (102 mg/mL) Membrana Parafilm Média de 101 + 6,8 ovos/fémea. Criago de Aedes aegypti
Hemoglobina (8 mg/mL) y-Globulina (15 por oito geragdes.
mg/mL), ATP (1 mM), NaCL (5-10 mM),
NaHCOs; (120 mM) em agua

Cosgrove e Wood (1996)  Proteinas Bovinas: Globulina (30 mg/mL), Membrana de colageno ~ Média de 64,56 + 5,1 ovos/fémea e 54,1 % taxa de eclosdo
hemoglobina (8 mg/mL), albumina (100 larval. Colonia de Aedes aegypti criada por mais de 25
mg/mL) e ATP (1 mM) em solugdo Ringer geragoes.

Griffith e Turner (1996) Ovoalbumina (2,25 g/100mL) e Leite de Membrana de Cera Permitiu a criagdo de Aedes aegypti durante cinco geragdes

Gonzales et al., (2015)

Talyuli et al., (2015)

Dutraetal., (2017)

Gonzales et al., (2018)

Gaugler, et al., (2019)

Kandel et al., (2020)

Soja (3,3 g/100mL), NaCL (0,15 M),
NaHCO:; (102 M), ATP (10° M) em dgua

BSA (200 mg/mL), cloreto de ferro-I11 (0,5
mg/mL), ATP (1 mM) em APS

Proteinas Bovinas: Hemoglobina (8 mg/mL),
Albumina (100 mg/mL), gamaglobulina (30
mg/mL), colesterol (2 mg/mL), isolectina ou
fosfatidilcolina (70 mg/mL) e LDL (0,8
mg/mL) em Soro Fisiologico

Proteina do leite (125 mg/mL), formula (15
mg/mL), globulos vermelhos bovino e ATP
(2 mM), em APS (10x)

BSA (200 mg/mL), Hemoglobina Bovina (5
mg/mL), Gema de ovo de galinha (5
mg/mL), Glicose (50 mM), ATP (3 mM) em
mAPS

Soro albumina bovina (20%), Colesterol
(0,2%) e Agucar (5%) em tampao PBS

Metodologia utilizada por Gonzales et al.,
(2018). Dieta SkitoSnack

Parafilm

Membrana de Parafilm

Membrana de Parafilm

Sistema Hemotek
Membrana

Membrana de Parafilm

Livre em Plataformas de
alimentagao

Membrana de Parafilm

com posterior declinio no peso e na fecundidade dos adultos.

Produgdo média de 66 + 10,8 ovos/fémea e taxa de eclosao
larval de aproximadamente 33%

Boa produgio de ovos, com médias de aproximadamente 75
ovos/fémea. Foi possivel observar dentre outros pardmetros,
a formag@o da Membrana Peritrofica, bem como em
mosquitos alimentados com sangue.

Média de ~ 100 ovos/fémea e taxa de eclosdo larval de 80%.
Foi relatado 100% de transmissdo materna a partir de
fémeas infectadas com Wolbachia na progénie F1 e F2.

Dieta denominada SkitoSnack patenteada. Média de 51
ovos/fémea e taxa de 75 % de eclosdo larval. Colonia de
Aedes aegypti criada por mais de 20 geragdes. Mosquitos
possuem tragos de vida semelhantes aos mosquitos criados
com sangue.

Nao utiliza ATP e nem membrana, no é espécie especifica
e suportou a produgio de ovos e a criagio de diferentes
espécies de mosquitos (incluindo do género Aedes) por
varias geragoes.

A dieta mostrou-se eficaz em todas as cepas de Ae. aegypti.
Também se mostrou adequada para a criagio de Aedes
albopictus, criados por 11 geracdes. Ndo permitiu o
desenvolvimento em Cimex lectularius.

