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A ideia para elaboragao desta obra partiu da necessidade de dis-
ponibilizar conhecimento cientifico e tecnolégico em produtos para
o controle do Aedes aegypti, estratégias de controle e novos produ-
tos para o controle populacional. Ha décadas o seu controle tem sido
dificil e suas estratégias de superagdo e comportamento reduzem a
eficacia do controle. E, ha muito sabemos que este vetor é o princi-
pal transmissor das arboviroses urbanas, competente para transmitir
inimeras doengas e potencial para novas doengas como inseto vetor.

Desta forma, buscamos levar esse conhecimento aos leitores
abordando a biologia do vetor e saberes relacionados as fases de vida
do Ae. aegypti e o entendimento para a aplicagdo do conhecimento em
produtos e estratégias de controle populacional.

Conhecer a composigao e caracteristicas do ovo é imprescindi-
vel para tragar uma estratégia eficiente no monitoramento e controle
de populagdes deste vetor.

O monitoramento e o controle da resisténcia a inseticidas em
Ae. aegypti também se tornou um fator significativo para subsidiar
as esferas de governo na tomada de decisoes para o enfrentamento a
este vetor.

Sabemos que essas arboviroses sao prevalentes no Brasil, e a
mortalidade causada pela dengue ainda é um desafio para a saude pu-
blica e conhecer o vetor e seus aspectos bioldgicos se torna relevante
nas medidas de controle. Nao temos a pretensao de esgotar o assunto,
mas de despertar uma nova perspectiva a partir das experiéncias vi-
venciadas na forma multidisciplinar e o uso das diferentes perspecti-
vas compartilhadas para o despertar ou a critica dos pesquisadores. A
ideia principal é a partir do conhecimento disponibilizada na literatu-
ra utilizar recursos e conhecimentos disponiveis para produtos e/ou
estratégias de controle populacional do Ae. aegypti. Os produtos con-
vencionais e nao convencionais podem ser utilizados, potencializados
e/ou até combinados para o controle do inseto vetor.

Prof. Dr. Eduardo José de Arruda
Universidade Federal da Grande Dourados
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O Aedes aegypti, um pequeno mosquito com um impacto gigan-
tesco, tem desafiado cientistas e profissionais de satde ptblica ao lon-
go das ultimas décadas. Os patdgenos que ele transmite — como os
virus da dengue, Zika e Chikungunya — tém causado sérios proble-
mas de saude publica em diversas regioes do mundo, especialmente
em areas tropicais e subtropicais. Neste livro, convidamos o leitor a
mergulhar no complexo mundo deste vetor, explorando sua biologia,
comportamento, e as diversas estratégias que tém sido desenvolvidas
para controla-lo.

No primeiro capitulo, abordamos o ciclo de vida do Ae. aegypti e
as doencas que ele causa ao transmitir patégenos. Compreender o ci-
clo de vida deste mosquito € crucial para identificar os pontos criticos
de intervencgao. Discutimos também o impacto das doengas associa-
das a este vetor, ressaltando a importancia de esforgos continuos para
seu controle.

No segundo capitulo, focamos nas formas imaturas do Ae. ae-
gypti. Os ovos representam um estagio critico para o controle popu-
lacional, e entender sua biologia pode fornecer insights valiosos para
estratégias de intervencao.

O terceiro capitulo discute os produtos inseticidas e estratégias
de controle populacional do Ae. aegypti a partir do estdgio mais resis-
tente, i.e ovos. Abordamos desde métodos tradicionais até inovagoes
tecnoldgicas, avaliando a eficacia e viabilidade das diferentes formas.
Discutimos as estratégias mais eficientes, quer sejam fisico-quimicas
ou bioldgicas, a serem propostas no controle populacional.

No quarto capitulo, exploramos a resisténcia e resiliéncia do
Ae. aegypti a inseticidas. A resisténcia a inseticidas é um dos maiores
desafios no controle deste vetor, e entender os mecanismos por tras
deste fendmeno é fundamental para o desenvolvimento de novas es-
tratégias.

O quinto capitulo destaca o potencial dos éleos de palmeiras
nativas da Amazodnia brasileira e o desenvolvimento de tecnologias
sociais no controle do Ae. aegypti. A utilizagao de recursos naturais e
o envolvimento da comunidade local podem ser estratégias promis-
soras e sustentaveis no combate a este mosquito.



No sexto capitulo, discutimos o relégio circadiano do Ae. ae-
gypti. Entender os ritmos biolégicos do mosquito pode, entre muitas
abordagens, ajudar a identificar os melhores momentos para aplicar
medidas de controle, aumentando sua eficacia.

Por fim, no sétimo capitulo, investigamos a atividade inseticida
de fendis lipidicos em Ae. aegypti. Os fendis lipidicos apresentam um
potencial significativo como agentes de controle, e suas propriedades
sdo exploradas detalhadamente.

Este livro é fruto de um esforco colaborativo entre pesquisado-
res de diversas areas, que representam instituigoes de varios estados
brasileiros, unidos pelo objetivo comum de combater o Ae. aegypti e
reduzir o impacto das doengas que ele transmite. Esperamos que esta
obra nao sé amplie o conhecimento sobre este vetor, mas também ins-
pire novas abordagens e solugdes para o seu controle. A ciéncia avan-
¢a através da colaboragao e do compartilhamento de conhecimento, e
€ com esse espirito que apresentamos este trabalho aos leitores.

Luiz Guilherme Soares da Rocha Bauzer
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)
Instituto de Biologia do Exército (IBEx)
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CAPITULO1

AEDES AEGYPTI:
PRINCIPAL VETOR
DAS ARBOVIROSES
URBANAS NO BRASIL

Eduardo José de Arruda
Ramao Luciano Nogueira Hayd
Herintha Coeto Neitzke-Abreu
Raquel da Silva Vieira
Paulo Silva de Almeida
Luiz Donizethe Minzao
Luiz Guilherme Soares da Rocha Bauzer

Antonio Pancracio de Souza



Conhecendo o vetor

Os mosquitos do género Aedes, da ordem Diptera, familia
Culicidae, tribo Aedini, compreendem mais de 900 espécies,
distribuidas em 44 subgéneros, dos quais apenas nove foram encon-
trados nas Américas. A espécie Aedes aegypti (Linnaeus) pertence ao
subgénero Stegomyia, que compreende principalmente espécies afro-
tropicais, palearticas e orientais. A chegada as Américas ocorreu pas-
sivamente, com o desenvolvimento do sistema de transporte humano
(Forattini, 2002). A familia Culicidae é composta por quase 3.600 espé-
cies de mosquitos, distribuidas em 41 géneros, dos quais pelo menos
quatro sao de grande importancia médica: Anopheles, Culex, Aedes e
Haemagogus (Rodrigues dos Campos, 2021).

O Ae. aegypti € um mosquito diurno, de coloragdo preta, com
listras brancas nas pernas e no corpo (Taveira; Fontes; Natal, 2001).
Mede entre 0,5 e 1 cm de comprimento. Esta espécie foi descrita cien-
tificamente em 1762 como Culex aegypti. "Culex” significa "mosquito”
e "aegypti” significa “egipcio”, entdo: "mosquito egipcio”. Ela se origi-
nou no Egito, pais localizado na regido do Oriente Médio do continen-
te africano. Porém, em 1818, observou-se que o mosquito apresentava
caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas semelhantes as espécies do
género Aedes, e assim foi estabelecido seu nome definitivo Aedes ae-
gypti, do grego "Aedes”, que significa "odioso” ou “desagradavel”’, e do
latim "aegypti”, que significa "do Egito”.

Ae. aegypti acompanhou o homem durante sua incessante mi-
gracao pelo mundo e se manteve nas regides que favoreceram sua
proliferacao, gragas as alteragdes antroépicas e a rapida adaptabili-
dade as condigdes ambientais (Consoli; Oliveira 1994). Originario da
regiao etidpica, o mosquito se dispersou para areas onde a atividade
antropica e o clima favoreceram sua proliferacéo e, atualmente, pode
ser encontrado em regides tropicais e subtropicais do globo (Natal,
2002). Tem, portanto, uma ampla distribuigao geografica pelo mundo,
sendo encontrado entre as latitudes 45° Norte e 45° Sul, em todos
os continentes, exceto na Antartida e nos paises com clima predomi-
nantemente frio, como Russia e Canada (Forattini, 2002). Acredita-
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-se que o Ae. aegypti tenha sido introduzido no Brasil colonial através
dos pordes do trafico negreiro. Devido a sua magnitude como vetor
da febre amarela urbana, o mosquito foi combatido em solo brasilei-
ro até 1955, quando foi considerado erradicado. Porém, paises sul-a-
mericanos vizinhos nao tiveram o mesmo cuidado, o que colaborou
com a reinfestagdo do Aedes no Brasil (Consoli; Oliveira, 1994; Gluber;
Clark, 1995). Embora o Ae. aegypti tenha sido erradicado duas vezes do
Brasil, denota-se fragilidade no programa de vigilancia em controle
das arboviroses, culminando com a reinfestagdo e aumento popula-
cional do vetor em todo o pais. Atualmente, esta presente em todos
os estados do Brasil e no Distrito Federal, sendo distribuido em cerca
de 4500 municipios brasileiros (Braga; Valle, 2007; Consoli; Oliveira,
1994; Zara et al., 2016).

Ao longo de sua trajetdria evolutiva, o Ae. aegypti vem sendo
considerado a espécie de mosquito mais associada a presenga huma-
na entre os culicideos, devido ao seu comportamento sinantrépico e
antropofilico (Natal, 2002). E, portanto, considerado o inseto vetor
mais dependente e adaptado ao ambiente urbano, pois vive com facili-
dade aos ambientes humanos, encontrando condigoes favoraveis para
se desenvolver, como abundancia de criadouros, escassez de preda-
dores e grande oferta de repasto sanguineo (Consoli; Oliveira, 1994).
Esta espécie se adaptou ao ambiente domiciliar e peridomiciliar, e sua
convivéncia com o homem é favorecida pela utilizagdo de recipientes
artificiais para o desenvolvimento de suas formas imaturas, condigao
que a torna predominantemente urbana (Camara et al., 2007).

A precariedade das condigoes de habitacdo e de saneamento
bésico, o abastecimento e a coleta irregulares de dgua e de dejetos,
e o armazenamento de dgua para consumo em tonéis sao condigoes
que favorecem o desenvolvimento do ciclo de vida do Ae. aegypti, con-
tribuindo para sua multiplicagao e transmissao viral. O crescimento
da industria moderna, como a produgao de embalagens descartaveis
(pléasticos, aluminios, vidros ou isopor), assim como a ascensao da in-
dustria automotiva, tem auxiliado na multiplicagado e dispersao deste
vetor, principalmente quando esses materiais nao sao descartados de
maneira adequada no meio ambiente. Os pneus, por exemplo, com o
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aumento do descarte inadequado no meio ambiente, tornam-se um
dos recipientes prioritarios para a oviposigao deste mosquito, favo-
recendo o desenvolvimento do seu ciclo biolégico e sua dispersao. O
desmatamento, o aquecimento global e a urbanizagao desorganizada
também tém favorecido o aumento da populagdo de Ae. aegypti em
locais com atividade humana (Taul, 2002; Borges, 2018; Soares, 2018).
Estudos mostraram que os maiores indices de infestagao do Ae. ae-
gypti sdo registrados em areas de habitacdo com infraestrutura sani-
taria inadequada e coleta de lixo deficiente, normalmente em bairros
com alta densidade populacional, baixa cobertura vegetal e acimulo
de lixo urbano (Donalisio; Freitas; Zuben, 2017; Valle et al., 2019).

O ciclo de vida do Aedes aegypti

O Ae. aegypti € um mosquito que apresenta duas fases distintas
em seu ciclo de vida, uma aquéatica compreendendo o ovo (quiescéncia
onde todas as atividades metabdlicas sao interrompidas e a continui-
dade é dada apds o contato com a dgua, e eclosao da larva), larvas (L1,
L2, L3 e L4) e pupa e a outra terrestre, que compreende a fase adulta.
Na Figura 1 mostra-se esquematicamente o processo de reprodugao
do mosquito Aedes spp. Estas fases distintas conferem ao individuo
uma adaptabilidade a qualquer ambiente urbano, ganhando espago
até mesmo em condi¢des desfavoraveis quanto ao uso de inseticidas
(Hayd et al., 2020).

Estudos realizados pelo grupo de pesquisa em laboratério mos-
traram que a hidratagdo dos ovos e emergéncia sdo etapas rapidas. A
duracao da fase larval de dez dias com uma média de dois dias entre
os instares larvais e pupa até a emergéncia do inseto adulto. A emer-
géncia do inseto adulto (alado) ocorreu em até quatro dias apds o esta-
gio de pupa. Nos estudos de Beserra e Castro Jr. (2008), a fase de pupa
demorou em média trés dias.
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Figura 1 - Ciclo reprodutivo e detalhes de habitos e comportamentos do
Aedes aegypti.
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Fonte: Raphael Antonio Borges Gomes, Laboratério de Bromatologia, Escola de Nutrigao,
Universidade Federal de Ouro Preto.

Os tamanhos dessas fases sdo aproximadamente: ovos (1,0
mm), L1 (=2,5 mm), L2 (3,9 mm), L3 (=5,0 mm), L4 (7,3 mm), pupa
(=3-4mm) e inseto adulto (alada) (=3-6mm) (Becker et al., 2003; Fio-
cruz, 2009) (Figura 2).
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Figura 2 - Tamanhos aproximados dos diferentes estagios e estadios do
Aedes aegypti.
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Fonte: Adaptado de CDC, 2020.

Com relagdo aos ovos, as fémeas fazem a postura individual-
mente nas paredes internas de colegbes de agua e costumam depo-
sitar seus ovos em mais de um criadouro, fenédmeno chamado de ovi-
posicdo em saltos, garantindo maiores chances de proliferagdo de sua
prole. Apds completo desenvolvimento embriondrio, que dura cerca
de dois ou trés dias, os ovos podem permanecer secos por meses, até
que o criadouro seja novamente alagado e os ovos eclodem, iniciando
o ciclo (Consoli; Oliveira, 1994; Forattini, 2002). O ovo é a fase do pro-
cesso reprodutivo com maior resisténcia ao estresse ambiental no ci-
clo de vida do mosquito, desempenhando um papel importante na sua
dispersao e sobrevivéncia da espécie. Implicitamente, possui toda a
carga genética que pode diferenciar populagdes do mosquito. A estra-
tégia de sobrevivéncia dessa espécie € baseada no desenvolvimento
de ovos resistentes a mudancgas de ambiente, inclusive ambientes que
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néo seriam favoraveis a outros tipos de ovos, como os do Culex (per-
nilongo comum), que necessitam estar dentro da d4gua (Abram et al.,
2015). O ovo é o estagio de vida menos conhecido e possivel de enten-
dé-lo, mas pode ser foco de controle e contribuir para planejamento
de novas estratégias de controle do mosquito. Os mosquitos deposi-
tam ovos em diferentes maneiras nos criadouros com agua. Durante
a embriogénese, a cuticula serosa é produzida, ela envolve o embrido
e contribui para a protegao do ovo, permitindo que ele sobreviva fora
d'agua (Hinton, 1981).

Os ovos de Aedes podem sobreviver fora da agua por periodos
longos, intermediarios e curtos, respectivamente (Consoli; Oliveira,
1994) e essas diferencgas estao relacionadas ao grau de melanizagdo
da casca do ovo, ou seja, ovos mais escuros resistem mais a perda de
agua. Portanto, a melanina aumenta a sobrevivéncia fora da agua e
essa protecgao conferida pela melanina depende da formacgao da cuti-
cula serosa (Consoli; Oliveira, 1994; Abram et al., 2015).

As cores dos ovos sao demonstradas na literatura como uma
importante estratégia de defesa contra predadores, como homocro-
mia, mimetismo, camuflagem, disrupgéo visual e sinalizagao de alerta
(aposematica) (Hinton, 1981). Por exemplo, as fémeas do inseto Podisus
maculiventris controlam seletivamente a cor dos ovos durante a ovi-
posi¢do: ovos mais escuros e mais claros sdo colocados na superficie
superior e inferior das folhas, respectivamente. O pigmento escuro
protege os ovos contra os efeitos deletérios da luz ultravioleta emitida
pelo sol (Abram et al., 2015).

A descoberta de que a pigmentacgao influencia o equilibrio da
agua do ovo é importante para entendimento da histéria evolutiva da
coloragao do ovo de inseto. A casca do ovo e a pigmentagao da cuticula
adulta garantem a sobrevivéncia do inseto em alguns casos, entre-
tanto, elas devem ser consideradas quanto a adequacgao das espécies e
podem permitir novas abordagens/estratégias para o controle popu-
lacional de vetores ou insetos-praga.

As larvas passam a maior parte do tempo se alimentando de
matéria organica, protozodarios, bactérias, leveduras e algas no fundo
e nas laterais do criadouro inundado (OECD, 2018a). E interessante
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notar que em temperaturas baixas, como 15°C, as larvas podem se
manter no estagio em que estdo até que o ambiente esteja favoravel
para a conclusédo do estagio larval (OECD, 2018b). Beserra; Fernades;
Ribeiro (2009) observaram que na presenga de, pelo menos 1,9mg de
ragdo/larva no criadouro as larvas nao serdo afetadas no seu desen-
volvimento até o estdgio adulto, independentemente da densidade
larval. A duragao do periodo larval é adaptavel as condigoes ambien-
tais. Por exemplo, com recursos escassos e alta densidade larval, o de-
senvolvimento larval pode ser atrasado e ficar estacionado no ultimo
instar até que as condigdes ideais para o inseto se restabelegam (Rit-
chie, 2014).

Precisam constantemente atingir a superficie da dgua para res-
pirar o ar atmosférico, o qual absorvem através do sifao respiratério.
Apés o quarto estadio, a larva se transforma em pupa, que é mével,
agil e absorve o ar através de duas trompas respiratorias localizadas
no cefalotérax (Hondrio; Lourengo-de-Oliveira, 2001).

Em geral, as larvas possuem cabega ovoide, térax e abdome de
nove segmentos e o décimo seguimento modificado em lobo anal. O
segmento posterior (conhecido como 1ébulo anal) tem quatro bréan-
quias lobadas para regulagao osmética e um sifao curto em forma de
barril com um tnico par de tufos subventrais para respirar na super-
ficie da dgua. Caracteristicas morfoldgicas adicionais incluem pelo
menos trés pares de cerdas na escova ventral, antenas que néo sédo
muito achatadas e falta de cerdas enormes no térax. Estas caracteris-
ticas sdo suficientes para distinguir as larvas de Aedes da maioria das
outras pertencentes a familia Culicidae e subfamilia Culicinae (OECD,
2018b).

As pupas de Ae. aegypti sdo muito moveis e rapidamente sub-
mergem em resposta a disttirbios externos. As pupas entram em con-
tato com o ar através de trompetas respiratérios emparelhados. O
corpo da pupa € coberto por uma cuticula translicida composta por
um cefalotérax e um abdoéme estreito e articulado. A regido anterior
do cefalotérax é ocupada por aparelhos bucais e cabega achatada. Os
olhos compostos dos adultos sdo visiveis em ambos os lados da cabega.
Diante dos olhos compostos, as antenas emergem na parte superior
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e sdo dobradas para tras ao longo dos lados do térax. O primeiro seg-
mento abdominal possui dois feixes palmares retos, essenciais para
manter o corpo da pupa acima da superficie da &gua. Comparado com
outros oito segmentos abdominais, o nono é relativamente pequeno;
ele contém alguns apéndices méveis chamados remos, que sdo érgaos
fundamentais no movimento da pupa, e uma nervura central os sus-
tenta (Yamany; Adham; Abdel-Gaber, 2024). Os autores destacam que
a descrigao de pupas, apesar de ser incomum, contribui tanto para a
taxonomia quanto para o controle desse inseto.

O dimorfismo sexual é importante, especialmente em técnicas
de criagdo (OECD, 2018b). Da pupa, emerge a forma adulta. O macho
se distingue essencialmente da fémea por possuir antenas plumosas e
palpos mais longos (Consoli; Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

Geralmente, os machos sao menores que as fémeas, porém, de-
vido a outros fatores como disponibilidade de alimento e densidade
larval nos criadouros, o dimorfismo sexual confiavel é de que o macho
se distingue essencialmente da fémea por possuir antenas plumosas
e palpos mais longos. Machos e fémeas se alimentam de agucares de
origem vegetal. A cépula envolve um ritual de acasalamento que co-
meca na aglomeragao de machos emlocais de alimentagao. Os machos
nascem primeiro e ficam nestes locais juntos. As fémeas sdo atrai-
das pelos sons de batimento das asas dos machos. A cépula ocorre,
predominantemente no verao; os machos maiores, bem nutridos no
periodo larval produzem mais espermatozoides e tem mais chances
de copular. As fémeas e machos se encontram durante o voo e procu-
ram modular os batimentos de asas entre si, tocar os seus tarsos e fa-
zer um alinhamento ventral para cépula, porém, o resultado positivo
ocorre apenas em cerca de 15% dos casos. Os machos e fémeas podem
copular por diversas vezes ao longo da fase adulta preferencialmente
no inicio ou fim do dia, no entanto, as fémeas guardarao apenas os
espermatozoides de sua primeira cépula, em um érgao chamado es-
permateca (Carvalho; Moreira, 2017; Aldersley; Castor, 2019; Alfonso-
-Parra et al., 2022; OECD, 2018b).
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O ciclo gonotréfico, domiciliagio e
comportamento de oviposicio de Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762)

O entendimento do ciclo gonotréfico, da desova e habitos ali-
mentares e reprodutivos do mosquito transmissor dos virus da den-
gue, Zika, Chikungunya, e de outras potenciais doencgas virais que
podem ser transmitidas devido a competéncia desse vetor, é parte
importante para conhecimento, controle populacional e redugao da
incidéncia dessas multiplas doencgas. Estas arboviroses podem ser
transmitidas e disseminadas por disponibilidade de individuos con-
taminados e que servem de reservatorios para a alimentacgao e trans-
missao vetorial por estes insetos (Consoli; Oliveira, 1994).

Para maturacao dos ovos, as fémeas precisam se alimentar de
sangue (nutrir os ovos no abdome), podendo fazer este repasto em
mais de uma pessoa antes da postura dos ovos. Esta caracteristica,
conhecida como discordancia gonotréfica, aumenta suas chances de
contrair virus ou patdégenos de hospedeiros vertebrados infectados
(Degallier et al., 1988).

As fémeas se alimentam preferencialmente do sangue humano
e por isso apresentam alto grau de antropofilia. Os picos de ativida-
de hematofagica ocorrem geralmente, no inicio e fim do periodo ves-
pertino, entretanto, como este inseto tem alta plasticidade compor-
tamental, pode se adaptar ao horario do hospedeiro (Chadee, 2010;
Carvalho; Moreira, 2017). Apds o repasto sanguineo, que se da entre
48 e 72 horas apds a emergéncia, as fémeas procuram locais ou re-
cipientes que possam acumular 4gua, geralmente pobre em matéria
orgéanica, onde depositam seus ovos, isoladamente, nas paredes inter-
nas, proximos a lamina d'agua. A maior atividade de oviposigao se da
nas primeiras horas do dia e ao anoitecer (Consoli; Oliveira, 1994). A
quantidade de ovos postos por fémea/ciclo gonadotréfico pode variar
bastante, com médias que vao de 32 até 90 ovos (Almeida, 2003).

Geralmente, a oviposigdo ocorre nas paredes dos criadouros,
proxima a superficie da dgua o que garante manutencgao da umidade
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e viabilidade dos ovos. Estes espagos se tornam bancos de ovos para
eclosoOes posteriores e garantem a continuidade do processo reprodu-
tivo e permanéncia dos insetos dos espagos urbanos ou peridomici-
lios, que possuem disponibilidade de alimentagao, abrigo e protegao
ao inseto. Nestes aspectos, a limpeza mecanica de espagos reproduti-
vos (criadouros) com esvaziamento de dgua, lavagem, escovagdo das
paredes dos recipientes com depdsitos de ovos, armazenados por ade-
sdo as paredes dos recipientes (Coon et al., 2014), deve ser realizada
para eliminagdo desses bancos de ovos.

As fémeas tendem a distribuir pequenos grupos de ovos de um
mesmo ciclo gonadotréfico em mais de um criadouro, comportamen-
to que potencializa sua dispersao e dificulta as agdes de controle. Es-
tudos sobre a dispersao do Ae. aegypti (soltura e recaptura) realizados
no Brasil demonstraram que as fémeas podem ovipor até uma distan-
cia de 800 m do ponto de liberagao em busca de novos sitios de ovi-
posigdo (Hondrio et al., 2003). O Ae. aegypti é um inseto "estrategista”,
cuja sobrevivéncia de sua populacao estd baseada na capacidade de
colonizar e se adaptar a estes habitats instaveis, aliada ao curto ciclo
geracional e elevada fecundidade/fertilidade. A interagdo destes fato-
res favorece o rapido crescimento populacional, gerando acentuadas
flutuagdes temporais de densidade (Consoli; Oliveira, 1994).

A alimentagdo de insetos machos e fémeas do Ae. aegypti esta
baseada em substancias ricas em carboidratos de extratos vegetais.
Entretanto, para a continuidade do processo reprodutivo, a fémea
pica o homem para sugar sangue (hematofagia). Este alimento € rico
em proteina pré-metabolizada, nutrientes e minerais, e necessario a
maturagao dos ovos. Neste aspecto, hematofagia é mais intensa a par-
tir do segundo ou terceiro dia apds a emergéncia da pupa em inseto
alado, a partir da cépula com o macho para a reprodugao da espé-
cie (Forattini, 2002; Brasil, 2001). O mosquito no criadouro avanga da
fase imatura de ovos a forma adulta alada que é responsavel pela pro-
pagagao das doengas vetorialmente transmitidas. A literatura mos-
tra diferencgas nos ciclos em termos de tamanho, tempos e comporta-
mentos da espécie Aedes spp. (Forattini, 2002). O ciclo reprodutivo do
Aedes spp. € dependente da temperatura, disponibilidade de alimen-
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tos e cooperagoes simbidticas com outras espécies e microrganismos
e até mesmo da quantidade de larvas existentes no criadouro, pois ha
competicdo das larvas por alimento, por exemplo, em um criadouro
com pouca agua e\ou alimento disponivel, que pode afetar a continui-
dade reprodutiva do inseto até a fase adulta do ciclo (Consoli; Oliveira,
1994; Forattini, 2002).

De acordo com condigoes ambientais mais favoraveis o tempo
de reprodugao se acelera e em condigoes desfavoraveis retarda. Apds
a eclosdo do ovo, o desenvolvimento do mosquito até a forma adulta
alada ocorre, em média, em torno de 7-10 dias até 21-30 dias, a de-
pender das condigdes ambientais impostas ao processo reprodutivo.
Os fatores climaticos e ambientais podem atuar de modo a favorecer
ou desfavorecer o processo reprodutivo reduzindo ou estendendo o
tempo de reproducgao de 7 até 30 dias (Degallier et al., 1988; Forattini,
2002; Braga; Valle 2007; Coon et al.,, 2014).

O processo de reprodugao por acasalamento do Ae. aegypti ocor-
re no peridomicilio nos primeiros dias da fase adulta do mosquito. A
partir da cépula para a reprodugao, a fémea armazena o esperma na
espermateca e realiza a hematofagia para o desenvolvimento dos ovos
por maturagdo nos ovarios. As fémeas, normalmente, encontram-se
aptas para a postura de ovos em trés dias apds a ingestao de sangue
(hematofagia) e, apds este processo, buscam locais adequados (cria-
douros) para a desova e continuidade do ciclo reprodutivo. O ritual
de copula depende da temperatura, de fatores nutricionais e também
da microbiota dos adultos, isto €, em temperaturas ideais no verao,
adultos mais bem alimentados e microbiota favoravel a reproducgéo a
copula é facilitada (Alfonso-Parra et al., 2022).

Ha estudos que demonstram que, qualquer espago de conten-
¢do de agua, mesmo com condigdes fisico-quimicas ou até biolégicas
desfavoraveis, incluindo organismos competidores, o processo pode
ocorrer, apesar destes microambientes nao serem adequados a repro-
dugao do inseto (Consoli; Oliveira, 1994; Forattini, 2002). Este aspecto
da biologia e comportamento do mosquito demonstram a capacidade
e resiliéncia do inseto, a partir dos processos de adaptagao ao meio,
que podem comprometer o controle preventivo e a redugao de inci-
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déncia de doengas virais. Neste contexto, interessante é conhecer as-
pectos do ciclo reprodutivo do Ae. aegypti.

O ciclo biolégico de Ae. aegypti pode ser considerado parte im-
portante do controle para estratégias de controle populacional (emer-
géncia, longevidade e oviposigdo). Quanto a duragdo méaxima da lon-
gevidade de fémeas, Sampaio (2010) registrou até 58 dias, enquanto
Oliva (2011) observou até 49 dias (padrao de oviposigdo e ciclos go-
notroéficos de Ae. aegypti Linnaeus). Ainda, Oliva observou uma lon-
gevidade média de 30 dias para as fémeas, o que garantiu a todas as
fémeas pelo menos trés ciclos gonotroficos, que, alids, foram os mais
fecundos. Os machos tém de 3 a 6 dias de longevidade (Clements,
2000).

As fémeas realizaram o repasto sanguineo e iniciaram a postura
cerca de trés a cada repasto, o que é corroborado por outros autores
(Reinhold et al., 2018; Scott et al., 1993), com média variavel de oviposi-
¢ao; em média 17 ovos/fémea/dia com fecundidade total média/fémea
observada para Ae. aegypti em torno de 48 e fecundidade didria mé-
dia/fémea em torno de 2. Os estudos mostraram a expectativa de vida
maior para as fémeas, mas longevas (e = 44,50) em relagdo aos ma-
chos (e,=23,90). Castro Jr. e colaboradores (2013) obtiveram dados de
fecundidade e longevidade maiores; apesar de ter corroborado com a
longevidade maior de fémeas.

As principais arboviroses urbanas
transmitidas pelo Aedes aegypti

O Ae. aegypti, pequeno e agressivo mosquito, € conhecido por ser
o principal portador da dengue no mundo. As arboviroses foram res-
ponsaveis pela morte de mais pessoas que todas as guerras da histé-
ria. Os mosquitos que transmitem a maldaria, dengue e outras doengas
virais estimam matar entre 2 e 3 milhdes de pessoas e infectar mais
de 200 milhdes todos os anos.
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Arbovirus, do inglés Arthropod Borne Viruses, sdo virus trans-
mitidos por artrépodes cuja maioria sdo da classe Insecta (Forattini,
2002). Arboviroses sdo doengas virais transmitidas por artrépodes
pelo fato do seu ciclo replicativo ocorrer principalmente nos insetos
e carrapatos. Dentre mais de 545 espécies de arbovirus ja conheci-
das, cerca de 150 espécies causam doengas em humanos. As arbovi-
roses sao transmitidas aos humanos e outros animais pela picada de
artrépodes hematéfagos como o mosquito Ae. aegypti, sendo este o
principal vetor por transmitir arboviroses como Chikungunya, den-
gue, febre amarela, Zika. Devido a sua habilidade de se adaptar com
mais facilidade principalmente em areas tropicais e nos ambientes
urbanos, notou-se um aumento no ntimero de casos das arboviroses
transmitidas pelo mosquito diretamente associado a propagagao das
populagdes do Ae. aegypti (Lopes; Nozawa: Linhares, 2014; Zara et al.,
2016).

Os arbovirus tém se tornado um grande problema de satde pu-
blica mundial, pelo potencial de disseminacao, capacidade de adapta-
¢ao a novos ambientes e hospedeiros, e principalmente pela possibi-
lidade de causar epidemias extensas (Donalisio; Freitas: Zuben, 2017).
Os arbovirus, em sua maioria, possuem um genoma constituido por
acido ribonucleico (RNA), que pode ser segmentado ou néo, com fita
simples ou dupla e polaridade negativa e/ou positiva (Monath , 1988).

Existem alguns fatores que contribuem para emergéncia e ree-
mergéncia de arbovirus, tais como modificagdo dos ecossistemas,
crescimento urbano desordenado, alteragdes climaticas, movimen-
tos voluntarios (por trabalho ou lazer), movimentos involuntarios
(desastres e refugiados) e a globalizagdo (Camara, 2016). As regides
tropicais sdo as mais ameacgadas por esses virus, devido as mudancas
climaticas, pela situagao de rapida e desordenada ocupagao de areas
urbanas, além de ser a faixa onde ocorre grande parte dos paises em
desenvolvimento, onde a infraestrutura sanitdria urbana tende a ser
precaria (Lopes; Nozawa; Linhares, 2014).

Como situagdes de desmatamento, ocupagao urbana sem plane-
jamento e deficiéncia em infraestrutura sanitaria contribuem para o
desenvolvimento do vetor, uma vez que esses virus cheguem no Bra-
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sil, sua circulagdo e permanéncia sdo demasiadamente facilitadas.
Essas arboviroses causam um grande impacto nos indices de mor-
bidade e mortalidade na populacao e se intensificam a medida que as
epidemias aumentam e acometem um grande nimero de individuos,
acarretando implicagdes nos servigos de saude diante da auséncia de
tratamento, vacinas e outras medidas efetivas de prevencao e contro-
le (Donalisio; Freitas; Zubenz, 2017).

O ciclo de transmissao dos arbovirus supracitados ocorre por
meio de uma fémea adulta do Ae. aegypti quando esta efetua o repasto
sanguineo em um hospedeiro infectado. O virus se aloja no estémago
do inseto, e este nao é capaz de transmiti-lo ainda neste estagio. Apro-
ximadamente 12 dias depois, o virus se dissemina pelo organismo
do vetor se multiplicando, invadem suas glandulas salivares (a fémea
se torna infectiva) e é transmitido para outro hospedeiro suscetivel
em uma alimentagdo sanguinea futura. Para que a transmissao viral
ocorra de modo eficiente, o vetor precisa ter competéncia vetorial, o
que garante a efetividade do ciclo das arboviroses (Gutiérrez-Bugallo
et al., 2020).

Dengue

O virus Dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, familia
Flaviviridae, que contém cerca de 70 virus, e apresenta quatro soroti-
pos designados DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, com propriedades
antigénicas distintas. Os Flavivirus sdo os menores virus de RNA, que
medem aproximadamente 40-50nm de didmetro, esféricos, envoltos
por um envelope lipidico. O genoma dos DENV constitui uma fita de
RNA simples com 11 kilobases (kb), com trés proteinas estruturais e
sete nao estruturais. A infecgdo por um dos seus sorotipos fornece
imunidade contra o sorotipo, porém com protegao temporal e parcial
para os demais (Gubler, 1998; Romanos; Santos; Wigg, 2015).

Nas Américas a endemia se expandiu desde a segunda metade
do século XX, com ciclo de carater urbano devido a relagao entre o ser

25



humano e o vetor (Forattini, 2002). A dengue é considerada a arbo-
virose mais incidente no mundo, especialmente em paises tropicais
(Brasil, 2016), com mais de 3,9 bilhdes de pessoas correndo o risco de
contrair a doenga (WHO, 2024).

O Ae. aegypti, este pequeno mosquito é conhecido por ser o prin-
cipal vetor da dengue, doencga que no Brasil mata mais do que 20 mil
pessoas para cada 550.000 hospitalizadas por dengue (Santos; Vieira;
Costa, 2024). Arboviroses foram responsaveis pela morte de mais pes-
soas que todas as guerras da histéria. Estima-se que os mosquitos que
transmitem a maldria, dengue e outras doengas virais matem entre 2
e 3 milhoes de pessoas e infectem mais de 400 milhdes todos os anos,
100 milhdes sintomaticas e aproximadamente 300 milhdes de infec-
¢Oes assintomaticas (e, estima-se mais de 40 mil morrem em conse-
quéncia da doenga), com maior ocorréncia na Asia (75%), seguida pela
América Latina e Africa (OPAS, 2024; WHO, 2024; CDC, 2024). Ainda,
mais de 3,9 bilhdes de pessoas em mais de 129 paises estdo em risco
de contrair arboviroses. De acordo com a Organizagao Pan-America-
na da Saude (OPAS), a incidéncia global da dengue teve um aumento
drastico nas ultimas décadas e quase metade da populagao mundial
estd em risco de contrair a doenga (CDC, 2024).

