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RESUMO

SILVA, Elaine Rodrigues Miranda Nery da. Influéncia da densidade populacional de larvas
no conteudo de triacilglicerol, fecundidade e tamanho de fémeas em Aedes aegypti
(Linnaeus) (Diptera: Culicidae). 2020. Dissertagdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
2020.

Dada a importancia do mosquito Aedes aegypti como vetor de arboviroses emergentes, é
fundamental compreender o impacto de fatores abidticos, como a densidade populacional na
criacdo larval durante o seu desenvolvimento, para melhorar os métodos de controle. Os
objetivos deste trabalho foram analisar os efeitos da densidade populacional nas reservas de
triacilglicerol (TAG), fecundidade e tamanho dos mosquitos. Para avaliar a influéncia da
densidade na quantidade de triacilglicerol nos diferentes estagios de desenvolvimento de A.
aegypti, as larvas foram criadas nas seguintes densidades: 0,04, 0,32 e 0,8 larva / ml,
representadas por D1, D2 e D3, respectivamente. Observou-se que nas diferentes criacfes
larvais a quantidade de triacilglicerol, nos diferentes estagios de desenvolvimento desse inseto,
foi afetada. O grupo criado em alta densidade populacional (D3) apresentou maior
armazenamento de triacilglicerol, exceto ao analisar a quantidade de triacilglicerol pg / proteina
do corpo gordo em fémeas alimentadas com sangue. Além disso, foi possivel observar maior
resisténcia ao jejum, maior quantidade de ovos postos e que 0s insetos criados em D2 e D3
eram maiores que em D1. Este estudo forneceu dados que contribuirdo para futuras
investigacdes sobre como a densidade da criacdo larval afeta 0 metabolismo lipidico em relacédo
a sintese e mobilizacdo do estoque de triacilglicerol em A. aegypti e como isso influencia seu

tamanho e a reproducéo.

Palavras-Chave: Aedes aegypti, triacilglicerol, densidade, mosquitos



ABSTRACT

SILVA, Elaine Rodrigues Miranda Nery da. Influence of the population density of larvae on
the content of triacylglycerol, fecundity and size of females in Aedes aegypti (Linnaeus)
(Diptera: Culicidae). 2020. Dissertation (Master in Animal Biology). Institute of Biological

and Health Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2020.

Given the importance of the Aedes aegypti as arboviroses vector, understanding the impact
of abiotic factors, such as population density in the larval rearing s, during larval development,
Is fundamental to improve control methods. The aims of this work were to analyze the effects
of population density on the triacylglycerol (TAG) reserves, fecundity and the size of
mosquitos. To evaluate the influence of density on the amount of triacylglycerol in the different
stages of development of A. aegypti, the larvae were reared in the following densities 0.04, 0.32
and 0.8 larvae / ml, represented by D1, D2 and D3, respectively. It was observed that different
larval rearing affected the amount of triacylglycerol on the different development stages of this
insect. The group reared in a high population density (D3) presented greater storage of
triacylglycerol, except when analyzing the amount of triacylglycerol pg/protein of fat body in
blood-fed females. In addition, it was possible to observe a higher resistance to fasting, higher
amount of laid eggs. Insects reared on D2 and D3 were larger than D1. This study provided
interesting data for future investigations as to how densitiy of larval rearing affect the lipid
metabolism concerning to synthesis and mobilization of triacylglycerol store in A. aegypti and

how does it influences it size and the reproduction.

Keywords: Aedes aegypti, triacylglycerol, density, mosquitoes
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1. INTRODUCAO GERAL

O mosquito Aedes aegypti, descrito por Linnaeus em 1756, € uma espécie pertencente a
familia Culicidae, originario da Africa, vetor dos virus da Dengue, febre amarela, Zika e
Chikungunya (KANTOR, 2016) e possivelmente do Mayaro virus (LONG et al., 2011). Possui
ampla distribuicdo nas zonas tropicais e subtropicais do planeta, influenciada a principio pelas
grandes exploracbes humanas e modificagfes antropogénicas na paisagem (eventos que
facilitaram a criacdo de novos nichos a essa espécie e facilitaram o processo de adaptacédo
urbana do mosquito) (BROWN et al., 2013).

Seus héabitos encontram-se associados a ambientes urbanos e domésticos, onde héa elevada
concentracdo populacional humana e alta concentracdo de residéncias, 0 que proporciona ao
mosquito uma facil adaptacdo ao ambiente urbano, visto que ha alta disponibilidade de alimento
e reservatorios de agua (DICKENS et al., 2018; HEINISCH et al., 2018).

Os criadouros sao, geralmente, recipientes artificiais preenchidos com agua da chuva ou
domeéstica, a exemplo de pneus, latas, vidros, garrafas, pratos de vasos, caixas d’ agua, tonéis,
piscinas e aquarios abandonados, entre outros , além de ja terem sido observados tambeém focos
do mosquito em axilas das folhas de bromeliadceas (SANTOS et al., 2011; WILKE et al., 2018),

0 que viabiliza a proliferacdo do mosquito e sua futura emergéncia bem proxima ao homem.

A caracteristica antropofilica, a adaptacdo do mosquito ao meio urbano, sua ampla dispersao
geografica, assim como a hematofagia obrigatéria das fémeas adultas, torna esse animal um
vetor em evidéncia nos dias de hoje. No Brasil, a relacdo epidemioldgica com A. aegypti €
considerada como uma emergéncia em salde publica devido ao aumento do nimero de casos
nos ultimos anos (QUARESMA, 2017).

Segundo o boletim epidemiolégico de arboviroses do estado do Rio de Janeiro, em
levantamento realizado na 6% semana epidemioldgica, o estado do RJ se encontra em alerta (dos
92 municipios, 37 (46,3%) foram classificados como satisfatdrios e 38 (47,5%) em alerta e 05
(6,3%) em risco. Neste ciclo, 12 municipios ndo informaram (13,0%). (Secretaria de estado de
satde do Rio de Janeiro, 2020).

Nesse contexto, o objetivo dessa dissertacdo envolveu avaliar o efeito de uma criacdo larval
submetida a diferentes densidades populacionais sobre o contetdo de triacilglicerol (TAG)

estocado e de proteina em diferentes fases do desenvolvimento desse mosquito , incluindo

1



larvas de Ultimo estdgio, pupas fémeas, e fémeas adultas em diferentes condigdes, além de
inferir os efeitos sobre o tamanho das fémeas adultas e fecundidade.

Desse modo, apds submetidas aos diferentes tipos de densidade larval nos criadouros
artificiais, realizou-se a extracao de lipideo por cromatografia de camada fina e quantificacao
de proteina. Foram avaliados também os tamanhos das fémeas provenientes dos diferentes
criadouros larvais por morfometria geométrica e feita a contagem dos ovos das fémeas

alimentadas com sangue.

De modo geral, os resultados obtidos apontaram que o grupo de animais submetido em altas
densidade apresentou maior capacidade de armazenamento de TAG, mas quando avaliado em
fémeas alimentadas com sangue o padrdo TAG/proteina do corpo gorduroso do menor grupo
de densidade teve uma concentracdo maior do lipideo. Foi possivel observar também,
diferengas significativas quando os animais foram submetidos ao jejum, na quantidade de ovos

postos e no tamanho das asas das fémeas.

Portanto, com base nos dados apresentados acima, é possivel concluir a influéncia que a
densidade larval em um criadouro de A. aegypti tem a afetar aspectos importantes relacionados

ao metabolismo energético e fisiologia do inseto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 —Ciclo de vida de A. aegypti

O A. aegypti € um inseto da ordem Diptera e pertencente & familia Culicidae. Seu ciclo
de vida varia de acordo com a temperatura, disponibilidade de alimento e densidade de larvas
existentes no mesmo criadouro e compreende a quatro fases: ovo, larva (quatro estagios

larvérios), pupa e adulta (Figura 1).

