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RESUMO  

AZEVEDO, Luisa Andrade. Efeito de fungos entomopatogênicos sobre Aedes aegypti: 

influência na oviposição e perfil lipídico de adultos e avaliação de atividade 

antimicrobiana em larvas. Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias). Instituto de 

Veterinária, Departamento de Epidemiologia e Saúde Pública, Universidade Federal Rural do 

Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023. 

 

O mosquito Aedes aegypti possui grande importância na cadeia epidemiológica de arboviroses 

que afetam a Saúde Pública. Pensando na resistência a inseticidas químicos e soluções de 

controle mais ecológicas, estuda-se cada vez mais o uso de fungos entomopatogênicos como 

alternativa de controle de A. aegypti. Esse trabalho investigou os efeitos de Metarhizium 

anisopliae e Beauveria bassiana sobre a oviposição, morfologia ovariana e perfil lipídico no 

corpo gorduroso e ovários de fêmeas expostas aos fungos, além de investigar a atividade 

antimicrobiana em larvas de A. aegypti desafiada por esses fungos. Para avaliar o efeito da 

exposição fúngica sobre a oviposição e morfologia de ovários, fêmeas com 6 a 8 dias pós-

emergência foram alimentadas com sangue de camundongo e expostas ou não a M. anisopliae 

CG 153 na concentração 1×107 conídios/mL por 24h, sendo formados os seguintes grupos: G1= 

exposto ao fungo minutos antes da alimentação; G2= alimentado 24h antes da exposição 

fúngica; G3= alimentado 24h após exposição fúngica; CTR= exposto à Tween 80 a 0,03% 

minutos antes da alimentação. Ovários foram dissecados em 0, 24, 48 e 72h e a investigação 

foi realizada por histopatologia. Não foi observada diferença estatística nos seguintes 

parâmetros: quantidade de fêmeas ingurgitadas em cada grupo (P=0,6358); quantidade de ovos 

totais produzidos (P~0,5948); comparação entre a quantidades de ovos por fêmea alimentada 

(P=0,3191); ou na quantidade de mosquitos vivos no final dos experimentos (P=0,7507). Os 

folículos ovarianos dos mosquitos expostos a M. anisopliae CG 153 apresentaram perda da 

arquitetura tecidual após 48h de tratamento, com rompimento do epitélio folicular, redução do 

número de ovócitos e alterações na morfologia de nurse cells. Para avaliar o efeito da exposição 

fúngica sobre o perfil lipídico, fêmeas foram expostas a M. anisopliae CG 153 ou B. bassiana 

CG 479 na concentração 1×107 conídios/mL ou Tween 80 a 0,03%. Após 24, 48 ou 72h de 

exposição, os ovários e corpo gorduroso das fêmeas foram dissecados para extração de lipídios 

e posterior análise de lipídios neutros por cromatografia em camada delgada unidimensional. 

Não houve diferença estatística no perfil de ácido graxo e colesterol no corpo gorduroso 

(P=0,7705 e P~0,8365) e ovários (P=0,9798 e P>0,9999) nos tempos observados após a 

exposição. Grupos de 700 larvas de segundo estádio foram imersas em 700 mL de suspensão 

de B. bassiana CG 479 na concentração 1×106 conídios/mL ou Tween 80 a 0,03%. Após 16, 

24, 40 e 48h de exposição, um pool de 60 larvas foram maceradas para avaliação da atividade 

antimicrobiana através da realização de antibiograma sobre cepas de Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas sp. resistentes e sensíveis a betalactâmicos. No entanto, 

não foi identificada atividade antimicrobiana em macerado de larvas mesmo após 48 horas de 

exposição a B. bassiana CG 479. Assim, a exposição de fêmeas de A. aegypti com M. anisopliae 

CG 153 por 24 horas não influenciou na oviposição, mas foi capaz de alterar a morfologia dos 

ovários no tratamento 48 horas após a alimentação; o tratamento com M. anisopliae CG 153 e 

B. bassiana CG 479 por 24, 48 ou 72 horas não interferiu na quantidade de AG e CHO em 

ovário e corpo gorduroso de fêmeas de A. aegypti; e a exposição a B. bassiana CG 479 durante 

48 horas não foi capaz de estimular a ação antimicrobiana por larvas de A. aegypti. 

 

 

Palavras-chave: Controle biológico, mosquitos, morfologia de ovários 

 



   

ABSTRACT  

AZEVEDO, Luisa Andrade. Effect of entomopathogenic fungi on Aedes aegypti: influence 

on oviposition and lipid profile of adults and evaluation of antimicrobial activity in larvae. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Departamento de 

Epidemiologia e Saúde Pública, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 

2023.  

 

The Aedes aegypti mosquito is of great importance in the epidemiological chain of arboviruses 

that affect Public Health. Thinking about resistance to chemical insecticides and more 

ecological control solutions, the use of entomopathogenic fungi is increasingly being studied 

as an alternative to control A. aegypti. This work investigated the effects of Metarhizium 

anisopliae and Beauveria bassiana on oviposition, ovarian morphology and lipid profile in the 

fat body and ovaries of females exposed to the fungi, in addition to investigating the 

antimicrobial activity in A. aegypti larvae challenged by these fungi. To evaluate the effect of 

fungal exposure on oviposition and ovary morphology, females 6 to 8 days post-emergence 

were fed with mouse blood and exposed or not to M. anisopliae CG 153 at a concentration of 

1×107 conidia/mL for 24h. , with the following groups being formed: G1= exposed to the fungus 

minutes before feeding; G2= fed 24h before fungal exposure; G3= fed 24h after fungal 

exposure; CTR= exposed to 0.03% Tween 80 minutes before feeding. Ovaries were dissected 

at 0, 24, 48 and 72h and investigation was carried out by histopathology. No statistical 

difference was observed in the following parameters: number of engorged females in each 

group (P=0,6358); quantity of total eggs produced (P~0.5948); comparison between the 

quantity of eggs per female fed (P=0,3191); or the number of live mosquitoes at the end of the 

experiments (P=0,7507). The ovarian follicles of mosquitoes exposed to M. anisopliae CG 153 

showed loss of tissue architecture after 48 hours of treatment, with rupture of the follicular 

epithelium, reduction in the number of oocytes and changes in the morphology of nurse cells. 

To evaluate the effect of fungal exposure on the lipid profile, females were exposed to M. 

anisopliae CG 153 or B. bassiana CG 479 at a concentration of 1×107 conidia/mL or Tween 80 

at 0.03%. After 24, 48 or 72 hours of exposure, the ovaries and fat body of the females were 

dissected for lipid extraction and subsequent analysis of neutral lipids by one-dimensional thin 

layer chromatography. There was no statistical difference in the fatty acid and cholesterol 

profile in the fat body (P=0,7705 and P~0.8365) and ovaries (P=0,9798 and P>0.9999) at the 

times observed after exposure. Groups of 700 second stage larvae were immersed in 700 mL of 

B. bassiana CG 479 suspension at a concentration of 1×106 conidia/mL or 0.03% Tween 80. 

After 16, 24, 40 and 48h of exposure, a pool of 60 larvae were macerated to evaluate 

antimicrobial activity by performing an antibiogram on strains of Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus and Pseudomonas sp. resistant and sensitive to beta-lactams. However, 

no antimicrobial activity was identified in larvae macerate even after 48 hours of exposure to 

B. bassiana CG 479. Therefore, the exposure of A. aegypti females to M. anisopliae CG 153 

for 24 hours did not influence oviposition, but was able to alter the morphology of the ovaries 

in the treatment 48 hours after feeding; treatment with M. anisopliae CG 153 and B. bassiana 

CG 479 for 24, 48 or 72 hours did not affect the amount of FA and CHO in ovaries and fat 

bodies of A. aegypti females; and exposure to B. bassiana CG 479 for 48 hours was unable to 

stimulate antimicrobial action by A. aegypti larvae. 
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1. INTRODUÇÃO  

O mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) está entre os mosquitos de maior 

importância médica e é vetor de arboviroses emergentes de grande preocupação para a Saúde 

Pública. A. aegypti pode ser encontrado em ambientes urbanos, predominantemente em regiões 

tropicais e subtropicais, causando alta morbidade. Em 2023, até agosto o mês de agosto, foram 

registrados, respectivamente, 1,5 milhão, 146 mil e 8 mil casos prováveis de dengue, 

chikungunya e Zika no país. Dentro desses, foram confirmados mais de 21 mil casos graves de 

dengue e pelo menos 1024 óbitos por dengue e chigungunya 

O controle de insetos vetores visa interromper seu ciclo evolutivo. Assim, as principais 

recomendações de controle contra o mosquito incluem o uso de inseticidas, manejo ambiental 

para diminuir e monitorar os criadouros domiciliares e promoção da vigilância e monitoramento 

epidemiológico, bem como o uso de Bacillus thuringiensis como controle biológico.  

O uso de inseticidas sintéticos é o mais utilizado para o controle do vetor. Embora a 

indústria farmacêutica tenha desenvolvido fórmulas químicas menos agressivas, as bases 

químicas utilizadas ainda oferecem riscos à saúde humana e ao meio ambiente. Além disso, já 

existem relatos de resistência de A. aegypti a inseticidas sintéticos em muitos países, incluindo 

o Brasil. Assim, formas alternativas de controle de A. aegypti, como o biológico, são cada vez 

mais objetos de estudo de pesquisadores no mundo todo. 

No controle biológico de insetos utiliza-se vírus, bactérias, fungos e nematodeos 

específicos como componentes de estratégias de manejo integrado de pragas em plantações, 

florestas, habitats urbanos e insetos de importância médica e veterinária. O uso de fungos 

entomopatogênicos (FEPs), como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, no controle 

biológico de insetos representa uma alternativa aos inseticidas químicos, e envolve a penetração 

ativa na cutícula do hospedeiro-alvo, posteriormente promovendo a destruição de seus tecidos, 

alterando a fisiologia do artrópode infectado, com isso, impedindo o seu desenvolvimento e 

causando a sua morte. 

A produção de B. bassiana e M. anisopliae apresenta vantagens como a fácil produção, 

possibilidade de produção em grande escala, variabilidade genética que permite o uso de 

espécies seletivas para um determinado inseto-alvo, além de serem seguros para humanos, 

animais e meio ambiente. Dessa forma, pode-se considerar que o controle biológico utilizando 

FEPs é uma opção mais ecológica, quando comparada a inseticidas químicos. Embora o 

potencial desses fungos no controle de insetos tenha sido demonstrado por diversos autores, 
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entender a interação destes fungos com seu hospedeiro é de extrema importância para se 

desenvolver um inseticida biológico baseado em FEPs. 

Durante o processo de infecção pelo FEP a resposta imune do artrópode é ativada e 

concomitantemente, o metabolismo lipídico do artrópode é alterado em resposta à infecção. 

Lipídios são moléculas orgânicas, armazenadas no corpo gorduroso, que estão presentes em 

diversos tecidos de artrópodes e envolvidos em distintas funções fisiológicas como 

desenvolvimento, maturação de ovos e sistema imunológico. O corpo gorduroso é o órgão 

responsável pelo armazenamento de lipídios que, por sua vez, é a maior fonte de energia de 

insetos. As células do corpo gorduroso controlam a síntese e utilização de reservas de energia; 

sintetizam a maior parte proteica da hemolinfa e metabólitos circulantes; e, durante a fase 

reprodutiva de adultos, possuem a função vital de sintetizar e secretar a vitelogenina, principal 

proteína da gema. 

Os ovos precisam conter as substâncias necessárias para o desenvolvimento do embrião, 

por isso, durante a oogênese, proteínas, carboidratos e lipídios são acumulados para crescimento 

de ovócitos e essas reservas são utilizadas durante a embriogênese. O desenvolvimento de ovos 

de insetos envolve a lipoproteína denominada lipoforina, que realiza uma mobilização 

substancial de reservas lipídicas do corpo gorduroso para os ovários, assim seria vantajoso 

identificar moléculas ovarianas com potenciais alvos para o controle, culminando na redução 

da oogênese e da embriogênese, e consequentemente reduzindo a taxa reprodutiva. 