As primeiras tentativas de substituir o sangue incluia o
oferecimento de leite com mel em algoddo (LEA et al., 1955),
proteinas isoladas (LEA et al., 1956), ou uma mistura de
aminodcidos, sais ¢ agtcares (DIMOND et al., 1956).
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Lea et al., (1955) relataram que os gastos € o tempo necessarios
na criagdo de rotina dos mosquitos alimentados com sangue de
cobaia viva (coelho) eram grandes, portanto, investigagdes foram
realizadas para encontrar uma dieta alternativa para criagdo de
Ae. aegypti que fosse capaz de suportar a producdo de ovos a
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partir de um material mais barato e facilmente disponivel.
Experimentos contendo leite desnatado e mel em algodao (37°C)
resultaram na produgdo de ovos (fecundidade), parametro
essencial na biologia reprodutiva de mosquitos hematofagos. De
acordo com os autores, essa dieta poderia substituir o sangue
utilizado rotineiramente na criagdo de Ae. aegypti em laboratorio.

O sucesso na producdo de ovos particularmente com os
hidrolisados de proteinas, sugeriu que a oviposi¢do poderia
ocorrer se fémeas de mosquitos fossem alimentadas com uma
mistura de aminoécidos, sendo possivel determinar os requisitos
nutricionais necessarios para reproducio de fémeas de Ae.
aegypti. Um estudo com uma mistura de 18 aminoacidos
(baseadas nas concentragdes do sangue ¢ da caseina) ¢ mel a
10%, diluidos em agua foram oferecidos aos mosquitos em
discos de algodao. De acordo com dados obtidos no estudo, uma
dieta composta por esses aminoacidos resultou na producio de
ovos em fémeas de Ae. aegypti, com maiores propor¢des para
primeira dieta com 2.600 para cada 500 fémeas, ou seja, uma
média de 5,2 ovos por fémea, sendo considerada improdutiva
(DIMOND et al., 1955).

Em continuidade aos estudos supracitados, Lea et al., (1956)
investigaram uma refeicdo baseada em fontes alimentares
provenientes de diferentes proteinas ou seus hidrolisados
enzimaticos (sangue bovino citratado, leite desnatado, albumina
do ovo, proteose-peptona e digestao enzimatica de soja, levedura,
caseina e lactalbumina), outra dieta a partir de uma combinagao
de 12 aminoacidos (em diferentes concentracdes), dextrose,
levulose e uma mistura de sais diluidos em agua, além de uma
dieta com a omissdo de alguns desses aminoacidos. De acordo
com resultados, apenas certas proteinas ou seus hidrolisados
enzimaticos estimularam a produgdo de ovos, na formulagdo da
dieta proteina-agucar, o fator nutricional essencial para a
produgdo de ovos estava ligado a ingestdo da proteina e que a
alimentagao agucarada sozinha ndo induz a produgfo de ovos em
Ae. aegypti. Além disso, foi constatado que a omissdo de oito
aminodcidos tornava a dieta inviavel para producao de ovos e que
a concentragdo ideal dos aminodcidos foi fundamental para
estabelecer uma dieta que estimulasse a produgdo de uma média
de 14.000 ovos em 14 dias a partir de 400 fémeas de mosquitos.

Baseado em estudos preliminares realizados por Lea et al., (1955)
e Dimond et al., (1955), foi averiguado por Dimond et al., (1956)
quais aminodacidos sdo requeridos pelas fémeas de Ae. aegypti
para fins de produg@o de ovos. A dieta foi quimicamente definida
apos verificagdo das concentragdes ideias de 11 aminoacidos e
suas combinagdes. O meio continha, além dos aminoacidos, uma
mistura de sais (NaCl e NaOH) e agticares (glicose ou frutose)
diluidos em agua ¢ oferecidos aos mosquitos em algoddes
embebidos com a dieta. De acordo com os autores, a arginina,
isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptofano e
valina foram considerados aminoacidos extremamente essenciais
para producdo de ovos, pois quando omitidos ndo ocorria
oviposigao pelas fémeas. A formulagao ideal induziu a produgdo
de 16.000 ovos a partir de 400 fémeas (média de 40 ovos por
fémea), no entanto a contagem dos ovos ocorreu ap6s 14 dias da
alimentagdo, contudo, geralmente sdo necessarios apenas 3 dias
para os ovos serem desenvolvidos apos uma refeigdo de sangue,
sugerindo que os sinais para estimulagdo do desenvolvimento do
ovo ndo foram ativados com essa dieta (KOGAN, 1990).