[ 2 3 & 5 v
DAY
MILIMETROS r )

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

R
Figura 1. O ciclo de vida do mosquito; Disponivel em:

https://dengue.cecom.unicamp.br/?page_id=215

2.1.1- Ovos de Aedes aegypti

Os ovos do A. aegypti sdo depositados pela fémea, individualmente, nas paredes internas
de um recipiente Umido acima da coluna de agua que servira de criadouro em uma infinidade
de microhabitats, naturais e artificiais (FARNESI et al., 2018; CLEMENTS, 1992). Em
condicGes favoraveis de umidade e temperatura, o desenvolvimento do embrido deste mosquito
é concluido em até 48 horas (FIOCRUZ, 2001).

Apbs o término do desenvolvimento do embrido, o ovo pode entrar em um estado
quiescente e se tornar resistente a dessecacdo, resistindo assim a periodos de seca sem perder
significativamente sua viabilidade (ZARA et al., 2016; REZENDE et al., 2008). Forma-se
também uma cuticula serosa, semelhante a uma casca de ovo constituida por uma matriz
extracelular de quitina, que impede a perda de &gua (REZENDE et al., 2008). Essa caracteristica

fisioldgica da a espécie a capacidade de manter a quantidade de ovos postos vidveis sem que



isso seja influenciado negativamente por meses com baixos indices pluviométricos e retomar o

desenvolvimento logo apds as condi¢cdes ambientais permitirem.

Durante esse periodo de quiescéncia, embora a morfologia do ovo permaneca quase
inalterada, mudancas metabdlicas ocorrem. Ja foi documentado que as atividades enzimaticas
das enzimas Piruvato quinase (PK) e Hexoquinases (HK), enzimas chave durante a via da
glicolise, diminuiram em ovos desidratados, sugerindo uma reducgdo da glicolise nesse estagio
de dorméncia o que pode ser uma estratégia para reduzir o metabolismo geral e garantir a
sobrevivéncia pos seca (MARTINS et al., 2018).

Em outro estudo, com o intuito de identificar possiveis fatores que permitem a
dessecacdo, verificou-se que a melanizacao tem forte influéncia sobre a resisténcia a dessecacéo
comparando mosquitos de espécies diferentes (dentre eles A. aegypti) e diferentes graus de
melanina presente o ovo (FARNESI et al., 2017). Com isso, 0s autores conseguiram identificar
que a melanina pode proteger da dessecacdo e possiveis explicacdes para isso envolvem sua
estrutura quimica.

Pode-se destacar também que resisténcia a seca, caracteristica dos ovos de A. aegypti,
principalmente no passado, permitiu a grande distribuicdo geogréfica atual do inseto (Figura 2),
pois 0s ovos eram transportados acidentalmente pelo homem através de embarcagdes e outros

meios de transporte ou objetos ao longo da histéria (ZARA et al., 2016).

Figura 2. Mapa global da distribuigdo prevista de A. aegypti. O mapa mostra a probabilidade de

ocorréncia (de 0 azul para 1 vermelho) em uma resolucdo espacial de 5 km x 5 km (KRAEMER et al., 2015).



2.1.2 — Fases imaturas

Seguida a eclosdo dos ovos, da-se inicio a fase larvéria do inseto onde passam a maior
parte do tempo se alimentando de matéria organica acumulada na superficie e/ou fundo do
criadouro. As larvas eclodem em 6-12h e o0 tempo necessario para completar o desenvolvimento
larval varia de 7 a 23 dias, dependendo da temperatura, alimentacdo e densidade das larvas
(IMAM et al., 2014). Essa fase se divide em quatro estagios chamados L1, L2, L3 e L4 e sua
duracdo depende da temperatura, disponibilidade de alimento e densidade populacional de
larvas no criadouro.

Em condicBes normais, o periodo entre eclosdo do primeiro estagio larval e pupa pode
durar até cinco dias (IMAM et al., 2014). Na fase de pupa, vai ocorrer a metamorfose do estagio
larval para o adulto que dura em média 2,6 dias (TELANG et al., 2007).

2.1.3- Mosquitos adultos

O A. aegypti tem a fase adulta como seu estagio reprodutivo, e é classificado como uma
espécie de mosquito com fémeas anautdgenas obrigatorias, necessitando de sangue para
completar a maturacdo de seus ovocitos. (TELANG e WELLS, 2004). Assim, o0 repasto
sanguineo constitui um processo fisioldgico essencial no ciclo de vida desta espécie. Em
contrapartida, este modo alimentar acarreta na maior suscetibilidade de transmissdo de
arboviroses e outros patdgenos, obtidos de um vertebrado infectado (BRIEGEL, 2003).

Apos a emergéncia das pupas em mosquitos adultos, as fémeas entram em um estagio
chamado pre-vitelogénico (PV) que vai até uma alimentagdo sanguinea. Nesse momento as
fémeas vao em busca de um hospedeiro afim de realizar uma alimentacao sanguinea (CLIFTON
e NORIEGA, 2012; WANG et al., 2017).

Além disso, esse periodo de pré-vitelogénese ¢ marcado fisiologicamente com uma
preparacdo reprodutiva, onde ha o total desenvolvimento dos seus ovarios nas primeiras 60
horas devido a um aumento gradual do horménio Juvenil (HJ) que vai promover o crescimento
dos foliculos ovarianos primarios e a maturacdo reprodutiva geral da fémea (Figura 3).
(CLIFTON e NORIEGA, 2012; ATTARDO et al., 2006; ROY et al., 2016).

Em condicGes de vida livre, macho e fémea alimentam-se de sacarose encontrada na
seiva dos vegetais (FIOCRUZ, 2001). Outrossim, ja foi descrito que uma alimentacdo rica em
acucares no periodo anterior a primeira alimentacdo sanguinea, influencia na fecundidade e

guantidade de ovos produzidos pelas fémeas (MOSTOWY e FOSTER, 2004). Isso se explica
5



porque esses aglcares ingeridos antes de uma alimentagdo com sangue permitem que a fémea
acumule energia em forma de lipideos suficiente para ser usada para completar seu ciclo
gonadotréfico (BRIEGEL et al., 2002), onde pode produzir individualmente até 150 ovos por
ciclo (LING etal., 2017).

Refeicdo

Hormaénio Juvenil JEFETFRTIFR
weeeens ECdisOna

: _—
=24 0 24 48 72 0 6 12 18 24 30 36 42 48 56 60 66 72
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para 22 ciclo
Figura 3. Eventos hormonais durante o primeiro ciclo reprodutivo da fémea
de A. aegypti. Adaptado de Roy et al, 2016.

A partir de uma alimentacdo com sangue a fémea de A. aegypti entra em um estagio
chamado de p6s-alimentacdo sanguinea (PBM) onde interrompe a sintese de JH e, a0 mesmo
tempo, ativa a sintese de 20-hidroxecdisona (20E) no ovério, que é o principal regulador da
fémea tendo seu pico as 18h PBM e diminuicdo da sua concentracdo as 30h PBM. Com o baixo
nivel de ecdisona, ocorre o término da vitelogénese e inicio da fase final do ciclo reprodutivo
quando os ovos se desenvolvem totalmente e estdo prontos para serem postos em torno de 72h
PBM (Figura 3) (ROY et al., 2016).

E possivel destacar ainda, que a produgéo de vitelogenina no corpo gorduroso, em até
24h ap06s a alimentagdo sanguinea, € feita em resposta aos aminoacidos do sangue do hospedeiro
(CLIFTON e NORIEGA, 2012). Sem os aminoacidos provenientes do sangue como leucina,
triptofano, metionina, valina, entre outros, mostra-se que o percentual de expressdo da
vitelogenina pode chegar a menos de 5% (ATTARDO e HANSEN, 2006), demonstrando dessa



forma que esses aminodcidos ingeridos sdo constituintes importantes para formagdo da

vitelogenina.