Para o desenvolvimento de um bioinseticida promissor, é necessário entender a relação 

parasita-hospedeiro e os impactos, não somente na sobrevivência do mosquito adulto, mas em 

seus processos fisiológicos. Além disso, a redução de ovos disponíveis no meio ambiente 

também impactará na diminuição de mosquitos chegando ao estágio adulto, cujas fêmeas são 

responsáveis pela transmissão de agentes etiológicos para o homem e animais.  

Assim, o presente estudo teve como objetivo investigar e correlacionar o potencial 

adulticida dos isolados CG 153 de M. anisopliae e CG 479 de B. bassiana sobre a oviposição e 

seu efeito sobre a morfologia de ovários, além de analisar o perfil lipídico de corpo gorduroso 

e ovários de fêmeas de A. aegypti em diferentes tempos de exposição. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 Breve história e importância do mosquito Aedes aegypti 

De origem egípcia, o mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) chegou ao Brasil, 

possivelmente, através de embarcações durante o período de colonização (POWELL et al., 

2018). É quase certo que o ancestral do que hoje é considerado um mosquito doméstico se 

habitava na África Subsaariana, onde habitat larval, assim como o local de oviposição, eram 

ambientes que naturalmente acumulavam água de chuva, mas os adultos se alimentavam de 

sangue de animais não humanos (POWELL; TABACHNICK, 2018). O mosquito se encontra 

predominantemente em países tropicais e subtropicais (KAMAL et al., 2018; WHO, 2020), 

estando presente em todas as regiões do continente americano, desde o sul dos Estados Unidos 

até a região de Buenos Aires, na Argentina (NOBRE et al., 1994). 

O Brasil enfrenta há séculos o mosquito e os vírus por ele transmitidos, possuindo 

epidemias de febre amarela urbana descritas em diversos momentos desde o no século XVII 

(LITVOC et al., 2017), incluindo a epidemia ocorrida em Recife no ano de 1685, em Salvador 

no ano de 1849 e na cidade do Rio de Janeiro em 1903, controlada em 1907 pelo diretor de 

Saúde Pública Oswaldo Cruz, que adotou medidas inovadoras semelhantes ao modelo cubano 

de controle do mosquito (COSTA et al., 2011). 

Em 1947, o Brasil participou da campanha de erradicação continental de A. aegypti, 

coordenada pela Organização Pan-Americana da Saúde e a Organização Mundial da Saúde, e 

teve êxito na primeira eliminação do vetor em 1955 (BRAGA; VALLE, 2007). Em 1967, 

confirmou-se a reintrodução do mosquito no país e, em 1973, foi eliminado o último foco do 

vetor, que novamente passou a ser considerado como erradicado do território brasileiro. Apesar 

disso, devido ao cenário de urbanização acelerada da época somado às mudanças sociais e 

ambientais e falhas na vigilância epidemiológica do país, o retorno do vetor retornou em 1976 

(BRAGA; VALLE, 2007). Assim, abandonou-se a meta de erradicar A. aegypti do país e 

objetiva-se controlar o vetor dos municípios com maior transmissão de dengue (FUNASA, 

2001). 

O mosquito A. aegypti está entre os artrópodes de maior importância médica, sendo vetor 

de arboviroses emergentes de grande preocupação para a Saúde Pública, como dengue, febre 

amarela urbana, chikungunya e Zika vírus (HUANG et al., 2017). A distribuição geográfica 

dessas doenças é mundial, principalmente em países tropicais e subtropicais (BRAGA; 

VALLE, 2007). Longevidade, fecundidade e alimentação sanguínea são os fatores mais 
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importantes que afetam a possibilidade de os mosquitos transmitirem doenças (SCHOLTE et 

al., 2006). 

Uma fêmea pode se infectar com um dos vírus após se alimentar de sangue de algum 

indivíduo virêmico, com posterior replicação viral do epitélio de seu intestino médio, de onde 

o vírus pode se disseminar para tecidos secundários, incluindo as glândulas salivares que, 

finalmente passam a possuir partículas virais através de sua saliva, caso inseto seja permissivo. 

Em seguida, a fêmea, através da picada, injeta essa saliva infecciosa em um hospedeiro humano 

durante uma refeição de sangue, determinando a transmissão do agente infeccioso (CDC, 2019; 

CHOUIN-CARNEIRO et al., 2020). 

A dengue é a doença mais prevalente causada por vírus transmitidos por A. aegypti 

(WHO, 2020) e pode ser assintomática, clássica ou hemorrágica (MARTINA et al., 2009). 

Quando clássica, as manifestações clínicas podem incluir febre, náusea, vômito, dor atrás dos 

olhos, irritação na pele e dor articular, muscular e óssea e normalmente persistem por até uma 

semana; e quando hemorrágica, além dos sintomas clássicos, em 24 a 48h após a febre cessar, 

o paciente pode apresentar dor abdominal, sangramento nasal e/ou gengival, hematêmese, 

hematoquezia, cansaço e irritabilidade, além de vômitos recorrentes (WHO, 2022; CDC, 2021). 

A infecção pelo vírus da chikungunya causa nos afetados uma síndrome febril e dores 

articulares nos enfermos, ambas com potencial debilitante (HONÓRIO et al., 2015). Diferente 

das outras doenças transmitidas por A. aegypti, a doença é geralmente sintomática e o quadro 

de artralgia pode durar meses e até anos (PATTERSON et al., 2016). 

Em 2015, o Brasil vivenciou um surto de Zika, no qual o vírus apresenta um grande risco 

para gestantes, pois pode originar Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika 

(SCZ), que causa microcefalia e outras anormalidades de desenvolvimento fetal, incluindo 

alterações visuais, auditivas e neuropsicomotoras, além do nascimento prematuro do bebê, 

perda fetal e natimortalidade (WHO, 2018). Os sintomas clássicos, quando presentes, são 

parecidos com os das demais doenças transmitidas por A. aegypti (HEUKELBACH et al., 

2016).  

Não existe um tratamento específico para essas doenças, apenas trata-se dos sintomas 

apresentados pelos pacientes e indica-se repouso e hidratação (DA SILVA et al., 2020). O 

desafio no diagnóstico clínico diferencial entre essas três doenças destaca a importância dos 

exames diagnósticos laboratoriais para confirmação (PAIXÃO et al., 2017). 

Ademais, as infecções causadas pela dengue, Zika e chikungunya podem desencadear a 

Síndrome de Guillain-Barré, que origina complicações neurológicas, podendo incluir fraqueza 
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muscular que pode afetar os músculos que controlam a respiração, disfunção simultânea de 

nervos periféricos e, em casos mais severos, paralisia e até a morte (WHO, 2019, DA SILVA 

et al., 2021).  

Além das doenças previamente mencionadas, A. aegypti também pode ser vetor da Febre 

do Vale do Rift, uma doença viral de caráter zoonótico que atinge principalmente animais 

domésticos, e que é capaz de acometer humanos que foram picados por um mosquito infectado 

previamente com o vírus da doença (WHO, 2018).  

Devido à pandemia de COVID-19, acredita-se que de 2019 a 2021 houve uma 

subnotificação de casos suspeitos de doenças transmitidas pelo mosquito, já que os hospitais e 

sistemas de saúde dos países foram desafiados a fugir dos programas de saúde habituais, 

adquirindo novas estratégias para combater a pandemia (CASTAÑEDA-GÓMEZ et al., 2021). 

Ainda assim, no ano de 2020 foram notificados mais de 1 milhão de casos e em 2021 foram 

notificados mais de 600 mil casos prováveis de arboviroses urbanas causados por vírus 

transmitidos por A. aegypti no Brasil (dengue, chikungunya e Zika), apresentando uma redução 

de 43,4% de casos registrados quando comparados ao ano anterior (BRASIL, 2021 a; BRASIL, 

2021 b). Em 2022, foram notificados mais de 1,6 milhão casos prováveis de doenças 

transmitidas por A. aegypti no país, representando um aumento de 162,5% de casos quando 

comparados a 2021 (BRASIL, 2023 a). Em 2023, até agosto o mês de agosto, foram registrados, 

respectivamente, 1,5 milhão, 146 mil e 8 mil casos prováveis de dengue, chikungunya e Zika 

no país. Dentro desses, foram confirmados mais de 21 mil casos graves de dengue e pelo menos 

1024 óbitos por dengue e chigungunya (BRASIL, 2023 b).  

Essas doenças não só são de importância para a Saúde Pública no país, mas também por 

fatores relacionados ao impacto econômico acarretado por elas, gerando perdas significativas 

nas regiões endêmicas (HAYD et al., 2020). Devido ao grande número de enfermos pelas 

arboviroses causadas por A. aegypti, só em 2016 o Brasil gastou mais de R$ 2,3 bilhões em 

custos diretos e indiretos do manejo das doenças virais transmitidas pelo mosquito. Esses 

custos, justificados pela sintomatologia das arboviroses, englobam programas de prevenção de 

doença, aquisição de inseticidas e larvicidas, custos médicos incluindo atendimento 

ambulatorial, internações e medicações. Ainda, muitos dos enfermos acabam faltando ao 

trabalho devido aos sintomas, o que acaba afetando a produtividade individual e até mesmo 

coletiva, além da qualidade de vida, considerada um custo indireto (TEICH et al., 2017). 
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2.2 Biologia, fisiologia e comportamento de Aedes aegypti 

O mosquito A. aegypti possui metamorfose completa (ciclo holometábolo), 

compreendendo os estádios de ovo, larva, pupa e adulto. O mosquito é adaptado ao ambiente 

urbano, reproduzindo-se em reservatórios de águas limpas, embora possa se adequar às novas 

situações impostas pelo homem, como depósitos de água suja (BESERRA et al., 2008).  

Quando os ovos entram em contato com a água, larvas eclodem e passam por 4 estádios 

evolutivos (BAR; ANDREW, 2013). A duração da fase larvária pode durar de 5 dias quando 

em condições ótimas, ou até algumas semanas, dependendo da disponibilidade de alimento, 

temperatura e densidade da população larval no reservatório (NELSON, 1986). As larvas 

possuem o corpo vermiforme, dividido em cabeça, tórax e abdômen (8 segmentos). São 

sensíveis a movimentos bruscos na água e a luminosidade e deslocam-se com rapidez, 

realizando movimento de serpente ou em “S”. Possuem aparelho bucal do tipo mastigador-

raspador e, no geral, se alimentam de algas, bactérias, esporos de fungos e outras partículas de 

matéria orgânica (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; BECKER et al., 2003). Essa fase é o período 

de alimentação e crescimento do inseto que, nesse período de vida possui hábitos alimentares 

não seletivos, facilitando, assim, a utilização de larvicidas de ação digestiva (FORATTINI, 

1962).  

As pupas não se alimentam e, durante seus 2 a 3 dias de vida, estão quase sempre paradas 

em contato com a superfície da água. As pupas têm “aspecto de vírgula” quando vistas de lado 

e possuem o corpo dividido em cefalotórax e abdômen (ANDREW; BAR, 2013). No geral, as 

pupas fêmeas são maiores que machos. Assim como as larvas, as pupas possuem sensibilidade 

a luz e vibrações na superfície aquática, porém são menos responsivas a esses estímulos 

(CHRISTOPHERS, 1960; OECD, 2018).  

Os adultos de A. aegypti possuem o corpo escuro, com faixas brancas nas bases dos 

segmentos das patas e manchas brancas por todo o corpo e apresentam aparelho bucal adaptado 

do tipo picador, adaptado à punção (BECKER et al., 2003). As principais formas de 

diferenciação entre os sexos são os formatos das antenas e palpos, que, em machos são 

plumosas e mais longas e, em fêmeas são pilosas e menos longas, respectivamente (SÁNCHEZ; 

LÍRIA, 2018). Os adultos vivem em média de 30 a 35 dias na natureza, onde se alimentam de 

seiva, flores e frutos, já que seu metabolismo depende da ingestão de carboidratos.  

Os adultos representam a fase reprodutora do inseto e, dentro de 24 horas após 

emergência, fêmeas e machos são capazes de realizar o acasalamento (NELSON, 1986). 

Apenas as fêmeas são hematófagas e realizam o repasto sanguíneo, que está diretamente 
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relacionado ao desenvolvimento de ovos e o suprimento proteico desses (CONSOLI; 

OLIVEIRA, 1994; MULLEN; DURNER, 2019). Fêmeas são capazes de realizar ingestões 

múltiplas de sangue durante um único ciclo gonadotrófico, o que amplia a sua capacidade de 

transmissão viral (ZARA et al, 2016). 

