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RESUMO

Recentemente o Brasil sofreu com diversas epidemias de diferentes
arboviroses, acometendo milhares de pessoas. Devido a isso, as autoridades
de satde publica tém realizado estudos de novas estratégias de combate ao
mosquito Aedes aegypti, visando diminuir o nimero de pessoas afetadas
por essas doencas, tanto por medidas de controle da infestacdo, quanto
por medidas que visam diminuir o contato homem-vetor. Esse estudo teve
como objetivo analisar fémeas de Aedes aegypti classificadas como estagio
1 de Sella e evidenciar sua importdncia como pardmetro de avaliacdo de
estratégias de diminuicdo do contato homem-vetor. O método utilizado
para investigar a propor¢cdo de fémeas que se alimentaram de sangue
humano foi o ensaio imunoenzimatico (ELISA). As fémeas de mosquitos
processadas nesse estudo foram capturadas em 3 regides distintas da cidade
de Marilia-SP. Os ensaios evidenciaram a importancia do processamento
de fémeas em todos os graus de digestdo sanguinea, pois mesmo as
que visualmente ndo continham a presenca de sangue em seu abdomen
apresentaram alto percentual de positividade para sangue humano.
Demonstra-se que a utilizagdo da proporcdo de fémeas alimentadas com
sangue humano pode ser um indice interessante para avaliar estratégias

protetivas de diminui¢do do contato homem-vetor.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes. Controle de Vetores. Entomologia/métodos.
ELISA.
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ABSTRACT

Recently, Brazil has suffered several epidemics of different arboviruses,
affecting thousands of people. For this reason, public health authorities
have conducted studies of new strategies to combat the dedes aegypti,
with a view to assuring declined number of people affected by these
diseases through measures aimed to reduce the contact with human-
vector. The purpose of the research was to analyze females of Aedes
aegypti, classified as Sella Stage 1 and to highlight its importance as a
parameter for evaluating strategies to decrease human-vector contact.
The method used to investigate the proportion of females fed on human
blood was the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The
females processed in this research were captured in 3 different regions
in the city of Marilia-SP. The researches emphasized the importance of
processing females in all grades of blood digestion because even those
that visually did not contain the presence of blood in their abdomen
reported a high percentage of positivity for human blood. Moreover, it is
proven that the application of the proportion of females fed with human
blood can be an interesting level to evaluate reduction of human-vector

contact’s protective strategies.

KEYWORDS: Aedes. Vectors control. Entomological surveillance.
ELISA.

INTRODUCAO

Apods a emergéncia de novas arboviroses
no Brasil, o mosquito dedes aegypti teve sua
importancia para a saude publica reforgada.
Além dos milhares de casos de dengue
registrados anualmente, ocorreram epidemias
de febre chikungunya e doenga aguda pelo
virus Zika em varios estados do pais.! Além da
limitagcdo causada pela infecgdo viral, outras
doencas estdo associadas a essas arboviroses,
como por exemplo, a ocorréncia de casos de
sindrome de Guillain-Barré apos infeccoes
por chikungunya e Zika*’ e acometimentos
neuroldgicos em recém-nascidos cujas maes

foram infectadas durante a gestag¢do.*® No

Brasil, o de. aegypti ¢ o mosquito de maior
importancia na transmissao destes arbovirus.
Esta fortemente adaptado ao ambiente urbano,
utilizando-se tanto de recipientes naturais
quanto artificiais para a postura de seus ovos;
apresenta habito diurno, com maior atividade
durante o amanhecer e o crepusculo. Apds
a copula, a fémea do Ade. aegypti tem o seu
estimulo para a hematofagia aumentado,
pois os aminodcidos presentes no sangue sdo
essenciais para o desenvolvimento dos ovos.”®
Devido ao seu alto antropofilismo, tende a
picar preferencialmente o ser humano. Devido

a longa associagdo com o homem, a selegdo
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natural dotou-lhes de certas habilidades,
como a de interromper a realizagdo do
repasto sanguineo a menor movimentacdo
dos hospedeiros, além de realizar multiplos
repastos em varios individuos até que
esteja totalmente satisfeita. Devido a essa
grande persisténcia, a fémea de Ae. aegypti
tornou-se uma forte disseminadora de agentes