2.2- Metabolismo lipidico em insetos

Os insetos, assim como outros animais, possuem necessidades energéticas constantes
para suprir atividades como voo, acasalamento, ovogénese e seu desenvolvimento corporeo. E
no momento em que ndo estdo se alimentando, eles vao depender de reservas acumuladas em
periodos de abundancia de alimentos, como por exemplo o glicogénio e os triacilglicerdis
(TAG) principais reservas energéticas em células animais (ARRESE e SOULAGES, 2011).

De modo semelhante ao tecido adiposo de mamiferos, o TAG nos insetos é armazenado
em sua maior parte no corpo gorduroso, que é um 6rgdo aonde uma série de processos
metabdlicos acontecem suportando eventos como ovogénese, voo, diapausa e metamorfose.
Nesse sentido, a demanda de sintese e mobilizacdo de lipidios é importante no atendimento
dessas demandas (GONDIM et al., 2018).

Durante o processo de digestdo nos insetos, por exemplo, no lumen intestinal, lipideos
complexos da dieta, como triacilglicerdis, diacilglicer6is e fosfolipideos, sdo hidrolisados e
acidos graxos livres séo liberados (GONDIM et al., 2018; PETERSON, 1977) os quais sdo
absorvidos pelo epitélio intestinal.

A utilizacdo das reservas lipidicas em animais depende de reacdes catalisadas por
grupos especificos de enzimas — as lipases (ARRESE e SOULAGES, 2011). Essa enzima
hidrolisa os triacilglicerdis liberando principalmente &cidos graxos e diacilglicerol (BRIEGEL
etal., 2002).

Em A. aegypti, a triacilglicerol lipase encontra-se no intestino médio e pode ser regulada
pela alimentacdo sanguinea, possuindo alta atividade em insetos hemat6fagos nos primeiros
dias depois de uma alimentacdo com sangue que antecede o aumento das taxas de lipideo
disponivel na hemolinfa (GONDIM et al., 2018).

Nos insetos, independente do habito alimentar, existem duas possibilidades de
mecanismos para digestdo: hidrdlise completa de TAG para gerar acidos graxos e glicerol, ou
hidrolisse de TAG em monoacilglicerol e acidos graxos (GONDIM et al., 2018). Quando
requeridos para producdo de ovos, por exemplo, sdo transportados do corpo gorduroso ou
diretamente da absorcdo do limen intestinal por lipoproteinas hemolinfaticas, denominadas
lipoforinas (LF), que carreiam essas moléculas para suprir a ovogénese e outras demandas
metabolicas (GILBERT e CHINO, 1974; GONDIM et al., 2018).



2.3 — Fatores que influenciam no fitness do mosquito

Um entendimento sobre a influéncia das condi¢Ges ambientais e ecoldgicas nas fases larvais
sobre o comportamento, fecundidade e metabolismo energético dos adultos pode gerar novas
informac@es para um melhor entendimento da biologia do inseto, ja que este esta envolvido
com a transmiss@o de doencas e suas caracteristicas fisiologicas sdo importantes para questdes
de saude publica (WEAVER et al., 2017).

Nesse sentido, varidveis como: temperatura, densidade populacional e disponibilidade de
alimento tém se mostrado como grandes influenciadores sobre o desenvolvimento, tamanho das
larvas, metabolismo, fecundidade e longevidade de adultos (BORASH e HO, 2001; COURET
etal., 2014; ZIRBEL et al., 2018). E dentro desses fatores pode-se destacar a densidade larval,

ou seja, 0 nimero de larvas em um mesmo criadouro.

2.3.1 Densidade populacional

Varios sdo os estudos que mostram a relacdo densidade de criagdo com seus efeitos em
longevidade, desenvolvimento, tamanho de adultos, fecundidade, e até mesmo capacidade
como vetor (ALTO et al., 2012; BALDAL et al., 2005; COURET e BENEDICT, 2014; PRICE
etal., 2015).

Esses trabalhos vém mostrando que individuos criados em locais onde ha alta densidade
populacional, terdo maior competicdo intraespecifica, 0 que pode ocasionar em deficiéncias
nutricionais, alteracdo no tempo de longevidade, aumento de aménia no meio aquético e até
mesmo a interacdo entre vetor-patdgeno em estudos com outras espécies do género Aedes sp.
(ALTOetal., 2012; COSTA et al., 2008).

A competicdo intraespecifica ocasionada por alta densidade populacional influencia
diretamente na fisiologia e metabolismo de insetos e de outros animais, por proporcionar um
estresse nutricional que pode redefinir destinos para a energia adquirida através da alimentacéo.
Em Drosophila melanogaster, larvas criadas de uma linhagem que foi submetida a altas
densidades de criagdo, se mostraram mais resistentes a fome, com desenvolvimento mais lento
e maior quantidade de reserva lipidica, além de maior eficacia dos ovos colocados na fase,

resultantes de um contexto ambiental com recurso limitado (BORASH e HO, 2001).



Evidéncias adicionais de um estudo com Culex pipiens, no qual os mosquitos foram
divididos em grupos experimentais que recebiam diferentes concentragdes de nutrientes e eram
criados em diferentes densidades, estabeleceram que sob condicGes de laboratorio, a
competicdo proporcionada pela densidade e alteracbes na disponibilidade de nutrientes,
influenciaram o desempenho e fisiologia de maneira que houve consequéncias na longevidade
do inseto (ALTO et al., 2012).

Couret et al. (2014), cita em sua pesquisa sobre a relacdo entre temperatura, dieta larval
e densidade em A. aegypti, que existem varias hipoteses que buscam explicar a diferenga no
desenvolvimento de mosquitos que foram criados em densidades altas, incluindo interferéncia
tatil, esforco da particdo de alimentos (menor alimento per capita) e toxinas de residuos
quimicos como amonia que pode acelerar ou retardar o desenvolvimento (MOORE e FISHER,
1969).

Outra consequéncia de uma densidade populacional alta sobre uma populagéo de larvas
é 0 atraso no desenvolvimento. Uma das explicacdes para esse atraso no desenvolvimento das
larvas é que elas precisariam atingir um certo limiar de alimentagdo para disparar uma cascata
hormonal como ecdistedides que induziriam a muda para a proxima fase ou instar (TELANG
et al., 2007).

2.3.2- Efeito da densidade no metabolismo lipidico de Aedes aegypti

A quantidade de nutrientes estocada durante o ciclo de vida do inseto tem importantes
consequéncias para a vida adulta e a préxima geracdo, como por exemplo no tamanho do
mosquito tempo de desenvolvimento e na fecundidade da fémea (COURET et al., 2014;
ZIRBEL et al., 2018). Nesse sentido, é possivel ressaltar que condi¢des ambientais que
influenciam na disponibilidade de nutrientes, como a densidade populacional, necessitam de

uma atencdo para melhor entendimento sobre a biologia do mosquito.

Como ja dito, em fémeas de mosquitos adultos, todo ciclo gonadotréfico ocorre em duas
etapas: a fase de pos-eclosdo, onde ha a maturacdo reprodutiva da fémea através do HJ
(CLIFTON e NORIEGA, 2012). E a segunda é a fase pds- alimentagdo sanguinea, que comeca
a partir de uma ingestéo de sangue e é controlada principalmente pelo hormonio esteroide 20-

hidroxecdissona (20E), que estimulard o rapido desenvolvimento dos ovos. Estas funcgdes



fisioldgicas de reproducdo de mosquitos fémeas requerem um nivel de energia alto suportado
pelo metabolismo (WANG et al., 2017).

Logo, o estoque lipidico e o historico nutricional das fases imaturas de um mosquito
adulto estdo relacionados diretamente com a definicdo das caracteristicas que influenciardo na
reproducéo e longevidade.