Braga e Valle (2007) destacam a necessidade de maiores investi-
mentos em metodologias que motivem mudancgas de comportamento
da populagao quanto ao controle do vetor; e maior atengao as ativida-
des de controle racional de vetores, o que pode levar a sustentabilida-
de do controle pelo manejo ambiental.

E também identificada como uma doenca febril aguda que tem
evolugao benigna na forma classica, e grave, quando na forma hemor-
ragica. Os sintomas da dengue podem variar da forma assintoma-
tica (onde o individuo infectado pelo virus ndo apresenta sintomas
da doenga) a grave, individuo com sintomas. Quando sintomaética, se
mostra como uma doenga sistémica e dindmica, podendo ocorrer em
trés fases: fase febril, fase critica e a fase de recuperacao. Apds a pica-
da do mosquito infectado, os sintomas podem ser observados cerca
de 4 a 10 dias e os sinais mais comuns sao: febre alta (acima de 38°C,
de 2-7 dias), dores articulares e musculares, intensas dores de cabega
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e atras dos olhos, nauseas, vomitos, cansago, falta de apetite e irri-
tagdo na pele. Nos casos mais graves, nota-se a dor abdominal mais
persistente, sinal de sangramento e tontura, e se néo for tratado com
cautela, isso pode levar a morte (OPAS, 2024).

Dalbem et al. (2014) aborda em seu estudo a dengue classica e
dengue grave, podendo as duas serem causadas pelos quatro soroti-
pos. A forma cléassica se encaixa na primeira fase da dengue, a fase fe-
bril, e a dengue hemorragica se enquadra na fase critica, reafirmando
a importancia de controle do Ae. aegypti, seu principal vetor urbano.

Zika

Zika é uma arbovirose causada pelo virus Zika (ZIKV), que é um
arbovirus pertencente ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. O
ZIKV é um virus emergente, que foi isolado pela primeira vez no ano
de 1947 na Floresta de Zika, Uganda e desde entdo tem se espalha-
do pelo mundo. Houve surto na ilha de Yap (Micronésia) em 2007 no
qual 75% da populacao foi infectada pelo virus. E, 2013 e 2014 houve
uma epidemia da Polinésia Francesa, onde a incidéncia de sindrome
de Guillain-Barré (SGB) foi 20 vezes superior. No Brasil os primeiros
casos reportados datam do final de 2014 e inicio de 2015, na regido
nordeste, de onde se espalharam para outras partes do pais. Em 2016,
ano com maior incidéncia da doenga, houve confirmagao e transmis-
sdo autdéctone do virus Zika em todas as unidades federadas do Brasil,
com mais de 100 mil casos notificados e trés dbitos (Brasil, 2016).

E um virus de RNA de fita simples e de polaridade positiva, com
tropismo para o sistema nervoso central. E igualmente transmitido
pelos mosquitos Aedes, provocando a doenga apds um periodo de in-
cubagao do virus que ainda nao estda totalmente esclarecido, mas que
é de provavelmente alguns dias (Lopes; Nozawa; Linhares, 2014; Bra-
sil, 2016; WHO, 2016).

A infecgdo pelo ZIKV pode se manifestar de duas formas: as-
sintomatica ou sintomatica. Grande parte dos infectados pelo virus
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podem néao apresentar sintomas. Quanto aos sintomas, com algumas
semelhancas aos das outras arboviroses: febre baixa ou ausente, mal-
-estar, exantema, mialgia e artralgia, erupgdo cutanea, conjuntivite
nao purulenta, dor de cabega, exantema, dor nas articulages e dor
muscular (Brasil, 2020; OPAS, 2024). E assim como na fase febril da
dengue, esses sintomas sao rapidos e duram entre dois e sete dias. Por
ser uma doenga de curso rapido, nao requer tratamento especifico,
indicando apenas o repouso e hidratagao.

Casos de microcefalia em recém-nascidos, em conjunto com ou-
tros disturbios neurolégicos associados a infecgao pelo ZIKV levaram
a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) a declarar o Zika virus como
uma emergéncia de Saude Publica de preocupagao mundial, e a falta
de medicamentos especificos e vacinas contra essas infecgdes corro-
boram para a importéancia do controle do Ae. aegypti (WHO, 2016).

Chikungunya

A Chikungunya é uma arbovirose causada pelo virus Chikun-
gunya (CHIKV) que, diferente das duas outras arboviroses, pertence a
familia Togaviridae do género Alphavirus. O virus CHIKV foi primeira-
mente isolado na Tanzania por volta de 1952. A partir de entao, houve
casos em varios paises (Mathias; Vasconcelos; Rolim, 2016). Em outu-
bro de 2013, esse virus chegou ao Caribe e se espalhou pelas Américas
(Honério et al., 2015). No Brasil, foi confirmada a transmissio em 2014
em Oiapoque (Amap4), e Feira de Santana (Bahia), a partir de onde se
espalhou para os demais estados do pais (Brasil, 2017).

O CHIKYV apresenta genoma de RNA de fita simples de sentido
positivo (ssRNA+), que funciona como RNA mensageiro, o que torna
o processo infeccioso mais rapido e eficiente e muito similar ao com-
portamento do usudrio e propagagao de conteudos em sites de re-
des sociais (Strauss; Strauss, 1994; Waheed et al., 2017). Constituido
de sequéncias estruturais (capsideo, proteinas E3, E2, 6K, TF e E1) e
ndo estruturais (proteinas nsP1-nsP4) de nucleotideos com potencial
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codificador de proteinas virais, o virus torna-se infeccioso apés envol-
vimento com a bicamada lipidica da célula hospedeira, mediado pelas
proteinas E2 e E1 (Jose; Snyder; Kuhn, 2009; Taylor, 2017).

O CHIKV apresenta grade plasticidade genética e frequentes
mutacgoes. Isso permite a esse virus capacidade de se adaptar a di-
ferentes hospedeiros e produzir epidemias urbanas, tendo o homem
como amplificador vertebrado exclusivo (Donalisio; Freitas; Zuben,
2017).

O periodo de incubagado tem uma média de 3-7 dias, no ser hu-
mano, apds a picada, e tem uma faixa de variagao de 1-12 dias, e no ve-
tor, em média dez dias, e o periodo de viremia pode durar entre 8 e 10
dias. Mais de 50% dos infectados com o virus apresentam sintomas da
doenga, muito mais que os infectados pelas outras arboviroses. E ela
se distribui igualmente entre homens e mulheres em todas as faixas
etarias (Brasil, 2017).

Quanto aos sinais e sintomas, a doenga se manifesta de forma
semelhante a da dengue, com febre, que pode ser continua ou néo, ou
bifasica. A poliartralgia é relatada na maioria dos casos, apresentando
também mialgia, cefaleia, exantema entre outros, mas eles sao dife-
rentes e avangam conforme a fase da doenga (Brasil, 2017).

Castro, Lima e Nascimento (2016) afirmam que a doenga tem um
espectro clinico amplo e que ela tem a tendéncia de se apresentar em
duas fases, fase aguda e fase cronica. A fase crénica, se da apds a fase
aguda quando nao ha uma melhora do quadro, tendo uma persistén-
cia da artralgia. Nesse caso ela pode persistir por semanas e anos.

Com duracgao geralmente de sete dias, a fase aguda, primeiro es-
tagio da doenga, possui geralmente o seguinte perfil: 1. Aparecimen-
to subito de febre de curta duragao que pode ser bifasica, continua
e intermitente; 2. Poliartralgia geralmente simétrica, bilateral e ede-
maciada, com acometimento mais distal. 3. Erupgbes cutaneas, pru-
riginosas ou nao, do tipo macular ou maculopapular que surge apés o
primeiro dia de febre e dura até o sexto dia da infecgao, podendo ser
manifestadas nas extremidades, tronco e face. Outros sinais cutaneos
como lesbes vesiculobolhosas, hiperpigmentagao e dermatite esfo-
liativa também podem estar presentes. 4. Mialgia, cefaleia, diarreia,
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calafrios, nauseas, vomitos, conjuntivite sem secregao, neurite e fa-
ringite sdo outros sinais e sintomas comumente presentes nesta fase
(Brasil, 2017; Dupuis-Maguiraga et al., 2012; Manimunda, 2010).

A segunda fase, chamada de “subaguda”, é caracterizada pela
persisténcia dos sintomas artralgicos, tenossinovite em maos, pu-
nhos e tornozelos e ainda bursite, acompanhados de edema, e podem
progredir continuamente ou de modo alternado, somado ainda a aste-
nia e rigidez ao levantar-se apds longo periodo em repouso (Waymou-
th; Zoutman; Towheed, 2013). Pode ocorrer ainda, recorréncia de febre
e lesbes cutaneas, e o aparecimento de sintomas depressivos, doencga
vascular periférica e fadigabilidade (Brasil, 2017).

A persisténcia por trés meses dos sintomas subagudos determi-
na a fase “crénica’, a qual atinge de 14,4 a 87,2% da populagéo de pa-
cientes infectados (Hayd et al., 2020). Neste estdgio os sintomas mus-
culoesqueléticos, articulares e neuropaticos presentes desde a fase
aguda encontram-se conservados. De modo incomum, alguns sinais e
sintomas presentes nas fases anteriores podem reaparecer, como ce-
faleia, fadiga, prurido e irritagao cutanea (Brasil, 2017). Alguns fatores
de risco estdo associados a cronificagdo, como intensidade das lesdes
articulares na fase aguda, sexo feminino, idade maior que 45 anos e
presencga de comorbidades (Schilte et al., 2013; Brasil, 2017; Hayd et al.,
2020).

Ao longo dos ultimos anos, DENV, ZIKV e CHIKV tém se disse-
minado pelo mundo, principalmente pelo hemisfério ocidental (Figu-
ra 3). A falta de medicamentos especificos e vacinas contra as infec-
¢Oes provocadas por esses arbovirus corroboram para a importancia
do controle do Ae. aegypti (Valle et al., 2019; Hayd et al., 2020).
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Figura 3 - Distribuicao global estimada da ocorréncia de dengue, Zika e
Chikungunya no mundo.

Zika Dengue Chikungunya
Zika and Dengue m Zika and Chikungunya Dengue and Chikungunya

m Zika, Dengue and Chikungunya

Fonte: Patterson; Sammon; Garg, 2016.

Prevenc¢io das arboviroses

As arboviroses representam mais de 17% de todas as doengas in-
fecciosas, causando mais de 700 mil mortes por ano. Muitas das doen-
cas transmitidas por vetores sao evitaveis, através de medidas de pro-
tecao e mobilizagdo comunitaria (WHO, 2024). A Global Vector Control
Response (GVCR) 2017—-2030 foi aprovada pela Assembleia Mundial da
Saude em 2017. Ela fornece orientagao estratégica aos paises e par-
ceiros de desenvolvimento para o fortalecimento urgente do controle
de vetores como uma abordagem fundamental para prevenir doen-
gas e responder a surtos. Para tal, é necessario um realinhamento dos
programas de controle de vetores, apoiado por uma maior capaci-
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dade técnica, melhoria das infraestruturas, sistemas de monitoriza-
¢ao e vigilancia reforgados e uma maior mobilizagao da comunidade.
Em ultima anadlise, isso apoiara a implementagdo de uma abordagem
abrangente para o controle de vetores, que permitira a realizagao de
metas nacionais e globais especificas da doenca e contribuira para a
realizagdo dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel e da Cober-
tura Universal de Satide. A OMS responde a doengas transmitidas por
vetores:
« fornecer orientagdes baseadas em evidéncias para contro-
lar vetores e proteger as pessoas contra infecgoes;
- prestar apoio técnico aos paises para que estes possam ge-
rir eficazmente os casos e os surtos;
« apoiar os paises a melhorarem os seus sistemas de notifi-
cacao e a captarem o verdadeiro fardo da doenga;
« ministrar formagéo (capacitagdo) em gestao clinica, diag-
néstico e controlo de vetores com o apoio de alguns dos
seus centros colaboradores; e
- apoiar o desenvolvimento e a avaliagdo de novas ferramen-
tas, tecnologias e abordagens para as doengas transmiti-
das por vectores, incluindo o controlo de vectores e as tec-
nologias de gestado de doengas.

Um elemento crucial na redugao da carga de doengas transmiti-
das por vetores é a mudancga de comportamento. A OMS trabalha com
parceiros para fornecer educagao e melhorar a conscientizagdo pu-
blica, para que as pessoas saibam como proteger a si mesmas e suas
comunidades de mosquitos (WHO, 2024).

Como as arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti continua a
crescer em escala global, novas ferramentas de controle vetorial e
estratégias integradas serdo necessarias para atender as demandas
de saude publica nas esferas de governo. E as decisdes sobre a im-
plementacao de estratégias de controle do vetor dependem dos prin-
cipais parametros ecoepidemiolégicos que se destina a impactar de
forma ideal para reduzir a transmissao de arbovirus.

No entanto, o controle de vetores ndo conseguiu evitar incidén-
cia de arboviroses urbanas transmitidas pelo Ae. aegypti, como con-
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sequéncia, tem havido uma necessidade crescente de otimizar ainda
mais as estratégias atuais dentro de abordagens integradas e avangar
no desenvolvimento de estratégias alternativas e inovadoras para o
controle de arbovirus transmitidos por estes vetores.

A prevengao das arboviroses se torna assunto de importancia,
evidenciando-se as campanhas de educagdo sanitdria e da vigilancia
como meios valiosos para combate das arboviroses. Devem ser cons-
tantes e eficazes no controle das doengas em humanos, animais e no
combate ao vetor. E de competéncia da Vigilancia Epidemiolégica o
acompanhamento dos indices de infestagdo vetorial, pois entende-se
hoje que a melhor forma de prevencao é o combate ao vetor. Compete
ainda a Vigilancia Epidemiolégica, o acompanhamento da evolugao da
dengue, Zika e Chikungunya, prestar assisténcia a todas as instancias
de prevencao e adotar medidas que diminuam os casos e a gravidade
da doenga (Linhares; Cesar, 2017).

Donalisio; Freitas; Zubem (2017) afirmam a necessidade de se in-
vestir nas agoes das diferentes vigilancias no combate as arboviroses,
especialmente de investigagdo epidemioldgica de outros arbovirus,
dada sua importancia na saude publica mundial. Colocam ainda como
interessante uma agao internacional conjunta para se constatar de
forma precoce a entrada de novos virus em areas mais propicias.

Hayd et al. (2020) chamam atengao para a importéancia de pre-
vencgao da dengue, Zika e Chikungunya no pais, através de medidas
governamentais que priorizem o controle vetorial, pois se mostram
um desafio aos programas existentes devido sua capacidade de adap-
tacao e reproducéo.

O controle do vetor continua sendo a principal estratégia de
acao na cadeia epidemioldgica. O controle quimico do Ae. aegypti sera
ainda por muito tempo uma das principais estratégias a serem utili-
zadas, principalmente durante situagées de epidemia, onde se espera
reduzir rapidamente a densidade do vetor. Para o sucesso desta estra-
tégia é necessario que as populagdes de mosquitos sejam susceptiveis
aos inseticidas aplicados.

Portanto, é necessario que se conheca o perfil de susceptibilida-
de das populagdes naturais de Ae. aegypti aos inseticidas, de forma a
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se evitar pressao de selegdo exacerbada e de se fazer a escolha mais
consciente sobre quais compostos devem ser aplicados no controle.

Consideracoes finais

A sinantropia, antropofilia e a adaptagdo ao ambiente urbano
cadavez mais favoravel ao mosquito devido ao aumento de criadouros
artificiais, aliadas a plasticidade comportamental, desenvolvimento
rapido, resisténcia dos ovos a dessecacao e resisténcia aos inseticidas
foram fatores determinantes para o sucesso na dispersado do Ae. ae-
gypti nas regides tropicais e subtropicais. A competéncia vetorial para
importantes arboviroses como dengue, zika e Chikungunya fizeram
desse mosquito o alvo central em politicas de vigilancia entomoepi-
demiolégica de diferentes arboviroses transmitidas por esta espécie.
O sucesso do mosquito Ae. aegypti é bastante discutido, destacando-
-se como pilares a plasticidade comportamental, desenvolvimento
rapido, resisténcia dos ovos a dessecagao, resisténcia aos inseticidas,
preferéncia pelo ambiente urbano e proximidade com o ser humano
(Carvalho; Moreira, 2017). O comportamento de dispersdo dos ovos
pelas fémeas de Ae. aegypti, o rapido desenvolvimento aquatico, o
prolongamento do periodo larval em temperaturas baixas, a quies-
céncia dos ovos, o comportamento de cépula e dimorfismo sexual, e
a discordancia gonotréfica sdo aspectos adaptativos e reprodutivos
deste vetor que favorecem tanto sua distribuigdo geografica quanto
a transmissao de importantes arboviroses. Considerar as particula-
ridades do ciclo biolégico e comportamento reprodutivo deste inseto
é relevante para a elaboragao de estratégias de controle populacional
deste importante vetor. Discutir este assunto se torna relevante nes-
te livro para encontrar um planejamento eficaz de controle para re-
dugao populacional do mosquito e eliminagao de criadouros (Hayd et
al., 2020). Este trabalho busca aprofundar o conhecimento no ciclo de
vida do inseto, a fim de fornecer informacgdes que subsidiem a tomada
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de decisdo nas esferas governamentais com o objetivo de interromper
o ciclo de vida do mosquito e reduzir a incidéncia das doengas.

Portanto, devido ao cenario atual de incidéncia e prevaléncia de
Zika, Chikungunya e dengue no Brasil, torna-se relevante conhecer
o vetor para propor estratégias de controle do Ae. aegypti, com énfa-
se nas inovagoes tecnoldgicas promissoras para utilizagdo em nosso
pais. Este capitulo abordou tépicos sobre a morfologia do vetor em
suas fases do ciclo de vida e estratégias de controle vetorial das for-
mas imaturas. Espera-se que essas informagdes possam contribuir
para a reflexdo sobre o tema, bem como nortear a tomada de decisao
nas esferas governamentais com relagao ao controle populacional do
Ae. aegypti.
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Ovos de Aedes spp.

As fémeas de Aedes aegypti escolhem por diferentes formas
os espagos de reproducao e, depositam seus ovos fixando-
-os em paredes Umidas, rugosas e escuras, preferencialmente, em su-
perficies préoximas ao nivel da agua que condicionem um microam-
biente adequado e com hidratagao controlada, que é importante para
manutengao da viabilidade do ovo e emergéncia do embrido (Beserra;
Castro Jr, 2008).

Os peridomicilios ou residéncias que apresentam maiores pro-
babilidade de abrigar ovos e larvas de Ae. aegypti sao aquelas com me-
nores condigdes de higiene e nivel de educagado precario para o con-
trole, incluindo conhecimento e pratica de controle populacional do
vetor (Gomez; Suarez; Cardenas, 2001; Oliveira; Caprara, 2019).

Estudos podem permitir desenvolvimento de ferramentas de
controle mais efetivos a partir dos sinais atrativos ou semioquimicos
que influenciem Ae. aegypti para a oviposigdo. Sabe-se que o Ae. aegyp-
ti é seletivo na escolha dos locais de oviposigao (criadouros) e, estes es-
timulos e conhecimento podem ser utilizados para o desenvolvimen-
to de estratégias, produtos multifuncionais e outros para controle de
insetos vetores (Wong et al, 2011). O comportamento de postura de
ovos pode impactar de forma dramatica na dindmica populacional,
aptidao, controle da extensao, bancos de ovos e distribuigao nos ecos-
sistemas que, normalmente, estéo relacionados a incidéncia de doen-
gas viréticas.

O conhecimento das preferéncias de postura dos mosquitos, por
exemplo, permite compreender os mecanismos sensoriais, neurais e
outros estimulos que podem orientar os mosquitos fémeas na decisédo
de reprodugao, incluindo, a presenca de larvas de outras espécies ou
a densidade larval do criadouro (Gaburro et al.,, 2018; Gonzalez et al.,
2016). Tochor et al. (2023) mostram que as analises de médio a alto
rendimento da preferéncia de postura de ovos em superficies e liqui-
dos estao relacionados a sinais quimiossensoriais de contato distin-
tos (salinidades e outros estimulos complementares).
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Isoe, Riehler e Miesfeld (2023), em seus estudos, mostram que
o desenvolvimento dos ovos do mosquito pode ser utilizado para a
investigagao do processo e até da reabsorgao folicular para a identi-
ficagdo de proteinas da casca do ovo em mosquitos Ae. aegypti. As fé-
meas realizam hematofagia em vertebrados para produgéo de ovos e
continuidade do processo reprodutivo. Estudos recentes mostraram
que o ovo é um modelo para investigar vias de sinalizagédo e processos
fisiolégicos no seu desenvolvimento. Vias moleculares diversas re-
gulam firmemente o inicio do desenvolvimento do ovo por equilibrio
hormonal dos insetos.

As fémeas gravidas (portadoras de ovos maduros) depositam
ovos desenvolvidos no final do ciclo gonotréfico (definido como o in-
tervalo de tempo entre a ingestao do repasto de sangue, a maturagao
dos ovos e a oviposicao). E bastante relevante a duracéo do ciclo gono-
trofico porque determina com qual frequéncia as fémeas vao fazer o
repasto sanguineo, o que influencia diretamente na chance de trans-
missao vetorial (Olivia, 2011).

Isoe e colaboradores (2023) relatam que a casca do ovo do inseto
é uma barreira protetiva com composigao e estrutura multifuncional
para realizagdo das multiplas fungoes e viabilidade exigidas no pro-
cesso reprodutivo (ponto de entrada para os espermatozoides pela
micrépila antes da oviposigao, superficie de fixagao do substrato de
oviposigao e camada protetora rigida para o desenvolvimento do em-
brido, regulagem de hidratagao e temperatura entre outras.

A formagao da casca do ovo durante a maturagdo do foliculo
ovariano € critica para o desenvolvimento e viabilidade do embrido e
eclosao da larva em meio aquatico. A identificagao da composigao de
proteinas da casca do ovo do Ae. aegypti pode facilitar a compreen-
sdo de processos exégenos, vias moleculares que regulam a formacgéao
da casca e até dos mecanismos subsequentes ao desenvolvimento do
embrido, incluindo a viabilidade. Isoe e colaboradores (2023) apresen-
tam uma metodologia que pode ser aplicavel para diferentes tipos de
insetos e permitir a compreensao da formagao, funcionalidade, mas
principalmente como barreira que deve ser superada para o contro-
le populacional dos insetos a partir do ovo; atividade ovicida; pois os
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mosquitos sdo considerados organismos modelos ao desenvolverem
o foliculo ovariano e formagao da casca do ovo por processos regula-
dos pela alimentacao sanguinea, além dos foliculos, ao se desenvolve-
rem de forma sincronizada e dependente do tempo na ovogénese.

Estudos podem ser realizados para andlise da composigao dos
ovos, formas, geometrias e outros. Ovos sdo parametros importantes
para o conhecimento de aspectos do processo reprodutivo do inse-
to e considerados para tragar estratégias de controle populacional, a
partir desse estagio reprodutivo, para aumentar a eficacia do controle
populacional.

Ha diferentes relatos quanto ao tamanho dos ovos a depender
da espécie, regido e condigdes climaticas. O tamanho dos ovos varia,
normalmente, entre 0,6 e 0,7 mm a 1,0 mm (Forattini, 1962; Ferreira,
2014; Consoli; Oliveira, 1994). Estes aspectos relacionados aos ovos
sdo importantes para estabelecimento de estratégias e busca de con-
ceitos para o desenvolvimento de novos (bio)ativos e formulagdes de
inseticidas e/ou ainda adequacao de diferentes produtos de controle
populacional para o controle populacional devido a competéncia, ha-
bilidade e adaptabilidade do inseto.

Os processos fisico-quimicos e bioquimicos sdo importantes
para a manutencgao da viabilidade dos ovos embrionados. Neste aspec-
to, também o processo de desidratagao (exo) e/ou reservagao (endo) da
agua nao é a Unica ameaga a viabilidade dos ovos e/ou continuidade
do ciclo reprodutivo dos insetos. O epitélio extraembrionario, que en-
volve a gema e o embrido em todos os ovos de insetos, é importante
para a viabilidade dos ovos e sua protegao contra diferentes fatores de
inviabilizagdo (Jacobs et al., 2013).

A fecundagéao ocorre durante a postura, e o desenvolvimento do
embrido se completa em 48 horas, sob condigoes favoraveis de umida-
de e temperatura para o ovo. Os ovos suportam extensos periodos de
seca apos o desenvolvimento embriondrio, e podem persistir na natu-
reza, por até 492 dias; entretanto, a viabilidade reduz drasticamente
a partir de 90 dias da oviposicado, chegando a quase zero aos 492 dias
(Silva; Silva, 1999; Soares-Pinheiro et al., 2016). Estas caracteristicas
permitem que os ovos de Aedes spp. possam ser transportados a gran-
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des distancias, em superficies secas de diferentes formas, contribuin-
do para a disperséo e disseminacgao do inseto (Consoli; Oliveira, 1994).

Ainda sobre a diapausa, assim que as condigdes ambientais vol-
tam a ser favoraveis ao inseto, os ovos comegam a eclodir, entretanto,
esse evento demora meses porque a eclosdao de ovos em diapausa é
assincrona (OECD, 2018).

Os ovos recém-postos sao brancos, mas em contato com oxigé-
nio atmosférico, rapidamente adquirem a cor preta brilhante (Forat-
tini, 1962). O processo de oxidagdo permite aos ovos diferentes funcio-
nalidades, principalmente, protegao e viabilidade para eclosdao em um
tempo mais oportuno. Pode-se considerar estes aspectos e estratégias
como parte importante do sucesso, continuidade na sobrevivéncia de
um inseto relativamente fragil, mas com adaptabilidade e competén-
cia vetorial (Forattini, 2002; Hondrio et al., 2003).

Geralmente, os ovos nao sdo ovipostos na dgua, mas milimetros
acima de sua superficie, principalmente em recipientes artificiais.
Quando chove, o nivel da dgua sobe, entra em contato com os ovos
que comegam em pouco menos de 30 minutos e atingem um pico de
eclosdo no segundo dia (Consoli; Oliveira, 1994; Soares-Pinheiro et al.,
2016). Entretanto, Wermelinger et al. (2022) registraram a oviposigao
diretamente na dgua em mais de 60% em criadouro artificial no Rio de
Janeiro, o que é um dado bastante relevante que se soma a plasticida-
de comportamental ja mencionada anteriormente. Os autores suge-
rem que a presencga de feromoénios na dgua pode estar influenciando
esse comportamento de oviposigao diretamente na agua.

Outra habilidade de extrema importancia é a capacidade de se
manter em um estado de dorméncia durante estdgio de ovo, chamado
de quiescéncia. Essa adaptagao possibilita uma pausa no desenvolvi-
mento do embrido, suspendendo temporariamente a eclosdo apds o
término do desenvolvimento embriondrio, especialmente durante o
periodo em que as condigoes ambientais estao desfavoraveis e aguar-
dando condigoes favoraveis para a continuidade do ciclo (Fox, 1974;
Consoli; Oliveira, 1994; Soares-Pinheiro et al., 2016).

Na etapa de oviposicdo, como estratégia de sobrevivéncia, os
ovos sao distribuidos por diferentes criadouros, com algum preferen-
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cialmente, e os demais em menor quantidade, com maior nimero de
ovos nos trés primeiros ciclos gonotréficos (Olivia, 2011). Ao utilizar
esta estratégia, o inseto garante a dispersao e preservagao da espécie
nos ambientes reprodutivos sobre diferentes condigoes.

Foi mostrado que se a fémea estiver contaminada pelo virus da
dengue ou de doenca associadas, apds a postura dos ovos, pode ocor-
rer a contaminagao da prole com os virus por processo de transmis-
séo vertical (Zeidler et al., 2008).

A viabilidade e quiescéncia de ovos de
Aedes sp.

Castro e colaboradores (2013) apontaram que as diferencgas de
ciclos biolégicos verificadas entre diferentes populagoes de Ae. aegyp-
ti demonstraram a capacidade da espécie de sofrer variagoes biolégi-
cas e se adaptar as diferentes condigdes ambientais, o que favorece a
permanéncia do inseto nos espagos com aumento do risco de trans-
missao do virus da dengue.

Pinto et al. (2019) e Prasad et al. (2023a) afirmam que os recur-
sos genéticos da espécie, sob condigdes climaticas e/ou ambientais,
que induzem o processo de adaptagao do Ae. aegypti, tem permitido
sua disseminagdo por ampla distribuicao geografica, mesmo que em
condigoes ambientais ndo favoraveis a espécie. A disponibilidade de
criadouros, preferéncias e adaptabilidade permitem a sobrevivéncia
e dispersao dos insetos.

O Ae. aegypti tem distribuigcao ampla e a viabilidade dos ovos por
meses €, sem duvida, uma das principais caracteristicas que favore-
cem a dispersao e sobrevivéncia da espécie nestes ambientes e con-
digoes diferenciadas dos espagos colonizados (Gubler, 1998; Forattini,
2002). A Figura 1 mostra a constituigao dos ovos do género Aedes spp.

O tempo de quiescéncia dos ovos é sempre lembrado como aci-
ma de 450 dias, entretanto, é importante lembrar que a viabilidade
caiu muito com o tempo. Por exemplo, Soares-Pinheiro e colaborado-
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res (2016), observaram que a viabilidade permaneceu alta em experi-
mento na Amazdnia até o quarto més, quando comegou a cair muito,
chegando aos 3% com 272 dias. Ainda, os ovos eclodiram, na sua maio-
ria, no segundo dia (mais de 70%).

Yang (2014) e Olivia et al. (2018) reforgam a hipdtese que ovos
quiescentes, que estao nos criadouros como banco de ovos para emer-
géncia e continuidade da espécie, sdo parte importante do problema
de saude publica que precisam ser considerados, pois afeta direta ou
indiretamente o sucesso dos programas de controle, a dindmica po-
pulacional, a capacidade do vetor e a competéncia dos mosquitos.

Estudos complementares relacionados a quiescéncia tem ava-
liado a influéncia de fatores ambientais como: disponibilidade de umi-
dade na diapausa em Culicidae, enfocando as caracteristicas da dgua
como um fator determinante para a escolha de criadouros pelas fé-
meas dos mosquitos e/ou como estratégias adaptativas para a sobre-
vivéncia durante a estagéo seca (Silva; Silva, 1999).

Figura1 - Constituigao e partes dos ovos de Aedes spp.

Parte interna Camadade  Camada Membrana Cuticula
do endoctrio corointerna  maxima  vitelina Serosa  Serosa

Parte do meio
do endocério

Parte externa
do endocério

Fonte: Raphael Anténio Borges Gomes, Laboratdrio de Bromatologia, Escola de Nutrigao,
Universidade Federal de Ouro Preto.

A Figura 2 mostra imagens para diferentes insetos (Aedes,
Anopheles e Culex), suas estratégias de oviposigao, dindmica da repro-
ducao no desenvolvimento do embriao, a importancia dos criadouros
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e até geometria dos ovos para a viabilidade e eclosao; além de outros
fatores de implicagdo. Ainda podemos observar na fase final do ovo o
efeito da melanizacgao.

Figura 2 - Morfologia embriondaria para cada estagio das espécies,
atividade e permeacgao da dgua livre pela casca do ovo.

W, _
Yol

Ae. aegypti

M)
7w

An. aquasalis

Y NP

~ -
YV VVVVV W

Cx. quinquefasciatus

Endocério [ Cuticula serosa [ Serosa / [Fluxo de H:0 <l

Fonte: Adaptado de Vargas et al., 2014.

Embora nao seja explicado filogeneticamente a conservagao
de ambas as caracteristicas: a resisténcia a dessecagao embrionaria
(RDE) e a formagao da cuticula serosa (FCS) nos ovos dos culicideos,
estudos comparativos entre géneros como aqueles feitos por Vargas
et al. (2014) acrescentam para o alcance desse entendimento. Eles ob-
servaram que a RDE foi concluida mais precocemente em Culex quin-
quefasciatus (34,3 horas), seguido de Anopheles aquasalis (51,3 horas) e
Ae. aegypti 77.4 horas aos 25°C. Em todos os casos, a RDE foi adqui-
rida junto com a FCS. Tanto em Ae. aegypti como em An. aquasalis os
dois aspectos, RDE e FCS, apareceram aos 21% do desenvolvimento
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embriondrio, enquanto que em Cx. quinquefasciatus apareceram aos
35% do desenvolvimento embrionario. Os autores sugerem que o de-
senvolvimento da serosa €, pelo menos parcialmente desacoplado do
desenvolvimento embrionario e que, dependendo da espécie de mos-
quito, a RDE confere niveis distintos de viabilidade dos ovos.

Estudos em mosquitos demonstraram que o nivel de melaniza-
¢do da casca do ovo esta associado a viabilidade do ovo fora da agua
apos a formagdo da cuticula serosa. A decodificagdo da associagdo en-
tre a coloragao do ovo e a resisténcia a dessecagao é parte relevante
para estudos sobre ecologia e evolugao de mosquitos e outros insetos.
Os ovos mais escuros de mosquitos resistem mais a condic¢oes de seca:
a melanina aumenta a contribuigao da cuticula serosa na resisténcia
do ovo a dessecagdo em vetores Aedes, Anopheles e Culex (Rezende et
al., 2016; Farnesi et al., 2017).

Farnesi e colaboradores (2017) relatam que em todas as espé-
cies, antes da formagéao da cuticula serosa, a 4gua permeia livremente
pela casca do ovo. A formacgéo da cuticula serosa diminuiu a passa-
gem de agua pela casca do ovo de maneira diferencial e relacionada
a cor: enquanto em Ae. aegypti, com endocério preto, a maior parte
da agua fica retida dentro do ovo, em An. aquasalis, com endocério
marrom-escuro, parte da dgua é retida dentro do ovo, mas nao toda.
Finalmente, em Cx. quinquefasciatus, com endocério castanho-claro /
bronzeado claro, a maior parte da 4gua escapa e apenas uma pequena
parte fica retida no interior do ovo.

A morfologia embrionaria descrita é representativa para cada
estagio e as espécies e os tamanhos dos ovos entre as espécies sdo
representados em sua proporgao natural. Para simplificar, a camada
mais externa da casca do ovo (0 exocdrio) e a outra membrana ex-
traembrionaria (0o &mnio) ndo estao representadas aqui. O exocério
ndo participa da RDE (Vargas et al., 2014).

O tamanho e a massa do ovo variam entre o Ae. aegypti, An. aqua-
salis, Cx. quinquefasciatus mostrando que ha diferencas significantes
entre os ovos dos mosquitos. O aspecto da superficie do endocério
externo varia entre os ovos. A quitina presente na cuticula serosa dos
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mosquitos, tende a variar entre as espécies. Os ovos com mais quitina
resistem mais a dessecagéo (Forattini, 2002; Rezende et al., 2016).