Comecaram entdo a serem realizados estudos que pudessem
inferir os fatores que estimulam o ingurgitamento em Ae. aegypti.
Em ensaios foi possivel notar a importéncia e a relagdo do ATP
(adenosina trifosfato) como um fagoestimulante essencial para o
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ingurgitamento desta espécie em dietas artificiais (GALUN et al.,
1984; GALUN et al., 1985).

Diferentemente da metodologia de entrega do alimento em
discos de algoddo realizados por Lea et al., (1955; 1956) e
Dimond et al., (1955; 1956), Kogan (1990) sugere que ¢ mais
facil alimentar um grande ntimero de mosquitos em um intervalo
relativamente curto através de alimentadores artificiais, como por
exemplo aqueles contendo membrana de Parafilm com
temperatura constante. Segundo o autor, a dieta alternativa deve
ser prontamente ingerida através do alimentador artificial e
resultar na produgdo de ovos e no tempo de desenvolvimento
similar ocorrido nas refeigdes sanguineas para que a metodologia
seja vantajosa. Idealmente, tal refeicao deve ser bem definida, de
fécil preparo, baixo custo, além de disponivel e reproduzivel.

Através de um alimentador artificial por membrana Parafilm,
Kogan (1990) observou que uma mistura de proteinas suinas
(albumina, hemoglobina e y-globulina), sais (NaCl, NaHCOs) e
ATP suportava a produc@o de ovos em Ae. aegypti. Os dados
indicaram que existe uma correlagdo positiva entre a
concentracdo das proteinas e o mimero de ovos produzidos, visto
que, as dietas contendo uma concentragdo total das proteinas de
60 mg/mL, foi obtido uma média de 65 ovos e quando
modificada para 125 mg/mL, a média aumenta para 101 ovos.
Com esta dieta foi possivel a criagdo desses mosquitos por oito
geragdes. De acordo com o autor, foi considerada a necessidade
de outros componentes na dieta para melhorar a producéo de
ovos, como lipidios e colesterol, que s3o provenientes de
refei¢Oes sanguineas.

Cosgrove ¢ Wood (1996), tentaram reproduzir a dieta artificial
utilizada por Kogan (1990) com Ae. aegypti através de
alimentador artificial, porém nio conseguiram reproduzir seus
resultados. Logo, os autores realizaram modificacdes na
formulagdo original na tentativa de melhorar o rendimento na
produgio de ovos, eclosdo larval e pupagdo dos mosquitos, além
de minimizar o custo dos constituintes da formula original. Para
os experimentos foram utilizados um grupo controle com sangue
e as dietas artificiais utilizadas no estudo foram: (i) formulagdo
original Kogan; (ii) formulagdo original Kogan suplementada
com isoleucina; (iii) formulagdes modificadas a partir de Kogan.
De acordo com os dados obtidos por Cosgrove e Wood (1996), o
melhor resultado foi obtido a partir da Formulagdo Modificada
contendo as proteinas bovinas hemoglobina, globulina 30
mg/mL e albumina com média de 64 ovos, 54% de eclosgo larval
e média de 34 pupas. No entanto, esses resultados foram
inferiores ao controle sangue com 2 vezes mais ovos obtidos e
25% de pupas a mais. Com esta formulagao foi possivel manter
a colonia de Ae. aegypti por mais de 2 anos por pelo menos 25
geragdes, sem acesso ao sangue ou animal vivo. Os autores
sugerem que, embora as fémeas fossem capazes de utilizar as
proteinas das dietas como produtos adequados para ovogénese €
vitelogénese, a composi¢do necessita de outros fatores
nutricionais como a adigdo de um lipidio e ou suplementos
minerais.