A interagdo entre temperatura, dieta larval e densidade em A. aegypti mostrada por
Couret et al.(2014) observou que uma criacdo de larvas sob densidade populacional alta e
alimentacédo deficiente em relacdo ao numero de individuos, gera um retardamento no tempo
de desenvolvimento e aumento de mortalidade. Tal fato pode ser justificado na capacidade das
larvas de A. aegypti apresentarem uma plasticidade significativa no tempo de desenvolvimento
e poderem desenvolver-se muito rapidamente ou resistir a fome e desenvolver-se muito
lentamente (ALTO et al., 2018)

E possivel observar também os efeitos de um criadouro com uma alta taxa populacional
de larvas, e alimentacdo desproporcional a esse nimero sobre o metabolismo, em mosquitos
que foram, enquanto larvas, submetidos a altas densidades e apresentam altos niveis de glicerol
no corpo gorduroso, o que pode indicar aumento na quebra de triglicerideos, através da lipdlise,

no intuito de obter mais energia (PRICE et al., 2015).

2.3.3- Relacdo das reservas lipidicas com a interagdo parasito-vetor

Outro ponto a ser abordado, é a relacdo das condi¢des energéticas do mosquito com a
eficacia na transmissao de patdgenos. Ja sdo vistos alguns trabalhos nos quais sugerem que as
mudancas metabdlicas causadas por uma criacdo larval sob estresse pode resultar na alteracdo
da capacidade de vetor e imunidade do mosquito (ALTO et al., 2012; COURET e BENEDICT,
2014; PRICE et al., 2015).

Uma anélise abrangente realizada em células de insetos ja mostrou que a infecgéo resulta
em extenso remodelamento do perfil lipidico, em particular no que diz respeito a alteragdes nos
niveis de lipidios que estavam associados & alteragdo da curvatura da membrana ou
permeabilidade (PERERA et al., 2012). A infeccdo por DENV, por exemplo, resulta em
remodelacdo significativa das membranas para fornecer estruturas para o complexo de
replicacdo, bem como possivelmente proteger o complexo de replicacdo do sistema imune inato

celular do hospedeiro (JUNJHON et al., 2014). Dessa forma, esses patdgenos podem manipular
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0 metabolismo do hospedeiro e consequentemente afetar caracteristicas como fecundidade e
capacidade de voo (HURD, 2003; ROWLAND; BOERSMA, 1988).

Um estudo feito com mosquitos de campo da espécie Anopheles gambiae, mostrou que
guando infectados por Plasmodium falciparum sofrem um aumento transcricional nos niveis de
lipophorina, que é a proteina circulante na hemolinfa responsavel pelo transporte de lipideos
(ARRESE e SOULAGES, 2011; MENDES et al., 2008). Isso indica que os lipideos podem
estar sendo mobilizados como uma resposta imune.

Em adicdo as informacdes anteriores, é possivel destacar um estudo feito por Tongluan
et al. (2017), que ao buscar determinar se a expresséo de genes relacionados ao metabolismo
lipidico era alterado em células de mamiferos sob infecgdo do virus da Dengue (DENV),
mostrou que ao iniciar-se a infeccdo, a expressao desses genes aumentava e quando silenciada
a proteina acido graxo sintase a infeccéo era reduzida. Isso pode indicar que o virus DENV
pode estar necessitando, de alguma maneira ainda ndo bem esclarecida, do lipideo para
continuar infectando uma célula.

Além disso, ja foi observada, uma acumulacdo de goticulas de lipideos induzida por
infeccdo em resposta a infecgdes virais e bacterianas em A. aegypti (BARLETTA et al., 2016).

Portanto, visto que atualmente o mosquito A. aegypti em sua fase madura tem sido
motivo de alarme para as instituicdes de saude e pesquisa por conta de sua rapida adaptacao ao
ambiente doméstico e alta capacidade de transmitir arboviroses (QUARESMA, 2017
WEAVER et al., 2017), estimar como os efeitos de condi¢bes ambientais acerca de sua

fisiologia e metabolismo energético tornam-se informag6es importantes para seu atual controle.

2.4- Influéncia da densidade sobre o tamanho corporal do mosquito

A densidade populacional que atua nos estagios larvais de A. aegypti encontra-se
também relacionada com o tamanho corporal (JIRAKANJANAKIT et al., 2007). Um estimador
de tamanho pode ser o peso, mas pode variar bastante dependendo da alimentacdo. A medida
linear do comprimento da asa tem sido historicamente usada como estimador do tamanho
corporal em mosquitos (LEHMANN et al., 2006; LOUNIBOS et al., 1995). Porém, atualmente
0 'tamanho do centréide’ é o estimador frequentemente utilizado na morfometria geometrica
gue aborda questdes de entomologia médica (DUJARDIN J. P e SLICE D, 2007).

A morfometria geométrica € uma ferramenta confiavel e de baixo custo para detectar
diferencas de conformacdo e tamanho em varias caracteristicas morfologicas e ¢é

particularmente adequada para o estudo de asas de insetos, que sdo estruturas bidimensionais
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(ROHLF & ARCHIE, 1984). Tal anlise baseada em landmarks, tem sido usada para investigar
muitos vetores de insetos, como por exemplo flebotomineos, moscas tsé-tsé¢, mosquitos e
triatomineos (SANTOS et al., 2015; KABA et al., 2016; LORENZ et al., 2017; NATTERO et
al., 2017).

Nesse sentido, o presente trabalho visa determinar a influéncia da densidade
populacional de A. aegypti sob aspectos da sua biologia, como a formacdo e mobilizacéo das

reservas de TAG e a variabilidade morfoldgica de asas.
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3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo Geral

Analisar os efeitos de uma criacéo larval em diferentes densidades populacionais sobre o

conteddo de TAG armazenado e de proteina em adultos e larvas de A. aegypti, e seus efeitos

sobre o tamanho e fecundidade das fémeas adultas.

3.2- Objetivos especificos

Determinar o conteido de reservas de TAG total (nas fases imaturas) e no corpo
gorduroso dos insetos (fémeas submetidas recém emergidas, alimentadas com
sacarose e alimentadas com sangue) sob diferentes densidades populacionais;
Analisar a fecundidade fémeas alimentadas com sangue através da soma de ovos
postos;

Avaliar o tamanho das fémeas adultas apds serem mantidas nas diferentes

densidades populacionais através da morfometria geométrica de asas;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencéo da coldnia de Aedes aegypti

Os mosquitos da espécie A. aegypti (Rockefeller) foram mantidos na incubadora do
Laboratorio de Bioguimica e Biologia Molecular de Artropodes (LBBMA), Departamento de
Bioquimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brasil, com um fotoperiodo de 16h: 8h claro-escuro a 28 ° C e 60-80% de umidade
relativa. As larvas foram mantidas em recipientes com 1,5 L de agua desclorada, com adi¢do
diéria de 0,766 mg / larva / dia de racdo comercial para peixes. Os adultos foram alimentados
com uma solucdo com sacarose a 10% ad libitum. Camundongos foram anestesiados com 0,4ml
de uma solucdo de 10ml com 75% Anasedan e 25% Ketalex. Apos anestesiados foram
disponibilizados para as fémeas se alimentarem de sangue e completar o ciclo gonadotrofico.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas e ética da experimentacao
animal, com aprovacio do Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro, sob 0 nimero de protocolo: 005/2017.

4.2- Densidades larvais

As larvas do estagio L1 foram separadas em diferentes recipientes contendo 250 ml de
agua desclorada em trés densidades populacionais diferentes. Em cada copo, 10, 80 e 200 larvas
foram colocadas separadamente, correspondendo a 0,04 larva / ml (D1), 0,32 larva / ml (D2) e
0,8 larva / ml (D3), respectivamente. Todas as larvas foram mantidas durante todas as etapas
do desenvolvimento com a mesma quantidade de racéo (0,766 mg/larva/dia) (tabela 1).