Rezende et al. 2016 mostraram por uma revisao bibliografica
para mais de 40 espécies, descrigao da formacgao, estrutura e fisio-
logia das estruturas multicamadas e multirregionais, além dos me-
canismos celulares e moleculares relacionados as estruturas no ovo.
Os artrépodes e a maioria dos insetos ovipoe sem cuidado parental,
mas nos ovos existem varias camadas que contém o embrido e, estas
devem permitir o desenvolvimento e sobrevivéncia do embrido aos
estresses bidticos e abidticos (dessecagdo, inundagdes, predadores,
agentes patogénicos e outros). Estas camadas/membranas protetoras
devem permitir desde a entrada dos espermatozoides, realizar trocas
gasosas e hidratagdo. Na oogénese do inseto, estas camadas sdo depo-
sitadas pelas células foliculares (membrana vitelina, camada cerosa,
camada coriénica mais interna, endocdrion e exocdrion). As células
foliculares produzem regites com complexidades coridnicas, como
micrépilas, aerdpilas e opérculo. A partir da fertilizagao e deposicédo
de ovos pelo inseto, ocorre o desenvolvimento do mesmo. Nos artré-
podes existe uma cuticula blastodérmica ou serosa, localizada abaixo
da membrana vitelina como uma estrutura extracelular de protecao
adicional.

Pode-se perceber, para a manutencado da viabilidade dos ovos,
a importancia das membranas internas no desenvolvimento do em-
brido (fluxo de agua/hidratagéo, fragilidade/viabilidade e outros) (Fi-
gura 3).
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Figura 3 - Membranas internas, desenvolvimento do embrido e fluxo e
reservagao da dgua no desenvolvimento do embrido em Aedes aegypti,
Anopheles aquasalis e Culex quinquefasciastus.

A
Srio | Endocériol Cuticula serosa { Serosa |/ IFluxo de H:0 i)
D Ae. aegypli /_
Cx. quinquefasciatus I:l
L 1 1 1 1 1 /;, 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 60 65 70 75
Condigdes de secagem (horas)

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Farnesi et al., 2015.

Os ovos de mosquitos sdo colocados em ambiente com agua
(Gmido), mas ovos recém-postos sao ainda suscetiveis a desidratagao,
se o ambiente circundante secar nas primeiras horas de desenvolvi-
mento. As dindmicas de superficies e membranas de revestimento do
ovo para a hidratagao/desidratagéo sao diferentes para os insetos (Ae.
aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus) (Farnesi et al., 2015).

A resisténcia a dessecagao é determinada pela taxa de perda
de 4gua, tolerancia a desidratagao e quantidade total de dgua de um
determinado organismo. A variabilidade da RDE observada entre os
mosquitos provavelmente deriva de diversos tragos. A presenga de
quitina especificamente na cuticula serosa, bem como aspectos da
superficie externa do endocério, também foram investigados e, em-
bora os dados sugiram que a quantidade de quitina na casca do ovo
é relevante para a impermeabilidade do ovo, a participagao de outros
atributos da casca do ovo ainda néo identificados deve ser considera-
da a fim de contabilizar as diferengas nos niveis de RDE observados
entre Ae. aegypti, An. aquasalis e Cx. quinquefasciatus (Forattini, 2002;
Farnesi et al., 2015).
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Os ovos do inseto com camada serosa sdo capazes de ativar ge-
nes imunoldgicos. J4 os ovos sem a camada serosa sao incapazes de
ativar tais genes. A presenca dessa camada nos ovos dos insetos per-
mite uma defesa imunoldgica contra patégenos na superficie do ovo
(Jacobs; Van Der Zee, 2013; Jacobs; Spaink; Van Der Zee, 2014).

Formacio e a funcionalidade da
cuticula serosa

O ovo é utilizado na literatura para descrever diferentes e su-
cessivos estdgios no desenvolvimento do inseto, incluindo o odcito
maduro, a célula zigoto e o embrido em desenvolvimento protegido
interno ao ovo. A casca do ovo é uma protecao eficiente que permite
a viabilidade e o desenvolvimento do embrido. Assim, o ovo torna-se
o foco para o controle eficiente. Conhecé-lo a partir dos detalhes, in-
cluindo a parte bioquimica e geometria torna-se parte interessante
para tragar estratégias mais eficientes de controle populacional (Hin-
ton, 1981; Church et al., 2019).

Segundo revisdo de Schmidt (2005) o fato de as membranas ex-
traembrionarias promoverem protegao contra infecgao e dessecagao
favoreceu a adaptagao dos insetos em diferentes tipos de criadouros;
sendo portanto, de extremo interesse do ponto de vista evolutivo.

Jacobs e colaboradores (2013) comprovaram a fungéo crucial da
cuticula serosa na resisténcia a dessecagdo. Os autores chegaram a
afirmar que a origem dessa membrana extraembrionaria facilitou a
espetacular radiagdo dos insetos terrestres, da mesma forma que foi
a origem dos ovos amnidticos para invasao terrestre dos vertebrados.

Os insetos sao espécies extraordinariamente bem-sucedidas na
colonizagao de habitats terrestres. O sucesso da colonizagao se deve,
em parte, a uma cuticula protetora composta de quitina e proteinas. A
cuticula em larvas e adultos possuem funcionalidades diferentes, mas
pouca atencao € dada a cuticula do ovo do inseto. A cuticula secreta-
da pela serosa, um epitélio extraembrionario que envolve a gema e o

56



embrido em todos os ovos de insetos, foi perdida nas moscas esquizo-
foranas, as quais pertence a Drosophila (Jacobs et al., 2015).

Na Figura 4 destacamos a atividade protetiva e biolégica da ca-
mada serosa, evidenciadas contra infecgdo e desidratagdo em ovos de
insetos. Jacobs et al. (2015) sugeriram que a cuticula serosa do ovo
dos insetos utiliza 0 mesmo mecanismo de estruturagao da cuticula
serosa dos adultos e que sdo essa estrutura é para resisténcia a des-
secacao.

Figura 4 - A funcionalidade da cuticula serosa contra infecgao e
desidratacao em ovos de insetos.

Cuticula
serosa

Cuticula serosa -
Protegdo contra desidrataggo

Serosa - Protegdo
contra infecgio \

-
T T L

Membrana
vitelina

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Jacobs et al., 2015.

Os ovos de Aedes podem sobreviver em ambientes secos, entre-
tanto, os ovos possuem funcionalidades a partir de principios molecu-
lares e celulares que permitem a sobrevivéncia do embridao submetido
a dessecagdo, mas nao sdo plenamente conhecidos (Vargas et al., 2014).
Prasad e colaboradores (2023b) mostraram que os ovos de Ae. aegypti,
em contraste com An. stephensi, adquirem tolerancia a dessecagao na
fase tardia do desenvolvimento. As alteragdes de proteoma e estado
metabdlico na dessecagao, estdo relacionados a redugao do metabo-
lismo do carbono, produgéo de poliamina e utilizagao de lipidios para
a energia e sintese de poliamina. Os estudos utilizaram inibidores dos
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processos em mosquitos alimentados com sangue (hematofagia) e
oviposigao para inferir em processos de duas etapas relacionadas a
tolerancia de dessecagdo dos ovos de Aedes. O processo metabdlico
considera a quebra lipidica e o acimulo dependente de poliamina que
confere resisténcia a dessecagio dos ovos. A quebra lipidica é rapida e
necessaria para atender as necessidades energéticas apds a reidrata-
¢do, emergéncia das larvas e sobrevivéncia da espécie.

Os ovos de insetos possuem diversidade de formas, tamanhos
e funcionalidades. As descrigoes de ovos na literatura entomoldgica
nao sao sistematicamente compiladas entre os insetos. A comparagao
dos tamanhos dos ovos entre os insetos permite determinar informa-
¢Oes basicas como as diferencas existente de tamanhos dos ovos dos
insetos ou a relagdo entre o tamanho e a ecologia ou até o desenvolvi-
mento. Estes dados podem ser relacionados em um conjunto de dados
de parametros quantitativos que permitam descrever a morfologia do
ovo. Os dados podem ser coletados de registros publicados, incluindo
as medigdes relatadas em descrigoes de texto de ovos de insetos ou
por medigdes de imagens produzidas ou publicadas (Smith; Fretwell,
1974; Berrigan, 1991; Bernardo, 1996).

Do ponto de vista do organismo parental, o tamanho do pro-
péagulo (ovo) é um componente do investimento do metabolismo da
fémea para a prole, e o tamanho do propagulo (ovo), a geometria e
estratégias protetivas devem ser positivamente correlacionadas com
o tamanho do corpo adulto e negativamente correlacionado com o
numero de propagulos (ovos). Do ponto de vista da prole, o tamanho
do propagulo (ovo) é relevante para os recursos utilizados para o de-
senvolvimento embriondario e pode impactar a histéria de vida e as
interagdes ecoldgicas envolvidas no processo reprodutivo e sobrevi-
véncia da planta e do inseto (Fox; Czesak, 2000; Blackburn, 1990).

As hipdteses evolutivas tém sido propostas para explicar os pa-
drodes na diversidade do tamanho dos propagulos (ovos), mas a robus-
tez ou generalidade dos proéprios padroes raramente foram testados
entre as espécies. Para compreender as forgas evolutivas que impul-
sionam a evolugdo do tamanho do propéagulo, precisamos de descri-
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¢Oes confiaveis e em grande escala da distribuicdo do tamanho do
propéagulo na arvore evolucionaria (Berrigan, 1991; Bernardo, 1996).

Church e colaboradores (2019), através de software, demons-
traram a precisao e medigao os detalhes de geometria dos ovos. No
trabalho pode-se examinar as interagoes entre os parametros geomé-
tricos e de forma com a precisdo do software de medigao de imagem
por uma matriz de 24 silhuetas de ovos simuladas com combinagdes
de valores de pardmetros conhecidos. As medigoes foram realizadas
em quintuplicata, com a ferramenta de medigao de imagem customi-
zada para célculo e determinagao da razao de aspecto, assimetria e o
angulo de curvatura (Figura 5).

Figura 5 - Medigdes e relagdes para determinacao de razéo, curvatura,
assimetria e forma de ovos a partir das suas formas geométricas.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Church et al., 2019.

O tamanho da prole é uma caracteristica fundamental em cam-
pos de estudo bioldgico dispares, por exemplo em animais e plantas. A
caracteristica pode ser medida como o tamanho de sementes de plan-
tas, ovos de animais ou filhotes vivos, e estas podem influenciar as in-
teragoes ecoldgicas, a aptidao do organismo, o investimento materno/
participagao da fémea e o desenvolvimento embrionario a partir dos
detalhes e pontos especificos considerados no estudo. A distribuigédo
filogenética do tamanho da prole permanece mal compreendida, devi-
do a dificuldade de coletar e comparar dados de tamanho da prole de
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muitas espécies de forma confiavel (Church et al., 2019; Fox; Czesak,
2000).

Church et al. (2019) apresentou um conjunto de dados de 10.449
descrigoes morfoldgicas de ovos de insetos, com registros de 6.706
espécies Unicas de insetos e representantes de todas as ordens he-
xapodes existentes ou conhecidas. O conjunto de dados inclui ovos
cujos volumes abrangem mais de oito ordens de magnitude (8x). Os
taxons do conjunto de dados foram relacionados aos nomes cientifi-
cos aceitos em bancos de dados taxondémicos e genéticos, que podem
facilitar o uso dos dados para teste de hipdteses evolutivas imediatas
na evolugao do tamanho da prole.

A geometria e detalhes podem ser conhecidos por medigoes
proximas do momento da fertilizagdo, principalmente, na literatura
quando varias descrigdes estavam disponiveis, considerando que em
alguns insetos foi documentado que as dimensdes do ovo se alteram
ao longo do tempo (até 20% de mudanga em comprimento, devido a
troca de agua durante o desenvolvimento embrionério) (Hinton, 1981;
Kobayashi, 1998; Chaves et al,, 2003; Donoughe; Extavour, 2016; Re-
zende et al., 2016; Church et al., 2019). Na maioria dos insetos, o ovo é
colocado fora do corpo adulto, ficando sujeito a condigdes variaveis e
nao favoraveis. O ovo é envolvido por uma casca protetiva segregada
chamada cérion (Rezende et al., 2016), que pode ter ou néo elaboragdes
(por exemplo, apéndices dorsais ou opérculos) (Hinton, 1969). Todas
estas caracteristicas, além das medigoes dos ovos incluiram elabora-
¢Oes coridnicas para comparagoes entre as diferentes espécies anali-
sadas (Church et al., 2019).

Conclusoes

Nao se pode ignorar que no processo adaptativo as superficies,
geometria, composigao, grupos funcionais e conteudos extra e intra-
celulares estao relacionados aos processos e até aos fenémenos su-
perficies dos estagios reprodutivos. Este aspecto deve ser percebido e
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investigado a partir de evidéncias e, de forma continuada. Busca-se de
forma objetiva a discussdo de aspectos que estejam associados para o
entendimento, mecanismos de protegao e superagao das dificuldades
que estejam relacionadas a permeabilidade, acesso, toxicidade e ou-
tras atividades fisico-quimicas ou até biolégicas para maior eficiéncia
dos inseticidas, incluindo a inviabilizagao do embrido e dificultar o
processo de reprodugao. Todos estes parametros podem ser enten-
didos e até considerados indicadores ou marcadores dos processos
adaptativos, funcionalidades e/ou estratégias reprodutivas com vis-
ta ao controle da espécie a partir dos processos adaptativos, sobre-
vivéncia e, continuidade do processo que possuam vantagens adicio-
nais para a reposigao populacional para a permanéncia e incidéncia
das doengas por transmissao vetorial. Neste aspecto, pode-se consi-
derar que estas superficies, composigoes, morfologias e o involucro
dos ovos guardam estreita relagdo com a sobrevivéncia e viabilidade
da espécie na forma imatura. Os detalhes constitucionais sdo impor-
tantes para o controle populacional a partir do processo reprodutivo.
As alteragoes e/ou funcionalidades complementam o conhecimento e
pode permitir um controle mais eficiente, desenvolvimento de estra-
tégias e produtos mais eficientes para um controle populacional com
maior eficdcia e biosseguranca.
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Introdu¢io

conhecimento dos habitos dos insetos e até das funcionali-

dades e caracteristicas das estruturas das formas imaturas,
i.e. 0o ovo de Aedes spp. podem ser utilizadas para novas formulagoes e
propostas de produtos inseticidas. A partir das caracteristicas e anali-
se fundamentada desses estagios imaturos podem ser utilizados, por
evidéncias, que permitam analise a partir dos ovos que podem repor
a populagao do inseto e densidade populacional ao se considerar, por
exemplo, no ovo, maiores volumes em menor area contida ou superfi-
cie de contencao, o espago tridimensional (3D), composigao e funcio-
nalidade das partes.

Atualmente, busca-se andlise com foco no controle ovicida a for-
ma para controle com maior eficiéncia, pois é a forma imatura mais
resistente que se conhece. Na anélise de partes, pode-se, por exemplo,
realizar a andlise de deformacao e modificagoes de membranas inter-
nas pode ser vantajosa para obtengao de diferentes detalhes e funcio-
nalidades, incluindo a protegédo, empacotamento e empilhamento dos
mesmos (Figura 1) (Mundim-Pombo et al.,, 2021). Nas formas imaturas
(ovos e larvas), detalhes e aspectos como formas geométricas podem
ser percebidos e pensados na busca de maiores (bio)atividades, ati-
vidades moleculares inteligentes e/ou funcionalidades, incluindo as-
pectos dos trabalhos e mobilidades moleculares ou ainda de novas
atividades e/ou funcionalidades de novos inseticidas, estratégias ou
produtos bioldgicos que possam ser utilizados para controle de inse-
tos vetores, i.e. sempre a partir da atividade bioldgica, funcionalida-
des, geometrismos, habitos e comportamentos do inseto que estéo
envolvidos ou percebidos nos processos reprodutivos e de sobrevi-
véncia da espécie alvo (Jin; Feng; Xu, 2013; Hilton, 1969; Rezende et al.,
2016).
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Figura1 - Ovos de Aedes aegypti e Aedes albopictus.

Frente Lado
Aedes aegypti

Fonte: Raphael Antonio Borges Gomes, Laboratério de Bromatologia, Escola de Nutrigao,
Universidade Federal de Ouro Preto, 2021.

Muitos sao os fatores de influéncia na oviposigao. Segundo Mos-
quera e colaboradores (2023), as fémeas gravidas influenciam na com-
posicdo da comunidade microbiana associada a um criadouro, pro-
movendo certos taxons bacterianos sobre aqueles predominantes no
ambiente. A presencga de simbiontes de mosquitos conhecidos podem
melhorar a aptidao da prole se estiverem presentes na agua onde os
ovos sao postos. Os autores consideraram esta comunidade bacteria-
na mediada pela oviposigao como uma forma de construgao de nicho
iniciada pela fémea gravida.

Na Figura 2 mostram-se aspectos e caracteristicas dos ovos do
género Aedes spp. Para a espécie Aedes spp., 0os ovos adquirem resis-
téncia ao ressecamento rapidamente escurecendo (Farnesi et al., 2017)
em até 15 horas apds a postura e podem resistir a longos periodos de
dessecagao até 450 dias, segundo estudos da literatura, apesar da per-
da de viabilidade com o tempo (Prasad et al., 2023).
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Figura 2 - Ovos de Aedes spp.

Fonte: Mundim-Pombo et al., 2021; Vieira/IOC/Fiocruz, 2025.

A pigmentagao influencia o equilibrio hidrico dos ovos, mas é
relevante para entendimento da histdéria evolutiva da espécie. A colo-
ragdo dos ovos ou pigmentagdo da casca do ovo e da cuticula adulta
pode garantir a sobrevivéncia dos insetos em diferentes condigoes.
Assim, a estratégia deve ser considerada em relagdo a aptidao das
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espécies e estratégias de sobrevivéncia, permitindo entendimento e
novas abordagens para o controle de insetos vetores ou até pragas.
Entretanto, ha controvérsias a respeito do periodo de viabilidade dos
ovos. A resisténcia a dessecagdo é sempre uma vantagem comple-
mentar de sobrevivéncia do inseto. A melanizagdo e escurecimento
permitem que os ovos sobrevivam por meses, e até anos, em ambien-
tes secos, até a reidratagao em periodo imido e quente, para a eclosao
da espécie e reprodugio para a continuidade da espécie (Brasil, 2009;
Forattini, 2002; Serrano et al., 2016).

Em condigoes favoraveis de umidade e temperatura, o desenvol-
vimento do embrido do mosquito é concluido em até 72 horas (Con-
soli; Oliveira, 1994). A resisténcia a dessecagao é uma estratégia de
sobrevivéncia da espécie e permite que os ovos sejam transportados
a grandes distancias, em recipientes secos e protegidos. Esse é um
aspecto importante do ciclo de vida do mosquito, que demonstra a
necessidade de novos conhecimentos e tecnologias de combate, com-
plementares e/ou adicionais ao controle nos criadouros, nas diferen-
tes estagdes do ano (Hilton, 1969; Rezende et al., 2016).

Apesar da grande dispersao do inseto, faltam dados sobre o
periodo de viabilidade dos ovos em regides tropicais e subtropicais.
Principalmente, sobre a influéncia da microbiota ou microbioma nos
criadouros. A influéncia de microrganismos (bactérias, fungos/leve-
duras e virus) no processo reprodutivo ainda é escasso e, pouco enten-
dido as relagdes e interagoes, principalmente a partir dos processos
adaptativos.

Microrganismos (bactérias, fungos/levedura e outros até com-
petidores podem colonizar e utilizar os ovos do mosquito como subs-
tratos locais em regides de alta temperatura, umidade relativa, tipos
de criadouro ou até a possivel interagdo com a microbiota ou micro-
bioma com atividade dos microrganismos que podem ser alteradas
a partir das condigdes climaticas e ambientais disponiveis e, que po-
dem influenciar a viabilidade, cooperatividade, eclosao dos ovos, so-
brevivéncia das larvas até o inseto adulto (alado), além da disperséao
e impactos ainda nao plenamente conhecidos e/ou ainda até na con-
tribuicao temporal dos impactos da doenca e populagéo do inseto ve-
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tor na saude e comunidades (Kraemer et al., 2019; Valle; Aguiar, 2023;
Souza et al., 2023).

Mas, acredita-se que as condigdes de adaptacao ou influéncia na
regularidade da forma geométrica dos ovos, e/ou distorgao dessas for-
mas, mesmo que o perimetro tenha o mesmo valor, permitem realizar
o crescimento ou a diminuigdo da superficie com alguma vantagem
adaptativa para o inseto. Pode-se sugerir que quanto mais regular for
a forma geométrica, em questao, maior a area superficial e exposicado
as condigoes do microambiente de reprodugao, em principio.

Os estudos disponiveis na literatura mostraram a importancia
do Ae. aegypti como inseto vetor e da sua competéncia vetorial e adap-
tativa, devido a antropofilia e capacidade de adaptacao aos habitats e
ambientes ndo usuais. O estudo de Mundim-Pombo et al. (2021) desta-
ca a importancia do cérion como barreira protetora e fator limitante
para os embrides e/ou células embrionarias do mosquito. O coérion é
a membrana vascularizada que envolve o embrido e os demais ane-
x0s embriondrios para protegao e nutrigao. Os resultados mostraram
que, apesar da contribuigao, pode-se relatar a necessidade da conti-
nuidade dos estudos para identificagdo das razdes dessa ocorréncia.
H4 uma via bioquimica que pode ser mostrada por processos de oxi-
dagdo/redugao por peroxidase. Han, Li e Li (2000) sugerem que as ca-
racteristicas de uma peroxidase no cérion dos ovos de Ae. aegypti re-
fletem as funcionalidades bioquimicas na formagao e endurecimento
do cérion nos ovos do inseto e, permitem toda esta funcionalidade do
ovo na protegéo e viabilidade do embrido do inseto (Han; Li; Li, 2000;
Hilton, 1969; Rezende et al., 2016; Mundim-Pombo et al., 2021).

A forma elipsoide é uma forma geométrica que a superficie pode
obter a partir da deformagao de uma esfera por meio de escalas dire-
cionais ou, mais geralmente, de uma transformacao afim. Entre as su-
perficies quadricas, um elipsoide é sempre caracterizado por uma das
duas propriedades: cada segdo transversal plana é uma elipse, esta
vazia ou é reduzida a um Unico ponto (isso explica o nome, que sig-
nifica "semelhante a uma elipse”); é sempre limitado, e que pode ser
encerrado em uma esfera de dimensoes suficientes.
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Em termos moleculares pode-se entender a dindmica da forma
e comportamento atémico ou molecular. Esta forma geométrica per-
mite a contengao de contetidos de forma adequada as necessidades
da espécie. A forma dos elipsoides pode ser usada, por exemplo, para
determinar em que diregao, ao longo dos trés eixos do elipsoide, o ato-
mo vibra ou estd mais desordenado. Muitas vezes, € ttil verificar se a
geometria, forma e os tamanhos relativos dos elipsoides de diferentes
tipos de atomos e seus comportamentos nestes espagos confinados
que podem correspondem a magnitude relativa dos valores apresen-
tados na tabela de fatores de temperaturas anisotropicas. Se nenhum
numero contendo elipsoides térmicos pode ser percebido, é impor-
tante examinar os valores dos fatores de temperaturas anisotrépicas
presentes na estrutura cristalina. Anisotropia significa negagao de
igualdade de diregao, e esta € uma caracteristica que uma substancia
possui que uma certa propriedade fisica varia com a diregao conside-
rada. Pode ser assim, é considerada um fenémeno de aplicagdo abran-
gente, no qual as propriedades fisicas de um mesmo corpo geométri-
co dependem da diregdao em que sao medidas e/ou consideradas, mas,
sempre pode ser utilizada para classificagao. Os resultados de Guna-
ra; Joelianto; Ahmad (2023) demonstraram que o método digital por
imagem pode ser utilizado para classificagao de ovos de Ae. aegypti e
Ae. albopictus. O método proposto pode fornecer uma base para me-
lhorar a identificagao e vigilancia dos insetos vetores e, até permitir
a tomada de decisoes no desenvolvimento de estratégias de controle
populacional de insetos vetores a partir dos processos de adaptagao
e, podem ser percebidos e utilizados em estratégias de controle popu-
lacional ou detalhamento das influéncias dos processos adaptativos
(Gunara; Joelianto; Ahmad, 2023).

A anadlise de resisténcia em termos materiais pode ser exempli-
ficada a partir da composigédo, densidade de grupos funcionais (hidro-
xilas, preferencialmente) e estruturagdo. Pode-se exemplificar com
a madeira (lignocelulose), que é exemplo de material anisotrépico e
possui propriedades mecanicas que dependem da disposigao e orga-
nizagao das suas fibras. Em testes mecanicos, a madeira expande-se
ou se retrai de forma diferente em relagao as variagoes de umidade no
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ambiente devido a organizagao e sentido das fibras. Por exemplo, no
sentido longitudinal ao eixo de uma tora, a variagdo é minima (0,1%);
no sentido tangencial, é maxima (até 10%), e no sentido radial, cerca
de 6% (Cockcroft; Cosgrove; Wood, 1998).

Por outro lado, exemplos podem ser citados, que nao apresen-
tam anisotropia, por exemplo, a estrutura do titanato de célcio (Ca-
TiO3) gue nao apresenta anisotropia e varia de acordo com a tempera-
tura de forma homogénea (Gralik; Biava, 2019).

Os materiais nanofibrilares, como lignocelulose, celulose, qui-
tina e seda, apresentam arquiteturas ordenadas por automontagem
molecular em blocos de construgao repetitivos, na forma de estru-
turas de ordem superior para propédsitos, por exemplo, de protegao.
Estas estruturas sdo estabilizadas por interagdes moleculares nao co-
valentes e cooperativas. O principio de construgao hierarquico dos
materiais biolégicos apresenta notavel resisténcia mecanica, aniso-
tropia, flexibilidade e propriedades 6pticas diferenciadas, incluindo a
cor estrutural. Estas caracteristicas tornam os biopolimeros nanofi-
brilares adequados para produgao de materiais resistentes, sustenta-
veis e biocompativeis para diferentes aplicagoes, incluindo as produ-
zidas por diferentes (micro)organismos. As abordagens com design
racional podem ser aplicadas para entendimento dos materiais bio-
poliméricos (Serrano et al., 2015; Rezende et al., 2016).

Ling; Kaplan; Buehler (2018) mostrou que as estratégias com
design hierarquico de celulose, seda e quitina, permite nanoconfina-
mento, orientagao fibrilar e alinhamento em estruturas 2D e 3D para
producdo de matérias inteligentes e multifuncionais, mecanicamente
anisotroépicos e responsivos as demandas de funcionalidades e até de
uso.

Jin, Feng e Xu (2013) estudaram as propriedades estruturais
e mecanicas da interface quitina-proteina, que podem definir criti-
camente as propriedades dos materiais bioldgicos. Estes compor-
tamentos podem ser entendidos a partir dos ovos dos insetos e das
camadas/membranas com quitina-proteina. O conhecimento do
comportamento da quitina e proteinas sao partes importantes para
entendimento das propriedades e dindmica dos materiais nos ovos
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dos insetos, principalmente, quando estao secos ou hidratados. Os
comportamentos mecanicos da quitina, proteinas e das interfaces
podem definir as propriedades mecanicas dos materiais bioldgicos.
Os efeitos diferenciais dos polimeros e interfaces podem surgir nos
microambientes, a partir do solvente de hidratagao, por exemplo, com
agua, a partir das microestruturas e/ou ions inorganicos como mos-
trado por Serrano et al. (2016), para as interagdes de nanocristais de
quitina, proteina e dgua.

A dinamica a nivel molecular das interfaces quitina-proteina
das hélices a e folhas [3 mostraram que a ligagao de quitina a protei-
na é dependente da estrutura secunddria das proteinas por ligagoes
de hidrogénio (H). Os resultados dos estudos de Jin, Feng e Xu (2013)
indicaram que os terminais das proteinas que permitem o ancora-
mento no substrato de quitina ocorre por ligagoes de H e contribuem
também para a forga interfacial do material. A presenca de 4gua na
interface reduz a resisténcia ao enfraquecer a rede de ligagdes de H
por competicdo aos sitios de interagoes originais. Os terminais de
proteinas que interagem fortemente com a superficie da quitina por
ligagdes de H sugerem uma estratégia de sobrevivéncia da espécie,
da protecao ao colapso da interface, para a ocorréncia da eclosédo do
embrido e desenvolvimento nos estadios larvais, pupa e inseto alado
(adulto).

A hidratagao é sempre um processo critico na regulagdo da in-
terface, onde as moléculas de 4gua reduzem significativamente a re-
sisténcia interfacial ao enfraquecer a rede de ligagao de H. A auséncia
da agua pode fortalecer a forga interfacial por meio de ligagao de H ou
outras ligagdes quando ha contetdo critico de dgua na interface con-
finada. A formacao da rede de ligagdo de H, entretanto, pode melhorar
as propriedades do material, além do que ligagoes de H cooperativas
que podem desempenhar papel critico quanto a forga, capacidade de
suporte de carga ou outros relacionados a sobrevivéncia do embriao.
Todos estes fatos sugerem que as propriedades na interface quitina-
-proteina sao alteraveis por modificagdo dos terminais das proteinas
e/ou das cadeias laterais ou ainda a partir da funcionalizagdo das su-
perficies de quitina. Deve-se considerar que a maioria dos materiais
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bioldgicos encontram um ambiente complexo que incluem efeitos
com solventes (dgua), ions, mudangas de pH, microbiota, condigbes
ambientais, e até ligagdes cruzadas que diferenciam e podem alterar
as propriedades desses materiais bioldgicos.

Vicent e Wegst (2004) demonstraram que nos insetos adul-
tos alados, a cuticula do exoesqueleto é resistente e leve. Os autores
analisaram as propriedades mecéanicas da cuticula mostrando que o
modulo de resilina de Young € de cerca de 1 MPa, de cuticulas moles
de cerca de 1 kPa a 50 MPa, de cuticulas esclerotizadas 1 - 20 GPa. A
dureza Vicker da cuticula esclerotizada varia entre 25 e 80 kgf mm=,
densidade é1-1,3 kg m™ com destaque para um de seus componentes,
nanofibras de quitina, cujo médulo de Young é maior que 150 GPa. Os
resultados do estudo sugerem que as propriedades estruturais se dao
devido a estrutura em camadas, com endurecimento para o desem-
penho das asas e pernas dos insetos. Apesar do desconhecimento das
propriedades mecéanicas, pode-se perceber o notavel desempenho e
eficiéncia mecanica da cuticula quando comparados a outros mate-
riais. Os resultados mostram e permitem a compreensao da relevan-
cia das microestruturas por orientagao e forma, mas principalmente,
incluindo a estrutura superficial de compésitos fibrosos para deter-
minada funcionalidade em nanocompdsitos, que tenham automon-
tagem semelhante as cuticulas de insetos, que podem ser arquétipo
composicional como modelo para andlise nao apenas da funcionalida-
de, mas das caracteristicas de materiais bioldgicos, por exemplo, ovos
dos insetos.

Sviben et al. (2020) mostraram que a semelhanga geométrica do
arranjo de fibras helicoidais em matrizes fibrosas extracelulares bio-
légicas, como osso, parede celular vegetal ou cuticula de artrépode,
com as mesofases liquidas colestéricas levou a hipétese de que elas
podem se formar passivamente por meio de um precursor da meso-
fase, em vez de diretamente controle celular. Os autores foram em
busca de evidéncias diretas que sustentem a hipétese. O processo de
formacgao da cuticula na tibia da Locusta migratdria, mostra que ha
camadas de crescimento diario que surgem pela deposigdo de arran-
jos de fibras alternadas entre estruturas unidirecionais e helicoidais.
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Usando feixe de ions focado / microscopia eletrénica de varredura
(FIB/SEM) volume de imagem e espalhamento de raios-X de varredu-
ra, pode-se mostrar que as células epidérmicas determinam a orien-
tacao de fibra inicial, a partir da qual a arquitetura final emerge por
montagem auto-organizada de quitina e proteinas. A orientagao das
fibras na cuticula é, portanto, determinada por processos ativos e pas-
sivos que ocorrem na montagem da cuticula.

Lizundia et al. (2021) mostraram que a interagao entre luz e ma-
téria pode ser utilizada para explorar e conhecer detalhes das estru-
turas hierarquicas de nanofibrilas de carboidratos (quitina e celulo-
se) para definigao das caracteristicas geométricas. As nanofibrilas de
quitina sao responsaveis pela resisténcia mecanica em exoesqueletos
de alguns animais e iridescéncia de alguns insetos por nanoestrutu-
racdo organizada. O aparecimento de cores estruturais em conchas
de insetos constituidas por quitina por intrincada organizagao das
nanofibrilas de quitina nas estruturas como um modelo biomimeético.

Os nanocristais de celulose (CNCs) sdo nanomateriais de alta ra-
zao de aspecto, preparados por hidrélise acida do carboidrato mais
abundante nas plantas, semelhante as nanofibrilas de quitina, os
CNCs sao dispersiveis em agua e apresentam comportamento de au-
tomontagem como um molde liotrépico liquido-cristalino para estru-
turas organizadas de nanofibrilas de carboidratos com combinagao
de quiralidade, coloragao e mesoporosidade por meio coloidal e por
automontagem (Figura 3).

Os sistemas liotrépicos sdo solugdes aquosas com auto-organi-
zacgao pelo efeito hidrofébico; sdo misturas de moléculas de 4gua com
outras moléculas anfifilicas (com uma parte polar solivel em agua e
uma parte apolar insolivel em dgua) com varios tipos de aditivos. Os
anfifilicos possuem interesse por suas propriedades de solubilizagao,
principalmente, os lipideos das membranas bioldgicas e/ou proces-
sos bioldgicos. Estes sistemas sdo estudados a partir de baixas con-
centracgdes até a formacgao de micelas e/ou vesiculas na concentragao
micelar critica (CMC), e acima da temperatura critica Krafft de mi-
celizagdo. Estes sistemas em altas concentragdes formam agregados
de formas variaveis (cristais liquidos liotrépicos) que possuem transi-

79



¢Oes de fase por mudangas da concentragao dos componentes e, tem-
peratura a partir das interagdes por energia elastica das interfaces
polar-apolar e geometrias que resultam das interagdes competitivas
(Lizundia et al., 2021).

As estruturas, organizagdo, composigao/design e automonta-
gem podem interferir na interacao entre luz e matéria. Estas podem
ser utilizadas para explorar e conhecer detalhes estruturais e proprie-
dades, principalmente estruturas hierarquicas por exemplo, a partir
de nanocavidades, estruturas alinhadas ou nanofibrilas de carboidra-
tos (quitina e celulose) que permitem definir caracteristicas e proprie-
dades a partir da geometria dessas nanoestruturas.

Figura 3 - Coloragao estrutural de artrépodes na natureza.

Luz polarizada
circular

Luz
insidente

-

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Lizundia et al., 2021.

Richards e Dempski (2011) descreveram um método para anéalise
da dindmica molecular de membrana proteicas por fluorescéncia e al-
teragdo de corrente por fluorometria. A abordagem descrita combina
marcagao fluordéforo sitio especifico e utiliza uma pinga de voltagem
por dois eletrodos para investigagdo da relagdo entre a estrutura e
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funcao das proteinas de membrana. A técnica pode obter informacgoes
de resolugédo no tempo sobre a dindmica conformacional de proteinas
de membrana no transporte de ions e, permite ser adaptada para dife-
rentes proteinas, canais e bombas de ions e transportadores molecu-
lares. A dindmica conformacional pode analisar um residuo especifico,
transferéncia de energia de ressonéancia de fluorescéncia com vista a
determinacao das restrigoes de distancia em holoenzima. A determi-
nacgao das distancias entre os residuos e medigao do movimento rela-
tivo entre as subunidades permite entender os mecanismos de passa-
gem idnicas. A técnica é adaptavel aos canais de ions, transportadores
e bombas de ions e, utilizada para determinar as restrigoes de distan-
cia entre as subunidades de proteinas a partir da expressao funcional
da proteina, por exemplo, na superficie dos odcitos de Xenopus leavis.
A extensa area de superficie dos odcitos permite medigoes simples e
funcional com um sinal de fluorescéncia. As analises das alteragoes de
condigdes extracelulares como ligante, pH ou cations/anions podem
fornecer informacgdes adicionais para o mecanismo das proteinas da
membrana e, pode incluir a manipulagdo seletiva de ions internos
apds a coexpressao com até uma segunda proteina.