Em cada ciclo reprodutivo, cada fêmea de A. aegypti é capaz de ovipor cerca de 100 ovos. 

Após a alimentação sanguínea, as fêmeas ovipõem ovos brancos em superfícies próximas à 

superfície de água ou outros locais úmidos, mas rapidamente se tornam pretos e brilhantes, 

devido à melanização (CLEMENTS, 2013; FARNESI et al., 2017). Em condições ideais de 

umidade, temperatura e abrigo, as fêmeas de A. aegypti iniciam a oviposição em até três dias 

após a alimentação com sangue e finalizam, também, em três dias. Aedes spp. têm preferência 

por sangue de mamíferos em sua alimentação (FORATTINI et al., 1987; BAAK-BAAK et al., 

2018), incluindo humanos, roedores, bovinos, cães, gatos e suínos (PONLAWAT; 

HARRINGTON, 2005).  

Os locais de preferência para oviposição de A. aegypti incluem recipientes artificiais 

abandonados a céu aberto, como reservatórios de água de chuva, pneus, garrafas e outros 

materiais, e aqueles utilizados para armazenar água para uso doméstico, como as caixas d’água 

e piscinas (ZARA et al, 2016). A oviposição é feita em diferentes locais de modo a evitar 

superlotação de larvas, competição alimentar e minimizar os riscos inerentes aos locais de 

oviposição. Assim, cada fêmea seleciona diversos locais de ovipoição, possibilitando maior 

quantidade de criadouros do mosquito e, consequentemente, maior distribuição da espécie na 

natureza. Fatores que influenciam no local de postura escolhido pela fêmea incluem intensidade 

luminosa ou ausência de luz, diferentes temperaturas, graus de salinidade e presença de vegetais 

e microorganismos ou dos seus produtos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; TSUNODA et al., 

2010).  

Ovos de A. aegypti podem demorar até 4,5 dias para eclodirem (BESERRA; CASTRO 

JR., 2008; ARÉVALO-CORTÉS et al., 2022). Os ovos são pequenos (aproximadamente 1mm 

de comprimento), alongados e fusiformes e, mesmo após meses desde a sua produção, são 

capazes de eclodir e dar origem a uma progênie viável e com potencial infeccioso (CHEN; 

WILCON, 2020). Depois de maduros, ovos entram em contato com a água, originando as larvas 

(BAR; ANDREW, 2013).  

A fêmea de A. aegypti possui um par de ovários do tipo meroístico politrófico, com cada 

um contendo cerca de 100 ovaríolos unidos pela membrana ovariolar e acompanhados por uma 

ou mais células nutridoras e envolto por uma camada de células foliculares, formando o folículo 
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ovariano. Ovócitos são formados por folículos primários, secundários e terciários (ZHANG et 

al., 2023). O ovo se origina de um folículo ovariano primário, formando uma túnica própria, 

células foliculares, células acessórias (nurse cells) e um ovócito maduro (PARKS et al., 1965; 

FORATTINI, 1996). O corpo gorduroso sintetiza e libera proteínas a fim de produzir a fonte 

de nutrientes para o embrião, sendo esse processo denominado vitelogênese. Diversos 

hormônios são secretados desde o início ao fim da vitelogênese, que se inicia a partir da 

alimentação com sangue bem-sucedida realizada pela fêmea (CLEMENTS, 1992). 

Figura 1 – Anatomia simplificada da fêmea de Aedes aegypti. (AZEVEDO, 2023) 

 

2.2.1 Metabolismo lipídico de Aedes aegypti 

Lipídios são moléculas orgânicas que estão presentes em diversos organismos, inclusive 

em insetos e tecidos de artrópodes, possuindo envolvimento em distintas funções fisiológicas 

como desenvolvimento, maturação de ovos e sistema imunológico (GONDIM et al., 2018; 

TOPRAK et al., 2020).  

O corpo gorduroso é o órgão responsável pelo armazenamento de lipídios que, por sua 

vez, é a maior fonte de energia de insetos (ZIEGLER; IBRAHIM, 2001). As células do corpo 

gorduroso controlam a síntese e utilização de reservas de energia; sintetizam a maior parte 

proteica da hemolinfa e metabólitos circulantes; e, durante a fase reprodutiva de adultos, 

possuem a função vital de sintetizar e secretar vitelogenina, principal proteína da gema 

(ARRESE; SOULAGES, 2010).  

Ainda que o corpo gorduroso seja considerado o centro do metabolismo lipídico dos 

insetos, o intestino médio e os ovários são os outros locais que coordenam as operações do 

metabolismo lipídico (TOPRAK et al., 2020). O armazenamento de lipídios na fase larval está 
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diretamente relacionado ao sucesso reprodutivo e longevidade, sendo o corpo gorduroso um 

órgão crítico nesse processo (GONDIM et al., 2018). 

O metabolismo lipídico é fundamental para a vida e, em insetos, é essencial para a 

diapausa, voo, desenvolvimento embrionário, metamorfose e gerenciamento de energia, já que 

estes podem hibernar por vários meses, migrar longas distâncias, superar longos períodos de 

fome e se reproduzir tremendamente (GONDIM et al., 2018; TOPRAK et al., 2020). De 

maneira geral, a larva acumula reservas lipídicas enquanto o adulto as consome, o que faz com 

que, durante o desenvolvimento do inseto, o corpo gorduroso mude de um tecido armazenador 

de lipídios para um tecido mobilizador de lipídios (ARRESE et al., 2001).  

Muitos são os envolvimentos de lipídios no organismo de A. aegypti. Na digestão de 

insetos, por exemplo, enzimas denominadas lipases realizam hidrólise de triacilglicerois, 

diacilglicerois e fosfolipídios liberando ácidos graxos que são absorvidos pelo epitélio intestinal 

(BRIEGEL et al., 2002; PETERSON, 1977). Os ovos de A. aegypti precisam conter as 

substâncias necessárias para o desenvolvimento do embrião, por isso, durante a oogênese, 

acumulam lipídios para crescimento de ovócitos e essas reservas são utilizadas durante a 

embriogênese (GONDIM et al., 2018). O desenvolvimento de ovos de insetos envolve a 

lipoproteína denominada lipoforina (formada principalmente por triacilglicerol), que realiza 

uma mobilização substancial de reservas lipídicas do corpo gorduroso para os ovários 

(ARRESE; SOULAGES, 2009). Assim, seria vantajoso identificar moléculas ovarianas com 

potenciais alvos para o controle, culminando na redução da oogênese e da embriogênese, e 

consequentemente reduzindo a taxa reprodutiva. 

Os insetos utilizam esteróis, derivados do colesterol, como componentes estruturais na 

bicamada fosfolipídica das membranas das células e organelas, como precursores de hormônios 

esteroides, como moléculas reguladoras de crescimento e padronização do organismo e têm 

sido associados à defesa contra agentes patogénicos e parasitoides. Esteróis são adquiridos em 

insetos de carga parental durante a ovogênese ou alimentação (JING; BEHMER, 2020). Além 

da utilização de esteróis como constituintes das membranas celulares e subcelulares, os insetos 

utilizam um esterol como hormônio da muda (CHINO; GILBERT, 1967). 

O corpo gorduroso também é capaz de sintetizar ácidos graxos (ARRESE; SOULAGES, 

2010). Alguns ácidos graxos cuticulares são tóxicos e fungistáticos, mas outros podem 

estimular o crescimento de fungos; por exemplo, o ácido palmitoleico aumenta o crescimento 

micelial, mas é tóxico para os conídios de Erynia variabilis (KERWIN, 1984). 
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Lipídios são armazenados no corpo gorduroso dos insetos como triacilgliceróis, em 

gotículas de lipídios (ARRESE; SOULAGES, 2001). Para que ocorra a mobilização dessas 

reservas, é necessária a atuação de uma triacilglicerol lipase, enzima que hidrolisa os 

triacilgliceróis liberando principalmente ácidos graxos e diacilglicerol, sendo esses últimos, 

então, transferidos para a lipoforina hemolinfática, a qual os transporta para os locais de 

utilização (ARRESE; SOULAGES, 2010). 

Logo após emergirem, fêmeas adultas dos mosquitos se alimentam de néctar de flores, o 

que aumenta a quantidade de lipídios no corpo gorduroso antes de adquirirem a capacidade de 

se alimentar de sangue. Esse acúmulo lipídico ocorre pela ação de enzimas lipogênicas, que 

convertem o açúcar em ácidos graxos de modo que, após a refeição sanguínea, quando se inicia 

a vitelogênese, os lipídios são mobilizados e transferidos do corpo gorduroso para o ovário pela 

lipoforina, para fornecer lipídios para o crescimento de ovócitos e proteção dos ovos (GONDIM 

et al., 2018). 

 

2.2.2 Ação antimicrobiana em insetos  

Peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas naturais componentes do sistema 

imune inato, que é a primeira linha de defesa do corpo contra infecções (MISHRA et al., 2017), 

e defendem os seres vivos contra infecções por microrganismos, incluindo infecções por 

fungos, bactérias, parasitas e vírus (BOPARI; SHARMA, 2020) e, ainda, apresentam ação 

contra células cancerígenas (ZHANG et al, 2021). São sintetizados pelo corpo gorduroso 

durante a resposta sistêmica contra patógenos e são então secretados na hemolinfa (LI et al., 

2012).  

Os PAMs atuam diretamente na membrana celular do microrganismo alvo, causando sua 

lise (SEYFI et al., 2019). Alguns PAMs podem alterar a permeabilidade da membrana, 

permitindo que as substâncias tóxicas entrem na célula, enquanto outros podem formar poros 

na membrana, causando a perda de conteúdo celular (ZHANG et al, 2021). 

Presentes em todos os seres vivos, PAMs são eficazes contra diversos microrganismos, 

incluindo patógenos resistentes a antibióticos. Assim, apresentam várias vantagens em relação 

aos antibióticos convencionais, já que são eficazes contra uma ampla variedade de 

microrganismos, incluindo patógenos resistentes a antibióticos (HANEY et al., 2017). PAMs 

são candidatos importantes para o desenvolvimento de novos antibióticos, pois podem reduzir 

a chance de desenvolvimento de resistência (BALTZER; BROWN, 2011; GHOSH; HALDAR, 

2015).  



11 
   

2.4 Controle de Aedes aegypti 

O controle de A. aegypti visa interromper o ciclo evolutivo do mosquito (LIMA et al., 

2015) e as principais recomendações incluem o uso de inseticidas, manejo ambiental para 

diminuir e monitoramento de criadouros domiciliares, além de ações de promoção da vigilância 

e monitoramento epidemiológico. O controle de vetores, atualmente, exige uma abordagem 

integrada que envolva múltiplos parceiros dentro e fora do setor de saúde e, particularmente, 

ações governamentais somadas com o envolvimento da comunidade, indo além dos controles 

mecânico, químico e biológico (WHO, 2017).  

 

2.4.1 Manejo integrado, educação em saúde e saneamento básico 

O Manejo Integrado de Vetores (MIV) é um processo racional de tomada de decisão 

visando o uso otimizado de recursos para controle vetorial, que busca agregar os diferentes 

meios disponíveis para impactar na dinâmica de transmissão das doenças transmitidas por 

vetores, baseando-se em evidências e gestão integrada na escolha de intervenções de controle 

de vetores (AVENDANHO; SAID, 2019; WHO, 2004). Em um estudo realizado em 2018, 

pesquisadores relataram que a densidade de fêmeas de A. aegypti diminuiu significativamente 

ao integrar o uso de larvicidas com a modificação do ambiente larval (incluindo eliminação de 

ambientes propícios para oviposição e crescimento de larvas) e o aprisionamento de adultos 

através de armadilhas específicas (BARRERA et al., 2018). Embora o MIV busque melhorar a 

eficácia, custo-benefício e a sustentabilidade aplicada no controle de vetores de doenças, a 

aceitação tem sido baixa, devido à adesão política insuficiente para a reorientação de programas 

de apoio à abordagem harmonizada de controle de vetorial (WHO, 2017).  