Os estagios avaliados foram larvas em Gltimo estagio (L4), pupas fémeas e corpo
gorduroso de adultas recém eclodidas, alimentadas com sacarose e ap0s alimentacdo sanguinea

criadas nas diferentes densidades (Figura 4).

Tabela 1. Dieta disponibilizada durante a criacdo larval aos diferentes tratamentos

Densidade Racéo (mg) Dieta/larva larva/ml
D1 7,66 0,766 0,04
D2 61,33 0,766 0,32
D3 153,325 0,766 0,80

14



4.3- Resisténcia a fome

Para avaliar a resposta ao jejum, animais recem-emergidos criados nas condic¢des D1,
D2 e D3 foram submetidos a jejum por 4h, 30h e 42h. Os animais foram coletados ao final de
cada momento, dissecados e o corpo gorduroso separado, homogeneizado em NaCl 0,15 M e
quantidade de TAG determinada. Para cada condigéo, foram realizadas 4 ou mais repeti¢oes

com 10 individuos em cada.

4.4- Isolamento do corpo gorduroso de fémeas adultas

Apds a emergéncia em adulto, os mosquitos machos e fémeas foram mantidos na mesma
gaiola de acordo com seu grupo de densidade larval. Para a verificacdo dos impactos da
densidade larval no estoque de TAG das fémeas adultas nos grupos anteriormente estabelecidos
(D1, D2 e D3), foi necessério o isolamento do corpo gorduroso a partir da separagdo do abdome
e remocao dos 6rgdos presentes no local com auxilio de microscopio estereoscopio.

Foi utilizada uma lamina de microscopio concava e adicionadas duas gotas de PBS ao
centro. A fémea foi transferida para a superficie das gotas de PBS com o auxilio de uma pinca
e segurando cuidadosamente 0 mosquito pelo térax, com a pin¢a na méao esquerda, posicionada
de modo que o lado ventral ficasse para cima. Mantendo o corpo firme junto ao térax, os dois
ultimos segmentos abdominais foram segurados e, com a pinca na mdo direita, puxados
delicadamente. A partir desse procedimento ha a retirada do abdémen e dos ovérios, dos tibulos
de Malpighi, do intestino grosso e do intestino médio (CHUNG et al., 2017).

4.5 Extracdo de Lipidio e Cromatografia de Camada Fina (TLC)

Larvas (L4), pupas fémeas de 1 dia de idade e corpos gordurosos da fémea adulta pds-
emergéncia, fémea adulta 5 dias apos a emergéncia alimentada com agucar e fémea pos-refeicdo
de sangue (72 h apos alimentacdo com sangue), foram homogeneizados em agua destilada e os
lipidios foram separados por cromatografia de camada fina em placa de silica para lipidios
neutros, usando os solventes hexano, éter etilico e acido acético, e entdo imerso em solucéo
aquosa contendo 14% de sulfato de cobre e 8% de acido fosférico. Em seguida, a placa foi
completamente seca sob uma corrente de ar quente até que as manchas lipidicas se tornassem
evidentes. Entdo, a placa foi imediatamente aquecida a 200 ° C durante aproximadamente 5

min e 0s pontos correspondentes as amostras assim como a curva padrdo de TAG foram
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submetidos a analise densitométrica (Pontes et al., 2008). Para cada condi¢do, 4 repeticGes
foram realizadas com 10 individuos em cada. Os pontos correspondentes as amostras e a curva
padrdo TAG foram submetidos a analise densitométrica (Pontes et al., 2008) atraves do
programa ImageLab 5.1. Para cada condicao, foram realizadas 4 ou mais repeticdes com 10

individuos em cada.
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Figura 4. llustracdo do experimento

4.6 Dosagem de proteina

Larvas (L4), pupas fémeas e corpos gordurosos da fémea adulta pds-emergéncia, fémea
adulta pos-emergéncia alimentada com acucar por 5 dias e fémea 78h pos-refeicdo de sangue
foram homogeneizadas em NaCl 0,15 M e a concentracdo de proteinas determinada usando
albumina sérica bovina como padrdo de acordo com o método de Lowry (PETERSON, 1977).

Para cada condicdo, foram realizadas 4 ou mais repeticdes com 10 individuos em cada.

4.7 Contagem de ovos

Fémeas e machos recém-emergidos de A. aegypti foram separados pela densidade de
criagédo das larvas, mantidos juntos em gaiolas e alimentados com sacarose a 10% por 5 dias.
No sexto dia, as fémeas foram alimentadas com sangue e 48 horas depois, 10 fémeas de cada
gaiola foram separadas individualmente em recipientes com algoddo umedecido coberto com
uma camada de filtro de papel. Elas foram mantidas com 16: 8 h de fotoperiodo claro-escuro a

uma temperatura constante de 28 °C e umidade entre 70% e 80%. O nimero total de ovos postos
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por fémea durante 4 dias foi registrado para calcular a média de ovos postos por 10 fémeas de

cada grupo de densidade.

4.8- Tamanho por determinacao da morfometria geométrica

Asas direitas das fémeas foram extirpadas do torax. As asas foram colocadas em lamina
limpa, em escala milimétrica, e posicionadas no microscopio estereoscépico (LEICA, EZ4HD),
com lente 35x. Foi utilizada uma camera digital (480 megapixels), adaptada ao microscépio
para capturar as imagens das asas. Um conjunto de 13 pontos de referéncia (Figura 4), cobrindo
a maior parte da superficie da asa, foi selecionado e digitalizado usando o software TPSdig

(http://life.organic. Sunysb.edu/moph).

Foram feitas comparacgdes para o estimador de tamanho conhecido como "tamanho do
centréide”, para os grupos formados pelas densidades larvais estabelecidas anteriormente,
totalizando 83 asas, agrupadas da seguinte forma: D1: n = 27; D2: n = 27 e D3: n = 29. As
comparagdes entre densidades populacionais foram realizadas através de uma anélise de
variancia ANOVA, com uma suposicao paramétrica anterior do teste de Levene. A significancia

entre os grupos foi testada com o teste de Tukey.

As séries TP Subtil e TPSdig foram usadas para escanear 0s pontos anatdmicos
(disponiveis em http://life.bio.sunysb.edu/ee/rohlf/software.html). Um MOG, disponivel no
pacote CLIC v97, foi usado para obter o tamanho do centr6ide (disponivel em www.mome-
clic.com). As andlises estatisticas foram realizadas no JMP v10 (SAS Institute, Inc., Cary, NC,
EUA).
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Figura 5. Landmarks da asa direita da fémea de A. aegypti com marcacao dos 13 pontos anatémicos de

referéncia.

4.9- Analise estatistica

A andlise de variancia oneway ANOVA foi utilizada na analise comparativa de TAG e
proteina entre diferentes grupos de densidade, seguida do teste de Tukey alfa = 0,05,
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, EUA). Para cada condicéo,
foram realizadas 4 ou mais repeti¢cbes com 10 individuos cada.
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5. RESULTADOS

5.1- Caracterizagao dos experimentos

Para analisar a variacdo de TAG em relacdo a densidade populacional em cada
recipiente foram divididos grupos desde uma densidade baixa a uma mais alta com
respectivamente 10, 80 e 200 larvas. E assim foi considerado para analise cada fase do ciclo de
vida do mosquito a partir do quarto instar de desenvolvimento (L4), as quais receberam a
mesma quantidade de alimentacéo durante toda a analise como descrito na metodologia.

A quantidade de racdo dada aos grupos experimentais aqui analisados, se encontra
adequada com o namero médio em miligramas (mg) que trabalhos de pesquisa anteriores
utilizaram. Esses dados foram verificados por Couret e Benedict (2014), os quais realizaram
uma meta-analise dos fatores que influenciavam a taxa de desenvolvimento em Ae. aegypti e
dentre esses fatores estava a densidade populacional.