Jackson (2009) demonstra que a forma elipsoidal encontrada
em ovos de insetos, apesar de suas diferencas e deformacgoes, pode ser
comparada a diferentes estruturas naturais e aplicagdes. Por exemplo,
na geodésia a forma elipsoide terrestre é uma figura matematica que
se aproxima da forma da Terra e, como elipsoide de referéncia, € uma
figura matematica que se aproxima da forma dos corpos planetarios
em geral. No aspecto mecanico o elipsoide de Poinsot, € um método
geomeétrico para visualizagao do movimento sem torque de um corpo
rigido em rotagao; o elipsoide de tensdao de Lamé é uma alternativa
ao circulo de Mohr para a representagao grafica do estado de tenséo
em um ponto; o elipsoide de manipulagao, € utilizado para descrever
a liberdade de movimento de um robd, o elipsoide de Jacobi, é um
elipsoide triaxial formado por um fluido em rotagao. Na cristalografia,
o elipsoide de indice, é um diagrama de um elipsoide que representa
a orientagdo e a magnitude relativa dos indices de refragdo em cris-
tal e o elipsoide térmico, sao elipsoides usados em cristalografia para
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indicar as magnitudes e dire¢des da vibragado térmica de atomos em
estruturas cristalinas entre outras aplicagdes (iluminagao, medicina
ou analise de propriedades dindmicas em fluidos e gravitacionais).

Na dinamica de fluidos a forma elipsoide é a forma mais geral
para calculo de fluxo de fluido em torno de uma forma sélida. Os cal-
culos incluem a forga necessaria para transladar através de um fluido
e girar dentro dele. As aplicagdes incluem a determinagao do tama-
nho e da forma de moléculas grandes, a taxa de afundamento de pe-
quenas particulas e a capacidade de locomogao de microrganismos,
por exemplo, segundo Dusenbery (2009). A andlise em termos de pro-
babilidade e estatistica mostraram que as distribuigdes elipticas, que
generalizam a distribuigao normal multivariada podem ser utilizadas
em diferentes aplicagdes a partir das fungdes de densidade e, uma su-
perficie de isodensidade é um elipsoide. O objeto/imagem isodensa
significa que aquele objeto/imagem tem a mesma densidade do tecido
do 6rgédo em que se encontra.

Consideracdes finais

Os estudos e conhecimentos de fatores de influéncia da forma,
constituicao, condigdes e outras caracteristicas ambientais como ca-
lor e umidade relativa podem influenciar na oviposigao e processo
reprodutivo do inseto, além de processos adaptativos que estdo re-
lacionados a sobrevivéncia da espécie. Estes fatores impactam nao
somente a sobrevivéncia, comportamentos e até a microbiota ou mi-
crobioma no processo de reprodugao e, podem refletir na habilidade
do inseto quanto as alteragdes/modificagdes, nos processos adapta-
tivos e/ou estratégias de sobrevivéncia em aspectos e contribuigoes
variaveis, a partir das condigoes impostas. Por exemplo, pode-se con-
siderar a comunidade de microrganismos (microbiota) associadas
a fatores e condigoes disponiveis nos criadouros para a reprodugao
que podem alterar comportamentos, composigao e diversidade des-
tas comunidades bacterianas e/ou as condigoes fisico-quimicas e bio-
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légicas que estejam associadas aos locais e processos de reprodugao
do inseto. A dindmica e influéncias podem resultar em modificagdes
profundas na composigao, geometria, estratégias e comportamentos
do inseto a partir do ovo/embrido até a eclosao das larvas e inseto
adulto. As condigoes e/ou exposigao da microbiota as condigoes cli-
maticas e ambientais sdo aspectos dindmicos e, podem resultar em
impactos que afetam o desenvolvimento e sobrevivéncia, caracteris-
ticas e histdérico do inseto. Estes fatos, fatores e detalhes precisam ser
percebidos e considerados no controle populacional, mas principal-
mente, no desenvolvimento de estratégias e produtos para o controle
populacional, por exemplo, a influéncia da temperatura, anélise e/ou
a eficiéncia da forma e geometria dos ovos (formas e dngulos de cur-
vaturas elipsoides) e outros de estrutura e composigao que resultam,
por exemplo, no achatamento dos ovos por compressao de uma figu-
ra geométrica esférica para elipsoide de revolugao (esferoide). Estas
distorgdes de formas para angulos de aproximadamente 120 graus,
a partir de 90 graus, pode permitir a otimizagao das funcionalidades
a partir das superficies, areas e volumes. As relagoes de area/volume
sdo importantes para armazenamento e sao parte de comportamen-
tos estratégicos a partir das superficies com areas menores e maiores
volumes. Os formatos do invélucro para e deposigao/fixagao nos cria-
douros, além de outros aspectos devem ser otimizados nas formula-
¢Oes inseticidas para a superagao destes aspectos adaptativos, como
o empilhamento, protegao e outros que sao fatores desfavoraveis para
o controle populacional. Estes fatores sdo variaveis e devem ser con-
siderados a partir de estudos que considerem este dinamismo com a
variagdo de fatores de maior ou menor influéncia como variaveis de
contribuigao para cada caso especifico.
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Aespécie Aedes aegypti é nativa da Africa, mas, devido ao seu
comportamento sinantroépico se espalhou para outros con-
tinentes apds a intensificagdo da migragdo humana e do comércio en-
tre paises. Suspeita-se que esta espécie chegou ao Brasil durante o
trafico de escravos, mas os primeiros registros formais tenham sido
feitos no final do século XIX por Lutz e Ribas. Nesta época, a trans-
missdo do virus da febre amarela ja havia sido atribuida ao Ae. aegyp-
ti. Nos anos seguintes, também foi evidenciado que esta espécie era
capaz de transmitir o virus da dengue, o que demandou agdes para
conter os surtos e epidemias que surgiam pelo pais. Sem tratamentos
eficazes para as doengas, a linha de frente se concentrava em eliminar
o vetor. Isso consistia em métodos fisicos como eliminar os criadou-
ros ou aplicar de 6leo na superficie da 4gua para impedir a respiragdo
das larvas e emergéncia de adultos. Outra estratégia envolvia o uso de
verde de Paris, considerado o primeiro inseticida usado no controle
de insetos. Este composto inaugurou os primeiros passos do controle
quimico de Ae. aegypti, mas foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT)
que se tornou notdério em meados do século XX. Por volta de 1950,
como resultado de medidas para controle da febre amarela, o Aedes
aegypti chegou a ser erradicado do territério brasileiro, e reentrada
do virus DENV-1 e DENV-4 no ano de 1982 em Boa Vista, Roraima
(Osanai, 1984).

Fatores de resisténcia a inseticidas em
Aedes aegypti

Apesar do desenvolvimento de novos métodos de controle de Ae.
aegypti, como a soltura de mosquitos transgénicos ou infectados por
linhagens da bactéria endossimbionte Wolbachia (Achee et al., 2019), o
uso de inseticidas permanece no escopo de estratégias utilizadas pe-
los 6rgaos brasileiros de saude publica e de diversos outros paises. Os
compostos neurotdxicos sdo os mais utilizados seguidos pelos inibi-
dores de crescimento (O'Neill et al., 2019) como mostrado na Quadro 1.
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Quadro 1 - Classe de inseticidas usados para o controle de Aedes aegypti e
modo de agio.

Classe | nseticids _______|Avo__________

Organoclorados DDT Canal de sédio regulado
por voltagem

Carbamatos Acetilcolinesterase

Organofosforados Malation, Temefos

Piretroides Permetrina, Cipermetrina

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de O'Neill et al., 2019.
Legenda: DDT: dicloro-difenil-tricloroetano.

Os inseticidas das classes dos organofosforados e carbamatos
agem inibindo as enzimas acetilcolinesterases (AChEs) localizadas
na fenda sinaptica que se forma entre os neurdnios. Esta enzima é
responsavel por encerrar a transmissao do impulso nervoso de um
neurdnio ao outro através da degradagdo do neurotransmissor ace-
tilcolina (ACh). Quanto inibida, hd um actimulo de ACh, gerando hi-
perestimulagao do Sistema Nervoso Central (SNC) levando o inseto
a morte. Atualmente, os organofosforados temefés e malation estédo
disponiveis para o controle de Ae. aegypti no Brasil (Valle et al., 2019),
pois apesar de eficaz, estes se decompdem rapidamente no ambien-
te, representando um risco menor para os humanos e outros animais
que néo sdo alvos do programa de controle (Martins et al., 2009; Hayd
et al., 2020).

Ja o modo de agao dos inseticidas carbamatos € similar aos or-
ganofosforados, porém tém como principal diferenca a caracteristica
de inibir reversivelmente a AChE (Fukuto, 1990). Esses inseticidas fo-
ram utilizados para o controle de vetores no Brasil na década de 1980,
principalmente no controle do Aedes (Corbel et al., 2017).

Os organoclorados inibem a agdo do receptor acido gama-ami-
nobutirico (GABA), aumentando a permeabilidade do ion cloro nos
neurdnios, e essa inibigdo antagoniza o efeito relaxante do receptor
GABA, promovendo frequentes estimulos nervosos seguido de para-
lisia e morte (Moyes et al., 2017). Os organoclorados DDT agem nos
canais de sédio regulados por voltagem (NaVs), mantendo-os abertos
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por mais tempo, ocorrendo transmissao continua do impulso nervo-
so levando o inseto a morte por hiperexcitagdo (Martins et al., 2009),
ainda possuem alta persisténcia no ambiente, baixa solubilidade em
agua e alta solubilidade em lipidios (Braga; Valle, 2007a; Morrissey et
al., 2015).

Os inseticidas reguladores de crescimento de insetos (IGRs) de-
vido a seu modo de agao podem ser divididos em duas categorias: Ini-
bidores de Sintese de Quitina e Andlogos de Hormonio Juvenil (AHJ).
Os Inibidores da Sintese de Quitina (ISQs) atuam na biossintese da
quitina, atuando na fase larval do inseto. Para uso no controle de
Ae. aegypti no Brasil foram recomendados para uso em campanhas
o diflubenzuron (2008) e posteriormente o novaluron (Martins et al.,
2009). Da mesma forma, os AHJ atuam no desenvolvimento do inseto
inibindo a emergéncia do adulto. No Brasil o inseticida recomenda-
do é o pyriproxyfen, em substituicao ao novaluron a partir de 2014
(Valle et al., 2019). O pyriproxyfen afeta a morfogénese, reprodugéo e
embriogénese dos insetos (estagio de transformacgéao larva-pupa), cau-
sando deformagao no inseto e maiores indices de mortalidade na fase
de pupa (Morrissey et al., 2015; Valle et al., 2019).

Os inseticidas piretréides atuam no SNC e periférico (SNP) do
inseto nos NaVs presentes nos axonios. Os inseticidas desta classe
mantém os NaVs abertos, impedindo assim a interrupg¢ao do impulso
nervoso, gerando hiperexcitagdo seguida de paralisia e morte (Valle et
al., 2019).

Ha dois tipos de piretréides: tipo I e tipo II. Os piretréides tipo
I agem principalmente no SNP. Ja os piretréides tipo II (exemplo a
deltametrina) agem principalmente no SNC e sdo considerados mais
potentes por inibirem o funcionamento dos NaVs por mais tempo
(Hemingway et al., 2004).

Novos inseticidas da classe dos neonicotinoides foram recente-
mente aprovados pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS) (WHO,
2020). Esses inseticidas mimetizam o neurotransmissor ACh e com-
petem com ele pelos seus receptores nicotinergéticos (localizados na
membrana pds-sinaptica). A ativagao dos receptores de ACh é prolon-
gada, causando hiperexcitabilidade no sistema nervoso central de-
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vido a transmissao continua e descontrolada de impulsos nervosos,
levando o inseto a morte. Embora os neonicotinoides tenham agao
mais lenta quando comparados aos piretréides e organofosforados,
populagdes resistentes a esses inseticidas ndo parecem apresentar
resisténcia cruzada a inseticidas desta classe (Valle et al., 2019). Con-
tudo, cabe ressaltar que os neonicotinoides oferecem um risco a con-
taminagdo ambiental por ser um composto com alta solubilidade em
agua e longa persisténcia no solo (Morrissey et al., 2015).

Compreender a base molecular dos mecanismos de resisténcia a
inseticidas em Ae. aegypti ajuda a melhorar as estratégias de controle
vetorial que podem ser aplicadas a diversas localidades em condigoes
geograficas e urbanas semelhantes.

A resisténcia aos inseticidas pode ser definida como uma habili-
dade de uma determinada populagao de insetos de sobreviver a doses
de um composto téxico especifico, letais a maioria dos individuos de
uma linhagem suscetivel da mesma espécie (Beaty; Marquardt, 1996).
Essa resisténcia tem como foco a variabilidade genética de popula-
¢Oes naturais desses insetos, que sob pressao do inseticida, podem ter
fendtipos especificos selecionados, possivelmente aumentando em
frequéncia. A resisténcia de uma populagdo a determinado composto
pode ser avaliada através de ensaios de laboratério e de campo (Mar-
tins et al., 2009).

Muitos aspectos contribuem para a selegdo de resisténcia aos
inseticidas em Ae. aegypti, entre os quais se destacam falhas operacio-
nais na aplicagdo dos compostos, bem como o uso exacerbado deles.
Uso de agrotéxicos e rejeitos industriais podem também contribuir
para resisténcia cruzada aos produtos utilizados contra insetos veto-
res. Nos chama atencgao também o uso indiscriminado pela populagao
do inseticida aerossol domeéstico (spray), encontrado com facilidade
e usado sem nenhum controle ou monitoramento (Figura 1) (Nkya et
al., 2013).
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Figura 1 - Esquema demonstrando fatores que contribuem para a
resisténcia a inseticidas em Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Nkya et al., 2013 apud Hayd et al., 2020.

O uso intermitente do inseticida tem favorecido populagdes
resistentes de Ae. aegypti e dificultado o controle desses vetores. O
processo de selegao natural pelo uso constante de uma tnica classe
de inseticida favorece individuos resistentes (Figura 2) (Braga; Valle,
2007; Brito et al., 2018; Valle et al., 2019; Hayd et al., 2020).
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Figura 2 - Representagao do processo de selegao de individuos resistentes
por aplicagao de inseticidas.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Valle et al.,, 2015 apud Hayd et al., 2020.

Mecanismos de resisténcia a inseticidas em
Aedes aegypti

Podemos organizar os mecanismos de resisténcia a inseticidas
em quatro categorias como mostrado na Figura 3: (1) alteragdo com-
portamental, quando o inseto percebe a presenca do inseticida e evita
se aproximar, (2) redugdo de penetragao do inseticida ocasionado pelo
espessamento da cuticula, (3) melhora do metabolismo resultante de
mutagoes ndo sindnimas e/ou aumento da transcrigao de genes que
codificam enzimas detoxificantes e (4) mutagdes nédo sindénimas no si-
tio-alvo dos inseticidas. Apesar de listados separadamente, estes me-
canismos podem ocorrer concomitantemente, sendo os dois ultimos
mais investigados em insetos vetores (Hemingway et al., 2004; Nkya
et al., 2013).
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Figura 3 - Mecanismos de resisténcia a inseticidas em quatro categorias.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Corbel, 2017.

A resisténcia aos inseticidas pode ser funcionalmente definida
como a habilidade de uma populagao de insetos de sobreviver a doses
de um determinado composto toxico, letais a maioria dos individuos
de uma linhagem suscetivel da mesma espécie (Beaty; Marquardt,
1996). A Figura 4 demonstra o processo de selegdo natural neste caso
induzido por agao antrépica com o uso de inseticidas no controle de
vetores.

Figura 4 - Fatores de resisténcia a inseticidas em Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024.
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Espessamento de cuticula

O espessamento da cuticula, possivelmente confere o fenétipo
resistente a um determinado composto quimico, ou seja, revigora a
hipoétese deste mecanismo estar associado a resisténcia a um mesmo
inseticida (resisténcia multipla) ou seja, uma combinagédo do espessa-
mento da cuticula e outro mecanismo como a resisténcia metabdlica
(Becker et al., 2010). Esse espessamento pode levar a menores taxas de
penetragao do inseticida, contribuindo no processo de metabolizacao,
pela agao das enzimas detoxificantes uma vez que uma menor quanti-
dade do principio ativo penetra no organismo (Wood et al., 2010).

Inseticidas da classe piretréide e organofosforado atuam por
contato e penetram na cuticula, disseminando através do tegumento
e transportados pela hemolinfa para os 6rgéos-alvo, onde sdo acumu-
lados, metabolizados ou excretados (Ranson et al., 2011).

Interessante que este mecanismo pode nao conferir altos niveis
de mortalidade nas populagdes de insetos, possivelmente ao interagir
sinergicamente com outros mecanismos pode causar altos niveis de
resisténcia (Raymond; Heckel; Scott, 1989).

Resisténcia metabolica

Este mecanismo pode ser deflagrado por diversos genes, o que
o torna um dos mais complexos de ser diagnosticado. Destaca-se a
participagao de genes das familias das carboxilesterases (CCE), cito-
cromo oxidase P450, glutationa S-transferase (GST) e transportado-
res ABC (ABC). A resisténcia metabdlica é o processo no qual a desin-
toxicagdo ao inseticida ocorre em maior eficacia devido a alteragoes
na agao de enzimas detoxificantes do inseto. O aumento na atividade
enzimatica é responsavel por metabolizar, depositar e excretar os in-
seticidas (Braga; Valle, 2007).

Este processo pode ser dividido em duas etapas: Fase I (oxida-
¢a0), na qual as CCE e oxidases de fungao mista (MFO's) conhecidas
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como monoxigenases ou enzima citocromo P450, promovem a hidro-
lizagdo e oxidagao do inseticida, formando um substrato para proxi-
ma fase; Fase II (conjugagao), a GST conjuga composto que torna mais
soltvel (hidrossoluvel) o inseticida para posterior excregao (Panini et
al., 2016).

Maior quantidade ou atividade destas enzimas permite que o
inseto metabolize o inseticida rapidamente biotransformando-o em
um composto menos téxico ou em uma forma (hidrossoltuvel) ade-
quada para rapida excregao (Panini et al., 2016). Essas enzimas atuam
diretamente diminuindo a quantidade e o tempo de permanéncia do
xenobidtico no inseto através do processo de biotransformagéo (He-
mingway et al., 2004).

Estudos demonstram a elevagao na atividade enzimatica em
mosquitos resistentes a organofosforados e piretréides (processo de
resisténcia pode ser detectado por meio de bioensaios com o siner-
gista butéxido de piperonil) (Braga; Valle, 2007a; Hemingway et al.,
2004).

As GSTs também estdo envolvidas na detoxificagcdo de orga-
nofosforados e piretréides. Podem ser subdivididas em trés grupos:
GSTs citosdlicas, microssomais e mitocondriais (Ranson; Hemin-
gway; Black, 2007), mas em mosquitos, apenas as GSTs citosdlicas e
microssomais sao encontradas (Belinato; Martins, 2016).

Enzimas esterases pertencentes a superfamilia das CCEs, de-
sempenham uma importante fungdo no metabolismo de compostos
enddgenos e exdgenos e algumas dessas proteinas esterasicas sao es-
pecificas para determinados substratos (hormonio juvenil e a AChE),
enquanto que outras metabolizam substratos inespecificos (esterases
de fungdo mista) (Montella; Schama; Valle, 2012), e ja foi descrita em
mosquitos resposta a pressao de selegdo imposta pelos inseticidas da
classe organofosforados e carbamatos (Hemingway et al., 2004).

Foram identificadas populagoes de Ae. aegypti, de diversas loca-
lidades do Brasil, resistentes a piretréides e ao larvicida organofos-
forado temephos, constatados através de ensaios bioquimicos onde
foi verificada a atividade de enzimas P450, esterases e GST (Montella;
Schama; Valle, 2012; Belinato; Martins, 2016).
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Resisténcia sitio alvo no Aedes aegypti

Em relagao aos inseticidas neurotéxicos, destacamos as classes
permitidas para uso em saude publica: organoclorados, organofosfo-
rados, carbamatos, piretréides e espinosinas, com potencial ativo de
agdo no SNC do inseto (Braga; Valle, 2007 apud Hayd, 2020). [lustra-
mos a representacado esquematica de dois neurdénios em mosquitos
Ae. aegypti e evidenciamos a atuagao na transmissdo axdnica pelo
organoclorado e o piretroide e a classe de inseticidas que atuam na
transmisséo sindptica como os carbamatos e os organofosforados (Fi-
gura 5). Além destes, inseticidas da classe dos neonicotinoides foram
recentemente indicados para o controle de mosquitos (WHO, 2020).

Figura 5 - Representacio esquematica de dois neurénios com indicagéo
das classes de inseticidas neurotdxicos que atuam na transmissao axénica
(OC, PI) e na transmissao sinédptica (CA, OP) em Aedes aegypti.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024. Adaptado de Valle et al., 2015 apud Hayd et al., 2020.
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Os Receptores GABA

O canal de cloreto ativado pelo GABA, codificado pelo gene RDL
(resistente a dieldrin), é o alvo importante para inseticidas de estrutu-
ras amplamente variadas, onde foi identificado a substituigao de ami-
no, alanina por serina no cédon 302 (A302S), conferindo resisténcia
(gene Rdl) (Hemingway et al., 2004). O gene Rdl foi identificado em Ae.
aegypti em 1993 (Thompson; Shotkoski; French-Constant, 1993).

Em insetos, além do SNC, os receptores GABA também sao en-
contrados no sistema neuromuscular, sendo responsaveis pelo con-
trole de ions Cl- no interior da célula. Apéds a ligagao do GABA ao seu
receptor pds-sindptico ocorre um aumento da permeabilidade da
membrana aos ions cloro e o efeito inibitério do sistema nervoso. Os
receptores GABA que agem como canais idnicos sao chamados de re-
ceptores ionotrdpicos e sdo alvos dos inseticidas piretroides tipo Il e
organoclorados ciclodienos provocando inibigao do impulso nervoso,
desencadeando incoordenagao dos movimentos e paralisia do inseto
(Valle et al., 2019).

Mecanismo da Enzima Acetilcolinesterase
(AChE)

Este tipo de mecanismo ocorre quando a molécula alvo do inse-
ticida sofreu alguma alteragao, de forma que ela perde sua caracteris-
tica principal. Os exemplos mais conhecidos sao mutagoes no gene do
NaV e na AChE. A maioria dos insetos apresenta dois genes que codifi-
cam a AChE, denominados ace-1e ace-2. AAChE, é alvo dos inseticidas
organofosforados e carbamatos, atuando na fenda sindptica, onde hi-
droliza moléculas do neurotransmissor ACh em colina e acido acético
para a interrupgao da transmissdo do impulso nervoso. Inseticidas
que inibem a AChE acarretam um acimulo do neurotransmissor na
fenda sindptica causando impulso nervoso continuo, levando o inseto
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a paralisia e morte. Desta forma, mutagdes no gene da AChE (ace-1)
podem levar a mudangas estruturais na enzima e, consequentemen-
te, a resisténcia a carbamatos e organofosforados (Fukuto, 1990). Em
mosquitos, essa mutagao que confere resisténcia a inseticidas se en-
contra no gene ace-1, na posigdo 119 (substituigdo de glicina por seri-
na - G119S). Essa mutacao classica foi encontrada nos géneros Culex e
Anopheles, no entanto, ndo ocorre em Aedes spp., pois seriam necessa-
rias duas mutagdes simultaneas no mesmo cédon (Weill et al., 2004).

Estudo revela que ha reducgao na sensibilidade a inseticidas devi-
do ao maior numero de moléculas de AChE nas membranas celulares
de Bactrocera oleae, inseto que apresenta apenas o gene ace-2. Nesta
situagao apontaram delegao de trés glutaminas na regido C-terminal
da cadeia peptidica da AChE. Possivelmente esta delegao possibilitou
ancoramento da AChE nas membranas celulares (Kakani et al., 2011).
Em populagoes brasileiras de Ae. aegypti ndo se constatou qualquer
alteracao na sensibilidade da AChE. Quando na presenga do inibidor
CA propoxur, apenas houve maior atividade da AChE (Viana-Medei-
ros, 2011).

O Canal de Sédio Regulado por Voltagem
(Nav)

O NaV é uma proteina transmembrana composta por quatro
dominios (I-IV) homélogos, cada um com seis segmentos (S1-S6) e
com um loop adicional entre os segmentos S5 e S6 (P-loop). Em Ae.
aegypti sdo conhecidas pelo menos 11 mutagdes no NaV, no entanto
estd bem demonstrado que substitui¢des nos segmentos IIS6 e IIIS6
parecem ser de fato knockdown (kdr) (Moyes et al., 2017). A mutagao
F1534C no segmento IIIS6 é encontrada em populagdes Ae. aegypti
resistentes a piretroides em diversos continentes. Pode ainda ser en-
contrada acompanhada da mutagédo V1016l ou V1016G no segmento
IIS6, respectivamente nas Américas ou no sudeste asiatico (Cosme et
al., 2020).
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Os piretroides e o DDT se ligam no NaV, mantendo o canal por
mais tempo aberto, o que faz com o que o impulso nervoso seja dispa-
rado continuamente. O inseto sofre contragdes musculares repetiti-
vas, chegando a paralisia e morte, efeito conhecido como knockdown.
Mutagoes no NaV podem levar resisténcia a este efeito e sao, portanto,
conhecidas como mutagdes kdr (Martins et al., 2009; Vera-Maloof et
al., 2015; Belinato; Martins, 2016).

Em populagoes de Ae. aegypti do Brasil ha, pelo menos duas mu-
tacoes kdr importantes: V10161 e F1534C, de forma que esta ultima
pode ocorrer sozinha (alelo NaVR1: V1016+1534C) ou em conjunto com
a primeira (alelo NaVR2: 10161+1534C) (Figura 6). Sabe-se ainda que
o alelo NaVR2 fornece maiores niveis de resisténcia, quando em ho-
mozigose (Linss et al., 2014; Belinato; Martins, 2016; Brito et al., 2018).
Hayd et al. (2020) apontam que apds andlise temporal em populagdes
de Ae. aegypti do Brasil estao presentes o kdr 1534Cys, onde o haplé-
tipo V1016 + 1534Cys surgiu primeiro e mais recentemente, o duplo
mutante 1016Ile + 1534Cys tem se expandido.

Uma terceira substituicdo, V410L no segmento IS6, também
ocorre em populagdes brasileiras, geralmente no alelo NaVR2 (Cosme
et al., 2020).
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Figura 6 - Representagao esquematica do canal de sédio regulado por
voltagem (NaV), seus dominios (I-IV) e segmentos (S1-S6). Em destaque, os
sitios de mutagéao e constituicao dos alelos kdr encontrados em Ae. aegypti
do Brasil.
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Fonte: Linss et al., 2014 apud Hayd et al., 2020.

Linss e colaboradores (2014) afirmam que o conhecimento da
diversidade do canal de sédio em populagdes naturais, junto com o
papel de cada alelo quanto a resisténcia a piretroide, bem como seu
custo fitness sao cruciais para preservar a eficacia desta classe de
compostos como uma ferramenta viavel contra Ae. aegypti.

Hayd et al. (2020) constataram a auséncia do haplétipo S do tipo
selvagem (1016 Val+ + 1534 Phe+) em nossas populagoes de Ae. aegypti
de Roraima, o que sugere que alelos kdr, que estao entre os principais
mecanismos de resisténcia a piretroides, estao parcialmente fixados
nas populagoes daquele Estado, parcialmente justificando os niveis de
resisténcia a estes compostos.

A frequéncia de resisténcia a inseticidas em uma determinada
populagao é um processo adaptativo impulsionado pela selegao natu-
ral antrépica, variando no espacgo e no tempo, sob o controle de fatores
biolégicos, genéticos e ambientais (Dusfour et al., 2019). Entretanto a
resisténcia em uma populagdo geralmente surge da variagao genética
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permanente existente (ou seja, selegdo de alelos resistentes raros) ou
da chegada de individuos com alelos de resisténcia através da migra-
¢ao (ou agdo antrépica) (Muthusamy; Shivakumar, 2015).

O modelo de Hardy-Weinberg ignora a maioria das complexida-
des das populagoes e essas frequéncias alélicas na maior parte das po-
pulacgoes naturais sao afetadas por mutagodes e selegdo natural, o que
acaba provocando alteragdes na frequéncia alélica com o passar do
tempo. Podemos afirmar que esses processos contribuem para a evo-
lugao, que pode ser definida como uma mudanga cumulativa na com-
posicdo genética de determinada populagdo. O termo mutagado que
utilizamos neste contexto significa todas as mudangas genéticas in-
cluindo substituicdo de nucleotideos, insergoes e delegdes, mudanga
de localizagdo gendmica de elementos de transposigdo de rearranjos
cromossémicos. Os principios de Hardy-Weinberg fornecem as bases
tedricas na genética de populagoes, ou seja, as frequéncias alélicas na
proxima geragao sdo exatamente as mesmas da geragao anterior, e
significa que essas frequéncias alélicas permanecem iguais geragao
apds geragao, ocorrendo o mesmo com as frequéncias genotipicas
que chamamos de equilibrio de Hardy-Weinberg (Hartl, 2008).

O Quadro 2, além de descrever a classe de inseticida também
enfatiza o mecanismo de agao destes.

Quadro 2 - Resumo explicativo da classe, composicao e mecanismo de agao
dos inseticidas.

Classe do inseticida Composigio Mecanismo de agéio
Organoclorado Contém carbono, Inibem a agao do
hidrogénio e cloro. receptor GABA,
Sao divididos em que em condi¢oes
difenil afilaticos, normais, aumentam a
HCH, ciclodienos, e permeabilidade do ion
policloroterpenos. cloro nos neurénios, com
Destaca-se o DDT (Ware; | excegdo do DDT que age
Whitacre, 2004 apud no NaV, mantendo-os
Lopes, 2020). abertos por maior tempo
Continua.
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Quadro 2 - Resumo explicativo da classe, composicao e mecanismo de agdo

dos inseticidas.

Continuagdo.

Classe do inseticida Composigio Mecanismo de agéio
Organofosforados Derivados de 4cido Atuam inibindo a

fosférico e considerados | AChE, importante

os compostos mais enzima do SNC. Essa

nocivos para o ser enzima fosforilada

humano. Amplamente pelo inseticida, fica

utilizados em Saude irreversivelmente

Publica por serem inativada

biodegradaveis e ndo se

acumularem nos tecidos.

A principal desvantagem

€ a instabilidade quimica,

o que torna obrigatéria

a renovacao periédica

de sua aplicagéo (Braga;

Valle, 2007)
Carbamatos Sao ésteres de Como os

acido carbamico.
Desenvolvidos na
década de 1950 com
agdo anticolinesterasica
no sistema nervoso
semelhante aos
organofosfatos. Carbaryl
foi o primeiro carbamato
e o mais conhecido e
aplicado (Braga; Valle,
2007)

organofosforados, inibem
a AChE. Tém como
principal diferenca de
inibir reversivelmente a
AChE

Insect Growth Regulator
— IGR (reguladores de
crescimento de insetos)

Nao matam diretamente
o inseto, mas interferem
no desenvolvimento
embrionario larval

ou ninfal, agindo na
metamorfose e na
reprodugéo (Gatton et al.,
2013).

Inibidores de Sintese de
Quitina e AHJ

Continua.
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Quadro 2 - Resumo explicativo da classe, composicao e mecanismo de agdo

dos inseticidas.

Continuagdo.

Classe do inseticida Composigio Mecanismo de agéio

Piretroides Abase de piretro Atuam no NaV presente
(composto natural nos axdénios, mantendo
extraido de flores aberto este canal e
de crisantemos). mantendo a continuidade
Apresentam baixa sem interrupgao do
toxicidade para impulso nervoso.
mamiferos. Durante a Esse fenémeno gera
década de 60 comegaram | hiperexcitagdo seguida
a desenvolver piretroides | de paralisia e morte
sintéticos mais eficientes | (Narahashi et al., 1998)
(Braga; Valle, 2007; Valle
et al., 2019)

Neonicotinoides Descobertos em 1985 O modo basico de agdo
e tem como base a é atingir o nAChR no
molécula de nicotina. SNC do inseto gerando
Usados no controle de estimulos continuos
insetos sugadores e (Morrissey et al., 2015)
mastigadores (Morrissey
et al., 2015)

Legenda: HCH, hexaclociclohexanos; DDT, dicloro-difenil-tricloetano; NaV, canais de sédio
regulados por voltagem; AChE, enzima acetilcolinesterase; SNC, sistema nervoso central;
AHJ; analogos de hormoénio juvenil; nAChR, receptor nicotinico de acetilcolina.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024.

Avancos recentes

Kushwah et al. (2020) identificaram uma nova mutagéo no ale-
lo F1534L, foi encontrada em populagoes de Ae. aegypti de Bengaluru
(India), co-ocorrendo com F1534C, S989P e V1016G de resisténcia kdr
no canal de sédio controlado por voltagem de mosquitos Ae. aegypti.
O sequenciamento de DNA de o VGSC revelou a presenga de quatro
mutagoes kdr, ou seja, S989P e V1016G no dominio II e dois kdr alter-
nativos mutagoes F1534C e F1534L no dominio III. Os alelos F1534C e
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F1534L estao geneticamente associados a resisténcia a permetrina.
Os achados de uma nova mutagao tém implicagdes no controle e mo-
nitoramento da resisténcia.

Zuharah e Sufan (2021) identificaram um relacionamento de
resisténcia kdr no sitio A1007G em Ae. aegypti da Malasia, usando o
bioensaio com insetos adultos, testaram a resisténcia fenotipica con-
tra 0,75% de permetrina, 0,05% de deltametrina com e sem a adigao
de sinérgico PBO, submetidos a andlise de genotipagem no ponto de
mutagao no dominio II e dominio III do canal de sédio controlado por
voltagem (VGSC). Bioensaios revelaram que o Ae. aegypti era altamen-
te resistente a 0,75% de permetrina e 0,05% de deltametrina. Os re-
sultados de genotipagens mostraram que trés mutagoes kdr (S989P,
V1016G e F1534C) existiram nas populagdes de Ae. aegypti. este estudo
revelou uma nova mutagao no sitio A1007G nesta populagao, que € a
primeira vez relatada, trazendo uma informagao sobre o estado atual
da resisténcia em populagoes de Ae. aegypti na Malasia. A detecgao de
novo sitio de mutagao de A1007G incrementou o conhecimento sobre
a resisténcia em mosquitos e subsidiara as esferas de governo na to-
mada de decisao sobre melhor inseticida no controle desses vetores.

Existem alternativas genéticas que ganharam espagos em pes-
quisas e obtém resultados satisfatérios como a modificagao genética
classica é a Técnica de Inseto Estéril (SIT) iniciada pelo entomologista
norte-americano Edward F. Knipling em 1955 [197] e melhorada pela
Agéncia Internacional de Energia Atomica e pela Organizacado das
Nagdes Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (Mcgraw e O'Neill,
2013).

Com as modernas tecnologias moleculares e genéticas, duas es-
tratégias estdo sendo usadas para melhorar as abordagens SIT. Um
deles é a liberagao de insetos portadores de um gene letal dominante
(RIDL), e o outro é o homing endonuclease genes (HEGs) (Mcgraw;
O'Neill, 2013; Zhu et al., 2016).

O RNAi como método de silenciamento de genes especificos de
sequéncia abriu uma nova era para a genémica funcional reversa e a
pesquisa genética em muitos organismos eucariéticos. A abordagem
de perda de funcao mediada por RNA de fita dupla (dsRNA) pode ser
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usada como uma nova tatica inseticida em combinagao com outras
taticas existentes para gerenciar a resisténcia a inseticidas em ecos-
sistemas agricolas e urbanos (Mcgraw; O'Neill, 2013; Zhu et al., 2016).