A educação em saúde inclui educar a população em massa para aumentar sua consciência 

de autoproteção, evitar sair na natureza ou no campo sem qualquer proteção e promover o uso 

de mosquiteiros, telas e outras instalações anti-mosquito para reduzir probabilidade de picadas 

de mosquito (FENG et al., 2022). Ademais, o controle de vetores pode ser aprimorado educando 

e capacitando as comunidades a identificar, esvaziar, remover e/ou tratar os habitats aquáticos 

das larvas dos mosquitos dentro e ao redor de suas casas. 

Acredita-se que são necessárias intervenções de comunicação e educação em saúde, 

visando produzir sentido na população sobre as diretrizes propostas pelo governo e comunidade 

científica, com foco em informações inovadoras e importantes para a participação efetiva da 

comunidade no controle da infestação do mosquito. Além disso, é essencial que os órgãos de 

saúde promovam e reforcem a importância das ações preventivas domésticas, como o uso 
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racional de repelentes e inseticidas, enfatizando à população de forma clara e acessível, como 

essas ações, se conduzidas adequadamente, podem trazer benefícios à sua qualidade de vida 

(NAVARRO, 2021).  

Diversos trabalhos confirmam a importância da educação em saúde no controle de 

vetores. Teenu e colaboradores (2022) observaram uma redução significativa nos índices de 

larvas de Aedes albopictus na aldeia que recebeu intervenção, quando comparada ao controle. 

Reportaram, também, que o impacto da campanha de educação no controle de mosquitos 

vetores ajudará a obter apoio da comunidade para reduzir a doença transmitida por vetores e 

outros programas de eliminação vetorial. Kosasih e colaboradores (2021) afirmaram que a 

educação interativa afeta o aumento do conhecimento e das atitudes dos alunos do ensino 

fundamental sobre a dengue hemorrágica. Cesarino e colaboradores (2014) relataram que a 

inserção dos agentes de controle de vetores da dengue junto às equipes de saúde das unidades 

básicas otimizou recursos e contribuiu para a melhoria das relações entre trabalhadores e 

usuários e entre os próprios trabalhadores da equipe de saúde para o controle da dengue, bem 

como outras situações identificadas no território. Além disso, possibilitou identificar aspectos 

importantes do processo de descentralização das ações de controle da doença. 

Ambientes urbanos com fornecimento de água encanada que evita o armazenamento de 

água e gerenciamento de resíduos sólidos também podem reduzir os habitats de larvas de A. 

aegypti e as habitações protegidas por tela reduzirão as densidades de mosquitos que picam 

humanos. Essa abordagem multifacetada exige que o setor de saúde trabalhe em estreita 

colaboração com os envolvidos no planejamento urbano, água, saneamento, gestão de resíduos 

sólidos e projeto e construção de moradias para garantir uma gestão adequada dos habitats 

domésticos e peridomésticos (WHO, 2017).  

 

2.4.2 Controle mecânico  

Como primeiro método de escolha, o controle mecânico de vetores visa realizar a 

eliminação de criadouros através da destruição, drenagem e destinação adequada de 

reservatórios (VALLE et al., 2021), para evitar a oviposição pelas fêmeas e, consequentemente, 

interromper o ciclo do vetor. Isso implica em adotar medidas que dificultem ou eliminem o 

acesso de vetores de doenças a locais com potencial de se tornarem criadouros (como calhas, 

caixas d’água, potes e até pneus que possam acumular água parada), pensando em reduzir o 

contato do mosquito com o homem, podendo envolver, também, a captura destes (ZARA et al., 
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2016). A instalação de telas em janelas e portas de casas, isolamento de doentes e captura de 

mosquitos somam às práticas desse tipo de controle (BRAGA; VALLE, 2007). 

O controle mecânico deve ser realizado não só por moradores, mas em colaboração com 

os Agentes Comunitários de Saúde, em conjunto as equipes de Atenção Básica/Saúde da 

Família e profissionais das Equipes Saúde da Família. É necessário que as ações de controle do 

vetor sejam planejadas e direcionadas pelos gestores municipais (OPAS, 2020). Os Agentes de 

Controle de Endemias, por exemplo, são responsáveis pela eliminação de criadouros de difícil 

acesso, como caixas d’água, ou pelo uso de larvicidas (biológicos ou químicos) em domicílios 

(BRASIL, 2009 b).  

 

2.4.3 Controle químico  

O controle químico consiste no uso de produtos químicos como larvicidas e adulticidas, 

e é recomendado que seja utilizado de forma racional, complementar às ações de vigilância e 

manejo ambiental, devido à possibilidade de seleção de vetores resistentes aos produtos e da 

geração de impactos ambientais (FUNASA, 2001; OPAS, 2019). O uso de inseticidas sintéticos 

é o mais utilizado no controle de mosquitos e larvas de A. aegypti e os principais produtos 

químicos utilizados são organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretróides, através de 

produtos aerossóis, dispersão de fumaça química (VALLE et al., 2021).  

No geral, podem ser aplicados diretamente em locais com larvas e pupas, em paredes 

externas dos criadouros e situados em pontos estratégicos ou por aspersão aeroespacial 

utilizando carros, em épocas de surtos ou epidemias (ZARA et al., 2016). 

Apesar de já existirem fórmulas químicas menos agressivas quando comparadas a 

produtos da classe dos organofosforados (RAGHAVENDRA et al., 2010), por exemplo, essas 

bases químicas ainda são utilizadas devido ao custo-benefício do produto, oferecendo risco para 

a saúde humana e ambiental (BHATT et al., 2021). Os organofosforados são facilmente 

degradados no meio ambiente e não se acumulam no tecido de mamíferos, apesar de sua 

toxicidade. Atualmente, themephós é o principal inseticida organofosforado utilizado no país. 

Carbamatos já são menos utilizados e piretroides agem de maneira semelhante ao 

diclorodifeniltricloroetano (DDT) e apresentam alta toxicidade a peixes (BRAGA; VALLE, 

2007). Além disso, as taxas de aplicação para o controle eficaz de mosquitos não apenas afetam 

organismos não-alvo, como as abelhas, por exemplo (MCGREGOR; CONNELLY, 2021). 

A resistência em populações de insetos vetores é dependente tanto do volume quanto da 

frequência de aplicações da base química utilizada e características inerentes da espécie a ser 
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controlada também podem facilitar o desenvolvimento de resistência a produtos químicos, o 

que é o caso do mosquito A. aegypti, que possui seu ciclo de vida curto com progênie abundante 

(HEMINGWAY; RANSON, 2000). A resistência já foi confirmada em todos os grupos de 

compostos químicos, porém o uso deles ainda é aplicado mesmo com o desenvolvimento de 

outras formas de controle (BRAGA; VALLE, 2007). Um exemplo é o DDT, que foi introduzido 

pela primeira vez para o controle de mosquitos em 1946 e um ano depois já foi relatada a 

resistência de mosquitos ao produto (BROWN, 1986). Já existem relatos de resistência de A. 

aegypti a inseticidas sintéticos em diversos países, incluindo o Brasil (ZULFA et al., 2022; 

CAMPOS et al., 2023; LOVE et al., 2023). 

Ademais, pesticidas químicos são poluentes persistentes e, mesmo após anos, apresentam 

altos níveis residuais na natureza, além de causar bioacumulação em anfíbios, peixes e, 

consequentemente, em mamíferos, incluindo humanos (GERBER et al., 2016; WOLMARANS 

et al., 2021; AKINSANYA et al., 2021).  

 

2.4.4 Controle biológico  

Visando reduzir a população vetorial, o controle biológico utiliza predadores ou 

patógenos específicos no controle de pragas e vetores de doenças, existindo diversas 

alternativas disponíveis para essa forma de controle, como peixes, invertebrados aquáticos, 

produtos à base de plantas, bactérias e fungos (ZARA et al., 2016; HUANG et al. 2017). 

Introduzido no Brasil em 1967 para controlar pragas agrícolas (PARRA et al., 2019), o controle 

biológico deve ser incentivado pela redução do consumo de inseticidas químicos e pela 

possibilidade de maior envolvimento das comunidades locais no programa integrado de 

controle de vetores e, consequentemente, menor custo (PAMPLONA et al., 2009). 

Peixes larvófagos, como Gambusia affinis, Betta splendens, Trichogaster trichopterus e 

Poecilia reticulata, são utilizados desde o início do século XX como controle populacional de 

larvas de vetores patógenos causadores de doenças (PAMPLONA et al., 2007; PAIVA et al., 

2014; HUANG et al. 2017; NOREEN et al., 2017), de modo que são colocados no ambiente 

aquático junto às larvas de A. aegypti. Ainda que a presença de uma comunidade diversificada 

de peixes em habitats de reprodução, quando se pensa no biocontrole de larvas de A. aegypti 

por peixes, acredita-se que a utilização desses peixes deve ser estimulada juntamente com 

outros métodos de controle (PAMPLONA et al., 2014; RANATHUNGE et al., 2021). Ainda 

pensando em organismos aquáticos, larvas de mosquitos do gênero Toxorhynchites (COLLINS; 

BLACKWELL, 2000; ALBENY et al., 2011; VINIGRADOV et al., 2022), crustáceos 
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copépodes (HUANG et al., 2017), girinos (HAMED et al., 2022) e a planta carnívora aquática 

Utricularia macrorhiza (COURET et al., 2020) apresentam elevado comportamento predatório 

a larvas de A. aegypti.  

Extrato purificado de microalgas do gênero Chlorella (SIGAMANI et al., 2020) e de 

Melaleuca leucadendra (PORUSIA; SEPTIYANA, 2021) e óleos essenciais de diversas 

espécies de plantas (VERA et al., 2014; CASTILLO et al., 2017; RÍOS et al., 2017; NORRIS, 

et al., 2021; BHARATHITHASAN et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2022; CANSIAN et al., 

2023) possuem potencial de agirem como repelente natural e/ou contém propriedades larvicidas 

contra o mosquito. Óleos essenciais associados a outras formas de controle biológico, como o 

uso de fungos entomopatogênicos, também demonstram potencial de controle do mosquito 

(BITENCOURT et al., 2022). 

Um dos organismos mais utilizados para o controle biológico de A. aegypti é a bactéria 

Bacillus turinghiensis israelensis (Bti), capaz de produzir proteínas endotóxicas que causam 

lise nas células intestinais de larvas e, consequentemente, sua morte (HAMED et al, 2022). 

Com segurança humana, baixo desenvolvimento de resistência e possibilidade de uso com 

produtos químicos garantem o futuro promissor de Bti no controle biológico de A. aegypti 

(POLANCZYK et al., 2003). Apesar das vantagens no biocontrole, Carvalho e colaboradores 

(2021) expuseram A. aegypti a Bti por 29 gerações e, embora não tenham apresentado 

características de vida alteradas, as fêmeas apresentaram um aumento no status de 

suscetibilidade ao vírus da Zika, associado a uma maior disseminação.  

A introdução de machos de A. aegypti infectados com a bactéria endossimbiótica 

Wolbachia sp. é outra forma de controle biológico (HAMED et al., 2022). Esses machos são 

considerados hospedeiros permanentes de bactéria e podem reduzir o tempo de vida de fêmeas 

infectadas, alterar o comportamento alimentar das fêmeas e, ainda, causar esterilidade induzida 

em fêmeas, que passam a produzir menos ovos e ovos inviáveis (ITURBE-ORMAETXE et al., 

2011; HUANG et al., 2017; ALLMAN et al., 2020). Os descendentes de uma fêmea não 

infectada e um macho infectado tornam-se inviáveis, devido à incompatibilidade 

citoplasmática. Além disso, a bactéria é capaz de reduzir a infectividade do mosquito para 

vários arbovírus, incluindo vírus da dengue, chikungunya, febre amarela e Zika vírus 

(HOFFMANN et al., 2011; DUTRA et al., 2016; ZHANG.; LUI., 2020).  

Diversos fungos entomopatogênicos (FEPs) são estudados como controle biológico de 

larvas e adultos de A. aegypti, tais como os do gênero Cercospora sp., Penicillium sp., Fusarium 

sp. e Galactomyces sp. (ACOTTI et al., 2021; ABRAR et al., 2023), além de Beauveria 
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bassiana e Metarhizium anisopliae (BITENCOURT et al., 2018; FALVO et al., 2020; 

CAROLINO et al., 2021; BITENCOURT et al., 2022). Segundo Alves (1998), os FEPs foram 

pioneiros no controle microbiano de artrópodes, sendo uma opção mais ecológica quando 

comparada a inseticidas químicos (HUANG et al., 2017). Diversos autores já demonstraram o 

potencial de FEPs para controle de artrópodes, incluindo carrapatos (ANGELO et al., 2014), 

ácaros (PEREIRA et al., 2019) e mosquitos (LIMA et al., 2015; BITENCOURT et al., 2021). 