De acordo com os autores, 96% das pesquisas com criacdes experimentais de mosquitos
usam de 0,01 mg/larva/dia a 6,8 mg/larva/dia. E possivel ressaltar também que a quantidade de
larvas por ml de &gua no criadouro de 69% das cria¢fes por densidades citadas pela pesquisa
esta entre 0,1 larva por ml e 1 larva por ml (COURET e BENEDICT, 2014).

Com o intuito de se verificar o efeito da densidade populacional de um criadouro
artificial de A. aegypti sobre o estoque de TAG (das larvas de Gltimo estagio, as pupas e as
fémeas adultas recém eclodidas, alimentadas com sacarose e alimentadas com sangue), foram
colocados ovos para eclodir em recipientes de plastico com agua desclorada e sob temperaturas
e luminosidade adequadas.

O triacilglicerol é a forma mais concentrada de energia disponivel para os tecidos
bioldgicos. Além de se mostrar mais vantajoso do que os carboidratos por nao ter afinidade
com agua e assim, diferente dos carboidratos, ndo ter interferéncia osmotica, ainda exibem
baixa toxicidade bioldgica em comparacéo aos &cidos graxos e é bem tolerado, no curto e médio
prazo (GIBBONS et al., 2000). A quantidade de TAG foi determinada como TAG pg / animal

(larva ou pupa) ou corpo gorduroso e como TAG pg / proteina.
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5.2- Efeitos da densidade sobre o contetdo de triacilglicerol nos estagios imaturos de
desenvolvimento do Aedes aegypti

5.2.1 Larvas L4
O estagio larval € o0 momento em que as reservas energéticas sdo formadas e serad

determinante no sucesso do animal na fase adulta. A quantidade de TAG pg / larva em L4 foi
significativamente maior nas condicdes de criacdo D2 e D3, quando comparada com D1 (teste
de Tuckey, p <0,05 (Fig. 6 A). Quando foi determinado TAG pg/proteina de larva, o teste
revelou uma diferenca significativa (p <0,05) entre os trés grupos, com D3 mostrando maior
quantidade de TAG (Fig. 6 B).
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Figura 6. Efeito da densidade populacional sobre a quantidade de TAG ¢ TAG pg/proteina em
larvas de Ultimo est4gio. Quantidade de TAG (A) e TAG pg/proteina (B). As barras das colunas representam o
erro padrdo em torno das médias com teste estatistico de one-way ANOVA e para medir as diferencas entre os
grupos foi realizado o teste de Tukey (p value<0,05). As condic8es experimentais foram as descritas na se¢éo
Materiais e Métodos, e 0s resultados sdo médios + S.E.M para 4 determinagdes. Asteriscos indicam diferencgas de

significancia entre os grupos.

5.2.2 Pupas fémeas

A quantidade de TAG pg / pupa aumentou significativamente (teste de Tukey, p <0,05)
entre as condicdes de criacdo D1 para D3 (Fig. 7 A) e, quando determinado por TAG pg /
proteina das pupas, mostrou um aumento ainda maior de D3 em relagdo a D1 e D2, mas estes

ndo mostraram diferencgas significativas entre eles (Fig. 7 B).
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Figura 7. Quantidade de TAG e TAG pg/proteina em pupas identificadas como fémeas através da
analise do ultimo segmento abdominal. TAG (A) e TAG ug/proteina (B). As barras das colunas representam o
erro padrdo em torno das médias com teste estatistico de one-way ANOVA e para medir as diferencgas entre os
grupos foi realizado o teste de Tukey (p value<0,05).

Como o estagio de desenvolvimento de pupa dura por volta de 2 a 3 dias, uma outra
andlise foi realizada a fim de verificar se houve alguma variagdo caso as pupas analisadas
estivessem em tempos diferentes de desenvolvimento. Sendo assim, coletou-se pupas recém-
emergidas, coletadas até 1 hora apds pupacao, e na fase pré-adulta, a partir de 36 horas de
pupacdo. Essa analise foi realizada com as densidades D1 e D3 (Figura 8). A quantidade de
TAG pg / pupa foi maior em pupas criadas na densidade D3 recém emergidas em comparacao
a D1 recém emergidas, e assim também ocorreu entre as densidades D1 e D3 tardias. Pode-se
ressaltar também que quando comparamos as recém emergidas e as pré-fase adulta na mesma
densidade, o grupo D1 nédo apresentou diferencas entre si, ao passo que em D3 o contetdo de
TAG diminui comparando o grupo D3 recém emergida com a quantidade disponivel em D3
pré- fase adulta (Figura 8).
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Figura 8. Quantidade de triacilglicerol em pupas fémeas coletadas em dois diferentes tempos do
desenvolvimento de D1 e D3 em pl por individuo. As barras das colunas representam o erro padrdo em torno
das médias com teste estatistico de one-way ANOVA e para medir as diferengas entre os grupos foi realizado o

teste de Tukey (p value<0,05).

A partir do resultado acima, foi feita uma analise com o objetivo de identificar em que
momento ocorreria a mobilizagcdo das reservas de D1 para que a muda ocorresse. Logo, ao
analisar pupas do grupo D1 no momento pré-adulta com fémeas adultas recém emergidas em
jejum (até 15 horas de emergéncia em adulto), observou-se uma diminuicao significativa no
conteddo de lipideos (Figura 9). Desse modo, observa-se que ha diminuicdo de TAG entre
pupas recém emergidas da densidade D3 e pupas prestes a eclodirem em adultos e que, embora
ndo houvesse o mesmo resultado entre as pupas D1 nos dois tempos de desenvolvimento da
fase, observou-se gque essa diminuicdo se da um pouco depois (Figura 9), sugerindo que em D1

pode estar havendo uma mobilizacéo das reservas mais tardia do que em D3.
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Figura 9. Andlise de conteddo de TAG em D1 em dois tempos diferentes do desenvolvimento.
Conteldo de triacilglicerol em pupas fémeas no momento de pré- muda que vai 30-36h ap6s emergéncia em pupa
(D1A) e fémeas adultas recém emergidas com até 15h de emergéncia em adulto (PE). As barras representam o
erro padrdo entorno das médias e o teste de Tukey (a = 0,05).

5.3- Efeitos da densidade sobre o conteudo de triacilglicerol de fémeas adultas de Aedes

aegypti

Variagdes no armazenamento de TAG do corpo gorduroso e TAG por quantidade de
proteina, em fémeas adultas ndo alimentadas apds a emergéncia, também foram avaliadas (Fig.
10 A e B). Nas fémeas adultas pds-emergéncia, o conteudo de TAG foi significativamente
maior em D2 e D3 em comparacdo com D1, mas ndo mostrou diferencas entre elas (teste de
Tukey, p <0,05) (Fig. 9 A). Quando analisado o TAG pg/proteina, D2 mostrou um contetido de
TAG significativamente maior que o D1, mas ndo mostrou diferenca significativa em

comparacdo ao D3 (Fig. 10 B).