Atualmente o valor por mililitro para sangue desfibrinado
(Hemostat Laboratories) ¢ estimado entre: bovino, $0,14 — $0,60;
ovelhas, $0,05 — $0,38; e coelho, $0,39 — $0,73 (GONZALES e
HANSEN, 2016). De acordo com Pitts (2014), 10 mL de sangue
custou $35,00 e foi possivel alimentar aproximadamente 3.000
mosquitos utilizados para fins experimentais, no entanto, para
criagdo em larga escala de mosquitos se torna caro. Além disso,
o sangue total tem uma vida util de duas semanas dependendo do
anticoagulante usado e deve ser comprado com frequéncia, o que
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aumenta o custo geral. Além disso, a origem animal de sangue ou
anticoagulante pode ter um impacto na fecundidade e viabilidade
do mosquito (GONZALES e HANSEN, 2016).

Os estudos posteriores passaram a avaliar outros parametros
bioldgicos como viabilidade dos ovos a partir da ecloséo larval,
sobrevivéncia dos adultos e o fitness. Conforme observado por
Griffith ¢ Turner (1996), que através de uma dieta artificial
composta por ovoalbumina, leite de soja, ATP e sais (NaCl e
NaHCOs) para Ae. aegypti oferecida através de alimentador
artificial por membrana permitiu a criagdo desta espécie durante
cinco geragdes com posterior declinio no peso e na fecundidade
dos adultos, sendo entélo interrompida. Os autores sugerem que a
eficicia da dieta avaliada através da produgdo de ovos e
emergéncia de adultos era nutricionalmente abaixo do ideal.

Estudos mais recentes sugerem que uma dieta artificial
alternativa ao sangue deve atender alguns parametros antes de
inferir a refei¢do como eficaz. Dentre eles podemos citar: bom
ingurgitamento, a vitelogénese deve ser iniciada nas fémeas,
produgido de grandes lotes de ovos, a prole deve ser comparavel
aos mosquitos selvagens, a microbiota do inseto deve
permanecer inalterada, a imunidade e comportamento ndo devem
ser afetados, exibindo caracteristicas semelhantes aqueles criados
com sangue (GONZALES et al., 2015; GONZALES et al,,
2018).

Ao longo dos estudos foi observada que para atender os
parametros supracitados era necessaria a adicdo de outros
componentes além de aminodcidos e proteinas, como o
enriquecimento com ferro, lipideos, vitaminas, tampao, agticares
(GONZALES e HANSEN, 2016) e minerais (LEA et al., 1956).

A produgio de ovos em fémeas de Ae. aegypti pode estar ligada
a composi¢ao de sais do tampao de uma dieta artificial além de
proteinas séricas como a albumina. Gonzales et al., (2015)
formularam uma dieta baseada em soro albumina bovina (BSA)
diluida em diferentes tampdes: solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS), solugdo salina fisioldgica Aedes (APS), solu¢do
salina tamponada com fosfato de s6dio (NaPBS) e soluggo salina
tamponada com fosfato de potéassio (KPBS) e fagoestimulante
ATP. Os alimentos foram disponibilizados por um sistema de
alimentagdo artificial por membrana. Os dados indicaram que o
APS foi o tampdo que resultou na maior média de ovos (66
ovos/fémea) em comparacao aos demais. A taxa de eclosdo larval
com a dieta BSA em APS obteve proporgdes significativamente
menores (=~ 18%) em relagdo ao controle sangue (= 75%). Devido
a esse fator, a dieta foi enriquecida com cloreto de ferro — IIT
resultando em duas vezes mais produgdo de ovos viaveis,
sugerindo que o ferro desempenha um papel importante no
desenvolvimento embrionario.