Embora esse potencial de controle seja reportado, entender a interação destes fungos com seu 

hospedeiro é de extrema importância para se desenvolver um inseticida biológico baseado em 

FEPs.  

 

2.4.4.1 Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae no controle de Aedes aegypti 

Inicialmente usados no controle biológico de pragas agrícolas (FARIA; MAGALHÃES, 

2001; MICHEREFF FILHO et al., 2009), B. bassiana e M. anisopliae são fungos com grande 

potencial não só no controle de A. aegypti (HUANG et al., 2017; DE PAULA et al., 2021; 

KURNIAWAN et al., 2021; QUINTERO-ZAPATA et al., 2022, ZAMORA-AVILÉS et al., 

2022), mas também de diversos outros insetos (NOGUEIRA et al., 2020; BAYMAN et al., 2021; 

GEBREMARIAM et al., 2022; KARABÖRKLÜ, 2022). Ambas as espécies são naturalmente 

encontradas no solo e possuem alta virulência contra diversos insetos terrestres (HUANG et al., 

2017). Sabe-se que FEPs apresentam maior resistência a estresses abióticos ambientais quando 

comparados a inseticidas químicos e demonstram aumento da virulência acima das cepas do 

tipo selvagem específica ao alvo, que representa uma barreira na possibilidade de 

desenvolvimento de resistência no inseto-alvo do que outras abordagens (ORTIZ-URQUIZA 

et al., 2014).  

A infecção fúngica ocorre através da adesão de conídios (GREENFIELD et al., 2014), 

seguida da germinação e penetração ativa na cutícula do hospedeiro-alvo por meio da pressão 

mecânica e ação enzimática (AW; HUE, 2017). Posteriormente, a produção de blastosporos na 

hemocele do artrópode somada à liberação de toxinas promovem a destruição de tecidos do 

inseto. O desenvolvimento de hifas leva a colonização e esporulação fúngica na superfície do 

hospedeiro (MORA et al., 2016; HUANG et al., 2017; WANG; WANG, 2019; BITENCOURT 

et al., 2021).  

Os FEPs sintetizam metabólitos tóxicos para insetos, geralmente sintetizados quando o 

fungo penetra o exoesqueleto e alcança a hemocele, o que é considerado como propriedade 

inseticida e anti-alimentar, apresentando, assim, potencial comercial como agente de controle 
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de insetos (MORA et al., 2016). Os efeitos biológicos causados em insetos por toxinas de FEPs 

incluem indução da despolarização da membrana via abertura de canais de cálcio, resultando 

em paralisia tetânica e morte; alterações morfológicas no citoesqueleto e nos plasmócitos, 

afetando a resposta imune envolvendo encapsulação e fagocitose; redução da expressão de 

peptídeos antimicrobianos cruciais na resposta imunológica humoral dos insetos; alterações 

estruturais nas células epiteliais, levando à ruptura da membrana; indução de estresse oxidativo, 

inibindo a secreção de fluido nos túbulos de Malpighi; redução da mobilidade e alimentação 

(SAMUELS et al., 1988; VEY et al., 2002; PAL et al., 2007; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010). 

Uma diferença entre o processo de infecção de larvas em mosquitos é que os conídios 

não se fixam na cutícula das larvas, como normalmente fazem na superfície dos insetos 

terrestres, por meio de interações hidrofóbicas. Essa diferença provavelmente se deve ao fato 

desses fungos serem normalmente encontrados no solo e, por isso, não evoluíram para interagir 

com as larvas do mosquito através das mesmas interações hidrofóbicas na água. Assim, em 

larvas, a principal via de entrada é a ingestão de conídios (HUANG et al., 2017; BITENCOURT 

et al., 2021 a). A infecção por B. bassiana reduz a sobrevivência, sucesso de repasto sanguíneo 

e fecundidade de A. aegypti (DARBRO et al., 2012) e a suscetibilidade de fêmeas adultas 

infectadas por M. anisopliae é modificada após a alimentação sanguínea (PAULA et al., 2011). 

Ambos os fungos permitem o uso associado a óleos essenciais e outros tipos de 

formulações, que já vem sendo pesquisados, tanto em A. aegypti quanto em outros artrópodes, 

visando na melhor apresentação comercial de um produto com certa resistência a fatores 

ambientais (NOGUEIRA et al., 2020; BITENCOURT et al., 2022; ROCHA, 2022; ZAMORA-

AVILÉS et al., 2022). 

A produção de B. bassiana e M. anisopliae apresenta vantagens, quando comparadas a 

outros métodos de controle do mosquito, como a fácil produção, possibilidade de produção em 

grande escala, variabilidade genética que permite o uso de espécies seletivas para um 

determinado inseto-alvo, além de serem seguros para mamíferos, incluindo humanos, aves, 

animais aquáticos e plantas (ZIMMERMANN, 2007 a; b; MORA et al., 2016; HUANG et al., 

2017).  

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 Local de realização de experimentos  

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Controle Microbiano, localizado na 

Estação Experimental para Pesquisas Parasitológicas Wilhemn Otto Daniel Neitz, no 
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Laboratório de Bacteriologia Veterinária do Departamento de Microbiologia e Imunologia 

Veterinária e no Laboratório de Controle de Artrópodes de Importância em Saúde Pública 

pertencente ao Departamento de Epidemiologia e Saúde Pública do Instituto de Veterinária e 

no Laboratório de Histologia e Embriologia, pertencente ao Instituto de Ciências Biológicas e 

da Saúde da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizados no município 

de Seropédica (22° 44' 38" S 43° 42' 28" O), estado do Rio de Janeiro.  

 

3.2 Obtenção e manutenção da colônia de Aedes aegypti  

Os ovos de A. aegypti (cepa Rockefeller) foram cedidos pelo Laboratório de Bioquímica 

de Biologia Molecular de Artrópodes/Departamento de Bioquímica do Instituto de Ciências 

Exatas da UFRRJ, cuja manutenção da colônia foi aprovada pelo CEUA/ICBS número 

23083007342/2016-59.  

Antes de cada experimento, aproximadamente 2 mil ovos de A. aegypti foram colocados 

em bandeja plástica contendo 2 L de água destilada. Após a eclosão, as larvas foram separadas 

por densidade em diversas bandejas plásticas (200 larvas para cada 1 L de água), alimentadas 

com ração de peixe estéril triturada (Alcon Koi®) diariamente (500 mg/L) e mantidas em 

temperatura e umidade relativa (UR) controladas (27 ± 2ºC e UR ≥ 80%) (BITENCOURT et 

al., 2021 a). 

Após a metamorfose das larvas, as pupas (N=40 pupas) foram transferidas para potes 

plásticos (9 x 15 x 13 cm) com tampas adaptadas com furos para garantir a circulação de ar, 

contendo 100 mL de água destilada. Durante a emergência dos adultos, a solução de sacarose a 

10% foi oferecida ad libitum. A água era escoada após todos os adultos emergirem de cada 

pote. Os mosquitos também foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade 

controlados (27 ± 2ºC e UR ≥ 80%). 

 

3.3 Obtenção e manutenção dos isolados fúngicos  

Os isolados de M. anisopliae sensu lato (s.l) CG 153 e de B. bassiana CG 479 foram 

obtidos da coleção de fungos entomopatogênicos do LCM, cedidos pelo Centro Nacional de 

Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). Ambos isolados foram cultivados em 

placas de Petri contendo o meio de cultivo Batata Dextrose Ágar (BDA) e mantidos no 

laboratório em temperatura e umidade específicas (27ºC e UR ≥ 80%) por 14 dias. 

Posteriormente, foram mantidos refrigerados a 4ºC até a realização dos ensaios biológicos ou 
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por até 3 meses. A identificação dos isolados, seus respectivos hospedeiros originais de 

isolamento e seus locais de origem estão descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Isolados de Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae sensu lato (s.l), hospedeiro do qual foi 

isolado e local de isolamento.  

Isolado Hospedeiro do isolamento Origem geográfica 

CG 153 Hymenoptera: Vespidae Santana do Ipanema, AL 

CG 479 Deois incompleta (Homoptera: Cercopidae) Altamira, PA 

 

A seleção dos isolados entomopatogênicos foi baseada em experimentos em condições 

in vitro e semi campo previamente realizados pelo grupo de pesquisa (BITENCOURT et al., 

2018; BITENCOURT et al., 2022; MOREIRA, 2022), onde foi demonstrado seu potencial 

larvicida e adulticida. 

 

3.4 Preparo e viabilidade das suspensões fúngicas 

Em fluxo laminar, conídios de M. anisopliae ou B. bassiana foram raspados da superfície 

do meio de cultivo e transferidos para tubos do tipo Falcon contendo solução de Tween 80 a 

0,03%. As suspensões foram homogeneizadas em vórtex, quantificadas em câmara de 

Neubauer e ajustadas para as concentrações de 1×106 e 1×107 conídios/mL, segundo Alves 

(1998). Para os grupos controle, foram utilizadas apenas a solução estéril de Tween 80 a 0,03%. 

Nos experimentos com adultos, a suspensão fúngica ou a solução controle foi pulverizada 

em papel filtro (gramatura 32), com auxílio de um spray borrifador, e posicionado em potes 
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plásticos, e no experimento com larvas, a suspensão foi despejada em bandejas, sendo 

considerado 1 mL de suspensão para cada larva exposta (BITENCOURT et al., 2021 a).  

Figura 2 – Método de exposição de adultos (A) e de larvas (B) de Aedes aegypti. 

Para viabilidade das suspensões conidiais, alíquotas de 10 μL de suspensões na 

concentração 105 conídios/mL de cada isolado fúngico foram inoculadas em placa de Petri 

contendo BDA e cloranfenicol a 0,5% e incubadas à 25 ± 1°C e UR ≥ 80% por 17 horas. Após 

o período de incubação, foram inoculados 10 μL de azul de algodão nas alíquotas de suspensão 

e foi posicionada uma lamínula para avaliação da viabilidade, realizada com auxílio de um 

microscópio. 

O cálculo do percentual de germinação dos conídios foi realizado segundo Alves (1998), 

avaliando e quantificando 300 conídios para obtenção do percentual de conídios germinados e 

de não germinados. Conídios foram considerados germinados quando foi possível observar o 

desenvolvimento de tubo germinativo e hifas e não germinados quando essas estruturas estavam 

ausentes. Experimentos que tiveram a viabilidade das suspensões conidiais menor que 95% não 

foram considerados. 

 

3.5 Oviposição de Aedes aegypti expostos a Metarhizium anisopliae  

Utilizando M. anisopliae CG 153 a 1×107 conídios/mL, a metodologia utilizada para 

impregnação do papel filtro foi descrita no item 3.4, com modificações no volume da suspensão 

fúngica (5 mL) e tamanho do papel filtro (cortado para caber dentro do pote). Depois de secas 

dentro do fluxo, as folhas de papel filtro foram posicionadas em potes plásticos (15 cm × 13 

cm) cobrindo toda sua superfície (Adaptado de DONG et al., 2012).  

Adultos de A. aegypti (N=40, sendo 25 fêmeas e 15 machos com 6-8 dias pós-

emergência), foram brevemente submetidos ao frio (-4ºC) até adormecerem. Em seguida, com 

auxílio de pinças (nº5), as fêmeas foram gentilmente transferidas para potes plásticos, contendo 

cada pote, uma folha de papel filtro impregnado com M. anisopliae CG 153. O grupo controle 

foi exposto ao papel filtro impregnado com Tween 80 a 0,03%. Após 24h em contato com o 

papel filtro impregnado por suspensão fúngica, os adultos foram transferidos para potes 

plásticos contendo papel filtro (16 cm × 6 cm) para posterior oviposição.  