Além das fémeas pos-emergéncia ndo alimentadas, avaliamos o conteddo de TAG nas
fémeas pos-emergéncia criadas em diferentes densidades, alimentadas ad libitum com 10% de
sacarose. Elas foram alimentadas por 5 dias e, apds esse tempo, a quantidade de TAG foi
determinada no corpo gorduroso. Em ambas as andlises, TAG/corpo gorduroso e TAG
ug/proteina, a condi¢ao de criagdo D3 mostrou uma quantidade maior de TAG que D1 e D2
(Fig. 10Ce D).
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Também foi avaliado se a quantidade de TAG foi alterada em fémeas alimentadas com
sangue criadas nas diferentes densidades. Apds 5 dias alimentadas com sacarose a 10%, as
fémeas foram alimentadas com sangue e ap6s 72 horas a quantidade de TAG foi determinada.
A quantidade de TAG foi significativamente maior na condi¢do D3, em compara¢do com D1 e
D2, que ndo mostraram uma mudanca significativa entre eles (Fig. 10 E). O inverso foi
observado quando a quantidade de TAG pg/proteina do corpo gorduroso foi analisada, em que
D1 foi significativamente maior do que em D2 e D3 (Fig. 10 F).
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Figura 10. Contetdo de triacilglicerol em larvas, pupas e adultos de A. aegypti em diferentes

densidades. A quantidade de TAG foi determinada pelo animal (A, C, E) e por proteina (B, D, F). Foram

analisados os seguintes estagios de desenvolvimento: corpo gorduroso pos-emergéncia (PE) (A) e (B); pos-

emergéncia alimentada com agtcar (PES) por cinco dias (C) e (D); 72h fémeas adultas apos refeicdo de sangue

(PBM) (E) e (F). As condicdes experimentais foram as descritas na se¢do Materiais e Métodos, e os resultados

sdo médios + S.E.M para 4 determinacdes. Asteriscos indicam diferengas de significancia entre os grupos.
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5.4- Anélise do conteudo de triacilglicerol de fémeas submetidas ao jejum

Como foi observado acima, fémeas de A. aegypti criadas sob a densidade D3, indicam
maior estoque de TAG no corpo gorduroso comparadas aos demais grupos de densidades exceto
apos uma alimentacdo com sangue. Logo, com o intuito de verificar como estaria a eficiéncia
em mobilizar essas reservas caso essas fémeas passassem por uma privagéo alimentar, foi feito
um ensaio em tempos diferentes com as densidades D1, D2 e D3 imediatamente apds sua

emergéncia, onde néo foi oferecido alimento por até 42h.

A andlise foi realizada com corpo gorduroso de fémeas submetidas ao jejum e coletadas
aproximadamente nos tempos 4h, 30h e 42h apds a emergéncia em adulta. Na densidade D1, a
quantidade de TAG caiu depois de 4h, foi para menos da metade no periodo de 30h e foi quase
completamente esgotada em 42h (Fig. 11 A). Na densidade D2 a quantidade de TAG ficou
perto da metade em 30h e ficou bem abaixo da metade em 42h (Fig. 11 B). Em D3, por outro
lado, a quantidade de TAG, quando comparada a 4h pds-emergéncia, teve um leve declinio,

mas permaneceu acima da metade nos dois tempo posteriores (30h e 42h) (fig. 11 C).

26



**

15+

Triacylglycerol (ug/fat body)

104
—
;. -
—
-
O L] L] T
N S &

=
8
o **
g ]
£ _
2
544 | —/
P
8
>
2 21
3
[
= |1__L|
0 T T T
N IS &
C
20-
=
©
o
o)
= 156  ——
= R —
(=)
2
S 101
[
>
2 59
8
S
l_
0 :
S

T
X
(bg

2

Figura 11. Contetdo de triacilglicerol nas diferentes densidades submetidas ao jejum. As larvas de

A. aegypti foram criadas nas seguintes densidades: 0,04 larvas/ ml, 0,32 larvas/ m L e 0,8 larvas / ml representadas
por D1 (A), D2 (B) e D3 (C), respectivamente. A quantidade de TAG foi determinada no corpo adiposo de fémeas

adultas submetidas a jejum originario de larvas mantidas em diferentes densidades. Elas foram analisadas nos

periodos 4h, 30h e 42h pds emergéncia. As condigBes experimentais foram as descritas na se¢cdo Materiais e

Métodos, e os resultados sdo médios + S.E.M para 4 determinac6es. A auséncia de asteriscos indica que ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos.

27



5.5 Contagem de ovos

As fémeas de A. aegypti precisam das proteinas presentes no sangue do hospedeiro para
a maturacdo dos ovos. A digestdo do sangue fornecera os aminoacidos que serdo transportados
para 0s ovarios e incorporados nos o0citos para a producdo de ovos. No quarto dia ap6s a
alimentacdo com sangue, a soma de ovos depositados para cada fémea durante um periodo de
quatro dias foi registrada e tirada uma média das repeti¢des. Foram observadas diferencgas
significativas no numero de ovos colocados entre as diferentes densidades de criacdo, onde as
fémeas de D3 depositaram mais ovos que D1 (p <0,001) e D2 (p <0,01). Também observou-se

diferenga significativa entre D1 e D2 (fig. 12).
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Figura 12. Ovos postos por fémeas em diferentes densidades. Os ovos foram coletados das fémeas
mantidas individualmente no quarto dia apds a alimentacdo do sangue. As condi¢Bes experimentais foram as
descritas na secdo Materiais e métodos, e 0s resultados sdo médios + S.E.M para 10 determinagdes. Asteriscos

indicam diferencas de significancia entre os grupos.

28



5.6- Determinacao do efeito da densidade populacional sobre o tamanho das asas de

fémeas de Aedes aegypti

Na analise morfométrica das asas, o teste de homogeneidade de variancia ndo foi
significativo (teste de Levene, p = 0,1127), permitindo a analise paramétrica da ANOVA. O
teste de Tuckey a seguir (p <0,001) revelou que o tamanho do centroide das asas, de insetos
criados em D1, era significativamente menor do que os criados em D2 e D3 (Fig. 13).
Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas para esse estimador de tamanho

entre insetos criados em D1 e D2.
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Figura 13. Tamanho das asas de fémeas adultas de A. aegypti de larvas criadas em diferentes
densidades. Variacdo do tamanho [tamanho do centroide] em fémeas de A. aegypti de larvas criadas em diferentes
densidades (D1, D2 e D3). As condicdes experimentais foram as descritas na se¢cdo Materiais e Métodos, e 0s
resultados sdo médios + S.E.M para 4 determinacdes. Asteriscos indicam diferengas de significancia entre os

grupos.
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6. DISCUSSAO

A longevidade, 0 numero de ovos postos e a capacidade do vetor estdo relacionados ao
tamanho da fémea do mosquito e as reservas estabelecidas. A densidade populacional é um
fator de estresse que exerce influéncia no desenvolvimento de insetos, e seus efeitos sobre os
individuos impactam em diferentes aspectos, como reproducdo, tamanho e formacdo de
reservas (BALDAL et al., 2005; BALEBA et al., 2019; GILLES et al., 2011). Estudos que
avaliaram apenas 0 aumento da densidade, sem um aumento correspondente na disponibilidade
de recursos alimentares, levaram os animais a um comprometimento nutricional, interferindo
na captacéo e incorporacdo de nutrientes, canibalismo, morte por fome e no tamanho adulto
(BESERRA et al., 2009; BRIEGEL, 1990; PRICE et al., 2015). Nosso estudo teve como
objetivo avaliar o estresse causado pela densidade populacional nas reservas de TAG em fases
imaturas do mosquito (larva L4 e pupa fémea) e adultas em diferentes condi¢Ges, mantendo a
mesma proporg¢do nutricional por larva em durante criagéo larval e excluindo desse contexto a

competicdo por recursos alimentares.

O corpo gorduroso é um orgdo secretorio e de armazenamento de energia com maltiplas
funcGes metabolicas, destacando o metabolismo lipidico, que garante energia para o
desenvolvimento, voo e reproducdo dos insetos, regulando sua homeostase (ARRESE e
SOULAGES, 2010). Durante a vida adulta de um inseto, a quantidade de lipidios no tecido
adiposo varia consideravelmente, e essa variacdo esta relacionada ao sucesso reprodutivo ou
até a capacidade do vetor (CLIFTON e NORIEGA, 2012; PRICE et al., 2015).

Geralmente, a nutri¢do larval esta positivamente associada ao tamanho corporal, taxa de
desenvolvimento e formacdo de reservas (BRIEGEL, 1990). Entretanto, nossos resultados
mostraram que ndo apenas a nutricdo adequada, mas também a densidade populacional
influencia na formacéo de reservas de TAG e, consequentemente, impactam a resisténcia ao

jejum, o nimero de ovos postos e o tamanho das asas das fémeas.