Além do desenvolvimento do ovo comumente utilizado para
avaliar a viabilidade de uma dieta artificial, Talyuli et al., (2015)
investigaram a formagdo da Membrana Peritrofica-MP (envolve
o bolo alimentar), a produgdo de Espécies Reativas do Oxigénio
(sugerido como fator antioxidante) e expressdo de Catalase e
Ferritina (genes com fungdes antioxidantes). A dieta foi baseada
naquela descrita por Kogan (1990) e modificada por Cosgrove e
Wood (1996). Denominada SBM (Substitute Blood Meal), sua
composicdo era baseada em hemoglobina, albumina,
gamaglobulina, colesterol, isolectina ou fosfatidilcolina ¢ LDL
(lipoproteina de baixa densidade) diluida em soro fisiologico e
disponibilizada por alimentador artificial através de membrana.
Segundo dados relatados, o colesterol da dieta foi um fator
importante para o desenvolvimento do ovo. Além disso, as
espécies reativas do oxigénio também foram desencadeadas pela
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SBM, houve a forma¢do da MP no lamen intestinal, a
proliferagao da microbiota do intestino médio e a expressao da
catalase em niveis semelhantes aos encontrados apds uma
refeigdo de sangue e a expressao da ferritina em niveis inferiores.
Nao houve diferenca significativa na produgdo média de ovos da
dieta (75 ovos) em comparagdo com o sangue (100 ovos),
indicando que a SBM, ¢ capaz de reproduzir as mudancas
fisiologicas nesta espécie, bem como o sangue.

Pesquisas baseadas em controle de vetores frequentemente
utilizam uma técnica de infecgao por bactérias endossimbioticas
Wolbachia, que pode tornar os mosquitos refratarios a infecgoes
virais (WALKER et al., 2011) tem por finalidade introduzir esses
endossimbiontes em populagdes de campo, porém requer um
grande nimero de f€meas infectadas com Wolbachia (RAINEY
et al., 2014), para serem liberadas em campo e substituir as
populagdes de mosquitos silvestres por populacdes infectadas
com Wolbachia (GONZALES et al., 2015).

Foi desenvolvido por Dutra et al., (2017), uma dieta artificial em
substituicdo ao sangue especificamente para Ae. aegypti
infectados com a bactéria Wolbachia. A dieta tinha como
finalidade ndo interferir na densidade bacteriana desses
mosquitos, nem no bloqueio de infecgdes pelo virus ZIKA, além
disso foram comparados os niveis de incompatibilidade
citoplasmatica, producao e viabilidade dos ovos, longevidade e
transmissdo da bactéria para a prole dos mosquitos, bem como
aqueles alimentados com sangue. A dieta foi denominada ADM
(Artificial Diet for wMel-infected Aedes aegypti) e ¢ composta
pela proteina do leite, formula, globulos vermelhos bovino e
ATP, diluidos em APS e oferecidos aos mosquitos através de
alimentador artificial por membrana Hemotek. Os resultados
demonstraram 100% de transmissao materna a partir de fémeas
infectadas com Wolbachia na progénie F1 e F2
incompatibilidade citoplasmatica e nenhum custo para
longevidade, fecundidade (média =~ 100 ovos) ou taxa de eclosao
(= 80%) associada a alimentagdo com ADM, podendo ser
liberados em campo pois ndo perdem a capacidade de transmitir
a bactéria aos mosquitos selvagens (DUTRA et al., 2017).