Para a alimentação das fêmeas e posterior oviposição, um camundongo (Mus musculus, 

Linhagem Swiss) foi anestesiado com injeção subcutânea de cetamina (25%) e xilazina (75%), 

utilizando a dose de 0,1 mL para cada 10 g de animal e mantido na parte superior da gaiola 

contendo os mosquitos, durante 10 minutos. Três dias após a alimentação com sangue, o papel 
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filtro foi umedecido com 3 mL de água destilada e mantido na gaiola por três dias para 

realização da oviposição. Durante todo o experimento a solução de sacarose a 10% foi oferecida 

ad libitum e os potes contendo os mosquitos foram mantidos em temperatura e umidade 

controlados (27 ± 2ºC e UR ≥ 80%). 

Cada grupo recebeu o tratamento em um momento específico, sendo que todos receberam 

alimentação com sangue de camundongo. O Grupo 1 (G1) foi exposto à suspensão fúngica 

minutos antes da alimentação, o Grupo 2 (G2) foi alimentado 24 horas antes da exposição 

fúngica, o Grupo 3 (G3) foi exposto à suspensão fúngica 24 horas antes da alimentação e o 

Grupo Controle (CTR) foi exposto à solução de Twen 80 a 0,03% minutos antes da alimentação.  

O papel filtro foi separado no terceiro dia, armazenado em sacos de papel em temperatura 

ambiente e, posteriormente, os ovos foram quantificados utilizando microscópio estereoscópio 

(GOMES, 2019). Foram realizadas seis repetições em tempos distintos utilizando diferentes 

lotes de fungos e mosquitos. Além da quantidade de ovos por grupo, a quantidade de fêmeas 

ingurgitadas foi reportada ao fim da alimentação, assim como a quantidade de mosquitos vivos 

durante no final de cada experimento. Ambos foram analisados visualmente, já que fêmeas 

ingurgitadas apresentam corpo avermelhado e repleto de sangue e mosquitos mortos não 

apresentam atividade. 

Figura 3 – Alimentação de fêmeas de Aedes aegypti utilizando camundongos anestesiados (A); papel filtro sendo 

umedecido para realização de oviposição (B); contagem de ovos em microscópio estereoscópio (C). 

 

3.6 Histopatologia de ovários de Aedes aegypti expostas a Metarhizium anisopliae 

Seguindo a metodologia descrita no item 3.5, fêmeas de A. aegypti (sendo dois grupos de 

20 e dois de 15 fêmeas) de 6-8 dias pós-emergência foram expostas ao fungo ou ao Tween 80 

a 0,03%. A separação e identificação dos grupos, alimentação com sangue ou solução de 

sacarose e manutenção do experimento também foram similares às descritas no item 3.5.  
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Para dissecção de ovários, as fêmeas (N=42) foram adormecidas a frio e posicionadas em 

placa de Petri contendo PBS (tampão fosfato 10 mM pH 7,4 a 4 °C) para remoção de patas e 

asas utilizando duas pinças finas estéreis, sob microscópio estereoscópio. De cada grupo, 3 

fêmeas (sem patas e asas) foram coletadas em cada momento, totalizando 14 subgrupos 

contendo o material coletado. Para G1 e G2 (N=9) os tempos de dissecção foram 24, 48 e 72h 

após a alimentação com sangue e para G3 e CTR (N=12) foram 0, 24, 48 e 72h após a 

alimentação com sangue.   

Após a dissecção, o material, separado por tempo e por grupo, foi fixado em solução de 

Boiun (GREGORY, 1980) por 3 horas e posicionados em cassete histológico imersos em álcool 

70. Em seguida, as amostras passaram por processo de desidratação em solução seriada de 

etanol (ETOH) a 70, 80, 90, 95 e 100% por 15 minutos a cada passagem. Após a desidratação, 

as amostras foram diafanizadas em solução xilol por três vezes, 15 minutos cada. Os tecidos 

foram inclusos em parafina e cortadas em micrótomo (HM360, MICRON©) com seções de 3 

µm. O material foi disposto em lâminas, e corados com hematoxilina-eosina, ácido periódico 

de Schiff ou metenamina de prata de Grocott e seladas com lamínulas (CORRÊA-DA-SILVA 

et al., 2006). Foram avaliadas 70 lâminas no total. 

As imagens foram visualizadas utilizando microscópio de luz com câmera integrada 

AxioCam ICc 1 (ZEISS®) e fotografadas utilizando o programa Primo Star, ZEISS®.  

 

3.7 Perfil lipídico de ovários e corpo gorduroso de fêmeas de Aedes aegypti expostas a 

fungos entomopatogênicos 

Utilizando M. anisopliae CG 153 e B. bassiana CG 479 a 1×107 conídios/mL, a 

metodologia descrita no item 3.4 foi seguida com modificações no volume da suspensão fúngica 

(1 mL) e tamanho do papel filtro posicionado em copos plásticos descartáveis (5 cm × 5 cm). 

Depois de secos, cada copo recebeu 15 fêmeas de A. aegypti (N=45) de 6-8 dias pós-emergência 

previamente adormecidas a frio a -20ºC (Figura 2A).  

Após 24, 48 ou 72 horas de exposição (DONG et al., 2012), as fêmeas foram adormecidas 

a frio e preparadas para dissecção. Utilizando duas pinças finas estéreis, cada fêmea foi 

posicionada em placa de Petri contendo PBS para remoção da cabeça, tórax, asas e patas. 

Posteriormente, a dissecção das fêmeas foi realizada de forma que o penúltimo segmento era 

separado do restante do corpo, de modo a expor os ovários, intestino e túbulos de Malpighi 

(Figura 2B). Os ovários e o corpo gorduroso (corpo gorduroso + cutícula) foram separados e 
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acondicionados (Figura 2C), separadamente, em microtubos contendo 100 μL de PBS. Os 

tecidos foram armazenados a -20°C para posterior extração de lipídios. 

Figura 4 – Fêmeas de Aedes aegypti expostas a fungos entomopatogênicos (A); dissecção para exposição de 

órgãos de interesse (B); tecidos selecionados para extração e análise de lipídios (C). 

 

Os experimentos foram realizados em 3 tempos distintos utilizando diferentes lotes de 

fungos e mosquitos. 

 

3.7.1 Extração e análise de lipídios  

O pool de ovários e corpo gorduroso foram macerados e homogeneizados, 

separadamente, utilizando pistilos de Teflon e transferidos para tubos de extração de vidro 

identificados, onde foram adicionados 700 µL de água destilada, 2 mL de metanol e 1 mL de 

clorofórmio (BLIGH; DYER, 1959). Cada tubo foi agitado em vórtex 3 vezes por 3 minutos 

durante 1 hora e, posteriormente, centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

despejado em segundo tubo de extração, deixando o depósito de proteínas no fundo dos tubos 

utilizados no primeiro momento. Para separação das fases orgânica e aquosa, foi adicionado ao 

sobrenadante 1 mL de água destilada e 1 mL de clorofórmio e os tubos foram novamente 

centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. A fase orgânica foi retirada com o auxílio de uma 

pipeta Pasteur e transferida para um terceiro tubo de extração. A fase orgânica foi seca por 

arraste de Nitrogênio a 45 ºC, utilizando o Concentrador (TE-019, Tecnal®), e armazenada a -

20°C para posterior análise por cromatografia em camada delgada unidimensional ou thin layer 

chromatography (TLC) em placas de sílica (Merck®). 

Os lipídios foram reconstituídos em 80 μL de clorofórmio e homogeneizados em vórtex 

por 1 minuto para aplicação das amostras nas placas de sílica. Para curva padrão, foram 

aplicados 2, 4, 6, 8 e 10 µg de ácido graxo (AG), colesterol (CHO), colesterol esterificado 
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(CHOE) e triacilglicerol (TG) em 5 pontos de cada placa de sílica. Foram aplicados 2 µg de 

monoacilglicerol (MG), diacilglicerol (DG) e ergosterol (EG) em apenas um ponto. Como 

referência, foram utilizados padrões lipídicos mostrados na Tabela 3. 

 

Tabela 2 – Padrões lipídicos utilizados na cromatografia em camada delgada.  

 

Após a aplicação e secagem de lipídios padrões e amostras, cada placa de sílica foi 

posicionada em cuba de vidro vedada contendo hexano:éter etílico:ácido acético (60:40:1, v/v) 

previamente homogeneizados em balão volumétrico (KAWOOWA; LAW, 1988) para 

separação dos lipídios neutros. A corrida aconteceu até que os padrões e amostras percorressem 

16 cm desde a linha onde estes foram aplicados. As placas foram retiradas da cuba e, após a 

evaporação dos solventes, foram imersas em solução de Cherring, composta por sulfato de 

cobre 10% (p/v) e ácido fosfórico 8% (v/v), e queimadas entre duas placas de vidro em forno 

Pasteur a 170°C (RUIZ; OCHOA, 1997) até que as manchas dos lipídios estivessem evidentes. 

As imagens foram submetidas à densitometria através do programa Image Master Total 

Lab versão 1.11 (GE Healthcare® - Brazil Life Sciences, São Paulo, SP, Brazil). 

 

3.8 Atividade antimicrobiana de larvas de Aedes aegypti expostas a Beauveria bassiana 

Utilizando B. bassiana CG 479 a 1×106 conídios/mL, a metodologia descrita no item 3.4 

foi seguida com modificações no volume da suspensão fúngica (700 mL) e tamanho do 

recipiente (1 L de capacidade). A suspensão foi despejada em potes plásticos contendo 700 

Sigla Padrão Identificação Smigma-Aldrich 

AG Ácido Graxo Oleic acid - O1008-1G  

CHO Colesterol Cholesterol Sigma Grade - C8667 

CHOE Colesterol Esterificado Cholesteryl Palmitate 98+% - C6072 

MG Monoacilglicerol 1-Monooleoyl-rac-glycerol - M7765 

DG Diacilglicerol 1,3-Diolein - D3627 

TG Triacilglicerol Triolein - 92860 

EG Ergosterol Ergosterol - PHR1512 
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larvas (L2). O grupo controle foi exposto a 700 mL de água destilada com Tween 80 a 0,03% 

e também possuía 700 larvas (L2).  

Após 16, 24, 40 e 48 horas de exposição fúngica, foram coletadas 60 larvas de cada grupo 

(N=240), utilizadas pinças oftalmológicas esterilizadas. Estas foram, posteriormente, 

acomodadas em microtubos contendo 120 µL de solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

ou coquetel inibidor de protease (CIP). As larvas foram maceradas e o homogenato armazenado 

a -20 ºC logo após a maceração. Foram realizados testes de difusão em disco (antibiograma), 

para detectar o efeito do macerado larval sobre o crescimento de cepas de Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Pseudomonas sp. resistentes e sensíveis a betalatctâmicos, descritas 

na Tabela 2. 

 

Tabela 3 – Cepas de bactérias utilizadas no ensaio para avaliação do efeito antimicrobiano de larvas de Aedes 

aegypti expostas a Beauveria bassiana CG 479. 

Cepa Espécie Identificação 

25922 Escherichia coli Sensível 

CMY Escherichia coli Resistente 

25923 Staphylococcus aureus Sensível 

43300 Staphylococcus aureus Resistente 

111 Pseudomonas sp. Sensível 

200 Pseudomonas sp. Resistente 

 

Utilizando-se pinça esterilizada, discos de papel filtro com 6 mm de diâmetro 

previamente impregnados com 2μL do macerado foram colocados sobre a superfície do ágar 

Müeller-Hinton, conforme recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2005), contendo cada uma das cepas bacterianas avaliadas. Dois dos discos 

posicionados em cada placa foram separados como controle, sendo que um deles continha 

apenas PBS ou CIP e o outro o antibiótico Ertapenem. Outros 8 discos foram utilizados para 

avaliação da atividade do macerado obtido a partir de cada tempo de exposição ao fungo (16, 

24, 40 e 48h). As placas foram incubadas em estufa a 35 ± 1 ºC por 24 horas. O halo de inibição 

do crescimento foi medido no verso de cada placa utilizando régua milimétrica, descartando-se 
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o diâmetro de leitura do disco. Os testes foram realizados em duplicatas e repetido 3 vezes, 

sendo que 24 placas foram avaliadas em cada repetição.  