Observou-se que o0 aumento da densidade nas condigOes de criagdo de larvas teve uma
correlacdo positiva na formagdo de reservas de TAG das larvas no estagio L4. As reservas de
TAG formadas durante os estagios larvais nas diferentes densidades (D1, D2 e D3)

influenciaram os demais estagios de desenvolvimento de A. aegypti.

Em todos os estagios de desenvolvimento do mosquito aqui avaliados, nas condic6es de
criagdo D1, D2 e D3, observou-se correlagdo positiva na quantidade de TAG com o aumento
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da densidade. Em relag@o a quantidade de TAG pg / corpo gorduroso em fémeas alimentadas
com sangue, observou-se que D3 mantém uma reserva maior que D1 e D2. No entanto, quando
foram avaliados os niveis de TAG pg / proteina do corpo gorduroso de fémeas alimentadas com
sangue, D1 apresentou uma quantidade maior de TAG que D2 e D3. E possivel ressaltar que
nos animais criados em D1 e dissecados para remocdo do corpo adiposo, trés dias apds a
alimentacdo sanguinea, 0s ovarios ndo se desenvolveram como em D3 e o0 intestino apresentava

um contetido sanguineo nao digerido superior ao observado em D3 (dados ndo mostrados).

Logo, como existe um possivel atraso na digestdo em D1, isso pode refletir uma menor
quantidade de proteina/vitelogenina no corpo adiposo e, consequentemente, a proporcao TAG/
proteina € maior em D1. Sabe-se que a proteina vitelogenina e outras proteinas sdo sintetizadas
em resposta aos aminoécidos fornecidos pelo sangue (CLIFTON e NORIEGA, 2012), com isso,
0 atraso na digestdo sanguinea deve afetar a quantidade de proteina no corpo gorduroso, fato
que corrobora nosso resultado. Essa influéncia da densidade de criacao larval na fisiologia de
A. aegypti foi relatada em estudos anteriores (COURET et al., 2014; PRICE et al., 2015;
YOSHIOKA et al., 2012).

Essa condicdo de estresse permitiu que uma maior reserva de TAG fosse estabelecida
na idade adulta e, portanto, mais resisténcia as condi¢Bes de jejum. Em ambas as densidades
D1 e D2, as reservas praticamente se esgotaram apds 36 horas apds a emergéncia, enquanto em
D3 menos da metade dessas reservas foi mobilizada nas primeiras 24 horas e mantida nos

periodos seguintes. Este resultado mostrou uma resisténcia a fome no grupo D3.

Experimentos com Drosophila sp também mostram um aumento na resisténcia a
situacOes de inanicdo e seus efeitos na historia de vida de moscas sujeitas a diferentes
densidades (BALDAL et al., 2005). Isso pode ser justificado pela competicdo intraespecifica
causada pela alta densidade populacional, que influencia diretamente a fisiologia e o
metabolismo de insetos e outros animais, fornecendo um estresse fisioldgico que redefine os
destinos da energia adquirida através dos alimentos (MOORE e FISHER, 1969). As larvas de
Drosophila melanogaster, sujeitas a altas densidades de criacdo, foram mais resistentes a fome,
com desenvolvimento mais lento e maior quantidade de reservas lipidicas, além de maior

eficiéncia na postura dos ovos, resultante desse contexto ambiental (BORASH e HO, 2001).

Beserra et al. (2009), mostraram que em A. aegypti, quando apenas a densidade larval é

variada, mas a relagdo alimento / larva oferecida ndo muda, ndo ha efeitos sobre a duragéo do
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desenvolvimento larval, taxa de sobrevivéncia e mortalidade larval. No caso dos adultos, esses
mesmos autores ndo observaram alteragcdes na longevidade e na fertilidade. No entanto, um
ponto observado que se mostrou semelhante ao nosso trabalho foi que, com o aumento da

densidade, foi observado um aumento no tamanho das asas nas fémeas.

Alteracdes induzidas pelo ambiente afetam o tamanho do inseto e também, a variacdo
no comprimento das asas entre as popula¢@es naturais de A. aegypti esta associada a diferentes
capacidades de vetores (JIRAKANJANAKIT et al. 2007). A morfometria geométrica nos
permitiu usar um estimador robusto do tamanho da asa para descrever os efeitos da densidade
larval. Nossos resultados indicam que o tamanho da asa € maior a medida que a densidade

aumenta.

Nossos dados mostram que o numero de ovos postos no quarto dia apos a alimentagédo
sanguinea é maior no D3, corroborando as vantagens apresentadas pelas fémeas maiores. Zhou
et al., (2004) e Roy et al. (2016), mostraram que 0 armazenamento de energia preexistente
contribui significativamente para as fémeas em seu primeiro ciclo gonadotropico. Nossos
resultados mostram que, em densidades mais elevadas, as larvas apresentaram maior reserva de

TAG, o que contribuiu para o seu tamanho e, consequentemente, maior nimero de ovos postos.

Para estabelecer correlagfes nas condigdes de densidade de criacdo, podemos observar
que o processo de digestdo (dados ndo mostrados) e 0 nimero de ovos postos € mais acelerado
na condicdo D3. Nesse sentido, podemos sugerir que as condic¢des de criacdo podem exercer
influéncia na producdo hormonal. Também é possivel apontar que outras hipdteses buscam
explicar a diferenca no desenvolvimento do mosquito criado em diferentes densidades,
incluindo interferéncia tatil e toxinas de residuos quimicos excretados, como amonia, que

podem acelerar ou retardar o desenvolvimento (COURET et al., 2014).

Assim, sdo necessarios mais estudos para estabelecer uma relagédo entre as reservas de
TAG, estabelecidas em diferentes condiges, e seus efeitos na regulacdo hormonal por esses
animais, nas fases larval e adulta. Briegel (1990) mostrou que o contetdo lipidico em A. aegypti
estava exponencialmente relacionado ao tamanho corporal em ambos 0s sexos, mas era
consistentemente 2 a 4 vezes maior nos homens do que nas mulheres do mesmo tamanho. Para
atingir essas condicOes, esses insetos foram forcados a crescer em um ambiente de alta
densidade e com restri¢cGes nutricionais, o que levou a individuos de diferentes tamanhos. Por

outro lado, nossos resultados mostraram que 0 aumento no tamanho dos individuos, decorrente
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exclusivamente do aumento da densidade populacional, resultou em maior quantidade de TAG
no corpo gordo, nos estagios larvais e nas fémeas adultas.

Esses resultados trazem um debate muito interessante sobre a capacidade vetorial de

adultos, de larvas mantidas em diferentes densidades populacionais e o papel dos lipidios.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel concluir que a densidade populacional do recipiente em que
larvas de A. aegypti sdo criadas, influencia no conteudo de TAG, proteinas e tamanho das

fémeas adultas mesmo que haja equidade na disponibilidade de alimento.

Quando submetidas a diferentes densidades e mantidas as mesmas quantidades de
alimento proporcional ao numero de larvas por recipiente, foi concluido que as larvas ficaram
sujeitas a uma espécie de “selecdo por densidade” definida por alguns autores citados acima,
que de certa forma reflete um resultado de fémeas adultas com maior estoque de TAG e

proteinas no corpo gorduroso e maior niimero de ovos postos.

Pode-se concluir também que as fémeas que possuiram uma fase imatura sob densidade
alta alcangcaram tamanhos maiores do que aquelas que haviam se desenvolvido em um ambiente

mais “tranquilo” de menor densidade populacional.

Logo, torna-se crucial para o entendimento da biologia e medidas de controle de doengas
relacionadas ao mosquito, a especial atencao para o fator da densidade populacional, ja que essa
é verificada neste presente trabalho afetando o metabolismo energético do inseto, no qual é

intimamente relacionado com a capacidade de vetor, fecundidade e ainda seu tamanho.
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