Recentemente, Gonzales et al., (2018) padronizaram e
patentearam uma dieta artificial denominada SkitoSnack (SS)
para Ae. aegypti. O SS contém: soro albumina bovina (BSA),
hemoglobina bovina (fonte de ferro), bem como gema de ovo
(fonte de lipideo), glicose (carboidrato), ATP e um tampdo
mAPS (solugdo salina fisiologica Aedes modificado). A dieta
quimicamente definida utilizou o BSA como principal fonte de
proteina bem como observado na maioria das formulagdes de
dieta artificial. A dieta foi oferecida aos mosquitos por meio de
alimentador artificial através de membrana e foi possivel a
criagdo desta espécie por mais de 20 geragdes consecutivas em
paralelo com mosquitos alimentados com sangue como controle.
Os parametros de fecundidade e fertilidade avaliados através da
média de ovos e taxa de eclosdo larval, ndo indicaram diferenca
significativa entre o SS (51 ovos/fémea e =~ 75% de eclosdo) e o
sangue (55 ovos/fémea e ~ 83% de eclosdao). Também foi
relatado que os adultos resultantes da SS possuem tragos de vida
semelhante aos mosquitos criados com sangue, como o fitness, a
microbiota, capacidade e competéncia vetorial, sugerindo que o
SS ¢ adequado na criagdo massal de Ae. aegypti e pode substituir
o sangue de vertebrados, além de ser uma alternativa ética ao uso
de animais vertebrados vivos (GONZALES et al., 2018).

Outra patente foi desenvolvida por cientistas de Rutgers
(Universidade estadual de Nova Jersey — Estados Unidos) e
consistia em um sistema de alimentacio sem membrana e uma
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formulagdo de dieta artificial para diferentes espécies de
mosquitos. A dieta ¢ oferecida livremente em Plataformas de
Alimentagdo que consistiam em trés modalidades: (i) a
plataforma de alimentagao flutua sobre a formulagao de dieta sem
sangue no reservatorio de dieta; (i) pelo menos uma parte da
plataforma de alimentag@o ¢ hidrofébica; (iii) a plataforma de
alimentagao ¢ uma malha. No entanto, todas plataformas devem
ser produzidas a partir de material ndo umectante, como por
exemplo polipropileno, podendo ter qualquer formato (ex:
quadrado, retangular, triangular, redondo ou poligonal). A
formulagdo da dieta inclui soro albumina bovina, colesterol e
acucar, em PBS (tampao fosfato-salino). Segundo os cientistas, a
metodologia confere vantagens por ser totalmente livre de
sangue, ndo utiliza membrana ou calor (fatores que imitam o
hospedeiro), ndo utiliza ATP como fagoestimulante, a dieta pode
ser armazenada por longos periodos, ndo € espécie especifica e
suporta a fecundidade, fertilidade e sobrevivéncia desses
mosquitos semelhante a dieta com sangue. Essa dieta suportou a
criagdo de diferentes espécies de mosquitos por varias geragoes,
entre eles Ae. albopictus (GAUGLER et al., 2019).

O ATP ¢ um requisito para o ingurgitamento de Ae. aegypti e
provavelmente protege o mosquito de cometer erros na selegdo
da dieta na natureza (GALUN et al., 1984), contudo, possui
algumas limitagdes. E um componente sujeito a degradagdo,
dependendo das condigdes de armazenamento. Segundo
Baughman et al., (2017), quando armazenado separadamente em
tampao de pH 7,4, o ATP ¢ estavel por mais de um més e ndo
requer armazenamento em freezer.

Conforme relatado por Gonzales et al., (2018), o ATP presente
na formulac@o em p6 do SkitoSnack poderia ser armazenada a -
20°C indefinidamente ou aproximadamente por trés meses em
temperatura ambiente (25°C) e quando hidratada, s6 pode ser
utilizada dentro de trés horas. Outra limitagdo deste componente
¢ o valor do produto que chega a 80% do custo total dos
componentes presentes na formulagdio, em torno de $ 78,90
(Sigma Aldrich) (DUTRA et al., 2017) além de perder atividade
em poucas horas, tendo que ser adicionada novamente a solucdo
(KOGAN, 1990).