 

3.9 Análise Estatística  

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk. Quando apresentaram 

distribuição normal, foram submetidos à Análise de Variância (ANOVA) usando o Tukey para 

comparação múltipla e os que não apresentaram distribuição normal foram analisados pelo teste 

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. O nível de significância foi 95%. Todas as 

análises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versão 8.0.1 (® GraphPad Software 

Inc., USA).  

 

4. RESULTADOS  

4.2 Oviposição de Aedes aegypti expostos a Metarhizium anisopliae 

Ao realizar a alimentação, foi possível realizar a contagem de fêmeas ingurgitadas em 

cada grupo, o que não apresentou diferença estatística (P=0,6358) (Figura 5). Os diferentes 

grupos foram comparados entre si (G1 vs. G2: P=0,9773; G1 vs. G3: P=0,9638; G1 vs. CTR: 

P=0,9638; G2 vs. G3: P=0,9928; G2 vs. CTR: P=0,6215; e G3 vs. CTR: P=0,7790). 

Figura 5 – Fêmeas de Aedes aegypti ingurgitadas após alimentação com sangue de camundongo distribuídas em 

quatro Grupos (G). G1, G2 e G3 foram expostos a Metarhizium anisopliae CG 153. G1= exposto ao fungo minutos 

antes da alimentação; G2= alimentado 24h antes da exposição fúngica; G3= alimentado 24h após exposição 

fúngica; CTR= exposto à Tween 80 a 0,03% minutos antes da alimentação; ns= não significativo. 

 

A exposição fúngica utilizando M. anisopliae CG 153 na concentração 1×107 

conídios/mL associada à alimentação com sangue de camundongo, independente do momento 

de alimentação, não influenciou na quantidade de ovos de A. aegypti nos diferentes grupos 
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(P~0,5948), bem como quando os grupos foram comparados entre si (P>0,9999 para G1 vs. 

G2, G1 vs. G3, G1 vs. CTR, G2 vs. G3, G2 vs. CTR, G3 vs. CTR), como mostra a Figura 6.  

Figura 6 – Quantidade de ovos após postura realizada por fêmeas de Aedes aegypti expostas ou não a Metarhizium 

anisopliae CG 153 distribuídas em quatro Grupos (G): G1, G2 e G3 expostas ao fungo. G1= expostas ao fungo 

minutos antes da alimentação; G2= alimentadas 24h antes da exposição fúngica; G3= alimentadas 24h após 

exposição fúngica; CTR= expostas à Tween 80 a 0,03% minutos antes da alimentação; ns= não significativo. 

 

A comparação entre a quantidades de ovos por fêmea alimentada também não apresentou 

diferença estatística (P=0,3191), como mostra a Figura 7. Os diferentes grupos foram 

comparados entre si (G1 vs. G2: P=0,7471; G1 vs. G3: P=0,7917; G1 vs. CTR: P>0,9999; G2 

vs. G3: P=0,2466; G2 vs. CTR: P=0,7682; e G3 vs. CTR: P=0,7713) também não apresentaram 

diferença estatística. 

Figura 7 – Quantidade de ovos por fêmea após postura realizada por fêmeas de Aedes aegypti expostas ou não a 

Metarhizium anisopliae CG 153 distribuídas em quatro Grupos (G): G1, G2 e G3 expostas ao fungo. G1= expostas 

ao fungo minutos antes da alimentação; G2= alimentadas 24h antes da exposição fúngica; G3= alimentadas 24h 

após exposição fúngica; CTR= controle expostas à Tween 80 a 0,03% minutos antes da alimentação; ns= não 

significativo. 
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A quantidade de mosquitos vivos em cada grupo, machos e fêmeas, ao final dos 

experimentos foi similar (P=0,7507) (Figura 8). Os diferentes grupos também foram 

comparados entre si:  G1 vs. G2: P=0,8692; G1 vs. G3: P=0,9940; G1 vs. CTR: P=0,7636; G2 

vs. G3: P=0,9558; para G2 vs. CTR: P=0,9965; G3 vs. CTR: P=0,8870. Assim, o resultado 

dessa avaliação também não apresentou diferença estatística. 

Figura 8 – Sobrevivência de mosquitos (machos e fêmeas) ao fim dos experimentos de oviposição. G1, G2 e G3 

foram expostos com Metarhizium anisopliae CG 153 distribuídas em quatro Grupos (G). G1= expostas ao fungo 

minutos antes da alimentação; G2= alimentadas 24h antes da exposição fúngica; G3= alimentadas 24h após 

exposição fúngica; CTR= expostas à Tween 80 a 0,03% minutos antes da alimentação; ns= não significativo. 

 

4.3 Análise histopatológica de ovários de Aedes aegypti expostos a Metarhizium anisopliae 

Ao realizar a leitura das lâminas coradas em HE ou PAS não foram encontradas estruturas 

leveduriformes nos ovários. Ainda assim, os folículos ovarianos dos mosquitos tratados com 

M. anisopilae CG 153 mostraram perda da arquitetura tecidual com rompimento do epitélio 

folicular, redução do número de ovócitos e alterações morfológicas nas células de sustentação 

(nurse cells) quando comparados histologicamente ao grupo controle.  

Nos grupos tratados por 48h, tanto CTR (Figura 9 c e d) quanto os grupos G1 (Figura 9 

a e b), G2 (Figura 9 c e d) e G3 (Figura 9 e e f) tratados com fungo, ainda foi possível observar 

a presença de nurse cells em alguns ovaríolos. Os ovaríolos dos grupos tratados com fungo 

mostraram perda da arquitetura tecidual com rompimento do epitélio folicular; os ovócitos e 

ovogônias encontram-se dispersos pelo espaço entre os ovaríolos (cálices). Alguns ovaríolos 

encontram-se totalmente degenerados, sem a presença de ovócitos, ovogônias e nurse cells. Os 

ovaríolos que nurse cells estão presentes mostram-se em estágio de degeneração (exibem 

núcleos de diferentes tamanhos e presença de células anucleadas).  
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Nos ovários das fêmeas tratadas com a solução controle por 72h (Figura 9 e e f), nurse 

cells estão ausentes. No grupo controle observou-se o epitélio folicular em fase inicial de 

degeneração, os ovaríolos mostraram-se com menor quantidade de ovócitos, ovogônias e 

grânulos de vitelo em relação ao grupo 24h e 48h. Os ovaríolos do grupo controle, apesar de 

parecerem estar em fase de degeneração, ainda exibiram organização tecidual em relação aos 

grupos tratados com 48h e 72h.  

Após 24 horas, os ovários de A. aegypti do grupo controle (CTR) exibiram morfologia 

normal com epitélio folicular com células cúbicas baixas e núcleo esférico revestindo os 

ovaríolos, além da presença de nurse cells (ou trofócitos ou células acessórias) localizadas em 

uma extremidade, ocupando um terço dos ovaríolos (Figura 9 a e b). O restante dos ovaríolos 

mostrou-se totalmente preenchido por células (ovócitos) e grânulos de vitelo. Em 48h (Figura 

5 c e d), o epitélio germinativo mostrou-se íntegro; enquanto no grupo tratado, os ovaríolos 

exibiram rompimento, possivelmente precoce, do epitélio folicular e redução do número 

ovócitos e grânulos de vitelo. 
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Figura 9 – Cortes histológicos de ovários de Aedes aegypti expostos a Metarhizium anisopliae CG 153 por 48 

horas em diferentes grupos (G1, G2, G3). *= ovaríolos; A= ovócito; B= epitélio folicular cúbico com núcleo 

esférico; C= grânulos de vitelo; D= cálice; E= nurse cells. 
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Figura 10 – Cortes histológicos de ovários de Aedes aegypti expostos ao papel impregnado com Tween 80 a 

0,03% em diferentes tempos pós alimentação (24, 48 e 72h). *= ovaríolos; A= ovócito; B= epitélio folicular cúbico 

com núcleo esférico; C= grânulos de vitelo; D= cálice; E= nurse cells.  
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4.4 Análise do perfil lipídico de ovários e corpo gorduroso de Aedes aegypti expostos a 

fungos entomopatogênicos 

Foram identificados em ovários e corpo gorduroso os seguintes lipídios neutros: 

colesterol esterificado (CHOE), monoacilglicerol (MG), triacilglicerol (TG), colesterol (CHO) 

e ácido graxo (AG) ao comparar com os padrões (Figura 11), sendo possível realizar a 

quantificação apenas dos dois últimos (Figura 12). 

Figura 11 – Composição de lipídios neutros em ovário de fêmeas de Aedes aegypti expostas ou não a suspensão 

conidial de Metarhizium anisopliae. Pontos 1, 4 e 7= tratados pós 24h; pontos 2, 6 e 8= tratados por 48h; pontos 

3, 6 e 9= tratados por 72h; CHOE= colesterol esterificado; TG= triacilglicerol; AG= ácido graxo; CHO= colesterol; 

MG= monoacilglicerol. 

 

Baseado nas curvas padrão, foi possível notar que a quantidade de AG apresentou maior 

proporção quando comparado a CHO. Ainda assim, as suspensões fúngicas de M. anisopliae 

CG 153 e B. bassiana CG 479 na concentração 1×106 conídios/mL não influenciaram na 

quantidade desses lipídios em ovários e corpo gorduroso de fêmeas de A. aegypti nos diferentes 

tempos de exposição (Figura 12). 

Quando as classes de lipídio AG e CHO foram comparadas entre os grupos nos três 

tempos de observação, não houve diferença estatística para amostras de ovário (OV) (P=0,9798 

e P>0,9999, respectivamente). Os grupos controle (CTR) nos diferentes tempos de tratamento 

não apresentaram diferença estatística quando comparados entre si (P=0,6983 para AG e 
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P=0,9513 para CHO). A comparação entre as amostras de OV nos diferentes tempos de 

tratamento com M. anisopliae CG 153 também não apresentou diferença estatística (P=0,7992 

para AG e P=0,9989 para CHO), assim como a de B. bassiana CG 479 (P=0,8541 para AG e 

P=0,7214 para CHO) (Figura 12).  

Figura 12 – Quantidade em micrograma (μg) de lipídios neutros por ovários de fêmea de Aedes aegypti expostas 

a Tween 80 a 0,03% (CTR), Metarhizium anisopliae CG 153 ou Beauveria bassiana CG 479 em diferentes tempos 

de tratamento. Valores obtidos a partir da análise densitométrica. AG= ácido graxo; CHO= colesterol; ns= não 

significativo. 

 

Quando as classes de lipídio AG e CHO foram comparadas entre os grupos nos três 

tempos de observação (Figura 13), não houve diferença estatística para amostras de corpo 

gorduroso (CG), apresentando valor de P=0,7705 e P~0,8365, respectivamente. Os grupos 

controle nos diferentes tempos de tratamento não apresentaram diferença estatística quando 

comparados entre si (P=0,7223 para AG e P=0,5264 para CHO). A comparação entre as 

amostras de CG nos diferentes tempos de tratamento com CG 153 também não apresentou 

diferença estatística (P=0,9495 para AG e P=0,6735 para CHO), assim como a de CG 479 

(P=0,7691 para AG e P=0,9712 para CHO).  
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Figura 13 – Quantidade em micrograma (μg) de lipídios neutros por corpo gorduroso de fêmea de Aedes aegypti 

expostas a Tween 80 a 0,03% (CTR), Metarhizium anisopliae CG 153 ou Beauveria bassiana CG 479 em 

diferentes tempos de tratamento. Valores obtidos a partir da análise densitométrica. AG= ácido graxo; CHO= 

colesterol; ns= não significativo. 

 

Ao comparar os tempos separadamente, também não foi encontrada nenhuma diferença 

estatística. Para amostras de OV, os lipídios AG (Figura 14 A) e CHO (Figura 14 B) no 

tratamento de 24h apresentaram valor de P=0,8736 e P=0,9954, respectivamente; no tratamento 

de 48h apresentaram P=0,7688 e P=0,9485; e no tratamento de 72 horas apresentaram valor de 

P=0,9111 e P=0,9236, respectivamente.  