Avancos recentes em tecnologias gendmicas e genéticas facili-
taram o desenvolvimento de estratégias alternativas de manejo urba-
no de pragas, incluindo a investigagao do monitoramento da resistén-
cia a inseticidas baseada em biomarcadores, a modificagdo genética
de populagoes de pragas selvagens e inseticidas a base de RNAi. Além
disso, o recente desenvolvimento crescente de biopesticidas oferece
um grande potencial para reduzir o uso de inseticidas sintéticos e
aumentar a eficiéncia do controle nos ecossistemas urbanos. A com-
binagao dessas tecnologias alternativas com abordagens de controle
quimico que foram validadas quanto a eficdcia no manejo urbano de
pragas otimizara as atividades atuais de controle de pragas urbanas
e podera potencialmente atrasar o desenvolvimento da resisténcia a
inseticidas (Zhu et al., 2016; Cosme et al., 2020).

Inseticidas a base de RNAi/

O RNAi como método de silenciamento de genes especificos de
sequéncia abriu uma nova era para a gendémica funcional reversa e a
pesquisa genética em muitos organismos eucarioticos. A abordagem
de perda de fungdo mediada por RNA de fita dupla (dsRNA) pode ser
usada como uma nova tatica inseticida em combinagao com outras
taticas existentes para gerenciar a resisténcia a inseticidas em ecos-
sistemas agricolas e urbanos (Gatoon et al., 2013; Zhu et al., 2016; Cos-
me et al., 2020).

O desenvolvimento de inseticidas de RNAi pode ser rentavel e
ambientalmente benigno devido a sua alta especificidade. Os testes
moleculares podem ser realizados por reagao em cadeia da polimera-
se ou técnicas de sequenciamento com DNA, ou anadlise transcripto-
mica com RNA. Existem muitos marcadores moleculares desenvol-
vidos para o monitoramento da resisténcia, como descrevemos na
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segdo anterior, incluindo mutagoes em genes-alvo como VGSC, AChE
(Gatoon et al., 2013; Achee et al., 2019; Zhu et al., 2016).

Muitos fatores operacionais, como categorias de inseticidas
usados, tempo de aplicagéo, taxa, cobertura e método, também sao
muito importantes na concepgao de estratégias de IRM. Avancgos re-
centes em tecnologias gendmicas e genéticas facilitaram o desenvol-
vimento de ferramentas alternativas que fornecem grande potencial
para o manejo populacional de insetos ecologicamente benignos e
especificos da espécie. Além disso, os biopesticidas tém mecanismos
variados de atividade que podem contribuir com defesas adicionais
contra o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas. Nao existe uma
tecnologia Unica que fornega uma solugdo abrangente para o IRM. O
IRM deve incorporar varias taticas para alcangar um manejo urbano
aceitavel de pragas e reduzir o desenvolvimento de resisténcia a inse-
ticidas (Zhu et al., 2016).

Monitorando a resisténcia a inseticidas

A vigilancia de mosquitos e o monitoramento da resisténcia a
inseticidas conduzido pelo Distrito de Controle de Mosquitos de Flo-
rida utilizando tratamentos de volume ultrabaixo (ULV) com perme-
trina que ainda contém o inibidor de butdxido de piperonila (PBO) e
ao organofosforado a bifentrina foi testada em conjunto com os ini-
bidores enzimaticos PBO, maleato de dietila (DEM) e S.S.S.-tributil-
fosforotioato (DEF) e 100% de mortalidade foi observada aos 15 e 60
minutos respectivamente. A resisténcia a bifentrina foi reduzida com
a adicdo de DEM e DEF, sugerindo que a glutationa transferase e a
esterase estdo envolvidas com a resisténcia (Hribar et al., 2022).

O status de resisténcia das populagoes de Ae. aegypti é impor-
tante para a selecao de inseticidas que respondam efetivamente a sur-
tos como os de dengue, Chikungunya e Zika. Saber qual mecanismo
especifico é usado pelo mosquito para ganhar resisténcia pode ajudar
na selecdo de métodos de controle adequados. Também recomenda-
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mos um programa de monitoramento de controle de mosquitos antes
da tomada de decisdes operacionais. E isso se faz com realizagdo de
bioensaios periddicos para detectar a resisténcia a inseticidas antes
que ela se torne um problema (Hayd et al., 2020).

Novas estratégias e classes de produtos estao sendo revisadas
pelo Grupo Consultivo de Controle de Vetores (VCAG) da OMS. Além
disso, o VCAG reuniu-se em Genebra em novembro de 2016 para re-
visar o novo controle potencial de vetores com base na ‘'manipulagao
genética de mosquitos por meio da tecnologia de gene drive para re-
duzir as populagoes de vetores e a transmissao”; portanto, o gene dri-
ve faz parte do portfélio de ferramentas de controle vetorial (VCTs)
em consideragao pela OMS (WHO, 2017).

Os riscos de resisténcias precisam ser observados com cautela
(Figura 7). As maneiras pelas quais as estratégias alternativas podem
controlar os individuos resistentes a inseticidas, e estes testes estéo
disponiveis para medir e prever esse potencial de resisténcia em va-
rios estagios do desenvolvimento do produto. Percebemos que faltam
evidéncias sobre o impacto da resisténcia do sitio-alvo aos piretroides
na eficacia da transflutrina (um repelente espacial piretroide) para re-
duzir infecgoes humanas em ambientes com populagdes de vetores
resistentes, ou a eficacia do piriproxifeno contra insetos que superex-
pressam o citocromo P450 capazes de metabolizar piretroides (Achee
et al., 2019).
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Figura 7 - Métodos de controle de arbovirus atuais e alternativos no
contexto do estdgio de vida alvo da implementacgao e impacto previsto no
IRM.
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Fonte: Achee et al., 2019.

Atualmente, o método mais eficaz para prevenir a transmis-
sdo de virus transmitidos pelo Ae. aegypti € a eliminagao de criadou-
ros de mosquitos e o uso de inseticidas (principalmente domésticos)
(Chediak, 2016; Hayd et al., 2020). Mas sabemos que esses produtos
quimicos sdo potenciais poluentes ambientais e determinadas po-
pulagées de mosquitos tém através do processo de selegdo natural
indutiva pelo inseticida selecionando os individuos que apresentam
essa resisténcia (Dusfour et al., 2019; Cosme et al., 2020), o0 que torna

m



a busca por novos compostos para controlar esse vetor um assunto
relevante.

A resisténcia aos inseticidas é facilmente selecionada se o fendé-
tipo é causado por alguns alelos dominantes que tém um maior efei-
to, em vez de multiplos alelos recessivos. Mas os custos de aptidao/
adaptacao, associados aos alelos resistentes, sdo de grande importan-
cia, pois representam uma grande forga evolutiva que impulsiona a
reversao da resisténcia na auséncia de sele¢ao, aqui em nosso caso, o
inseticida (Dusfour et al., 2019; Hayd et al., 2020).

Nesse caso, evidenciamos a rede mundial de resisténcia a inseti-
cidas (WIN), que apoiada pela OMS, demonstrou sua capacidade de fe-
derar pesquisadores em todo o mundo, autoridades de saude publica
e partes interessadas para trabalharem juntos e estabelecer um plano
global para melhorar o controle do vetor Aedes (Corbel et al., 2016).

Uma montagem completa do genoma e uma anotagao do con-
junto de genes sdo extremamente importantes para a compreensao
de aspectos da biologia do mosquito correlacionados com a transmis-
sdo de doengas, rastreando a base molecular da resisténcia a insetici-
das em evolugao e projetando e implantando estratégias de controle
de mosquitos geneticamente baseadas, incluindo a técnica de insetos
estéreis e unidades genéticas baseadas em CRISPR/Cas9 (Matthews,
2019).

Consideracdes finais

Para que as estratégias de controle, prevencgao e tratamento das
arboviroses urbanas sejam efetivas é fundamental o conhecimento de
todos os elementos que conformam o seu estudo desde o dominio do
habitat e costumes do vetor, as condigdes ambientais que envolvem
o vetor e o hospedeiro, bem como seus mecanismos de resisténcia a
inseticidas para melhor eficiéncia no controle.

12



E necessario um estudo estratégico sobre o vetor, o ambiente e a
cultura local e propor ferramentas de controle eficazes para combater
a disseminacao de populagdes resistentes de Ae. aegypti.

Sugerimos campanhas especificas de educagdo em saude para
a populagao acerca do uso indiscriminado de inseticidas comerciais
domésticos, disseminando os resultados e os efeitos do uso antrépico
na pressao de selegao.

O sucesso do monitoramento e controle do Ae. aegypti inicia
com a capacidade de detectar, acessar e eliminar os reservatoérios,
muitas vezes de dificil acesso em residéncias, o que torna a tarefa de-
safiadora, mas que necessita de um comprometimento da populagéo.

Atualmente, o controle mecéanico por meio da limpeza de quin-
tais reduzindo os focos de proliferagao de ovos e larvas e a educagao
em saude continua sendo o meio mais eficaz para eliminagao do mos-
quito.

Sugerimos que estudem a possibilidade de elaboragao de inse-
ticida piretroide com a formulagado em conjunto com substéancias que
ajudam a neutralizar enzimas que atuam na resisténcia metabdlica,
por exemplo o PBO-Butéxido de piperonilo inibidor do Citocromo
Pg50. A diminuigao na atividade enzimatica que seria responsavel por
metabolizar, depositar e excretar os inseticidas contribuira para di-
minuigao da resisténcia nos individuos aos piretroides.

Sugerimos aos estados brasileiros um monitoramento constan-
te da resisténcia aos inseticidas e novas estratégias de controle do
Ae. aegypti com objetivo de minimizar os indices de prevaléncia das
arboviroses urbanas transmitidas por este vetor.

13
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Introdu¢io

mosquito Aedes aegypti é inseto vetor responsavel por

doengas humanas viréticas, implicando a transmissao de
patégenos responsaveis por causar doengas ao homem como, febre
amarela, dengue, Zika e febre Chikungunya. O impacto na satide hu-
mana estd relacionado as condigbes ambientais durante a fase de
crescimento larval e o conjunto das caracteristicas bioldgicas, per-
mitindo que o vetor seja eficiente na transmissao de doencas e, com
potencial de disseminar novos tipos virais (Steinwacher, 2018; Mcgre-
gor; Connelly, 2021).

A Organizagao Panamericana de Saiude (OPAS) destaca que mais
de 500 milhdes de pessoas nas Américas correm o risco de contrair
dengue. A dengue cresceu drasticamente nas ultimas décadas e, se-
gundo a Organizagao Mundial da Saide (OMS), ha uma estimativa de
50 a 100 milhdes de casos de dengue anualmente no mundo, destes
500.000 evoluem para dengue grave e 25.000 a 6bito (Bhatt et al.,
2013; Horstick; Tozan; Wilder-Smith, 2015).

No Brasil, foram notificados 1.409.951 casos provaveis de dengue
em 2022, representando aumento de 165,36% em relagao a 2021, em
que foram feitas 531.336 notificagoes. A faixa etaria mais atingida no
pais foi a de 20 a 39 anos, ocorrendo em 35,82% dos casos provaveis.
Com relagao a evolugao dos casos, a maioria das notificagdes evoluiu
com cura (1.131.730; 80,27%) (Ferreira et al., 2023).

Assim, conhecer habitos, comportamentos, resisténcia, adap-
tacao, distribuicao e toda a bioecologia do inseto vetor e transmis-
sor dos virus da dengue e outras doencas € essencial para entender a
contribuigao nas taxas de morbidade e mortalidade, além de otimizar
recursos para o controle efetivo (Bhatt et al., 2013).

Na década de 60, os governos langaram campanhas para erradi-
car o vetor Ae. aegypti nas Américas. Contudo, algumas dessas cam-
panhas nao obtiveram éxito uma vez que as medidas de controle nao
foram mantidas por tempo suficiente. Isto demonstrou que os pro-
gramas de controle sdo essenciais para mitigar o risco das doengas
causadas por esse vetor, entretanto, desenvolvimentos e pesquisas
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devem ser continuados devido a capacidade de adaptagao e resiliéncia
do inseto (Pliego-Pliego et al., 2020).

Os fatores ambientais e climaticos, por exemplo, a temperatu-
ra, influenciam diretamente na fisiologia e comportamento de insetos
como Ae. aegypti, entretanto, pode afetar também outros organismos
nao alvos. Neste aspecto, o inseto desenvolveu estratégias e proces-
sos adaptativos para se protegerem do estresse térmico, o que lhes
permite vantagem ao colonizar varios hdabitats ndo convencionais
(Reinhold; Lazzari; Lahondére, 2018). O Aedes spp. apresenta uma ati-
vidade maior durante periodo diurno, realizando o repasto sanguineo
ao amanhecer e entardecer. Entretanto, alguns autores relatam que
esta espécie pode realizar varios repastos durante um unico periodo
gonotrofico (Delatte et al., 2010; Reinhold; Lazari; Lahondére, 2018).

Os habitos alimentares do Ae. aegypti o tornam uma espécie
eficiente na transmissao de patégenos, sendo considerado um vetor
competente para varios arbovirus, como dengue, Chikungunya, Zika,
febre amarela. Os impactos e efeitos das mudancas climaticas e das
condi¢oes ambientais estao contribuindo para que essa espécie de-
senvolva mais rapidamente a capacidade de veiculagao dos patégenos
e se disseminem para novas areas, incluindo aquelas de abrangéncias
ndo provaveis, devido a condigao climaética (Lafferty 2009; Vega-Rua
et al., 2014; Reinhold; Lazzari; Lahondeére, 2018).

Todavia este vetor vive em areas urbanas e periurbanas, o que
inviabiliza sua redugao populacional, principalmente, se tornando um
desafio constante devido a poluigdo, falta de saneamento, descarte de
lixo de forma inadequada, superpopulagao, gerenciamento inadequa-
do de agua residual e outros que sdo fatores determinantes e, que
contribuem para a rapida proliferagao nessas regides, principalmente
urbanas (Lorenz; Chiaravalloti-Neto, 2022; Natal, 2002).

Os programas governamentais devem considerar a vigilancia e
controle continuo do Ae. aegypti. Esta estratégia de controle popula-
cional se torna cada vez mais importantes na atualidade, consideran-
do que este é o principal vetor de doencgas negligenciadas e de impor-
tancia primeira para a satide publica. Os insetos, além de terem acesso
facilitado ao ambiente doméstico, recipientes com adgua e matéria or-
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ganica para a maturacgdo de ovos e larvas, possuem caracteristicas
antropofilicas, que facilita a reproducgao, pois as fémeas precisam do
sangue (hematofagia) para a maturagao de seus ovos (Barrera, 2022;
Reinhold; Lazzari; Lahondeére, 2018).

No entanto, durante os ultimos vinte anos, é notéria a inovagao
no controle do vetor Ae. aegypti, tendo varios métodos com taxas de
sucesso variadas, cujas principais categorias sdo: controle quimico
por inseticidas e larvicidas quimicos, gestdo de habitats, larvicidas
ndo convencionais ou semissintéticos, técnicas de substituigdo po-
pulacional, métodos genéticos e outros (Lorenz; Chiaravalloti-Neto,
2022).

Pode-se considerar que as regides possuem recursos poten-
ciais fitoquimicos e outros para area farmacéutica e veterinaria, por
exemplo, para controle populacional de insetos vetores, pragas e pa-
togenos. Todos estes recursos estao disponiveis, precisam ser conhe-
cidos, avaliados e utilizados para estes fins, principalmente, na area
da saude publica. Por outro lado, o desenvolvimento de tecnologias
sociais pode beneficiar as comunidades a partir do uso dos recursos
disponiveis, simplicidade e baixo custo operacional. Nesse contexto,
a tecnologia social é qualquer técnica, método ou produto surgido da
interagao entre os conhecimentos popular e cientifico e que, aplica-
dos a uma determinada situagdo, tragam solugdes efetivas para um
grupo de pessoas ou comunidades.

Os extratos e dleos, principalmente a mistura de ésteres gra-
x0s a partir da atividade bioldgica, tamanho e distribuigao das cadeias
carboénicas, principalmente, insaturadas, oriundos de espécies vege-
tais com bioatividade tem sido considerado. Seguem na preferéncia,
como fontes para novos bio-inseticidas, incluindo como modelos mo-
leculares de sinteses organicas e/ou combinagdes para potenciali-
zagdes de atividade bioldgica para o controle de insetos vetores ou
pragas agricolas. A literatura demonstra que alguns ativos biolégicos
naturais sdo seletivos, possuem baixo efeito aos organismos nao alvos
e reduzido impacto ao meio ambiente (Marinho et al., 2023).
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Oleos Amazdnicos: ocorrénciae
propriedades

O Brasil é detentor de uma vasta biodiversidade de plantas, uma
das maiores do planeta. Elas estdo distribuidas em diversos biomas
como a floresta Amazonica, a Mata Atlantica, o Pantanal e a Caatinga.
Esses biomas possuem o solo e o clima com caracteristicas distintas
(Silva; Oliveira, 2021).

O bioma amazdnico, um dos mais importantes do mundo por
sua biodiversidade e importancia ambiental, possui uma area de 4,2
milhées de Km? representando cerca de 30% das florestas tropicas do
planeta, com grandes potencialidades devido ao seu grande acervo
de recursos genéticos que podem ser aproveitados de forma respon-
savel, contribuindo para o desenvolvimento local e regional (Vilela;
Callegaro; Fernandes, 2019).

Entre as diversas matrizes de oleaginosa encontradas na regiao
norte do pais, temos a familia das Arecaceae, cujas espécies possuem
gorduras e dleos ricos em acidos graxos. A familia Arecaceae Schultz
Sch. é constituida por um grupo de espécies comumente conhecido
como palmeiras (Silva; Oliveira, 2021). As Aracaceae, conhecida tam-
bém como Palmae, é uma familia composta por 3.000 mil espécies de
palmeiras no mundo. O Brasil possui cerca de 390 espécies sendo a
maior parte nativa da Amazonia, onde é reconhecida cerca de 41 géne-
ros tendo sido catalogadas cerca de 146 espécies (Reflora, 2024). Essas
espécies estao distribuidas entre as florestas densas e abertas, var-
zeas, campos de varzeas, campinas e campinaranas, desempenhando
diversas fungdes na estrutura desses ecossistemas (Lorenzi, 2010).

Os produtos e subprodutos provenientes das diversas palmei-
ras amazodnicas, como Oleos e gorduras vegetais, possuem varias
aplicagoes e estdo ligados diretamente a expansao da economia tan-
to do ponto de vista local, nacional e até mesmo internacional. Desse
modo, a maioria desses produtos e subprodutos possui autorizagao
legal para venda em diversos estabelecimentos comerciais (Santos et
al., 2017). Para a Amazoénia brasileira, as palmeiras representam um
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recurso vegetal de suma importancia tanto para a qualidade de vida
como para os diversos costumes das comunidades tradicionais dessa
regido (Brandao; Castro; Futemma, 2019).

Entre os produtos com potencial biotecnolégico oriundo das
palmeiras da regiao amazonica destacam-se os dleos e as gorduras
vegetais. Esses produtos sdo denominados produtos florestais néao
madeireiros sendo explorados pelo homem ha milhares de anos atra-
vés do extrativismo vegetal (Homma, 2012). Os 6leos e as gorduras
vegetais apresentam-se como opgao atrativa de exploragao devido a
grande abundéancia de palmeiras que ocorrem ao longo de todo o es-
tuario amazénico (Newton; Watkinson; Peres, 2011).

A maioria dos 6leos obtidos das palmeiras € utilizada como in-
sumo para as industrias cosméticas, farmacéuticas, alimenticias e
téxteis para, em parte, entrar na formulagao/composigdo de perfu-
mes, produtos de higiene pessoal e de beleza, corantes, alimentos
funcionais, biocombustiveis e outros (Meneguetti; Meneguetti; Sivie-
ro, 2019). Entretanto, existem dleos vegetais que ndo sao oriundos de
palmeiras, mas que geram e possuem potencial para produtos com
alto valor agregado que pode beneficiar a regidao e comunidades do
entorno, como € o caso dos 6leos de andiroba e de copaiba (Ferreira et
al., 2019), que além possuirem varias aplicagoes bioldgicas, ainda sdo
utilizados na producgao de diferentes produtos, dispositivos e até velas
repelentes contra o mosquito Ae. aegypti (Marinho et al., 2023).

Dentre a diversidade de palmeiras encontradas na Regiao Ama-
zOnica, destaca-se de forma regional, nacional e internacional as es-
pécies Mauritia flexuosa L.f. (buriti), Astrocaryum murumuru Mart.
(murumuru), Euterpe oleracea (agai), Acrocomia aculeata (Lacqg.) Lodd.
ex Mart. (macauba), entre outras (Figura 1).

126



Figura1l - Palmeiras produtoras de recursos biotecnolégicos na Amazonia.

M. Astrocarvum murumury Euterpe oleracea Acrocomia aculeata

Fonte: A) Museu do Cerrado, 2024; B) Cosmetic Ingredients and complexes, 2024; C) Furta-
do, 2011; D) Univasf, 2021.

Varios trabalhos ja descreveram que os 6leos ou as gorduras
(Figura 2), provenientes dessas palmeiras possuem diversas ativi-
dades biolégicas, nos quais, muitas vezes, relacionadas a outras bio-
moléculas que compode e reforgam outras atividades bioldgicas. Estes
produtos podem possuir atividades bioldgicas e ser utilizados como
veiculos para absorgao de vitaminas lipossoluveis (A, D e K), ou ainda
contribuir e/ou participar na produgao de hormoénios como o cortisol,
estrégeno, progesterona entre outros para usos farmacéuticos (Mo-
nego, 2009).

Figura 2 - Oleos vegetais a partir de oleaginosas amazdnicas. A) sérum de
Murumuru; B) Oleo de Macacatiba; C) Oleo de Agai.

A) PR
’ o ";' I.B«. |
Serum de Murumuru Oleo de Macacauba Oleo de Acai

Fonte: A) Riquezas da Terra, 2024; B) Oleoterapia, 2024; C) Eco Care, 2024.
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A palmeira Mauritia flexuosa L., é conhecida popularmente como
buritizeiro. E uma das palmeiras de grande importancia econémica
na Amaz0nia, pois seu fruto possui teores consideraveis de carotenoi-
des, polifendis e acido ascérbico. Neste, a quantidade de [B-caroteno
é superior ao encontrado na cenoura e na couve, a fragao lipidica do
fruto é composta de tocoferol e éleos com predominancia dos acidos
graxos oleico e palmitico (Nascimento-Silva; Silva; Silva, 2020). O éleo
possui propriedades que se mostram eficientes para diversas aplica-
¢Oes nas areas médicas como: cicatricial, antibacteriano, antiplaque-
tario, antitrombdtico, antioxidante, antimicrobiano, aumento da via-
bilidade celular de fibroblastos (Batista et al., 2012).

A palmeira A. murumuru Mart., conhecida popularmente como
murumuruzeiro se destaca entre as diversas palmeiras amazonicas
por produzir diversos produtos que movimentam a economia local
(Alvez-Valles et al., 2018). O seu fruto é composto por 42 % de gor-
dura sélida, além de carotenoides e outros componentes (Bezerra,
201). A gordura do murumuruzeiro em pequenos tamanhos de par-
ticulas é capaz de formar um sistema de alta penetrabilidade na pele
tornando-o uma étima opgdo na veiculagao de formulagdes para uso
farmacéutico e cosméticos, que foi confirmado que nanoparticulas
da gordura de murumuru tem potencial para uso como sistema de
encapsulamento de compostos bioativos soluveis em lipidios (Gomes;
Vicente; Pinho, 2014).

A palmeira E. oleracea Mart., conhecida como agaizeiro, destaca-
-se entre os diversos recursos bioldgicos vegetais da Amazonia pelo
potencial de uso industrial (Miranda et al., 2010). A polpa oriunda dos
frutos apresenta substancias bioativas como flavonoides, polifendis e
outros, sendo encontradas também antocianinas como, as cianidina
3-rutinosideo, cianidina3-sambubiosideo, peonidina-3-rutinosideo,
delfinidina-3-glucosideos, cianidina 3-glucosideos e pelargonidina-
-3-glucosideos (Yamaguchi et al., 2015).

O 6leo de agai possui compostos com potencial biolégico agre-
gado, tal como profilatico no combate a aterosclerose, além de ser um
potente antioxidante natural e, importante na eliminagao de radicais
livres, e favorece o fluxo intestinal por possui uma grande quantida-
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de de fibras e elevados teores de potassio, calcio e pigmentos que fa-
vorecem a circulagdo sanguinea e previne doengas cardiovasculares
(Rocha, 2015).

A palmeira A. aculeata (Jacq.) Lodd, conhecida comumente como
macauba, possui frutos ricos em carotenoides e rico em éleos vegetais
insaturados. Cerca de 70% de 6leo é encontrado no seu mesocarpo
(Cocinini, 2012). O 6leo de macatba apresenta potencial biotecnols-
gico, podendo ser utilizado na industria energética na produgao de
biodiesel, combustivel obtido de fontes renovaveis, além de produtos
de maior valor agregado. Esse dleo pode ser usado para a produgao de
sabao, alimentagdo humana como substituto do azeite de oliva e, apli-
cagbes cosméticas e farmacéuticas (Navarro-Diaz et al., 2014).

A relagiao de acidos graxos alquilicos com a
vetor Aedes aegypti

Os acidos graxos, fosfolipidicos, fito-esteroides, triacilglicerdis e
tocoferdis representam a composigdo, majoritdria, de substéncias or-
ganicas presentes nos extratos oleosos de frutos das palmeiras ama-
zOnicas. Em geral, os acidos graxos sdo divididos em acidos graxos
saturados, monoinsaturados e polinsaturados (Sook; Kar, 2020). Ha
diferentes acidos graxos aprovados pelo FDA dos EUA como aditivos
alimentares desde 1965 (Dunford et al., 2016) e, estes sao categoriza-
dos como “seguro” do ponto de vista citotéxico.

A combinacgao dos acidos octanédico (C8:0), nonandico (C9:0) e
decandico (C10:0) mostrou ter atividade bioldgica, repeléncia seletiva
ou efeito téxico contra diferentes insetos: moscas domésticas, mos-
cas picadoras, carrapatos, formigas e mosquitos (Reifenrath, 2006),
enquanto aranhas, abelhas, abelhas meliferas e vespas foram relativa-
mente insensiveis aos seus efeitos bioldgicos (Reifenrath, 2001).

As atividades bioldgicas induzidas por esses acidos graxos na
estrutura lipidica da membrana celular sdo importantes e envolvem
mudangcas na fluidez da membrana, comportamento de fase, permea-
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bilidade, fusdo da membrana, pressao lateral e dinamica flip-flop, em
alguns casos provocando a lise celular, sendo um dos possiveis meca-
nismos de agao nas larvas de Ae. aegypti e, possivelmente, contribuem
para a sua toxicidade.

No entanto, os lipidios sdao moléculas importantes para o pro-
cesso de reprodugdo do mosquito, como fonte de energia para o em-
brido em desenvolvimento, fatores de resisténcia ou suscetibilidade a
virus. No mosquito fémea, o metabolismo lipidico esta conectado com
o ciclo gonadotrofico, e os niveis de acidos graxos livres como C16:0
e C18:1 atuam como dois dos fatores reguladores do metabolismo li-
pidico.

O trabalho de Kaczmarek et al. (2021) indicou diferencas signifi-
cativas nos perfis lipidicos (qualitativo e quantitativo) de acidos gra-
xos livres nas fémeas dos vetores Ae. aegypti alimentados com sangue
(hematofagia) humano e sangue de ovelha. O grupo alimentado com
sangue de ovelha apresentou maior teor de acidos graxos totais, tanto
na cuticula e no organismo do mosquito. O contrario foi observado
no grupo de fémeas alimentadas com sangue humano. Nos experi-
mentos foram identificados 21 4cidos graxos livres, a partir de C5:0
a C20:0, treze saturados (C5:0, C6:0, C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C12:0,
C14:0, C15:0, C16:0, C17:0, C18:0 e C20:0) e oito formas insaturadas
(C14:1, C16:1, C17:1, C18:3, C18:2, C18:1, C20:5 e C20:4) (Tabela 1).

Essa diferenca de absorgao e metabolizagao dos ésteres graxos
e subprodutos podem influenciar em diferentes aspectos metabdli-
cos com repercussoOes na fertilidade, processos vitais do mosquito e,
até na resposta biolégica a inseticidas ou agdo de moléculas biologi-
camente ativas. O grupo alimentado com sangue de ovelha demons-
trou concentragoes 3,1 vezes maiores de acidos graxos livres na fragao
cuticular e 1,4 vezes a fragéo interna do que o grupo alimentado com o
sangue humano. Outro resultado interessante foi na concentragao de
acido graxos C18:3, com 223 vezes maior na fragao interna em relacgao
a cuticula. Pode-se, assim, demonstrar a importancia dos acidos gra-
x0s, ésteres e outros fitoquimicos, que possuem atividade bioldgica
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e/ou potenciais usos em estratégias de controle e/ou formulagédo de
produtos inseticidas ou biologicamente ativos, para diferentes pro-
positos, nestes incluindo o controle populacional de insetos vetores e
pragas agricolas.

Tabela 1 - Nome, estrutura quimica e férmula molecular de acidos graxos
saturados e insaturados.

Abre- Nome Estrutura quimica Férmula
viagio molecular
Cs:0 | Acido valérico /VYD C5H1002
OH
C6:0 | Acido céproico V\/YO C6H1202
OH
C7:0 | Acido heptanoico /V\/YO C7H1402
OH
C8:0 | Acido caprilico W\/YO C8H1602
OH
C9:0 | Acido nonanoico /WVYO C9H1802
OH
C10:0 | Acido caprico WV\AFD C10H2002
OH
C12:0 | Acido laurico W\N\/\fo C12H2402
OH
C14:0 | Acido miristico W\/\/\/\/\fo C14H2802
OH
Ci5:0 | Acido C15H3002
pentadecanoico N\/\/\/WYO
OH
C16:0 | Acido palmitico \H/\/\N\N\fﬁo C16H3202
2
aH
Continua.
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Tabela 1 - Nome, estrutura quimica e férmula molecular de acidos graxos
saturados e insaturados.

Continuagao.
Abre- Nome Estrutura quimica Férmula
viagéo molecular
C17:0 | Acido C17H3402
hepetadecanoico \HS/\/W\/VYO
OH
C18:0 | Acido estedrico \H/\/W\/VYO C18H3602
4
OH
C20:0 | Acido araquidico \H/\/W\/VYO C20H4002
8
OH
C14:1 | Acido C14H2602
tetradecendico — — —
OH
2
C16:1 | Acido palmitoleico V\/W/\j\ C16H3402
: - OH
C17:1 | Acido ginkgélico H C22H3403
OH
C18:2 | Acido linoleico VWM/E\ C18H3202
h _ _ aH
C18:1 | Acido vaccenico W/\A/\/\j\ C18H3402
L aH
C20:5 | Acido C20H3002
eicosapentaenoico — — — ’
3
C20:4 | Acido C20H3202
Araquidénico /\/\V-\V_\/\i
OH

Fonte: Elaborada pelos autores, 2024.

132



Atividade larvicida de éleos e derivados
amazonicos sobre Aedes aegypti

Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen, conhecida popularmente como
jambu, tem suas folhas e talos consumidos na culinaria amazoénica.
O jambu é rico em isobutilamidas bioativas, a molécula majoritaria
dessa espécie é a (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida, conhe-
cida como espilantol (Rocha et al., 2018) e alguns acidos graxos livres,
como o acido linoléico e o acido palmitico (Figura 3).

Figura 3 - Estruturas quimicas de substancias identificadas no extrato
hidroetandlico das flores do jambu.

1 /\/\/\/\/\/\/\)cj\
\f//\__-/\/\\‘)qu/\,/ OH
H
Espilantol

/VMV\/\)LOH

Acido linoleico

Acido palmitico

Fonte: Aratjo et al., 2018.

Araujo e colaboradores (2018) avaliaram a atividade larvicida do
extrato hidroetandlico das folhas de Acmella oleracea contra larvas de
3° instar (L3) de Ae. aegypti e de Culex quinquefasciatus. O extrato hi-
droetandlico causou significativa mortalidade em ambas as espécies.
Apés 24 h de contato das larvas com o extrato, foram encontrados
valores de CL_; de 11,41 ng/mL (ppm) para Ae. aegypti e 32,40 pg/mL
(ppm) para Cx. quinquefasciatus (Araujo et al., 2018).

Os estudos foram continuados por Araujo et al. (2020), os quais
aprofundaram o estudo da atividade larvicida do extrato de jambu
em larvas de Ae. aegypti. com diferentes extratos (metandlico, hidroe-
tandlico e hexanico) liofilizados de folhas de Acmella oleracea solubi-
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lizados em solugao de fibroina (seda). Essa é uma proteina de origem
animal extraida do Bombyx mory, usada como alternativa de conten-
¢ao e liberagdo de moléculas/solutos organicos no preparo de bioinse-
ticidas nédo soluveis em meio aquoso. Sendo assim, os extratos quan-
do combinados com a proteina da seda potencializaram seus efeitos
larvicidas. Com CL_ 9,53 ng/mL (ppm) para o extrato hidroetandlico
combinado com a proteina da seda e 5,45 pg/mkL para o extrato hexa-
nico, ambos em 48 h de exposigao.

Os extratos vegetais quando combinados com a proteina da
seda néo apresentaram toxicidade para Chlorella vulgaris apds 30 dias.
Assim, o extrato de A. oleracea dissolvido em solugéo de fibroina pode
ser uma alternativa para o controle de Ae. aegypti (Araujo et al., 2020).

O efeito de acidos e ésteres graxos a partir do 6leo Carapa guia-
nensis Abul, andiroba, associados a proteina da seda foi avaliado con-
tra as larvas do Ae. aegypti por Sarquis e colaboradores (Sarquis et al.,
2020). O crescente interesse pelo uso da fibroina da seda (FS), como
polimero de origem natural na substitui¢ao aos polimeros sintéticos,
na obtengao de emulsdes, nanoparticulas ou encapsulagao de mate-
riais com baixa solubilidade no meio aquoso, ocorre por varios mo-
tivos, entre quais a FS estabelece um excelente sistema de entrega
de compostos organicos bioativos, como drogas, peptideos, proteinas,
etc. (Holanda et al., 2023).

A FS é processada usando uma variedade de métodos para pro-
duzir formas como hidrogéis, filmes, microesferas, nanoparticulas ou
suporte enzimatico (Ferreira et al., 2014).

As emulsdes formuladas a partir do dleo vegetal pode conter
maiores teores de acidos graxos livres e de seus respectivos ésteres,
em uma composi¢ao majoritariamente insaturadas, quando combi-
nados em emulsao com a proteina da seda, apresentaram os melho-
res resultados contra as larvas de Ae. aegypti apds um periodo de 48
h com CL_, de 16,79 mg/mL (ppm), causando alteragdes estruturais e
metabdlicas no inseto vetor (Figura 4).
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Figura 4 - Imagens de microscépio éptico de larvas de Aedes aegypti. A)
controle negativo e B) com tratamento, apés 24 horas de contato com
nanoemulséo do éleo de andiroba. Tubo digestivo (Dg); Sifao respiratdrio
(Se) e Papila anal (Ap).

A

Fonte: Sarquis et al., 2020.

A partir dos estudos e dados da literatura pode-se sugerir que a
matriz biopolimérica de FS pode aumentar a biodistribuigao e biodis-
ponibilidade do ativo em meio aquoso e a toxicidade para o organismo
alvo. Neste mesmo estudo, Sarquis e colaboradores (2020) demons-
traram que o éleo in natura de Andiroba nao apresenta atividade sig-
nificativa.