Mesmo ap6s padronizacdo do SkitoSnack (SS), os autores
sugeriram a necessidade de avaliar outros pardmetros para
constatar se a formulagdo poderia atender todos os quesitos que
uma refeicdo sanguinea fornece na historia de vida do Ae.
aegypti. Portanto de acordo com Gonzales et al., (2018) havia
necessidade de estudos adicionais para confirmar que o SS
também ¢ eficaz em outras cepas de laboratodrio, outras espécies
de mosquitos, longevidade, moinho de voo, sucesso de
acasalamento, competitividade de acasalamento dos machos,
comportamento de busca pelo sangue, além verificar sua eficacia
em outros artropodes hematofagos, antes de ser estabelecido
como substituto do sangue nas instalagdes de criagdo de mosquito
em massa.

Para responder esses questionamentos, Kandel et al., (2020),
deram continuidade e avaliaram os parametros adicionais
supracitados, utilizando a metodologia de Gonzales et al., (2018).
De acordo com os autores, este estudo fornece evidéncias que os
mosquitos criados ao longo de 30 geragdes com SkitoSnack
possuem caracteristicas de historia de vida e aptiddo iguais aos
mosquitos criados com sangue de vertebrados. As trés cepas de
Ae. aegypti (UGAL, ROCK e Black Eye Liverpool) utilizadas
ndo apresentaram diferencas significativas na porcentagem de
mosquitos que ingurgitaram o SS e resultou no desenvolvimento
de ovos viaveis em niimeros comparaveis aos desenvolvidos por
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mosquitos que se alimentam de sangue, além de ndo ter diferenca
nos parametros de longevidade e igual sucesso de acasalamento.
A dieta também se mostrou adequada para criagdo de Aedes
albopictus e que esta espécie foi criada por 11 geragdes. Foi
constatado durante os ensaios que mesmo ap6s manter a cepa
UGAL exclusivamente com SS por mais de 30 geracoes, o
comportamento de busca por sangue e sua propensao por picadas
continuam inalteradas. Pela primeira vez, o desempenho de voo
dos machos criados com SS ¢ similar aos criados com sangue. A
dieta ndo promoveu o desenvolvimento em Cimex lectularius
(percevejo de cama).

Formular uma dieta quimicamente definida significa ter uma
composi¢do padrdo, ou seja, sua utilizagdo em dada espécie
mantera sempre 0 mesmo padrao de resposta, além de ser saber
exatamente os componentes presentes e concentragoes das
formulagdes (MARQUES et al., 2020), enquanto que os
componentes nutricionais provenientes do sangue total ndo sdo
equivalentes, com variagdes na produgao e viabilidade dos ovos
dependendo da fonte alimentar entre diferentes espécies de
mamiferos e entre diferentes populagdes humanas
(BAUGHMAN et al., 2017), refletindo na qualidade dos
experimentos.

CONSIDERACOES FINAIS

E possivel concluir que dietas artificiais livres de sangue tem sido
foco de pesquisa desde a década de 1950 até os dias atuais com
varios graus de sucesso. Ao decorrer desta revisdo observamos
que ao longo dos estudos ia-se supondo a necessidade do
enriquecimento da dieta para melhorar os requisitos nutricionais
necessarios para reproducdo em fémeas de Aedes aegypti com a
adicdo de componentes que permitissem cada vez mais chegar
perto de uma formula de sucesso. Os estudos explanados
sugerem que ¢ possivel formular uma dieta quimicamente
definida para criagdo massal da referida espécie em substitui¢do
ao sangue de vertebrados vivos ou sangue coletado de
vertebrados e essa abordagem se torna desejavel ndo apenas no
ponto de vista financeiro, mas também ético. No entanto, uma
formulagdo pode ndo ter a mesma eficacia em diferentes espécies
ou até em cepas de uma mesma espécie, sendo necessarios
ajustes na composic¢ao da formulagdo ou uma formulagao espécie
especifica.
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