Para amostras de CG, os lipídios AG (Figura 14 C) e CHO (Figura 14 D) no tratamento 

por 24 horas apresentaram valor de P=0,6783 e P=0,8128, no tratamento por 48 horas 

apresentaram P=0,7416 e P=0,9009; e no tratamento de 72 horas apresentaram valor de 

P=0,3716 e P=0,5093, respectivamente. 
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Figura 14 – Quantidade em micrograma (μg) de lipídios neutros por tecido de fêmea de Aedes aegypti expostas a 

Tween 80 a 0,03% (CTR), Metarhizium anisopliae CG 153 ou Beauveria bassiana CG 479 em diferentes tempos 

de tratamento. Valores obtidos a partir da análise densitométrica. Tecidos representados em A e B= ovários e em 

C e D= corpo gorduroso; AG= ácido graxo; CHO= colesterol. 

 

4.4 Atividade antimicrobiana de larvas de Aedes aegypti expostas a Beauveria bassiana 

 O macerado das larvas de A. aegypti coletadas 16, 24, 40 e 48 horas após a exposição 

ao fungo B. bassiana CG 479 não apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli 

ou Pseudomonas sp., incluindo as cepas resistentes e sensíveis. Dois exemplos de placas de 

antibiograma podem ser visualizados na Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 
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Figura 15 – Placas de antibiograma contendo amostra de macerado de larvas de Aedes aegypti expostas a 

Beauveria bassiana CG 479. Discos 1 e 2, 3 e 4, 5 e 6, 7 e 8= larvas maceradas 16, 24, 40 e 48 horas após 

exposição, respectivamente; disco 9= Ertapenem; disco 10= solução salina tamponada com fosfato ou coquetel 

inibidor de protease. 

 

5. DISCUSSÃO  

Este estudo mostra o efeito dos isolados fúngicos CG 153 de M. anisopliae e CG 479 de 

B. bassiana sobre a atividade antimicrobiana por larvas de A. aegypti e sobre a oviposição, 

morfologia ovariana e metabolismo lipídico corpo gorduroso e ovário de fêmeas do mosquito.  

Diversos autores já demonstraram a eficácia de FEPs no controle de A. aegypti (LIMA et 

al., 2015; DANIEL et al., 2017; FALVO et al., 2020; KURNIAWAN et al., 2021; DE PAULA 

et al., 2021; BITENCOURT et al., 2021; ZAMORA-AVILÉS et al., 2022; ARROYO-

GONZÁLEZ; GANDARILLA-PACHECO, 2022). A seleção dos isolados entomopatogênicos 

foi baseada em experimentos em condições in vitro e semi campo previamente realizados pelo 

grupo de pesquisa (BITENCOURT et al., 2018; BITENCOURT et al., 2022; MOREIRA, 

2022), onde foi demonstrado o potencial larvicida e adulticida destes.  

Blanford e colaboradores (2005) demonstraram a redução da alimentação sanguínea e a 

inibição do desenvolvimento de Anopheles stephensi como benefícios de uma infecção fúngica. 

Apesar de se tratar de uma espécie diferente de mosquito, o mesmo não foi observado neste 

trabalho, visto que o grupo que recebeu alimentação com sangue depois a exposição fúngica 

não só teve quantidade média de fêmeas ingurgitadas não muito diferente da dos grupos 

alimentados antes ou no mesmo dia da exposição fúngica, como também não obteve diferença 

estatística na oviposição. 
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Diferente dos resultados do presente trabalho, a taxa de fecundidade (considerada como 

a soma dos ovos postos e retidos do primeiro ciclo gonotrófico), reduziu de 95% e 60% para 

dois isolados de B. bassiana testados por García-Munguía e colaboradores (2011). Porém, 

Darbro e colaboradores (2012) evidenciaram que, apesar de se alimentarem menos de sangue, 

A. aegypti expostos a FEPs são capazes de realizar a oviposição normalmente. Além de gêneros 

dos FEPs, ambos os pesquisadores utilizaram sangue humano para alimentação de fêmeas, 

sendo que o segundo realizou a alimentação duas vezes (dois e quatro dias após a exposição 

fúngica).  

Ao avaliar a quantidade de fêmeas ingurgitadas, apesar de não encontrar diferença 

estatística, notou-se que poucas fêmeas se alimentaram. Das 25 fêmeas alocadas em cada pote, 

calculando a média total de 11 fêmeas alimentadas (44% alimentadas, redução de 56%). Na 

repetição onde o maior e menor número de fêmeas ingurgitadas foi observado o percentual da 

média de fêmeas alimentadas foi respectivamente de 36% e 61%, correspondendo na redução 

de 64% e 39% de fêmeas alimentadas. Darbro e colaboradores (2012) demonstraram a redução 

de 80% na alimentação sanguínea em uma repetição durante seus ensaios de semi campo com 

B. bassiana. Paula et al. (2011) e Cabral et al. (2020) relataram que fêmeas ingurgitadas se 

tornam menos suscetíveis a infecção fúngica de M. anisopliae do que quando alimentadas com 

solução açucarada, devido à rápida indução das vias imunológicas Toll e IMD. 

Ainda que não tenha sido avaliada a viabilidade dos ovos provenientes dos experimentos 

de oviposição e a longevidade das larvas nascidas desses, a infecção de A. aegypti por CG 153 

M. anisopliae, assim como por CG 479 B. bassiana, reduziu a longevidade (MOREIRA, 2022) 

ao mesmo tempo que permitiu a oviposição, tornando a sua utilização um método 

potencialmente eficaz.  

Na leitura das lâminas de histopatologia coradas em HE ou PAS não foram encontradas 

estruturas leveduriformes nos ovários. Apesar disso, os folículos ovarianos dos mosquitos 

tratados com M. anisopilae mostraram perda da arquitetura tecidual com rompimento do 

epitélio folicular, redução do número de ovócitos e alterações morfológicas de nurse cells 

(responsáveis pelo desenvolvimento inicial e nutrição de ovócitos) quando comparados 

histologicamente ao grupo controle. O grupo controle se apresentou similar ao reportado por 

Mahmood et al. (1991), onde A. aegypti foi tratado com ivermectina antes da análise de 

histopatologia.  

Dessa forma, devido ao tempo de exposição, sugerimos que as alterações tenham sido 

causadas pelas toxinas de M. anisopliae que foram transportadas via hemolinfa até os ovários, 
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já que essas causam alterações estruturais nas células epiteliais, levando a ruptura de membrana 

(SOWJANYA; PADMAJA, 2008; MORA et al., 2016). A infecção em larvas acontece em 

menor tempo, já que nelas a principal via de entrada do fungo no organismo é a ingestão de 

conídios (HUANG et al., 2017) previamente dispersos na água durante o preparo da suspensão. 

No caso de adultos, a infecção leva mais tempo já que envolve a adesão de conídios 

(GREENFIELD et al., 2014) e penetração ativa na cutícula do hospedeiro-alvo, seguida da 

germinação e ruptura da cutícula por pressão mecânica e ação enzimática (AW & HUE, 2017). 

Assim, o curto tempo entre a infecção, alimentação e posterior oviposição possivelmente não 

foram suficientes para que o fungo tenha atingido os tecidos envolvidos na postura de ovos. 

Isso se comprova pela ausência de hifas na histopatologia realizada no presente trabalho. 

Portanto, mais experimentos com maior tempo de exposição são necessários para avaliar a 

patogênese, órgãos infectados, assim como mais análises histológicas associadas a ferramentas 

quantitativas. 

O metabolismo lipídico de insetos é fundamental para a diapausa, voo, desenvolvimento 

embrionário e gerenciamento de energia (GONDIM et al., 2018; TOPRAK et al., 2020). Na 

análise do perfil lipídico de ovário e corpo gorduroso de A. aegypti e, por fim, ao ser exposto 

aos fungos M. anisopliae CG 153 e B. bassiana CG 479 por 24, 48 ou 72 horas o perfil lipídico 

de AG e CHO do mosquito não parece ser afetado quando comparado com o grupo controle. 

Nos experimentos com Rhipicephalus microplus realizados por Angelo et al. (2010), o perfil 

lipídico da hemolinfa nos grupos tratados com fungos não apresentou alterações em 

comparação ao grupo controle, porém resultados diferentes foram encontrados em amostras de 

hemócitos de fêmeas ingurgitadas. Carrapatos imersos em suspensões de conídios de B. 

bassiana e M. anisopliae reduziram respectivamente aproximadamente 40% e 10% os níveis 

de CHOE 24 horas após o tratamento. 

Nas pesquisas de Xavier (2019) em R. microplus e de Entringer et al. (2021) com 

Rhodnius prolixus, os resultados demonstram que o metabolismo de CHO é uma via com 

potencial de ser usada como alvo em novos métodos de controle do inseto. A inibição das 

proteínas transportadores de CHO proveniente da dieta diminui a capacidade reprodutiva de 

fêmeas e inviabiliza o desenvolvimento embrionário. Além disso, os ovos tornam-se suscetíveis 

à colonização por bactérias. Pelos resultados desse trabalho, os FEPs não parecem agir de tal 

forma. Os fungos utilizados no presente trabalho não influenciaram na quantidade de CHO de 

ovário ou corpo gorduroso, porém mais estudos seriam necessários para compreender os efeitos 

no organismo de A. aegypti como um todo, incluindo as proteínas transportadoras. 
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As diferentes condições de exposição ao fungo M. anisopliae e alimentação de fêmeas 

com sangue de camundongo não influenciaram na quantidade de ovos, corroborando a ausência 

de visualização dos fungos no ovário e ausência de alteração na quantidade de lipídios AG e 

CHO no período avaliado, quando foi utilizada a concentração 1×107 conídios/mL através da 

técnica do papel filtro impregnado. Ainda, não foi possível observar atividade de inibição no 

crescimento de bactérias a partir de macerado de larvas expostas à suspensão conidial de B. 

bassiana.  

De todos os antibiogramas avaliados utilizando amostras de larvas de A. aegypti tratadas 

com B. bassiana CG 479 por 16, 24, 40 e 48 horas, não foi observada presença de halo inibidor 

de crescimento bacteriano em nenhuma placa para nenhuma das seis cepas bacterianas testadas. 

Cruz et al. (2018) utilizaram, com sucesso, 16 tipos de PAMs para inibir E. coli, P. aeruginosa 

e S. aureus resistente a metilcilina. Picoli et al. (2017) isolaram melitina, um tipo de PAM, do 

veneno de Apis mellifera e provaram seu potencial na destruição e inibição do biofilme 

produzido por E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. A partir disso, acredita-se que seria necessária 

a utilização de um pool com maior de larvas e/ou extração de PAMs mais específicos oriundos 

de larvas de A. aegypti para estudos mais aprofundados. 

Embora não tenhamos avaliado experimentalmente o crescimento larval, assim como 

observado por Bitencourt et al. (2021) e Moreira (2022), as larvas expostas a B. bassiana 

aparentaram ter crescimento acelerado quando comparadas ao grupo controle. São necessários 

mais estudos para avaliar a precisão das alterações no crescimento larval causadas por infecções 

fúngicas. 

As diferentes condições de exposição ao fungo M. anisopliae e alimentação de fêmeas 

com sangue de camundongo não influenciaram na quantidade de ovos, corroborando a ausência 

de visualização dos fungos no ovário e ausência de alteração na quantidade de lipídios AG e 

CHO no período avaliado, quando foi utilizada a concentração 1×107 conídios/mL através da 

técnica do papel filtro impregnado. Ainda, não foi possível observar atividade de inibição no 

crescimento de bactérias a partir de macerado de larvas expostas à suspensão conidial de B. 

bassiana. A partir dos apresentados, ressalta-se a importância de metodologias diferentes e mais 

aprofundadas para compreender a dinâmica da infecção fúngica em A. aegypti e suas 

consequências. 
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6. CONCLUSÕES  

Após avaliar os resultados deste trabalho, conclui-se que:  

1. A exposição de fêmeas de A. aegypti com M. anisopliae CG 153, através da técnica do papel 

impregnado, por 24 horas não influenciou na oviposição. 

3. A exposição de fêmeas de A. aegypti com M. anisopliae CG 153 por 24 horas foi capaz de 

alterar a morfologia dos ovários no tratamento 48 horas após a alimentação. 

4. A exposição de fêmeas de A. aegypti com M. anisopliae CG 153 e B. bassiana CG 479 por 

24, 48 ou 72 horas não interferiu na quantidade de AG e CHO em ovário e corpo gorduroso  

5. A exposição ao fungo B. bassiana CG 479 durante 48 horas não permitiu a identificação de 

atividade antimicrobiana no macerado de larvas de A. aegypti. 
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