O trabalho de Sarquis et al. (2020) permite um leque promissor
de aplicagoes para o potencial da proteina da seda como veiculo para
bioativos, principalmente, se considerarmos a atividade larvicida no
controle populacional de Ae. aegypti e outros insetos vetores nos cria-
douros domésticos. No entanto, ainda seria importante determinar
algumas propriedades fisico-quimicas da nanoparticula para melhor
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relacionar e esclarecer seu papel na formulagao; principalmente o ta-
manho médio e distribuigao de particulas.

Assim, foram desenvolvidas nanoparticulas de fibroina da seda
contendo ésteres graxos etilicos (FAEE-SF), propilicos (FAPE-SF) e bu-
tilicos (FABE-SF) obtidas a partir da gordura de A. murumuru Mart.
aplicadas contra as larvas de Ae. aegypti (Marinho et al., 2022). A na-
noparticula, contendo ésteres graxos butilicos (1%), proteina da seda
(94%) e etanol: propanol (5%) induziu uma maior taxa de mortalidade
em Ae. aegypti apos 48 horas (CL50=21,35 pg/mL; ppm) quando com-
parado ao bioativo solubilizado em DMSO (CL50=60,08 png/mL; ppm).

A estabilidade da nanoparticula foi monitorada por 21 dias, e FA-
BE-SF exibiu maior estabilidade ao longo deste periodo, com valores
médios de particula, potencial Zeta e PDI em torno de 217,5 + 0,85 nm,
-25,6 + 3,24 mV e 0,338 + 0,01, respectivamente. Em termos de esta-
bilidade coloidal, considera-se que altos valores + ou — de potencial
Zeta exibem estabilidades maiores na dispersao. Além disso, pode-se
demonstrar pelos resultados experimentais, em porcentagem de he-
molise, que a nanoparticula de fibroina exibiu baixa capacidade de ge-
rar hemolise nas concentragoes testadas, apresentando menos de 6%,
mesmo em sua maior concentragio (75 pg/mL; ppm) em comparagao
a solugao de Triton-X (controle positivo). A solugéo de fibroina da seda
utilizada como controle negativo nao apresentou lise de eritrdcitos,
sugerindo uma excelente biocompatibilidade, comportando-se como
uma emulsdo de carater estavel, biocompativel e sustentavel (Figura

5).
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Figura 5 - Atividade hemolitica da gordura de Astrocaryum murumuru, da
solugdo de fibroina de seda e da nanoparticula (FABE-SF) em eritrécitos de
camundongos agao dos acidos graxos.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2024.

Consideracoes finais

Os derivados de acidos graxos alquilicos, sdo moléculas de
composi¢ao quimica simples, abundantes e disponiveis. As plantas
oleaginosas presentes na regido Amazonica podem agregar valores
ao bioma e trazer beneficios socioeconémicos e ambientais, além de
recursos como os frutos conhecidos para a obtengao de misturas ri-
cas em composicao diferenciada de acidos graxos e outros derivados
alquilicos (amidas graxas, triglicerideos e ésteres alquilicos) que sdo
encontradas nos vegetais amazdnicos. A contribuigdo dos pesquisa-
dores e a necessidade de encontrar novos biocidas ou formulagoes
“seguras’, com elevada seletividade ao inseto vetor, Ae. aegypti, po-
dem permitir o uso livre ou combinado de acidos graxos a partir de
tamanhos, tipos e distribuigao das cadeias graxas e/ou dos derivados
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(sintéticos, semissintéticos ou até naturais) alquilicos para emprego
em diferentes areas do conhecimento, incluindo os usos inseticidas
para o controle populacional de insetos vetores e praga agricolas. A
barreira hidrofébica deve ser superada, pois ainda é um desafio que
pode ser alinhado com a oportunidade de potencializar os efeitos lar-
vicidas das substancias. Assim, pode ser considerados processos de
neutralizagao parcial ou total e até emulsoes por diferentes técnicas e,
que muitas vezes, nao tem sido considerado nas formulagdes, apesar
de serem conhecidos e estarem disponiveis.

Por outro lado, a questdo ambiental é sensivel e, nosso grupo
de pesquisa (LabBiorg) centra esforgos em incorporar os ativos bio-
légicos em dispositivos, matrizes ou substratos com FS, considerada
um biomaterial que possui baixa citotoxicidade celular, biocompa-
tibilidade e, pode incorporar diferentes perfis lipidicos desses dleos
amazonicos. Por fim, surge entdo a solugao por biocidas, inseticidas
ou bioativos ndo convencionais que estejam disponiveis e, possam ser
formulados e, sejam capazes de conter a proliferagcdo do mosquito e/
ou reduzir a densidade populacional do inseto vetor. Assim, os bio-
mas, i.e. florestas e toda a regido amazoénica com recursos vegetais
e instituigdes podem ser parte da solugao e, contribuir na resolugao
desse grave problema de saude publica, considerando recursos e as
diferentes areas do conhecimento que resultem em aplicagdes indus-
triais e farmacéuticas.
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Ritmos biolégicos

Desde que a vida apareceu na Terra, os organismos vivem em
ambientes estruturados temporalmente. Os ritmos gerados
pelos movimentos de rotagao da Terra tém fortes efeitos sobre a vida
dos organismos em uma gama de habitats, tao diversos como conti-
nentes, ilhas e oceanos. Apenas as formas de vida que vivem nas pro-
fundezas dos solos e oceanos podem escapar dos ritmos ambientais,
como o ciclo didrio de luz e escuridao, fases da lua, marés e estagoes
do ano, que sao impostos pelo movimento da Terra em torno do Sol e
pela rotagdo do planeta em torno de seu eixo inclinado (Bauzer, 2006).

Precisdo e regularidade sdo caracteristicas comuns aos ritmos
gerados astronomicamente. Os organismos nao podem desenvolver
adaptacgdes a eventos raros e imprevisiveis, mas podem facilmente se
adaptar a ciclos previsiveis e frequentes no ambiente. Condigoes ex-
ternas repetitivas sao uma rica fonte de informacao que criam opor-
tunidades a serem exploradas. E extremamente vantajoso para os or-
ganismos serem capazes de prever mudancas antes que elas ocorram.
Um organismo preparado fisiologicamente antes que ocorram as mu-
dangas externas (ou seja, nascer do sol, cair da temperatura, disponi-
bilidade de alimentos, ocorréncia de predadores etc.) tem uma chan-
ce maior de deixar progénie, enquanto os outros podem ser extintos.
Portanto, nao é surpreendente observar que os eucariotos superiores
(e alguns procariotos) podem antecipar eventos ciclicos previsiveis,
uma adaptagao extraordindria aos desafios impostos pelo ambien-
te. Os ritmos bioldgicos evoluiram para corresponder a uma gama
de periodicidades. Aqueles que correspondem ao periodo de 24 horas
da rotagao da Terra em torno de seu eixo sdao chamados de ritmos
circadianos (em latim circa = cerca, diem = dia). As oscilagdes enddge-
nas que evoluiram para corresponder a uma periodicidade inferior
a 24 horas, como as de ciclos de maré (~12,4 horas), sdo denotadas
ritmos ultradianos. Finalmente, fenémenos biolégicos que oscilam
num periodo superior a 24 horas, como o ciclo lunar (~ 29,4 dias) ou
o ciclo anual (~ um ano), sdo definidos como ritmos infradianos (Bau-
zer, 2000).
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Relégios circadianos

A vantagem competitiva de possuir um sistema antecipatoério
endégeno promoveu a evolugdo dos relégios biolégicos (Pittendrigh
1965; 1967; 1993), que séo dispositivos de temporizagdo herdados que
controlam os ritmos de muitos processos fisiolégicos e comporta-
mentais. Uma das caracteristicas mais marcantes dos relégios biolé-
gicos sdo as oscilagdes autossustentaveis. Os relégios sdo encontra-
dos em uma variedade de tecidos, conduzindo ritmos que persistem
na auséncia de sinais ambientais, gerando periodos naturais de livre
curso.

No caso dos reldgios circadianos, esse periodo é préximo, mas
geralmente diferente, daquele do dia solar. Os relégios biolégicos
controlam uma ampla variedade de comportamentos e atividades
fisiolégicas em organismos vivos. Em insetos, ritmos diarios de ati-
vidade locomotora, alimentagao, acasalamento, resposta de olfato,
emergéncia de pupas e controle do desenvolvimento sdo processos
sob controle do reldgio, entre varios outros (Saunders, 2002; 2010;
2013). O reldgio biolégico também controla os ritmos envolvidos na
transmissdo de patégenos causadores de doengas por insetos veto-
res, que afetam milhdes de pessoas em todo o mundo. Entender em
detalhes o comportamento de fémeas de mosquitos vetores é crucial
para a epidemiologia dos patégenos por eles transmitidos (Clements,
1999).

E sabido por um longo tempo que fémeas em diferentes esta-
dos fisiolégicos mostram diferentes padroes de atividade circadiana
(Jones; Gubbins, 1977; 1978; Jones, 1981; Lima-Camara et al., 2014).
Sabemos, por exemplo, que fémeas de Aedes aegypti infectadas com
virus da dengue mostram um aumento na sua atividade locomoto-
ra circadiana (Lima-Camara et al, 2011) e na sua avidez por sangue
(Maciel-de-Freitas et al., 2013). J4 fémeas infectadas com os virus Zika
e Chikungunya mostraram diminuigao da atividade locomotora/voo
circadiana (Padilha et al., 2018; Padilha et al., 2020).
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Ritmos circadianos em Aedes aegypti

Assim como outros organismos, os insetos usualmente restrin-
gem sua atividade a certos horarios do ciclo diario. Essa restrigao de
horario, tanto em ambientes naturais quanto em ciclos artificiais de
luz e temperatura em laboratério, define os insetos como diurnos,
crepusculares ou noturnos (Saunders, 2002). Entre os aspectos de
atividade exibidos pelo vetor Ae. aegypti, aqueles relacionados a ati-
vidade locomotora/voo, a atividade de pouso em hospedeiro e a ovi-
postura foram os mais abordados pela literatura classica e recente da
cronobiologia.

H4 mais de 40 anos, os ritmos de atividade de varias espécies
de mosquito eram gravados por aparelhos automaticos pelos quais o
som do voo era amplificado (Jones 1964; Nayar; Sauerman, 1971). Em
1969, Taylor e Jones usaram essa metodologia para caracterizar os
padrodes de atividade de voo de Ae. aegypti. A abordagem caracteri-
zou o Ae. aegypti como um inseto diurno, com um pico de atividade
ocorrendo cerca de 1 a 2 horas antes de as luzes se apagarem e pouca
ou nenhuma atividade na porgao escura do ciclo (Taylor; Jones, 1969).
Além do pico principal, foi observado um pequeno pico de atividade
quando as luzes se acendiam, evidenciando a bimodalidade da ativi-
dade de voo. O ritmo persistiu em escuriddo constante (EE), com bai-
%o nivel de atividade e um periodo (t) de cerca de 22,5 horas (Taylor;
Jones, 1969). Quando adultos foram transferidos de um regime de 4
horas de claridade e 20 horas de escuriddo (CE 4:20) para EE, tanto
o pico principal quanto o pico do acender das luzes persistiram nos
tempos esperados, indicando que ambos seriam endogenamente con-
trolados. Como os picos pareceram ser ajustados independentemente
pelos sinais de acender e apagar as luzes, os autores sugeriram que
eles representariam dois osciladores independentes, o do alvorecer
e o do anoitecer (Taylor; Jones, 1969). No entanto, trabalhos mais re-
centes (Gentile et al., 2009; Rivas et al., 2018) indicaram que o pico
matinal é, na verdade, um mascaramento e que sé o pico vespertino é
regulado pelo reldgio.
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Ainda usando o sistema de gravagao do som de voo amplifica-
do, a atividade circadiana de fémeas de Ae. aegypti inseminadas foi
comparada com a atividade de fémeas nao inseminadas (Jones, 1981).
Nesse trabalho, o autor observou que fémeas virgens tinham um pa-
drao bimodal de atividade, com um pico pequeno aparecendo apéds as
luzes serem acesas e um pico principal ocorrendo no final da fotofase.
Ja as fémeas inseminadas mostraram, no geral, uma atividade menor.
Inicialmente, as fémeas inseminadas mostraram um pico de atividade
pequeno, perto do momento de as luzes se apagarem. No entanto, a
atividade locomotora aumentou nos dias finais, tornando-se similar a
atividade observada em virgens.

Ha cerca de 30 anos, a atividade locomotora de insetos passou
a ser analisada a partir do confinamento dos individuos em pequenos
tubos de vidro cilindrico pelos quais passa um feixe de luz infraver-
melha que detecta o movimento cada vez que o inseto o cruza. Os pa-
droes de atividade locomotora de Ae. aegypti, definidos a partir do uso
desse sistema em varios trabalhos ja publicados (Gentile et al., 2009;
Lima-Camara et al., 2014; Araripe et al., 2018; Rivas et al., 2018, tam-
bém indicaram o organismo como diurno, com um padrao bimodal de
atividade, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1- Padrao bimodal de atividade em fémeas de Aedes aegypti. A
parte branca do grafico representa horas com luzes acesas e a parte cinza
representa horas com luzes apagadas.
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Fonte: Figura adaptada de Araripe et al.,, 2018.
Nota: O termo Zeitgeber time significa estimulo externo medido em horas que sincronize o
ritmo circadiano dos organismos vivos em um periodo de 24 horas.

Gentile e colaboradores (2009) compararam os perfis de ativida-
de locomotora de Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus. Fémeas foram
monitoradas por dois dias em regime de claro e escuro (CE), seguidos
de cinco dias sob EE e mais trés dias em CE, em temperatura cons-
tante (25°C). Os resultados mostraram Ae. aegypti sendo mais ativo
na fotofase, enquanto Cx. quinquefasciatus mostrou atividade mais
restringida a escotofase. Ae. aegypti mostrou um padrao bimodal de
atividade, com um pico de atividade menor no inicio da fotofase e um
pico maior no final da fotofase. Em escuridao constante, o periodo cir-
cadiano (t) foi de aproximadamente 22 horas.

Lima-Camara e colaboradores (2014) estudaram os efeitos da
inseminacdo e alimentagado sanguinea na atividade locomotora de
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fémeas de Ae. aegypti e Aedes albopictus em condigdes de laboraté-
rio. O padrao de atividade locomotora foi avaliado em quatro grupos
experimentais: virgens ndo alimentadas de sangue (controle), fémeas
inseminadas ndo alimentadas de sangue, virgens alimentadas com
sangue e fémeas inseminadas alimentadas com sangue. As fémeas
de Ae. aegypti do grupo controle mostraram um padrao de atividade
diurno e bimodal, com picos ao acender das luzes e ao apagar das lu-
zes. Os resultados também indicaram que inseminacgéao e alimentagao
sanguinea diminuem a atividade locomotora de fémeas de Ae. aegypti.

Uma das capacidades do relégio circadiano endégeno é sua sin-
cronizagao com o meio ambiente. Ciclos de luz e temperatura sao os
mais importantes sincronizadores (Saunders, 2002). Para elucidar os
mecanismos de sincronizagao do relégio biolégico de culicideos, Rivas
e colaboradores (2018) avaliaram a atividade locomotora de fémeas de
Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus sob varios regimes artificiais de ci-
clos de claro e escuro e de temperatura. Os mosquitos foram expostos
a ciclos de temperatura com ou sem ciclos de claro e escuro, a ciclos de
temperatura e de claro e escuro conflitantes (dias frios x noites quen-
tes) e, finalmente, a claridade constante com ciclos de temperatura.
Foi observado que Ae. aegypti é mais sensivel a temperatura, poden-
do exibir atividade locomotora na fase escura, mas em temperaturas
mais altas, enquanto Cx. quinquefasciatus é mais responsivo aos ciclos
de claro e escuro, sendo estritamente noturno.

Como somente as fémeas de mosquitos vetores picam os hos-
pedeiros para obtengao de sangue para o amadurecimento dos ovos,
muitos estudos sobre comportamento e fisiologia, incluindo aqueles
sobre o relégio circadiano, sdo feitos com as fémeas. Entretanto, a ex-
pansao das populacoes de mosquitos depende do sucesso reproduti-
VO, que requer a participagdo dos machos. Com isso, o entendimento
do comportamento reprodutivo dos machos e de sua fisiologia é de
grande importancia para qualquer programa de controle vetorial.
Comportamentos como reprodugao, forrageamento e alimentagéo
estdo bem associados com atividade locomotora, um fendtipo cuja
caracterizagao nos machos é relevante para praticas de controle. Ara-
ripe e colaboradores analisaram a atividade locomotora de machos
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solitarios e de machos expostos a fémeas a uma distancia perceptivel
(Araripe et al., 2018). Foi observado que o padréo de atividade locomo-
tora de machos consiste num pico de atividade matinal (M1), como
resposta ao acender das luzes (startle response), e um pico vesperti-
no duplo (E1 e E2), sendo o E2 mais sutil e mais préximo do horario
de apagar das luzes. Os autores também observaram que os machos
expostos as fémeas apresentaram alteragées em seus padroes de ati-
vidade locomotora, quando comparados com machos solitarios. Foi
visto que no crepusculo, nos machos expostos a fémeas, o segundo
pico vespertino (E2) de atividade locomotora foi significativamente
maior que o E2 dos machos solitarios. De forma interessante, o E2
dos machos sobrepde-se com o pico Unico das fémeas, sugerindo que
os machos encaixam seus picos de atividade com a fase em que as
fémeas estdo mais ativas.

O comportamento circadiano de Ae. aegypti no campo também
indicou a espécie como sendo diurna. Na Tanzénia, Trpis et al. (1973)
observaram a periodicidade na atividade de pouso desse inseto vetor
no homem. Foi observado um padrao bimodal de atividade de pouso,
com picos ao sol nascente e ao sol poente, ocasionalmente podendo
ocorrer até uma hora e meia mais tarde na manhéa ou 3 horas mais
cedo na tarde. Outro estudo na mesma area mostrou que a periodi-
cidade foi igual para fémeas inseminadas e ndo inseminadas. A ativi-
dade de pouso foi caracterizada como diurna e bimodal, com picos de
atividade entre 6 e 7 horas (apds o sol nascente) e entre 17 e 18 horas
(antes do sol poente) (Corbet; Smith, 1974) .

O comportamento de ovipostura também tem importancia epi-
demioldgica, considerando os horarios que as fémeas preferem co-
locar seus ovos. No trabalho de Haddow e Gillett (1957), os autores
observaram que Ae. aegypti tem um ciclo regular de ovipostura, com
um pico principal de atividade na tarde. Isso ocorreu em condigdes de
temperatura e umidade constantes e um regime de 12 horas de claro
com 12 horas de escuro (CE 12:12). Posteriormente, Gillett, Corbet e
Haddow (1959) analisaram o padréo de ovipostura em ciclos de claro e
escuro variaveis, tais como CE 12:12, CE 16:8 e CE 8:16. Foi observado
que as fémeas colocam mais ovos durante as ultimas horas da fotofa-
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se, independentemente de sua duragao. Essa observacao indicou que
o ciclo de ovipostura é regulado por mudangas nos ciclos de claro e
escuro.

Os genes do relégio circadiano: da
caracterizacio em Drosophila aos padrdes de
expressio em Aedes aegypti

Devido a importancia de cada espécie, insetos vetores tiveram
seus ritmos de atividade descritos ha muitas décadas, mas a estrutu-
ra molecular dos componentes do reldgio circadiano nesse grupo de
organismos comegou a ser desvendada nas ultimas duas décadas. O
caminho para a descoberta dos mecanismos moleculares no relégio
de insetos vetores foi pavimentado por uma miriade de estudos no
organismo modelo Drosophila melanogaster. Foi a partir da caracteri-
zagao molecular do reldgio circadiano de Drosophila que o padrao de
expressao de seus ortdlogos em insetos vetores foi desvendado.

O primeiro componente genético do relégio circadiano de Dro-
sophila a ser caracterizado foi o locus period (per), identificado por ana-
lise de mutagénese quimica do cromossomo X da mosca (Konopka;
Benzer, 1971). O fendtipo inicial usado para a triagem foi a emergén-
cia de pupas de populagdes dessas moscas. Além disso, per também
foi caracterizado como um regulador fundamental do ritmo diario da
atividade locomotora (Konopka; Benzer, 1971). A identificagdo bem-su-
cedida de per pavimentou caminhos para as subsequentes triagens
bioquimicas e genéticas para identificar componentes adicionais do
reldgio circadiano. Mutantes para o locus autossémico timeless (tim)
mostraram ritmos moleculares semelhantes aos mutantes per, exi-
bindo caracteristicas indicativas de um verdadeiro componente de
reldgio (Sehgal et al., 1994). A clonagem posicional foi usada para iso-
lar tim (Sehgal et al.,, 1995), que, apds clonado (Myers et al., 1995) teve
seu produto identificado como parceiro de interagdo de PERIOD (PER)
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(Gekakis et al., 1995). Sob exposigdo a ciclos de 12 horas de claridade
e 12 horas de escuriddo (CE 12:12), os genes per e tim sdo expressos
ritmicamente e seus RNAs mensageiros (RNAm) atingem niveis ma-
ximos no inicio da noite.

As proteinas PER e TIM também oscilam, mostrando um pico de
expressao com um atraso de 4 a 6 horas em relagédo ao pico do RNAm,
no final da noite. Durante o final do dia/inicio da noite, a concentragao
de PER e TIM no citoplasma € alta o suficiente para favorecer a for-
macao de um complexo PER-TIM. A formacgéao desse dimero é retarda-
da ou acelerada pelo homélogo da CASEINA QUINASE 1 e (CK1e), por
DOUBLETIME (DBT) (Kloss et al., 1998; Price et al., 1998) e PROTEINA
FOSFATASE 2A (PP2A) (Sathyanarayanan et al., 2004), que encurtam
ou prolongam o periodo circadiano por fosforilagdo diferencial de
PER. A degradagao prematura de PER no citoplasma requer o pro-
duto da ubiquitina ligase SUPERNUMERY LIMBS (SLIMB) (Grima et
al, 2002; Ko; Jiang; Edery, 2002) e cessa apenas com o aciumulo de
TIM, ele préprio fosforilado pelo produto do homélogo da GLUCOSE
SINTASE QUINASE 3 (GSK3), SHAGGY (SGG) (Martinek et al., 2001). A
fosforilagao de TIM por SGG promove a localizagdo nuclear de hetero-
dimeros PER-TIM, que migram para o nucleo no meio da noite como
resultado de sua estabilizagao e cooperagao mutuas (Ashmore et al.,
2003).

As proteinas PER e TIM carecem de sequéncias convencionais
de ligagdo ao DNA e, portanto, no nucleo, elas regulam sua prépria
transcrigao bloqueando a agdo de CLOCK (CLK) (King et al., 1997; Dar-
lington et al., 1998) e CYCLE (CYC) (Rutila et al., 1998), dois fatores de
transcrigao basicos-hélice-alga-hélice (0 HLH)/PAS. Na forma de hete-
rodimero com CYC, CLK se liga a elementos reguladores, chamados
E-boxes, que sdo conhecidos por serem locais de ligagdo para fato-
res de transcrigdo bHLH e estdo presentes na regidao promotora de
varios genes expressos ritmicamente dentro e a jusante do reldgio
circadiano (Hao; Allen; Hardin, 1997; Darlington et al., 1998; Lee; Bae;
Edery, 1999). Uma vez no nucleo, PER é eventualmente degradado pela
fosforilagdo do DBT, um processo que reativa a transcrigcao na alga
de retroalimentagao per/tim, no qual a proteina CLK nao reprimida
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forma um heterodimero com a proteina CYC (via PAS), ligando-se aos
E-boxes CACGTG nas regides promotoras per e tim (Lee; Bae; Edery,
1999). PER e TIM sdo necessarios para a transcrigao ritmica de Clk
(Bae et al., 1998) e, nao surpreendentemente, a alga per/tim é acoplada
a uma segunda alga via CLK.

Sob ciclos de 12 horas de claro seguidos de 12 horas de escuro
(CE 12:12), CLK/CYC se liga a E-boxes conduzindo a expressao de altos
niveis de RNAm de vrille (vri) e Par domain protein 1 (Pdp 1) durante o
dia e no inicio da noite (Blau; Young, 1999; Cyran et al., 2003; Glossop
et al., 2003). PDP1 foi sugerido como o ativador direto da transcrigdo
de CIk, enquanto VRI seria o repressor (Cyran et al., 2003). Nesse mo-
delo, a proteina VRI acumula-se em fase com seu RNAm e liga-se aos
elementos reguladores VRI/PDP1 box (V/P box) na regido promotora
de CIk, inibindo assim sua transcrigio (Cyran et al., 2003; Glossop et
al., 2003). A proteina PDP1 acumula-se em niveis elevados durante o
meio ao final da noite, reativando a transcrigdo de Clk por meio da
ligagdo antagonica ao V/P box (Cyran et al., 2003). A superexpressao
de CLK-CYC, que aumenta suas atividades nos E-boxes de per e tim,
e a superexpressao de per sob seu préprio promotor reduzem o pe-
riodo circadiano. J4 uma terceira alga regulatéria esta relacionada a
reducgao de niveis de per ou a interrupgao de CLOCKWORK ORANGE
(CWO), o qual tem papel dual como inibidor competitivo de CLK-CYC
e como a supressor dos genes-alvo de CLK, aumentando o periodo
circadiano (Kadener et al., 2007; Lim et al., 2007; Richier et al., 2008). A
Figura 2 mostra um esquema resumindo os mecanismos moleculares
dos osciladores do relégio circadiano de Drosophila.
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Figura 2 - Os osciladores moleculares do relégio circadiano de Drosophila
melanogaster.
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Fonte: Figura adaptada de Fonseca et al., 2024.

Oinput do relégio é tradicionalmente percebido como a rota pela
qual os sinais de entrada do ambiente alcangam o reldgio, ajustando
o periodo e a fase para corresponder as condigdes externas. Os ciclos
ambientais didrios de luz, temperatura, alimentacao e interagdes so-
ciais sdo todos capazes de ativar os osciladores circadianos (Hardin,
2005). Aluz é a principal entrada para o relégio central e D. melanogas-
ter possui multiplas vias fotorreceptivas (Helfrich-Forster et al., 2001).
A analise genética revelou a contribuigao de fotorreceptores externos,
como os olhos compostos e ocelos, e de fotorreceptores nao candni-
cos, como o eyelet de Hofbauer-Buchner e células contendo a proteina
sensivel a luz azul CRYPTOCHROME (CRY) e outros fotopigmentos
desconhecidos (Helfrich-Forster et al., 2001; Helfrich-Forster, 2003).
O gene cryptochrome (cry) é expresso na cabega e no corpo (Egan et al.,
1999; Ishikawa et al., 1999; Okano et al., 1999; Selby; Sancar, 1999). CRY
é uma proteina de 542 aminodcidos (Emery et al., 1998) que apresenta
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homologia com fotoliases, enzimas que reparam diretamente lesoes
no DNA causadas pela luz ultravioleta em diversos organismos (Carell
et al, 2001). Uma vez ativada pela luz, a proteina CRY interage com
TIM, desencadeando a rapida degradagao de ambas. A degradagao de
TIM (que afeta negativamente a estabilidade de PER) realimenta o nu-
cleo do relégio e é interpretada como um estimulo de reinicializagédo
(Stanewsky et al., 1998; Ceriani et al., 1999; Ivanchenko; Stanewsky;
Giebultowicz, 2001; Lin et al., 2001). Uma mutagao de sentido trocado
(cry®) dentro da regido de ligagao a flavina de cry de Drosophila interfe-
re com o arrastamento de luz da atividade locomotora. Embora sejam
comportamentalmente ritmicas, as moscas portadoras dessa muta-
¢do sdo incapazes de redefinir seus relégios em resposta a pulsos de
luz curtos (Stanewsky et al., 1998).

Enquanto nos anos 1990 a caracterizagdo molecular do relégio
circadiano de Drosophila estava a todo o vapor, foi somente nos anos
2000 que os ortdlogos dos genes de Drosophila em Ae. aegypti comega-
ram a ser estudados. Inicialmente, Gentile e colaboradores realizaram
a clonagem e andlise de expressdo do gene de relégio timeless no mos-
quito Ae. aegypti (Gentile et al., 2006). A comparagao da sequéncia pro-
teica prevista codificada por timeless em Ae. aegypti e D. melanogaster
demonstrou alta similaridade em alguns dominios importantes, su-
gerindo conservagao funcional. No entanto, um dominio na porgédo
C-terminal (CLD) mostrou-se muito fracamente conservado em Ae.
aegypti, trazendo dificuldades de alinhamento com essa porgao em D.
melanogaster. Entretanto, ha um bloco de 14 aminoacidos idénticos no
extremo do C-terminal, sugerindo uma regiao conservada importan-
te. Diferencas foram detectadas na expressao de tim entre Ae. aegyp-
ti e D. melanogaster quando mantidas sob as mesmas condigdes (CE
12:12 e 25°C). Em D. melanogaster, a curva de expressao do RNAm de
tim comega a subir ao mesmo tempo que o pico principal da atividade
locomotora se inicia, por volta de ZT 8-9~. Em Drosophila, a expressao
do RNAm apresenta o pico logo depois de as luzes se apagarem, em

1 ZT significa Zeitgeber Time (Zeitgeber, do alemao “doador de tempo”) e indi-
ca quantas horas ap6s o inicio da claridade um fené6meno ocorre em ciclos de claro e
escuro. Em um ciclo de CE 12:12, a fotofase ocorre de ZT 0 a ZT 12 e a escotofase de
ZT 12 a ZT 24.
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ZT 13, quando a atividade locomotora reduziu dramaticamente, e per-
manece alta até ZT 17 antes de cair (So; Rosbash, 1997). Em Ae. aegypti,
a expressao de tim tem seu pico durante a transigédo claro e escuro
(entre ZT 9 e ZT 13), antes de cair rapidamente nas primeiras horas de
escuridao, que é quando ocorre o pico em D. melanogaster (Figura 3).
A menor expressao de tim em Ae. aegypti ocorre no meio da noite (ZT
17-19), quando em D. melanogaster ela estd ainda relativamente alta
(So; Rosbash, 1997).

Figura 3 - Comparacao dos ritmos de expressdo dos genes de relégio
candnicos period (per), timeless (tim), cycle (cyc) e Clock (CIk) entre D.
melanogaster e os insetos vetores Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Figura adaptada de Gentile et al., 2009 e de Meireles-Filho; Kyriacou, 2013.

As expressoes circadianas de outros genes de relégio de Ae.
aegypti foram caracterizadas alguns anos depois. Gentile e colabo-
radores compararam os perfis de expressdo circadiana dos genes
candnicos entre a espécie diurna Ae. aegypti e a espécie noturna Cx.
quinquefasciatus (Gentile et al., 2009). Essas duas espécies possuem
padrodes de atividade locomotora muito diferentes e divergiram ha
mais de 22 milhoes de anos. No entanto, elas mostraram padroées de
expressao circadiana conservados para os principais genes de relégio,
exceto para o gene similar ao de mamiferos cryptochrome 2 (cry 2).
Usando andlise por PCR quantitativo em tempo real com oligonucleo-
tideos para os genes per, tim, CIk, cyc, vri e Pdp 1, os autores compara-
ram a expressao desses genes em condi¢oes de CE e EE entre as duas
espécies (Figura 3).

160



Os resultados mostraram padrdes conservados entre as duas
espécies, em ambas as condigoes, para os seis genes. Os autores es-
pecularam que modificagoes pés-traducionais das proteinas de reld-
gio eram o que realmente importava para as explicar as diferencgas
comportamentais entre as duas espécies. Os resultados mostraram
também contraste com perfis de D. melanogaster, como o gene cyc,
que se mostrou ritmico em mosquitos, mas que tem padrao arritmico
nas moscas (Rutila et al., 1998). Foram também obtidas sequéncias dos
genes cry 1 e cry 2 para ambas as espécies e foi usado PCR quantita-
tivo em tempo real para comparar suas expressoes em CE e EE. Em
ambas as espécies, o RNAm de cry 1 ndo apresentou expressao ciclica.
Entretanto, o RNAm de cry 2 teve expressao ciclica e mostrou diferen-
cas interessantes no padrao circadiano entre as duas espécies. Em Cx.
quinquefasciatus o padrao de expressao lembrou o mesmo de per, com
um unico pico em ZT 17/ CT 17)~

Ja para Ae. aegypti, observou-se um padrao bimodal, com muito
mais niveis de expressao relativa durante o inicio da manha, particu-
larmente em ZT 1/ CT 1. Os genes cry possuem um padrao complexo
de evolugdo molecular, envolvendo duplicagao e perda de genes, que
parece ter levado a formacao de diferentes tipos de relégio de insetos
(Yuan et al.,, 2007) . Os genes cry podem entdo ser bons candidatos para
mediar diferengas comportamentais espécie-especifica entre insetos
vetores, o que é relevante para a transmissdo de doencas. As diferen-
cas encontradas na expressao de cry 2 entre as duas espécies levaram
os autores a especularem que, em Ae. aegypti, a expressao de cry 2
é controlada por dois diferentes elementos responsivos circadianos,
um responsavel pelo pico da manha e o outro pelo pico da noite, mais
conservado. A proteina CRY2 de insetos, assim como seus ortélogos
em mamiferos, inibe o heterodimero CLK/CYC (ou CLK/BMAL) por li-
gagdo ao dominio C-terminal do dltimo (Shearman et al., 2000; Zhu et
al., 2005; Yuan et al., 2007). Esse dominio n&o existe em CYC de Droso-
phila, mas é presente em um nimero grande de outros insetos (Chang

2 CT significa Circadian Time e indica em que ponto ocorre o fend6meno em
escuridio constante, se no dia subjetivo (de CT 0 a CT 12), ou na noite subjetiva (de
CT 12 a CT 24).
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et al., 2003; Meireles-Filho et al., 2006; Rubin et al., 2006, Sandrelli et
al., 2008). Gentile e colaboradores (2009) examinaram as sequéncias
de CYC de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus e viram que esse domi-
nio é presente em ambas as espécies. Portanto, CRY2 também pode
funcionar como um fator de transcrigao negativo nesses mosquitos,
regulando diretamente a atividade de CYC e, como consequéncia, a
expressao de genes de output que CYC ativa. Nesse caso, os autores
especularam que a diferenca na expressdao de RNAm de cry 2 entre
Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus pode ser associada com a expres-
sdo de genes ativados pelos fatores de transcrigdo CLK/CYC e que se
expressam em outros processos fisiolégicos do organismo (genes de
output). E possivel que esses genes de output estejam envolvidos nas
diferencgas em atividade comportamental entre esses dois mosquitos.

Muitos estudos conduzidos, tanto no campo quanto no labora-
torio, mostraram que a atividade circadiana dos mosquitos muda de
acordo com o estado fisioldgico (ex.: fémeas virgens vs. inseminadas,
ou fémeas néo alimentadas de sangue vs. alimentadas de sangue) e
em formas diferentes, dependendo da ecologia da espécie (Clements,
1999). Gentile e colaboradores (2013) investigaram o efeito da alimen-
tacdo sanguinea e da inseminagao na expressao dos genes de relégio
per, tim, cyc e CIk, na cabega e no corpo de fémeas de Ae. aegypti. Ainda,
usaram a metodologia do RNA de interferéncia (RNAI) para diminuir
a expressao de tim e investigar seus efeitos no padrédo de atividade
comportamental do mosquito em diferentes condigbes de claridade
e escuridao.

Os autores mostraram que a alimentagdo sanguinea — e nédo a
inseminagdo — é capaz de causar a redugdo na expressao dos genes
candnicos de relégio per, tim, cyc e Clk nas cabegas e nos corpos das fé-
meas desse mosquito. A refeigdo sanguinea foi responsavel tanto por
uma redugao significante na expressao de per e cyc quanto por uma
reducao, no limite da significancia, de tim e Clk na cabeca. Esses dois
ultimos genes tém a menor amplitude na sua flutuagao na cabecga de
Ae. aegypti (Gentile et al., 2009), e isso pode explicar por que é mais
dificil detectar uma redugdo estatisticamente significante em seus
niveis de expressao.
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O comportamento de alimentagao sanguinea esta sob o contro-
le do reldgio circadiano (Das; Dimopoulos, 2008) e é possivel que esse
comportamento néo seja apenas regulado, mas também retroalimen-
ta o relégio circadiano. Os autores especularam que o estresse oxida-
tivo, causado pela refeicdo sanguinea, pode interferir diretamente na
regulacao dos genes de relégio, levando a uma imparidade na habili-
dade de o CLK se ligar ao DNA e conduzindo a redugao observada na
expressao de per e tim depois da ingestao de sangue. O acasalamento
nao causou mudangas significantes na expressao dos genes de relégio
em Ae. aegypti. Entretanto, ndo pode ser descartado que a insemina-
¢do por si s6 seja capaz de afetar a expressao dos genes de reldgio
num subgrupo de neurdnios de relégio ou relégios periféricos. Isso
pode nao ter sido detectado pela estratégia adotada pelos autores, que
usaram extratos de RNA de toda a cabeca e de todos os corpos deca-
pitados.

Alternativamente, Gentile e colaboradores (2013) especularam
que mudangas moleculares apds a inseminagao pode nao envolver o
relégio circadiano, mas sim outros genes de controle comportamen-
tal a jusante do relégio. Nesse trabalho, foram ainda feitas injegoes in
vitro de dsRNA (do inglés, double strand RNA) sintetizado de tim em
fémeas de Ae. aegypti, e uma reducgao significativa na expressao de
tim foi detectada, tanto nas cabegas quanto nos corpos, no quarto dia
apos a injegao. A escolha de tim foi baseada na sensibilidade do relégio
ao decréscimo na concentragao da proteina TIM causada por degra-
dagéo por luz, resultando numa reiniciagdo de todo o sistema (Hall,
2005; Hardin, 2011). Apds a injegao de dstim, os padrdes de comporta-
mento de atividade/descanso foram monitorados sob duas diferentes
condigoes, CE e EE.

Os graficos de atividade locomotora durante sete dias em CE
mostraram padroes similares entre mosquitos dstim e o controle,
mas com diferentes niveis de atividade. A reducao de tim diminuiu os
niveis de poder ritmico. O poder de um ritmo é usualmente definido
como a amplitude do topo do pico ao nivel de confianga no periodo-
grama c2 (Liu; Loros; Dunlap, 1991) e é usado como parametro para
medir a forga de um ritmo num dado ciclo ambiental. Com isso, os
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autores concluiram que a redugado do poder ritmico nos mosquitos
silenciados por dstim foi consequéncia da deficiéncia do arrastamento
por luz nesse grupo.

Em CE, a atividade locomotora aumentada de mosquitos dstim
sugere mudancas no efeito de mascaramento por luz, possivelmente
devido ao fato de os mosquitos se tornarem menos sensiveis a luz.
Juntos, esses resultados sugerem que, em mosquitos, tim tem um pa-
pel no mascaramento e no arrastamento, como observado em Droso-
phila (Hardin, 2011). Em EE, o nimero de individuos ritmicos dimi-
nuiu igualmente entre os dois grupos. Além disso, foi observada uma
grande redugado dos niveis de atividade no grupo dstim no segundo
dia subjetivo, o que correspondeu ao quarto dia da injegao. Depois
disso, houve um aumento gradual nos niveis de atividade, mas com
uma mudangca de fase® atrasada comparada ao grupo controle. Houve
também uma diferencga significativa no periodo de livre curso entre
0s grupos, provavelmente como consequéncia da grande variedade
entre individuos do grupo de mosquitos silenciados com dstim.

Além da luz, a temperatura tem um importante papel no relégio
circadiano, ambas funcionando como étimos sincronizadores (Sau-
ders, 2002). Rivas e colaborares forneceram dados que apoiam uma
hierarquia diferente de luz e temperatura como Zeitgebers (doadores
de tempo) em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus (Rivas et al., 2018). Os
autores quantificaram a expressdo de RNAm dos principais genes
de relégio em varias combinagdes de ciclos de luz e temperatura. A
maioria dos genes de relégio analisados exibiu ritmicidade significan-
te sob os varios regimes. Quando a expressdo génica foi comparada
num mapa de calor, a organizagao do agrupamento dos genes variou
por regime. Por exemplo, sob varias condigdes artificiais como EETC
(escuridédo constante e ciclos de temperatura de 30°C e 20°C), CECT
(ciclos de claro e escuro e ciclos de temperatura de 20°C e 30°C) e
CCTC (claridade constante e ciclos de temperatura de 30°C e 20°C),
somente alguns grupos de genes ortélogos, como per, vri e cyc, man-

3 Mudanca de fase em um ritmo circadiano significa que determinado ponto
do ciclo movera para mais cedo no dia (avango de fase) ou mais tarde no dia (atraso
de fase).

164



tiveram-se agrupados. Sob CETC (ciclo de claro e escuro e ciclos de
temperatura de 30°C e 20°C), os ortdlogos de cry 2 foram agrupados,
mas nao os ortélogos de tim, ja que a expressao de tim teve o pico mais
cedo em Ae. aegypti. Essas variagdes na expressao de genes de relégio
e atividade locomotora podem ter afetado o metabolismo, o gasto de
energia, o custo de fitness e a eficiéncia de transmissao de patégenos
das espécies de mosquito estudadas.

Os efeitos do ciclo de temperatura foram também estudados por
Teles-de-Freitas e colaboradores (2020). Nesse trabalho, os autores
identificaram genes candidatos cujas expressoes seriam influencia-
das por ciclos de temperatura e poderiam afetar a atividade locomo-
tora de Ae. aegypti. Foi observado que timeless perdeu sua expressao
ritmica em claro e escuro quando mosquitos foram expostos a ciclos
de temperatura fora de fase. A expressao ritmica de timeless também
foi interrompida com o silenciamento mediado por RNAi do gene no
circadian temperature entrainment (nocte), um importante gene para a
sincronizagéo circadiana de Drosophila a ciclos de temperatura (Gla-
ser; Stanewsky, 2005; Sehadova et al., 2009; Chen et al., 2018).

Esses resultados mostraram que timeless e nocte sdo impor-
tantes genes para a sincronizacao de ciclos de temperatura em Ae.
aegypti. Os autores também simularam as flutuagdes graduais de
temperatura em laboratério, aproximando o maximo possivel as va-
riagOes de temperatura didrias naturais no Brasil. Foi observado que,
em condigdes seminaturais, a atividade e a expressao do reldgio circa-
diano molecular de Ae. aegypti difeririam significativamente daquelas
dos mosquitos sujeitos a temperatura constante ou a mudangas re-
tangulares abruptas de temperatura. Os autores sugerem que, para
um entendimento do comportamento circadiano de Ae. aegypti com
possiveis implicagdes para estratégias de intervencgao, os estudos em
condigOes seminaturais precisam substituir os estudos de laboratério
tradicionais.

O reldégio circadiano de insetos é composto por um marca-passo
central na cabega e por relégios periféricos encontrados nos tecidos
do restante do corpo. Embora os periféricos possam ser controlados
pelo marca-passo da cabega, muitos sdo autébnomos em relagdo ao re-

165



légio central. Em Drosophila, a sincronizagao a ciclos de temperatura
comeca nos tecidos periféricos, principalmente localizados no corpo
(Sehadova et al., 2009). J4 a espécie Ae. aegypti mostrou ser mais sen-
sivel a ciclos de temperatura do que outros mosquitos (Rivas et al.,
2018). De posse desse conhecimento, Teles-de-Freitas e colaboradores
(2021) se motivaram a entender como os genes de reldgio per, tim, cyc
e cry 2 sdo expressos no corpo de Ae. aegypti. Os autores observaram
que a expressao dos genes analisados no corpo foi similar em escuri-
dao constante a 25°C e regime de claro e escuro gradual, também a
25°C. Nessas condigoes, somente per mostrou expressao ciclica com
um perfil de fase diferente do que ocorre na cabega. Ja tim, cyc e cry 2
foram arritmicos. Os pesquisadores sugeriram que a expressao de per
no corpo é regulada endogenamente pelo reldégio circadiano, mesmo
na auséncia de fatores ambientais. Além disso, concluiram que adigédo
de ciclos de claro e escuro graduais nao foi suficiente para alterar a
expressao dos genes analisados.

De acordo com os autores, o fato de os genes nédo terem mostra-
do mudangas de expressdo em regimes de claro e escuro e escuridao
constante a 25°C sugere que os ciclos de claro e escuro sdo um fraco
Zeitgeber no corpo, pelo menos para os genes analisados. Nesse tra-
balho, também foi observado que ciclos de temperatura parecem ter
maior influéncia do que ciclos de claro e escuro no corpo de Ae. aegyp-
ti. Isso porque, em escuridao constante e com um ciclo seminatural de
temperatura, houve uma expressao ciclica de tim e um deslocamento
no pico de expressao de per. Todos os genes analisados recuperaram
suas expressoes ciclicas sob regime de claro e escuro gradual e ciclos
de temperatura seminaturais, sugerindo que deve haver uma siner-
gia entre os ciclos de temperatura e os ciclos de claro e escuro para o
pleno funcionamento do relégio. Finalmente, a expressao diferencial
de cry 2 na cabega e no corpo de Ae. aegypti sugeriu que, nesse ultimo
local, 0 mecanismo de regulagédo de cry 2 deve ser diferente daquele
proposto para a cabega por Gentile e colaboradores (2009).

Recentemente, Bezerra e colaboradores descreveram o padrao
de ciclagem de trés dos principais genes de relégio (per, cyc e cry 2)
em tecidos de machos de Ae. aegypti, com ou sem a presencga de fé-
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meas (Bezerra; Bruno; Araripe, 2022). Os autores associaram o perfil
de expressdo com o trabalho prévio de perfis de atividade locomotora
nessas condigdes (Araripe et al., 2018). Além disso, eles investigaram o
papel das antenas dos machos em perceber as fémeas coespecificas e
mediar a variagao na expressao ciclica dos genes de reldgio.

Os resultados mostraram que per teve um perfil de expressao
conservado nas cabegas, nos abdomens e nas antenas dos machos de
Ae. aegypti em todas as condicoes estudadas, independentemente da
presenca das fémeas. Isso indicou que a expressao de RNA de per pode
nao estar sob a influéncia de interagao social. Os resultados mostra-
ram também que a expressao de cyc variou nos tecidos dos machos
entre ZT 1e ZT 5, de acordo com a condigao estudada. Quando machos
com antenas estavam na presencga de fémeas, o gene cyc deslocou seu
pico de expressao para uma fase mais tardia. Isso ndo aconteceu em
machos sem antena na presenga de fémeas. Os resultados mostra-
ram que a expressdo de cyc pode ser influenciada pela presencga de
fémeas quando as antenas estio presentes, mediando a comunicagao.
Ja o gene cry 2 teve sua expressao modificada nos tecidos dos machos,
dependendo da condigao estudada. A expressao de cry 2 mostrou um
padrao bimodal em cabecgas de machos solitarios, com ou sem antena.
No entanto, quando machos foram expostos a fémeas, cry 2 foi muito
menos expresso em ZT 21, e o primeiro pico colapsou. Esse achado
sugeriu que o primeiro pico de expressao de cry 2 € influenciado pela
interagao social entre machos e fémeas.

O aprofundamento das caracterizagdes do relégio circadiano de
Ae. aegypti ja esta ocorrendo a partir de avangos em metodologias de
edigdo génica, como CRISPR/Cas9, que permite o silenciamento de
genes-alvo em organismos de forma precisa e simples. Para explorar
a conexao entre o relégio enddgeno e os mais variados comportamen-
tos do mosquito Ae. aegypti, Shetty e colaboradores usaram CRISPR/
Cas9 para silenciar a expressao do gene cyc e desativar o relégio cir-
cadiano enddgeno dessa espécie (Shetty et al., 2022). A interrupgao
do relégio aboliu os padroes de atividade locomotora circadiana ca-
racteristicos de um relégio funcional e significativamente reduziu a
resposta de Ae. aegypti a odores do hospedeiro humano, ao sucesso de
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acasalamento, mas nao afetou a alimentagao sanguinea. Além disso,
o relégio nao funcional também causou atrasos no desenvolvimento
larvar e redugédo do tempo de vida. Nos mosquitos sem expressao de
cyc, houve uma redugao na expressao de per, tanto em ciclos de cla-
ro e escuro quanto em escuridao constante. Ja a expressao de tim foi
similar entre os mosquitos nocauteados e os controles selvagens. A
expressao ciclica de outros genes essenciais do relégio também foi
interrompida em fémeas de Ae. aegypti silenciadas para cyc. A expres-
sdo de CIk foi mais alta nos mosquitos silenciados do que no controle
selvagem, tanto em escuriddo constante quanto em ciclos de claro e
escuro. Em contraste, a expressao de cry 1, que € sensitivo a luz e inibe
a formacgao de heterodimeros PER/TIM, foi similar entre os mosqui-
tos silenciados e o tipo selvagem em ambas as condigdes de escuridao
constante e ciclos de claro e escuro.

Conclusoes

Todos esses estudos com Ae. aegypti comentados neste capitu-
lo, e muitos outros, mostram o papel fundamental do relégio circa-
diano endégeno na biologia do mosquito. Inovagoes metodoldgicas
como CRISPR/Cas9 abrem as portas do futuro para a caracterizagéo
completa da fungao e do papel do relégio circadiano neste importante
inseto vetor. Essa caracterizagao possibilitara a criagao e novas meto-
dologias de controle do inseto vetor e o aprimoramento das existen-
tes, reduzindo assim as adversidades que as doengas virais transmiti-
das pelo Ae. aegypti causam na humanidade.
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Introdu¢io

s residuos agroindustriais da cadeia produtiva do caju po-

dem ser utilizados para diferentes propdsitos, incluindo
usos inseticidas. O liquido da casca da castanha de caju natural (LCCn)
ou modificado termicamente apds a tostagem (LCCt) tem abrangente
aplicacdo na industria. Este liquido é utilizado como matéria-prima
para a produgdo de compostos derivados que, por sua vez, tém aplica-
¢Oes especificas industriais ou tecnolégicas.

Os usos do LCCn e LCCt sdo conhecidos pelas comunidades na
medicina popular tropical, tratamento de madeira contra cupins e
outras aplicagoes, por exemplo, no tratamento de fungos, acne e ou-
tros. Todas estas atividades bioldgicas mostram o potencial do liquido
da casca da castanha de caju (LCC) para uso em aplicagdes inseticidas,
fungicidas e medicinais, e até como aditivo, em formulagoes plasticas
e produgao de polimeros.

H4a uma vasta literatura disponivel sobre aplicagoes do LCC que
€ um subproduto da cadeia produtiva e da industria do caju. A compo-
sigdo dos LCCs é de fendis substituidos que ocorre no liquido extraido
por prensagem, solventes ou exsudados no tratamento térmico. Este
residuo agroindustrial tem baixo custo, disponivel e renovavel e pode
ser empregada na fabricagdo de uma infinidade de produtos; alguns
autores consideram que este residuo pode vir a substituir o fenol em
muitas aplicagoes com resultados equivalentes ou até melhores.

As moléculas de LCCs permitem a polimerizagao e, esta é a rea-
¢ao mais importante dos LCCs do ponto de vista das aplicagoes indus-
triais. Os LCCs pode ser polimerizado por uma variedade de técnicas.
Esta propriedade é devida a presencga grupos funcionais e de cadeias
laterais alifaticas que conferem as resinas uma maior hidrofobicidade,
que é uma propriedade desejada para muitas aplicagoes e usos finais.
A molécula também possui atividade biolégica que esta relacionada,
principalmente, as insaturagoes das cadeias laterais e, que pode ser
utilizada como sitio para polimerizagao e possui atividade bioldgica
proeminente, mas nao so, por exemplo, por adigao utilizando radicais
livres ou iniciadores i6nicos. O tempo de polimerizagao do LCC na
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presenca de acido sulfurico é uma das especificagoes do LCC. O poli-
mero acido obtido do LCC é semelhante a borracha e possui baixa sus-
cetibilidade a oxidagao. O LCC pode ser polimerizado por sais como
cloreto de zinco, cloreto estanico, sulfato ferroso, sulfato de aluminio,
trifluoreto de boro, sais de ferro, cobalto, niquel, boro, cromo, chumbo,
prata, mercurio, manganeés, etc. geralmente utilizados — na faixa de
1% a 6%. Os polimeros produzidos com LCC possuem propriedades
excepcionais que os tornam produtos Unicos para muitas aplicagoes
industriais. Os polimeros apresentam flexibilidade devido a plastifi-
cagao interna resultante da presenca da longa cadeia lateral, que ofe-
rece resisténcia a agua (hidrofobicidade). Os polimeros a base de LCC
s@o compativeis com ampla variedade de polimeros, como alquidicos,
melaminas, poliésteres, etc.

Os trabalhos disponiveis na literatura relatam que o LCC sofre
as reagoes quimicas dos fendis, por exemplo, as propriedades dos fe-
néis do LCC sao utilizadas para produgao de polimeros por reagao
de condensagdo por reagdo com formaldeido, furfural, entre outros.
Os polimeros sao produtos similares ao da condensagédo de fenol e
formaldeido, mas que apresentam menos reatividade na sintese e no
processo de reticulagao. Os produtos de condensacao de aldeidos e as
resinas fenodlicas obtidas do LCC sao utilizados em aplicagdes como
revestimentos de superficie e adesivos. Estudos mostram que as po-
liaminas produzidas a partir dos LCCs sao utilizadas como agentes
de cura para resinas epoxi. Os LCCs e derivados podem ser utilizados
como antioxidantes, estabilizantes, plastificantes e auxiliares de pro-
cessamento de compostos de borracha, modificadores de materiais
plasticos e, podem ser utilizados para protegao e/ou resisténcia oxida-
tiva como produtos de borracha natural reticulados com enxofre. Os
LCCs pode ser adicionado a goma de borracha ou borracha nitrilica
para melhorar a processabilidade, propriedades mecanicas e resistén-
cia arachaduras e propriedades de corte dos vulcanizados. Derivados
metadlicos soluveis dos LCCs sao usados para melhorar a resisténcia a
oxidagdo e evitar a formagdo de borra de dleos lubrificantes. Os LCCs
oxidado e derivados sdo uteis como desemulsificantes para emulsoes
de petrdleo do tipo dgua em 6leo.
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Os LCCs tem intimeras aplicagdes em industrias a base de poli-
meros, como lonas de fricgdo (pé de fricgao de caju, lonas de freio, re-
vestimentos de embreagem, compdsitos de pastilhas de freio), tintas
e vernizes, esmaltes, lacas de caju, condutores elétricos, resinas de la-
minagao, resinas compostas de borracha, cimentos de caju, polimeros
a base de poliuretano, surfactantes, resinas epoéxi, produtos quimicos
para revestimento anticorrosivo, produtos quimicos para fundigao
e intermediarios para a industria quimica. O LCC oferece escopo e
oportunidades diversas para o desenvolvimento de outros polimeros
e produtos industriais customizados.

Por outro lado, os constituintes fendlicos dos LCCs possuem
usos especificos na sintese de produtos e especialidades quimicas. As
estruturas dos componentes fendlicos dos LCCs podem ser utilizadas
livres ou modificados para criagdo de um portfélio de produtos com
amplo espectro fisico-quimico e biolégico a partir dos constituintes
da mistura. As espécies quimicas que constituem a mistura consti-
tuida de estruturas moleculares quimicamente similares com 3 (trés)
grupos funcionais: anel aromatico, grupo hidroxila e cadeias laterais
alquilas com ligagoes simples e duplas ligadas ao anel aromatico.

No LCCn o acido anacardico é o principal constituinte e, apés a
descarboxilagdo por tratamento térmico produz o cardanol (fenol de
caju), outros constituintes do LCC podem ser utilizados em resinas,
revestimentos de superficie, tintas, vernizes e materiais de fricgao en-
tre outros.

No LCCt o cardanol é o principal constituinte e pode ser utili-
zado como molécula basica para a produgao de agentes de cura epdxi,
diluentes e modificadores. As resinas Novolac a base de LCC sdo mo-
némeros industriais versateis e derivados do cardanol que podem ser
propostas para aplicagdes compostas com propriedades térmicas e
mecanicas nos compodsitos finais. As aplicagdes podem ser realizadas
em produtos mais avangados, por exemplo, as aplicagoes em emul-
soes, polimeros, nanomateriais e biotecnologia. Os LCCs pode ser
utilizado como resina em produtos compostos de carbono ou compé-
sitos. Os LCCs tem sido utilizado para produzir biocompésitos refor-
cados como termofixos verdes. As resinas fendlicas a base de cardanol
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tém sido utilizadas como material de matriz/substrato em compdsi-
tos avangados com fibra (FRP).

A maior utilizagdo dos LCCs como mondémero para produtos
poliméricos industriais pode ser uma proposta atraente devido ao
baixo custo, disponibilidade abundante e natureza quimicamente rea-
tiva, entre outros atributos da mistura de fendis lipidicos. O aspecto
mais atrativo do LCC como matéria-prima é o baixo custo, por ser um
subproduto da industria de processamento da castanha de caju apés
a tostagem. Entretanto, ha desvantagens como a ndo uniformidade
na qualidade dos LCCs e variagoes na composi¢dao quando provém de
locais diferentes, insolubilidade e a cor escura pode ser considerada
pouco atraente tém sido obstaculos na utilizagdo dos LCCs em larga
escala. A cor conferida pelo LCC inicial aos polimeros a base de LCC é
um problema sério. As variagoes na composicao e qualidade dos LCCs
e/ou outros problemas relacionados ao subproduto podem ser resol-
vidos por misturas ou adequagdes na composigdo apds o controle de
qualidade.

Os compostos fendlicos sdo substancias com estrutura quimica
que possuem, pelo menos, um anel benzénico (aromatico) no qual pelo
menos um hidrogénio da estrutura é substituido por grupo hidroxila.
O grupo hidroxila aromatico é capaz de doar elétrons ou atomos de
hidrogénio, neutralizando radicais livres e outras espécies que rea-
gem ao oxigénio do radical ou outras espécies quimicas. Os compos-
tos fendlicos possuem atividade antioxidante e, podem ser agrupados
em fendis lipofilicos (lipidicos) e hidrofilicos. Os fendis lipofilicos sao
encontrados em diferentes dleos vegetais, por exemplo, os tocoferdis,
mas a maioria dos fendis hidrofilicos estdao presentes em espécies ve-
getais, nos quais muitas possuem interesse quimiotaxondémico, pro-
priedades e estabilidades diferenciadas, incluindo os 6leos, exsudatos
vegetais e outros (El Riachy et al., 2011a; El Riachy et al., 2011b; Shahidi;
Ambigaipalan, 2015; Peng; Shahidi, 2023; Pasquet et al., 2024).

Os compostos fendlicos possuem disponibilidade como residuo
industrial, potencial de utilizagao, atividade bioldgica/inseticida, que
podem ser precursores e/ou sofrerem modificagdo quimica para uso
diferenciado, biossegurancga/ecotoxicidade e, que devido a origem na-
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tural podem ser reciclados a partir dos residuos agroindustriais. A
bioatividade dos fendis lipidicos é diversa, mas sdo compostos bioa-
tivos e, possuem atividade inseticida para serem propostos como um
recurso agroindustrial disponivel e de baixo custo para o controle po-
pulacional de culicideos e outros insetos vetores e pragas agricolas.

A aplicabilidade pode ser obtida por percepgao, similaridades e
propriedades a partir das plantas que os produzem. Os fendis lipidi-
cos sdo misturas de moléculas de espécies moleculares que possuem
propriedades hidrofilicas e lipofilicas a partir das diferentes com-
posigdes/proporgoes, estruturas e funcionalidades fisico-quimicas e
biolégicas. Os compostos fendlicos sdo moléculas estaveis e a estabi-
lidade é independentemente da afinidade por moléculas de dgua. Al-
guns dos fendis lipidicos podem solubilizar-se parcialmente em agua,
serem neutralizados por bases para produzir moléculas surfactantes
e solugoes/dispersoes/emulsoes estaveis a partir de determinados
graus de neutralizagao por base, quer seja parcial ou total a diferentes
valores de pH (Pasquet et al., 2024).

Para aplicagoes como inseticida, a solubilidade e pH dos fendis
sdo propriedades importantes, principalmente quando precisam ser
adicionados a dgua. O LCCs sao insoluveis ou possuem baixa solubili-
dade e, podem formam goticulas oleosas na superficie ou interior da
solugdo aquosa com a solugao tornando-se ligeiramente 4cida (aprox.
pH 6); a solubilidade é baixa e parcial, de forma geral, poder-se-4 es-
perar que as moléculas dos fendis lipidicos tivessem alguma solubili-
dade devido a ligacédo de hidrogénio entre a dgua e o grupo hidroxila
(OH) do fenol. Entretanto, as diferencgas de polaridade dos grupos nao
permitem a plena solubilidade, a neutralizagdo permite a formagao de
sais que podem ser obtidas por neutralizagao parcial ou total. A for-
macao dos fenolatos podem alterar as polaridades e permitir solubili-
dade dos fendis lipidicos em dgua com atividade inseticida conjugada.
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Solubilidade e pH do fenol

A revisdo da literatura mostrou que estes compostos fendlicos
lipidicos possuem uma solubilidade parcial, principalmente, quando
a molécula fendlica é adicionada a agua e a torna ligeiramente acida
devido a desprotonacéao e ligagao de hidrogénio entre a molécula de
agua e o grupo OH do fenol. Entretanto, apesar das interagdes, a solu-
bilidade € limitada pelo grupo hidrofébico que € relativamente maior
de hidrocarbonetos ligados ao anel aromatico. Estes fatos explicam
por que até um pouco de agua interage e dissolve em parte na mis-
tura fendlica tornando-se liquida. Os fendis possuem um ponto de
fusdo baixo (40°C); a presenga de uma pequena quantidade de dgua,
que pode ser considerada impureza, mas, que pode reduzir o ponto de
fusdo abaixo da temperatura ambiente (Mrazkova; Sumczynski; Or-
savova, 2023).

O fenol quimicamente é um acido fraco, mas mais forte que os
alcoois que possuem o mesmo grupo funcional OH- que pode ocorrer
quando um ion hidrogénio (H') é perdido do OH no fenol, a carga ne-
gativa deixada no atomo de oxigénio pode ser deslocalizada no anel
aromatico; estabilizando-o. A dispersado da carga facilita a liberagao
do ion hidrogénio e, portanto, justifica o fenol ter uma natureza mais
acida que os alcoois. Pode-se comparar também com a acidez dos aci-
dos carboxilicos (-COOH) pela deslocalizagio da carga do dnion car-
boxila que estéa distribuida igualmente nos dois &tomos de oxigénio da
carbonila. Entretanto, a deslocalizagdo é mais eficiente por ressonan-
cia no anel aromatico. Nos acidos carboxilicos, a simetria da estrutu-
ra mostra que a carga € igualmente partilhada por ambos os dtomos
de oxigénio. No grupo aromatico do fenol, a carga negativa pode ser
compartilhada pelos atomos de carbono do anel (Figura1). Os &tomos
de carbono tém menos atragdo por elétrons do que os dtomos de oxi-
génio. Consequentemente, a maior parte da carga negativa perma-
nece no atomo de oxigénio e é menos facil para os ions de hidrogénio
escaparem desse anion (Materska, 2010).
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Figura1 - Deslocalizagéo e estabilizagdo do ion fenéxido.
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Fonte: Materska, 2010.

Os fendis sdo acidos mais fracos que os acidos carboxilicos. En-
tretanto, a depender da estrutura quimica, interagdes e deslocaliza-
¢Oes, outros fendis podem ser mais ou menos acidos que o fenol, de-
pendendo do(s) outro(s) grupo(s) ligado(s) ao anel benzénico. O fenol
é relativamente soluvel em agua, alcool, cloroférmio, éter, glicerol,
dissulfureto de carbono, petrolato, éleos volateis e fixos, hidréxidos
alcalinos aquosos e outros solventes.

Os fendis preferem estar em meio aquoso para perder o hidro-
génio e formar cations como o ion fendxido e sais fenolatos, que refor-
cam a natureza acida dos fendis. As moléculas dos fendis sdo depen-
dentes associarem para formar o ion fendxido e, que podem resultar
em reatividades, estabilidades, solubilidades e atividades biolégicas
diferenciadas (Mikolajczak; Tariska; Ogrodowska, 2021).

Os fendis tendem a ser acidos fracos com o equilibrio deslocan-
do-se para a esquerda (forma nao dissociada). Outros fendis podem
ser mais ou menos acidos do que o fenol a depender dos grupos liga-
dos ao anel aromatico. Estas moléculas na presenga de uma base forte
como NaOH pode ser neutralizada (reagao de salificagao) e, deslocar
o equilibrio para a direita, formando o ion fendxido, a medida que a
base remove o ion hidrénio da hidroxila fendlica e, o substitui pelo ion
sédio (metal) (Figura 2).
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Figura 2 - Equilibrio da molécula do fenol/ion fendéxido em meio aquoso.

-H 07
¥ H,0 - é + H%0

Fenol lon fenoxi

Fonte: Mikolajczak; Tariska; Ogrodowska, 2021.

Os lipidios fendlicos sao considerados compostos com ativida-
des multifuncionais, pois possuem grupos funcionais diversificados
em compostos derivados de mono e di-hidroxifenéis (fenol, catecol,
resorcinol, hidroquinona e outros) com atividade biolégica diferencia-
da. O carater anfifilico destas moléculas permite a intensa atividade
celular e pode desempenhar papel biolégico nos organismos, princi-
palmente no sistema digestério e em pHs préximos da neutralidade,
podendo interagir com proteinas e outros compostos intra e extra-
celulares. Por outro lado, a funcionalidade biolégica como moléculas
pro-surfactantes € Unica e, decorre do carater anfifilico que permite
as interagdes e/ou incorporagao nos constituintes celulares, mem-
branas lipossémicas e até eritrécitos (Meshginfar et al., 2021; Shahidi;
Dissanayaka, 2023).

Fenois lipidicos, atividade bioldgica
e ecotoxicidade

A atividade bioldgica pode ser avaliada por ensaios de ecotoxici-
dade para anélise e garantia de biosseguranga dos produtos derivados
de fendis lipidicos. Os ensaios de ecotoxicidade buscam a determina-
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¢ao do potencial téxico da molécula quimica e/ou misturas complexas
dessas espécies moleculares que possuem atividade bioldgica e, que
podem causar efeitos téxicos e/ou poluentes no ambiente por respos-
ta de organismos vivos.

Os estudos fisico-quimicos e biolégicos podem ser combinados
para a prospecgao de novas moléculas inseticidas com abrangéncia
de atividade e utilizagao, i.e. estas possam ser moléculas para diferen-
tes aplicagoes. Ecotoxicidade pode ser realizado e/ou complementar
metodologias que considerem os padroes de emissao e de qualidade
de aguas residuais no controle da poluigcao das aguas, ar e solos.

Os ensaios de ecotoxicidade sao metodologias importantes para
compreensao, impactos e até o dimensionamento de atividades so-
cioecondmicas para avaliagao de impactos e recursos naturais. Os re-
sultados podem ser utilizados para agdes ou praticas que objetivem a
reducgao da toxicidade e dos impactos com vista a melhoria da quali-
dade ambiental.

O langamento de substancias ou produtos téxicos e/ou biologi-
camente ativos precisam ser monitorados, quantificados e avaliados
e, os indices atualizados, de forma continua, para a garantia do con-
trole e/ou sobrevivéncia dos organismos e/ou espécies no ambiente.

Nos ensaios ecotoxicoldgicos podem ser utilizados diferentes
ensaios e organismos alvos e nédo alvos. No ensaio de ecotoxicidade
crdnica, o organismo aquatico utilizado é o microcrustaceo Ceriodaph-
nia dubia. As respostas podem avaliar o efeito agudo, efeito crénico e
nao toxico, descrevem os efeitos deletérios sobre organismos aqua-
ticos a partir das respostas descritas. O efeito agudo é considerado
uma resposta severa e rapida a um estimulo, a qual se manifesta nos
organismos aquaticos em tempos curtos (0 a 48 horas), pode-se ter a
morte ou letargia nas espécies amostradas; o efeito crénico tem como
resposta ao estimulo que continua por longos periodos (1/10 do ciclo
vital do organismo até a totalidade da vida) de exposigdo do organis-
mo ao poluente e, expressa por alteragoes/mudangas comportamen-
tais, fisiolégicas, genéticas, reprodugao, entre outros.

A partir destas respostas biolégicas e efeitos téxicos agudo ou
crénico nas amostras, pode-se considerar que as respectivas amos-
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tras ambientais nos espagos que foram coletadas, e avaliadas nao
apresentam condigdes para a manutengao da vida aquatica, terrestre
ou até aérea em alguns casos. Os ensaios ecotoxicolégicos devem ser
realizados e, sao partes importantes dos estudos e propostas de no-
vos produtos biologicamente ativos e, trazem contribuigao importan-
te para a biossegurancga e usos dos produtos inseticidas que podem
ser representados por uma unica ou diferentes espécies quimicas em
mistura, formulagdes e dispositivos de contencao e liberagao lenta
dos produtos, de forma continua nos espagos de controle das espécies
alvo, incluindo, por exemplo, o controle populacional de insetos veto-
res e pragas agricolas.

Fenois lipidicos: LCCt e atividade biolégica
inseticida

Os esforcos de pesquisa para contengédo da propagagao e inci-
déncias de arboviroses exigem novos produtos, estratégias e formas
de controle populacional mais efetivas de insetos vetores (Zara et al.,
2016). Os usos inseticidas e larvicidas quimicos sdo considerados a
ultima barreira de controle rapido, baseado em inseticidas sintéticos
que atuam como agentes neurotdxicos, analogos de horménio juve-
nil, inibidores de sintese de quitina e outros, que ocasionam a morte
ou dificuldades na reproducgéao a partir das larvas e, que pode afetar
o desenvolvimento a partir dos estaddios até o inseto adulto (alado) e,
que pode reduzir a incidéncia e impactos de doengas na satude publica
(Braga; Valle, 2007; Zara et al., 2016; WHO, 2014; WHO, 2017; WHO,
2018, WHO, 2024).

Os larvicidas quimicos aprovados pelas diretrizes da Organiza-
¢do Mundial da Satde para o controle do Ae. aegypti sdo: diflubenzu-
ron e novaluron (benzoilureias), pirimifos-metil (tiofosfato orgénico),
piriproxyfen (éter piridiloxypropil) e temephos (organofosfato) (WHO,
2017). Entretanto, devido ao aumento dos niveis de resisténcia dos in-
setos aos larvicidas quimicos, esses métodos de controle se tornam
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limitados e pouco eficientes no controle populacional quando avalia-
das as décadas de controle realizado (WHO, 2009; Araujo et al., 2015;
Loéwy, 2017; Poncio et al., 2023); apesar de pesquisas recentes demons-
traram que o uso de inseticidas sintéticos apresenta elevada toxicida-
de para organismos néo alvos (Ara; Haque, 2021; Nath; Puzari; Jamir,
2024; Epa, 2024).

Apesar dos avangos nos inseticidas sintéticos, os desafios rela-
cionados ao controle do Ae. aegypti e da rapida disseminacao das ar-
boviroses em todo o mundo continuam. Este fato considera essencial
a adogao de novos produtos e estratégias para controle populacional
do vetor (Zara et al., 2016). Os principios da Quimica Verde podem
nortear a sintese ou produgao de novos inseticidas, reciclagem e até a
reutilizacdo de residuos de origem vegetal produzidos em larga esca-
la como fonte de moléculas ativas e, que devem ser valorados e, ainda
possui baixo custo. Os residuos oriundos de agroindustrias, sao al-
ternativas interessantes para sintese ou produgao de novos produtos
com atividade bioldgica, incluindo atividade inseticida (Lomonaco et
al., 2009), em especial, com potencial para controle de insetos vetores
em estagios imaturos, nos criadouros, e até adultos (alados) (WHO,
20009).

Em razao disso, atencgao especial tem sido voltada aos residuos
agroindustriais por serem provenientes de fontes naturais de com-
postos bioativos que, quando empregada tecnologia adequada, po-
dem ser convertidos em produtos comerciais de alto valor agregado
(Laufenberg; Kunz; Nystroem, 2003; Pelizer; Pontieri; Moraes, 2007).
O uso de residuos agroindustriais com moléculas bioativas e/ou po-
tencial larvicida pode auxiliar no controle de doengas de transmissao
vetorial (Carvalho et al, 2019; Kala et al., 2019; Jorge et al., 2020). A
busca pela reutilizagao de residuos agroindustriais de modo eficiente
é parte fundamental para pesquisas e garantia da sintese de novos
produtos que sejam sustentaveis, ambientalmente seguros e econo-
micamente vidveis a partir da sua eficacia no controle dos insetos al-
vos a partir de varias formas de apresentacao, sitios alvos e/ou meta-
bolismo (Conway; Haslitt; Swarts, 2023; Guzman et al., 2024; Ferrero
et al., 2024).
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A espécie Anacardium occidentale L. (cajueiro), € uma arvore tro-
pical nativa da regido nordeste do Brasil (Asogwa; Hammed; Ndu-
buaku, 2008; Silva et al., 2018), amplamente cultivada no mundo todo,
principalmente na Asia, India e no leste da Africa, devido aos frutos
comestiveis, compostos medicinais, propriedades da madeira e ou-
tros (Trevisan et al., 2006; Lomonaco; Mele; Mazzetto, 2017).

A anadlise a partir da cadeia de produgao do caju diz-se que o
caju é uma fruta, constituido pelo péndulo (pseudofruto) e pelo fru-
to (castanha). Na casca da castanha (mesorcapo), encontra-se um 6leo
viscoso de cor marrom-avermelhado que pode ser extraido ou exsuda
por prensagem, solvente ou aquecimento e, denominado LCCn. Este
composto é majoritariamente constituido por acido anacardico (60-
70%), cardanol (10-20%), cardol (3-10%) e 2-metilcardol (2-5%) (Mazze-
tto; Lomonaco; Mele, 2009; Lomonaco; Mele; Mazzetto, 2017).

Uma caracteristica estrutural importante dos acidos anacardi-
cos é grau de insaturagao da cadeia carbénica, essa diferenga também
reflete no grau de polaridade das moléculas (Chung et al., 2024). Essas
variagoes das insaturagoes e do tamanho da cadeia lateral influen-
ciam diretamente na atividade biolégica dos adcidos anacardicos apre-
sentando uma maior, menor ou nenhuma eficicia para determinada
aplicacao (Figura 3).
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Figura 3 - Principais constituintes do liquido da casca do caju in natura
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Fonte: Chung et al., 2024.

Diversas técnicas podem ser empregadas para a extragdao do
produto oleoso, e estas podem ser classificadas como mecanicas, qui-
micas (extragao por solvente) e térmicas (extragdo por pirdlise) e dife-
rentes aplicagdes podem ser propostas (Lomonaco; Mele; Mazzetto,
2017; Mgaya et al., 2019; Mubofu; Mgaya, 2018).

A depender do processo de extragao a frio (prensagem ou sol-
vente) ou a quente (tostagem), pode-se ter o LCCn ou LCCt apds o
tratamento térmico na tostagem, as composigdes dos LCCs sao alte-
radas e possuem diferentes % e tipos de fendis lipidicos. O LCCn é rico
em 4acido anacardico e cardol e o LCCt rico em cardanol apds a des-
carboxilagédo por tratamento térmico do acido anacardico (Tabela 1).
Estas composigoes de LCCs sdo diferenciadas em composigao, tipos,
propriedades e, dependem do processo extragao, origem da castanha
do caju e outros (Rodrigues et al., 2011).
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Tabela 1 - Composigao do liquido da casca da castanha de caju (LCC)
natural e técnico.

Compostos fenélicos LCC natural (%) LCC técnico (%)

Acido Anacardico 72,0 a 82,0 1,0a2,0
Cardanol 1,5a9,0 68,0 2 95,0
Cardol 14,0 a 20,0 4,0 a20,0
2-metil cardol 1,5a4,0 1,0 24,0

Fonte: Elaborado pelos autores, 2024. Adaptado de Anoopkumar et al., 2024.

A revisao da literatura foi realizada e estudos realizados pelo
grupo de pesquisa confirmam a atividade bioldgica/inseticida e até
atividades biolégicas complementares. A atividade biolégica dos LCCs
tem sido relatada por diferentes autores, por exemplo, Carvalho et al.
(2019) que relataram atividade larvicida e pupicida do LCCn e LCCt em
Ae. aegypti e Cx quinquefasciatus. Os LCCs possuem atividade larvici-
da e pupicida comprovada contra Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus
com intervalos de concentragdes varidveis a partir da composigao das
fragoes. As fragoes do éleo de A. occidentale exerceram efeitos larvi-
cidas contra ambas as espécies de mosquitos (CL50 5,4-22,6 mg/L), e
foram eficazes contra pupas (CL50 90,8-109,7 mg/L). De todas as fra-
¢Oes testadas, o cardol demonstrou os efeitos larvicidas e pupicidas
mais fortes e apresentou atividade residual mais prolongada contra
as larvas e pupas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus em condigoes de
campo (Carvalho et al.,, 2019).

No processamento industrial, quando o LCCn é submetido a
altas temperaturas (180-190°C), o acido anacardico, principal consti-
tuinte, passa por um processo de descarboxilagio, sendo transforma-
do em cardanol, obtendo-se entdao o LCCt que é composto principal
(Rodrigues et al., 2011). A constituigao do liquido contém cardanol (60-
70%), cardol (10-20%) e 2-metilcardol (2-5%) (Lomonaco; Mele; Mazze-
tto, 2017). O LCCt é obtido através de técnicas de tostagem (Gedam;
Sampathkumaran, 1986; Kumar; Dinesha; Rosen, 2018; Nyirenda et al.,
2021; Lomonaco; Mele; Mazzetto, 2017), processamento em banho de
6leo quente (Gedam; Sampathkumaran, 1986; Lomonaco; Mele; Maze-
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tto, 2017) ou até utilizando fogdes solares (Subbarao; Krishna Prasad;
Prasad, 2011) entre muitos.

Neste contexto, os LCCs sdo alternativas para controle popu-
lacional do mosquito Ae. aegypti e outros culicideos, por ser commo-
dity e residuo agroindustrial de baixo custo com valor de US$ 300/
tonelada (Matos; Silva; Vieira, 2008), sendo produzido cerca de 1 mi-
lhao de toneladas, anualmente (Amorati et al., 2001; Lomonco; Mele;
Mazzetto, 2017); o composto possui lipidios fendlicos com atividade
biolégica e potencial inseticida (Lomonaco et al., 2009; Guissoni et al.,
2013; Torres; Garbo; Walde, 2015; Carvalho et al., 2019). Este produto
possui atividade bioldgica e larvicida que provém de fontes naturais
e, sendo proposto como promissor com intervalos de CL_| inferior a
50 mg/L e a 100 mg/L, i.e sendo considerado como ativo e/ou modera-
damente ativo (Cheng et al., 2003; Kiran et al., 2006); neste intervalo
Komalamisra et al. (2005) consideram que compostos ou misturas de
compostos com CL_ entre 100 e 750 mg/L podem ser considerados
e classificados como eficazes, e com CL_ maiores que 750 mg/L, s&o
classificados como inativos.

Os estudos disponiveis na literatura indicam o potencial inse-
ticida larvicida e pupicida de residuos da castanha de caju contendo
fendis lipidicos para controle populacional do Ae. aegypti a partir da
atividade larvicida (Lomonaco et al., 2009; Carvalho et al., 2019) e, com
atividade biolégica para microrganismos que pode ser utilizado nos
criadouros como opgdo complementar na reprodugéo por alterar ou
induzir condigdes néo favoraveis a microbiota dos criadouros (Souza
et al., 2022).

Os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secunda-
rio das plantas e essenciais para crescimento, reproducao e defesa a
partir de condigboes de estresse (microrganismos, lesées, mudangas
climaticas severas, deficiéncia nutricional, entre outros). Os compos-
tos que constituem o LCCt apds a transformacgao térmica no proces-
samento industrial sdo prioritariamente cardandis e, podem ser reci-
clados e reutilizados para diferentes propédsitos.

A disponibilidade dos residuos agroindustriais que possuem
baixo custo, facilidade de processamento e podem ser neutralizados

196



com a manutengao da atividade bioldgica permite a proposta de no-
vos inseticidas que tem crescido devido a intensa atividade bioldgica/
inseticida. Interessante perceber que a atividade/mecanismos envol-
vem a oxidagao lipidica, producgao de radicais livres e interferéncias
metabdlicas, assim, podem ser propostos como ativos multifuncio-
nais em formulagoes inseticidas para o controle populacional de inse-
tos vetores e pragas agricolas.

Considerando o potencial dos residuos agroindustriais que pos-
suem atividade bioldgica e inseticida; os subprodutos agroindustriais
como os LCCs, mas, principalmente os LCCt, podem ser utilizado
como fonte de bioativos para inumeras aplicagoes, incluindo produ-
tos multifuncionais e/ou estratégias inteligentes para controle popu-
lacional do inseto vetor, uma vez que os custos de produgao sdo mais
baixos e as tecnologias simples quando comparados ao processamen-
to do LCCn, que chegam a ser vendidos por, aproximadamente, 0,15-
0,30 USD/kg; apesar das variagdes cambiais (Mazzetto; Lomonaco;
Mele, 20009).

Entretanto, no que se refere a atividade larvicida, o principal
fator limitante para o uso do LCCt esta relacionado a sua hidrofobi-
cidade, que dificulta a aplicagdo em ambientes aquaticos onde estédo
os criadouros de larvas do Ae. aegypti (Almanzor; Ho; Carvajal, 2016;
Dhar-Chowdhury et al., 2016; Kumar; Dinesha; Rosen, 2018; Jorge et
al., 2020). Diante disso, tornaram-se recorrentes estudos que reali-
zem novos produtos ndo convencionais, processos e/ou modificagoes
quimicas no LCCt, a fim de torna-lo mais hidrossoluvel e potencializa-
¢ao da atividade inseticida (Kala et al., 2019).

A efetividade e atividade inseticidas dos fendis lipidicos livre/
modificados, neutralizados e na forma de emulsao foram publicados
em estudos de ecotoxicidade sdo mostrados nas Tabelas 2, 3 e 4 para
organismos nao alvos. Pode-se perceber que, em geral, os bioprodu-
tos derivados do LCCt (residuo agroindustrial da cadeia produtiva
do caju) obtidos a partir das reagdes com bases inorgéanicas (NaOH e
KOH) foram relativamente mais téxicos para o Ae. aegypti.

Jorge et al. (2020) realizaram uma sulfonagdo do LCCt com aci-
do sulfirico fumegante e hidréoxido de sédio, obtendo uma mistu-
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ra, LCCt-sulfonato de sédio (mistura LCCtSNa) com propriedades
surfactantes. Porém, apds a modificagdo, o produto perdeu a ativi-
dade larvicida. No entanto, nesse mesmo estudo, quando emulsio-
nado (emulséo 1:6; 1 LCCt + mistura 6 LCCtSNa), o produto gerado
(emulsao LCCt + LCCtSNa) recuperou atividade larvicida com CL,,
de 110,6 mg/L (Tabela 2), em larvas de Ae. aegypti.

Tabela 2 - Concentragéo inibitéria (CI), efetiva (CE) e letal (CL) em valores
de 50% (CI/E/LSO) dos testes realizados nos diferentes organismos para
determinagao da toxicidade, com nivel de confianga de 95%.

Organismo Endpoint | LCCt(mg/L) | LCCtSNa Emulsio
(mg/L) (mg/L)

Pseudokirchneriella 0,33 7,10 2,10
subcapitata (0,30-0,37) (5,60-15,40) (1,96-2,17)
Daphnia similis CESO 0,12 0,75 1,05
(0,09-0,15) (0,64-0,89) (0,91-1,26)
Oreochromis niloticus CLSo 25,46 250,30 41,44
(23,63-27.42) | (242,24-258,62) | (39,06-43,89)

Legenda: LCCt, liquido da casca da castanha de caju modificado termicamente apds a tosta-
gem; LCCtSNa, LCCt-sulfonato de sédio.
Fonte: Adaptado de Jorge et al., 2022.

A atividade larvicida esta relacionada com a presencga de insa-
turacao na cauda apolar dos fendis lipidicos, tornando-os capazes de
alterar a permeagdo da membrana celular e induzir toxicidade em lar-
vas de Ae. aegypti. A emulsdo LCCt + LCCtSNa proporcionou atividade
larvicida em Ae. aegypti com a solubilidade, que é importante proprie-
dade para a dispersao e atividade inseticida nos criadouros aquaticos.
A atividade biolégica pode ser conferida as emulsoes e, relacionada
as micelas que sao vesiculas que podem a partir do solvente ter core
diferenciado na produgédo de emulsdes com tamanho e distribuigéao
diferenciados. Por apresentarem dimensdes menores, nano ou micro
funcionam como carreadores para transporte, penetragdo e danos
nas células e/ou metabolismo no organismo das larvas com intensos
danos celulares e metabdlicos, incluindo a apoptose e necrose celular
e morte do inseto.
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Nascimento et al. (2022) obtiveram os bioprodutos derivados do
LCCt através de reagoes com bases inorganicas, Hidréxido de Sédio
(NaOH) e Hidréxido de Potassio (KOH); e organicas, Monoetanolami-
na (MEA), Dietanolamina (DEA) e Trietanolamina (TEA), por neutra-
lizagao parcial das hidroxilas fendlicas totais. Todos os bioprodutos
derivados do LCCt apresentaram CL_ -24h inferior a 5 mg/L para as
larvas da linhagem Rockefeller. Os estudos mostraram que as concen-
tragoes estdo abaixo de 12 mg/L (ppm; mg/L) para as larvas da linha-
gem Dourados (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentragéo inibitéria (CI), efetiva (CE) e letal (CL) em valores
de 50% (CI/E/LSO) dos testes realizados nos diferentes organismos para
determinagdo da toxicidade, com nivel de confianga de 95%.

Organismo | Endpoint | LCCtNa | LCCtK | LCCtMEA | LCCtDEA | LCCtTEA
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Pseudokir- 0,49 0,73 1,14 1,10 1,11

chneriella (0,46- (0,64- (0,96-1,32) |(0,83-1,39) | (0,82-1,27)

subcapitata 0,53) 0,83)

Daphnia CE_ 1,15 0,89 112 2,28 1,04

similis (0,77- (0,51- (0,84-1,51) |(1,81-2,89) | (0,71-1,53)
1,74) 1,56)

Oreochromis CL,, 210,63 254,35 519,48 225,32 221,49

niloticus (193.39- | (235,02- | (501,07- (208,35- | (212,87-
229,41) |275,28) |53857) 243,68) 230,46)

Legenda: LCCt, liquido da casca da castanha de caju modificado termicamente apés a
tostagem; LCCtNa, LCCt-neutralizado com NaOH; LCCtK; LCCt-neutralizado com KOH;
LCCtMEA, LCCt-neutralizado com monoetanolamina; LCCtTEA, LCCt-neutralizado com
trietanolamina.

Fonte: Adaptado de Nascimento et al., 2022; 2024.

Em geral, os bioprodutos derivados do LCCt (residuo agroindus-
trial da cadeia produtiva do caju) obtidos a partir das reagdes com
bases inorgénicas (NaOH e KOH) foram relativamente mais téxicos
para ambas as linhagens de Ae. aegypti (Tabelas 2, 3 e 4). Embora nao
tenham sido observadas diferencas estatisticas entre os valores de
CL,, para todos os ativos nos testes com a linhagem Rockefeller, os
resultados mostraram que o LCCtK obtido a partir da neutralizagdo
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do LCCt com KOH apresentou a maior atividade larvicida (CL_ de 1,98
mg/L).

Tabela 4 - Concentragao inibitéria (CI), efetiva (CE) e letal (CL) em valores
de 50% (CI/E/L, ) dos testes realizados nos diferentes organismos para
determinagao da toxicidade, com nivel de confianca de 95% (dados néo
publicados).

LCCtNa 50% (mg/L)

Pseudokirchneriella CI, 0,70
subcapitata (0,62-0,79)
Daphnia similis CE_, 0,47
(0,37-0,59)
Oreochromis niloticus CL,, 190,84
(160,68-226,67)

Legenda: LCCtNa, liquido da casca da castanha de caju modificado termicamente apds a
tostagem neutralizado com NaOH.
Fonte: Dados adaptados de Nascimento et al., 2022.

A solubilidade dos fendis lipidicos pode ser aumentada a partir
da neutralizagdo com manutengao da atividade biolégica. A atividade
larvicida dos bioprodutos do LCCt livre, parcial e total neutralizado
(por exemplo, o sal LCCtNa) estd relacionada com as cadeias carboni-
cas insaturadas e a sua integridade. As insaturagdes na cauda apo-
lar dos fendis lipidicos mantém a atividade bioldgica e inseticida. A
neutralizagao parcial do LCCt produz diferentes misturas ativas com
maior hidrossolubilidade aquosa que depende do grau de neutraliza-
¢do, mas permite com facilidade de emulsdes estaveis por agitacao e
veiculagdo das espécies auto-agregadas (micelas) no metabolisto do
inseto, principalmente, para o exercicio da atividade in situ do LCCt
encapsulado no nucleo (core) da micela, quando em microambientes
aquosos. O nucleo (core) de LCCt nao neutralizado, pode ser nano ou
microencapsulado e estavel nas emulsdes produzidas com o LCCt
neutralizado (sal). Esta neutralizagdo néo altera a cadeia carbénica
insaturada e, esta porgao ativa da molécula estd conservada e pode
ancorar nas células e/ou metabolismo do inseto, realizar a permeacao
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celular e atividade bioldgica in situ induzindo danos celulares conti-
nuos no metabolismo do inseto.

As neutralizagoes parciais do LCCt podem ser realizadas a partir
da hidroxila fendlica com diferentes porcentagens de NaOH em base
molar e/ou percentuais (%), pelo mesmo processo descrito na patente
Produto baseado em LCC para controle de insetos vetores, parasitas
e pragas agricolas (proc.: BR 10 2019 014226 0) (Arruda et al., 2019).
Buscou-se determinar concentragdo de NaOH e % de neutralizagao
e a influéncia na solubilidade e atividade biolégica a partir de mistu-
ras LCCs com a formacgao dos sais sédicos (fenolatos) e/ou eficacia da
atividade larvicida relacionada as misturas parciais ou total neutra-
lizadas; além de produzir emulsoes com dispersibilidade/solubilidade
do produto final como um inseticida obtido de residuo agroindustrial,
na forma de parcialmente emulsificado e/ou auto-emulsionavel que
tem potencial como produto de tecnologia social. Os processos sdo
simples e obtidos por neutralizagao, baixo custo e com eficicia para
controle de insetos vetores e pragas com potencial uso nas comuni-
dades carentes. A pesquisa com o LCCt foi realizada e obtidos 10 (dez)
bioativos derivados do LCCt neutralizados com NaOH (LCCtNa) nas
porcentagens (%) de 1; 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 50; 75 e 100%, que apre-
sentaram atividade larvicida com CL50 de 11,98; 12,87; 17.4; 10,56; 8,76;
9,15; 6,44; 5,94; 7,64 e 8,39 mg/L, respectivamente.

Os resultados dos estudos do grupo de pesquisa mostraram que
a maior atividade inseticida/larvicida foi encontrada no intervalo de
neutralizacao de 25%-100% que pode ser utilizado para a produgao
de produtos auto-emulsionaveis e para controle populacional de for-
mas imaturas do Ae. aegypti, uma vez que a neutralizagao de 25%-50%
apresentou maior atividade larvicidas (CLSO 6,44-5,94 mg/L), menor
quantidade de NaOH utilizado na neutralizagdo e melhor formacao
de solugdes e/ou particulas auto-emulsionaveis. A garantia e a valida-
¢ao dos resultados podem estar baseadas na solubilidade, estabilidade
e capacidade de formacao de micelas LCCt-LCCtNa na faixa de 25%-
100% em agua.

Experimentos com LCCt neutralizados parcial e total (100%) de-
monstraram que as melhores condigdes de solubilidades e atividade
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bioldgica foram obtidas a partir de 50% de neutralizagao com NaOH,
com potencial de formagao de emulsoes estaveis com LCCt e, uma
distribuigao de tamanhos de particulas com distribuicao de tamanho
com nano e microcapsulas de LCCt+LCCtNa. A analise mostrou que
a neutralizagdo parcial do LCCt e a mistura de LCCt e LCCtNa (neu-
tralizado) com diferentes neutralizantes organicos (aminas; monoe-
tanolamina, dietanolamina e trietanolamina e outras) e inorgéanicos
(NaOH e outros) que podem ser sugeridos para a produgéo de siste-
mas inseticidas micelares (LCCt+LCCtNa) que possuem estabilidade
adequada para permitir o carreamento/veiculagao com intensa ati-
vidade biolégica que pode ser proposta como uma estratégia de con-
trole populacional a partir de produtos ndo convencionais baseados
em ativos vegetais e/ou residuos agroindustriais (Ghosh; Mukhertjee;
Chandrasekaran, 2013; Mustafa; Hussein, 2020; Andrade; Guilger-Ca-
sagrande; Germano-Costa, 2022; Mohapatra; Chandrasekaran, 2023;
Duarte et al.,, 2024).

Os inseticidas baseados em fendis lipidicos com maior grau de
neutralizagao (>50%) podem ser sugeridos e utilizados para emulsdo
e/ou potencializagao de efeitos biolégicos na forma de misturas com
outros produtos, incluindo produtos inseticidas convencionais e nao
convencionais que sejam compativeis com surfactantes anionicos e/ou
outros inseticidas a partir dos estudos de compatibilidade.

Os fendis lipidicos podem ser propostos como inseticidas e/ou
sistemas inseticidas para o controle populacional do inseto que pos-
sui adaptabilidade e competéncia vetorial devido as condi¢des de adap-
tacdo antropofilicas do Ae. aegypti no meio urbano e periurbano com
parte complementar de controle a partir do ciclo de reprodugao nos
meios aquaticos, por exemplo, depdsitos de dgua. Os sistemas de emul-
sdo LCCt+LCCtNa for proposto pode-se considerar que os biolarvicidas
sdo sistemas auto-emulsionaveis com vantagens de preparo, atividade
e aplicagoes a partir de diluigdes sucessivas, incluindo até as aguas re-
siduais e/ou descartes no ecossistema aquatico, caso estes sejam langa-
dos em mananciais que possuem atividade bioldgica.

Neste aspecto, a ecotoxicologia é parte importante para a uti-
lizagdo de novos produtos no controle populacional do inseto vetor;
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entretanto, a realizagdo dos estudos de forma continuada permite
avaliar a eficiéncia e seguranga ambiental destes produtos bioativos
baseados em LCCt e, permitindo identificar os riscos ecotoxicoldégi-
cos para organismos aquaticos nao alvos; pois a ecotoxicologia é o
ramo da toxicologia que estuda os efeitos adversos de espécies qui-
micas sobre o ecossistema, principalmente aquatico (Aradjo; Caldas;
Oliveira-Filho, 2022; Gambardella; Pinsino, 2022). Os ecossistemas
aquaticos sao considerados destinos de grande variedade e quanti-
dade de contaminantes (Zagatto; Bertoletti, 2008); e para avaliar os
efeitos dos contaminantes quimicos para biota aquatica, pode-se uti-
lizar a partir da caracterizagao fisico-quimica a biolégica com ensaios
de toxicidade com organismos aquaticos em condi¢des de laboratério
(Niva; Brown, 2019; Tlili; Mouneyrac, 2021; Wang et al., 2021; Braga et
al., 2024).

Os ensaios ecotoxicolégicos sdo estudos baseados na exposi-
cdo de organismos-testes que sejam representativos do ambiente a
diferentes concentragdes da substancia e/ou mistura de substancias
por um periodo temporal. Nestes ensaios sao avaliados os efeitos das
espécies quimicas sobre as fungoes bioldgicas do organismo, danos
metabdlicos e morte, que podem afetar a biodiversidade terrestre e
aquatica (Sisinno; Oliveira-Filho, 2013; Niva; Brown, 2019; Tlili; Mou-
neyrac, 2021).

No geral, é recomendavel que os efeitos téxicos destas substan-
cias sejam avaliados em diferentes organismos aquaticos pertencen-
tes a pelo menos 3 (trés) niveis tréficos distintos da cadeia alimentar
(Sisinno; Oliveira-Filho, 2013; Ford et al., 2021), como produtores: mi-
croalgas unicelulares; consumidores primarios: Cladoceras; e consu-
midores secundarios: diferentes espécies de peixes (Nascimento et al.,
2022; Jorge et al., 2022). Visto que, devido a complexidade dos ecossis-
temas naturais e as interagoes entre os seres vivos, danos a qualquer
um destes organismos podem gerar impacto em todo o ecossistema
aquatico ou néo (FAO, 2024).

As microalgas sdo organismos essenciais aos ecossistemas
aquaticos, pois incorporam a energia obtida do sol a biomassa. Sao
responsaveis pela producao de oxigénio e servem de alimento para
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a maioria dos peixes e invertebrados presentes nesse ambiente (Sa-
tyavani et al., 2012; Sisinno; Oliveira-Filho, 2013). Os efeitos téxicos
gerados por agentes téxicos sobre esses organismos podem resultar
numa redugao de oxigénio e na produgao de substancias primarias
que afetam a cadeia alimentar nos ecossistemas aquaticos, impactan-
do diretamente o meio ambiente (Cetin; Yanikoglu, 2006). Dentre os
procedimentos recomendados para avaliagdo toxicoldégica em algas,
destacam-se os estudos de inibigao do crescimento da biomassa alga-
cea, que sao utilizados na avaliagdo de risco aquética (Sisinno; Olivei-
ra-Filho, 2021). Entre as espécies de algas mais utilizadas, merecem
destaque a espécie Pseudokirchneriella subcapitata, anteriormente
denominada Selenastrum capricornutum, e Rhapidocelis subcapitata,
que é considerada uma espécie modelo para algas de 4gua doce e, po-
dem ser Uteis nos ensaios ecotoxicoldgicos (Heijerick; Schamphelae-
re; Janssen, 2002; Machado; Soares, 2024). Internacionalmente, para
a realizagao desse ensaio, sdo utilizados os protocolos de inibigao de
crescimento de algas da Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD, 2011). Particularmente no Brasil, o método de
ensaio com algas (Chlorophyceae) é padronizada pela Associagdo Bra-
sileira de Normas Técnicas (ABNT-NBR 12648, 2018). Norma espe-
cifica, um método para avaliagao da toxicidade cronica de amostras
liquidas e produtos/substancias quimicas soltuveis ou dispersas em
agua para as microalgas Chlorella vulgaris, Desmodesmus subspicatus,
Monoraphidium dybowskii, Raphidocelis subcapitata (sinonimia Pseu-
dokirchneriella subcapitata) e outras.

Os microcrustaceos sdo consumidores primarios utilizados na
maioria das baterias de ensaios ecotoxicoldgicos, devido a facilidade
de cultivo em laboratdrio e sua importancia em diversas cadeias ali-
mentares como fonte de alimento para peixes (Silva et al., 2020). Des-
taca-se a observagao do efeito dos agentes téxicos sobre a mobilidade
de microcrustaceos de dgua doce da ordem Cladocera e do género
Daphnia (APHA, 1998; Sisinno; Oliveira-Filho, 2021). Ademais, a repro-
dugdo assexuada desses organismos por partenogénese assegura a
geragao de individuos geneticamente idénticos, ou seja, proporciona
organismos-testes com sensibilidade relativamente constante (Bu-
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ratini; Bertolleti; Zagatto, 2004). A espécie Daphnia magna é a mais
utilizada internacionalmente, junto com o protocolo de imobilizagao
aguda da OECD 202 (OECD 2004). No entanto, no Brasil os testes de
toxicidade sao comumente conduzidos com a espécie Daphnia similis
(Buratini; Bertolleti; Zagatto, 2004), que é recomendada como orga-
nismo-teste pelo método de ensaio com Daphnia spp. da ABNT-NBR
12713 (2022).

Muitas espécies de peixes podem ser utilizadas como bioindica-
dores dos ecossistemas aquaticos (Costa et al., 2008). Sdo consumido-
res secundarios e representam os vertebrados nas avaliagoes ecotoxi-
coldgicas (Sisinno; Oliveira-Filho, 2021). Dentre as espécies de peixe,
destaca-se a espécie Oreochromis niloticus, conhecida como tilapia do
Nilo, que é um peixe comercial importante no Egito e no mundo (El-
-Sayed, 2006).

A tilapia do Nilo é conhecida como um adequado organismo
modelo em pesquisas toxicoldgicas, especialmente na avaliagdo da
seguranga ambiental de agentes quimicos, devido ao facil manuseio,
aquicultura e manutengao em laboratério, e por ser uma espécie que
responde rapidamente a alteragdes ambientais (Almeida; Wethin-
gton; Kessler, 2002; Garcia-Santos; Fontainhas-Fernandes; Wilson,
2006). Os ensaios de toxicidade aguda com peixes tém na letalidade
seu principal desfecho (Sisinno; Oliveira-Filho, 2021). Sendo os proto-
colos de toxicidade aguda em peixes da OECD 203 (2019), assim como
as diretrizes brasileiras do método de ensaio com peixes (Cyprinidae)
da ABNT-NBR 15088 (2022), as normalmente utilizadas.

Para exemplificar os estudos ecotoxicolégicos potenciais e a sua
importancia, as Tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados da atividade
inseticida/larvicida e o potencial biolégico de misturas e/ou espécies
inseticidas propostas a partir de fendis lipidicos do LCCt por neutra-
lizagao total e parcial com diferentes bases inorgénicas e orgénicas
para controle de culicideos, i.e Ae. aegypti. A neutralizagdo dos fendis
lipidicos permite manter a estrutura molecular intacta, analise da re-
lagao estrutura-atividade e, precisar a atividade bioldgica dos cons-
tituintes do LCCt, principalmente, de cardandis e estruturas simila-
res com dados da literatura. A modificagao por neutralizagdo permite

205



ainda agregar propriedades de solubilizagdo, agregagao molecular
e estabilizagdo/estabilidade das emulsdes por formacao de vesicu-
las como nano e microestruturas (micelas) que podem ser utilizadas
para a veiculagao do ativo insoluvel e toxicidade no metabolismo do
inseto para exercicio da atividade inseticida até de forma prolongada.
Os procedimentos para obtengao desses produtos sao realizados por
reciclagem, uso de produtos de baixo custo e tecnologia simples por
neutralizagao e, possuem o potencial para compor o rol de tecnologias
sociais, viabilizado a partir da producgéo in loco pelas comunidades ca-
rentes ou sem recurso no Brasil para o controle populacional do inse-
to vetor e redugao da incidéncia das doengas vetorizadas.

Os metais podem ser utilizados para a potencializagao de ativi-
dade bioldgica, i.e. inseticida ou parasiticida. Estudos realizados por
Lima et al. (2015); Bjerregaard; Andersen; Andersen (2015); Dolenga
et al. (2023); Arruda et al. (2024) e outros que utilizaram metais, i.e.
Cu(Il), em combinagado com moléculas ativas e nio ativas para poten-
cializagao de efeitos bioldgicos. As combinagdes, quando compativeis,
podem ser propostas como conjugagoes em sistemas sinergéticos
para exercicios de efeitos bioldgicos, incluindo inseticidas e, que po-
dem ser propostas e utilizadas para controle populacional de insetos
vetores e pragas agricolas.

Conclusoes

O capitulo relata o potencial da aplicagdo de residuos agroin-
dustriais (fendis lipidicos neutralizados ou modificados quimicamen-
te para indugdo de disturbios e/ou danos fisiolégicos in situ ao me-
tabolismo do inseto. A disponibilizagdo dos compostos ou misturas
com ions Cu(ll), permeacao e indugdes de danos celulares e teciduais
podem verificadas in situ como a produgao de espécies quimicas toxi-
cas pelo metabolismo do inseto e que funcionam como espécies indu-
toras de efeito inseticida para produzir a partir das espécies quimicas
e radicais livres danos fisicos e metabdlicos que ocasionam a mor-
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te do inseto. A proposta ndo convencional pode ser proposta como
uma nova estratégia de controle populacional para insetos vetores e
pragas agricolas. As moléculas e/ou combinagdes podem ser consi-
deradas como uma forma de controle a partir do metabolismo ativo
do inseto para inducgdo in situ de radicais livres, principalmente, para
danos fisicos e metabdlicos e/ou espécies radicais por exercicio da ati-
vidade bioldgica a partir do inseto. Por outro lado, o risco ambiental
pode ser contido por diluigéo, fitoabsorgao e permanéncia no corpo do
inseto (biomassa) para reciclagem ambiental. Esta estratégia pode ser
considerada uma forma de uso do biomimetismo que utilizar reagoes
quimicas e/ou processos de sintese e reciclagem para a redugao dos
impactos e biosseguranga ambiental. O mecanismo proposto pode
utilizar diferentes espécies indutoras e/ou reagoes por uso de molécu-
las, metais, radicais livres e outros para combinagdes e/ou atividade
metabdlica nos organismos alvos.

Os danos fisicos e metabdlicos produzidos in situ podem ser uti-
lizados como estratégia de controle populacional de insetos vetores a
partir das formas imaturas. No caso dos fendis lipidicos a partir dos
constituintes do LCCt, residuo agroindustrial, rico em cardanol e pro-
duzido na tostagem com intensa atividade inseticida.

Neste contexto, os fendis lipidicos do LCCt podem ser propos-
tos como uma mistura inseticida por neutralizagao parcial ou total
para a produgéo de formulagdes auto-emulsionaveis, ricas em feno-
latos sédicos, potassicos, aminicos ou ainda com metais bioativos, i.e.
ions Cu(Il) e/ou outros ions metalicos que possam ser misturados ou
emulsionados no LCCt como nanoparticulas, micelas com distribui-
¢ao variavel de tamanhos e/ou distribuigao de tamanhos em nano e
microvesiculas que possam ser estruturadas para o carreamento/vei-
culagao dos ativos no organismo do inseto e indugao dos danos fisicos
e/ou metabdlicos por estratégias de combinacgdes, dispersao, ancora-
mentos/interagdes e contengdo dos compostos ou mistura para maior
eficacia, biosseguranca e/ou inducgao de interferéncias/danos no me-
tabolismo a partir do sistema digestério dos insetos.

Os fendis lipidicos ou combinagdes podem ser utilizados pre-
viamente solubilizados em solventes ndo aquosos e aquoso na forma
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livre, parcial ou total neutralizada ou ainda com moléculas surfactan-
tes na forma micelar como principal ativo inseticida para cumprir di-
ferentes papéis como molécula carreadora/transportadora, emulsifi-
cante ou ainda modificado quimicamente para maior interferéncias
em processos metabdlicos, inducdo de danos celulares e teciduais,
principalmente, no sistema digestério, de forma continua com danos
aos organismos alvos e, ocasionar sua morte por apoptose ou necrose.
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