infecciosos.”®

A dificuldade de se obter sucesso com as
medidas empregadas para diminuir os niveis
de infestacdo do Ae. aegypti induziu a busca
de alternativas que diminuam o contato
humano-vetor, avaliem o risco de transmissao
e direcionem as estratégias de controle.
Segundo Gomes’® os indices larvarios vém
sendo mais utilizados devido a sua facilidade
de execucdo. Ja Focks!'® questiona os indices
tradicionais baseado em investigagdes
larvarias, demonstrando suas deficiéncias e
propondo uma analise baseada em numero
de pupas (estagio intermediario entre larva e
forma adulta) e que considera a produtividade
por recipientes, mas mesmo assim acabam
ndo refletindo o real nivel de exposi¢do. Para
um resultado mais préximo ao verdadeiro
a captura de alados seria o método mais
efetivo, apesar de pouco difundido, devido as

dificuldades operacionais.”!!

Os mosquitos capturados apresentam
pardmetros que permitem caracterizar melhor
a situacdo entomolodgica e epidemiologica,
uma vez que a caracterizagdo de mosquitos
com idades diferentes tem significados
distintos e permitem estimar a continuidade da
transmissdo.!! Dentre os mosquitos resultantes
das capturas, pode-se realizar analises
taxonomicas como identificacdo da espécie,
sexo, avaliar o estagio gonotrofico e estimar

a sua idade fisiologica. Os estudos sobre

estagios gonotroficos iniciam-se a partir das
analises de Massimo Sella,'? em que ele sugere
que, a partir a observacdo da aparéncia externa
do abdomen e da digestao do sangue ingerido,
pode-se correlacionar com o desenvolvimento
ovariano, dividindo-as em 7 estagios, os quais
ficaram conhecidos como Fases de Sella® —
diferenciagao de fémeas vazias e com sangue ¢
maturacdo de 6vulos (Figura 1). Outros autores
também realizaram estudos sobre o estagio
gonotrofico como Charlwood,'? Clements,'
Detinova,'> mas observando diretamente a
anatomia ovariolar. A determina¢do da idade
das fémeas de culicideos em modo geral ¢
bem importante, pois fornece informagdes
sobre a taxa de sobrevivéncia didria que
esta estritamente ligada a capacidade vetora.
Além disso, torna possivel formular e testar
modelos de dinamicas populacionais porque
fémeas da mesma espécie, mas de idades
diferentes, podem apresentar mudancas de

comportamento e distribui¢ao.®!?

A identificagdo da origem do repasto
sanguineo pode ser realizada por diferentes
técnicas, dentre elas o ensaio imunoenzimatico
(ELISA). Ap6s estudos realizados por Chow,’°
verificou-se que o método Sandwich-B
mostrou-se superior a outros métodos para
esse fim. Além disso, esse estudo também
indica uma correlacdo entre o tempo de
digestdo sanguinea e a detecgdo pela técnica,
por isso tende-se a utilizar preferencialmente,
ELISA,

ingurgitadas. Devido a superioridade do

nos ensaios de apenas fémeas
método, ele ja foi empregado e adaptado
por outros autores a fim de analisar o héabito
alimentar de outras espécies de culicideos!'”?°
e também para flebotomineos.?' A positividade
para antropofagia também pode ser utilizada

como um indicador para avaliar efetividade
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de acdes de intervengdo que estejam sendo

realizadas.

O presente estudo teve como objetivo
analisar fémeas de dedes aegypti classificadas
como grau | de Sella e sua importancia como
parametro de avaliacdo de estratégias de

diminui¢do do contato homem-vetor.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo analisou as amostras coletadas
de um projeto que estd sendo realizado para
avaliar a efetividade de novas estratégias para

o controle do mosquito Ae. aegypti.

As capturas de formas aladas de culicideos
foram realizadas mensalmente na area urbana

no municipio de Marilia/SP, no periodo das 8h
as 13h, de outubro de 2017 a setembro de 2018
(figuras 2 e 3). As capturas foram realizadas
por 3 duplas, seguindo a metodologia de
Clark? em 300 imoOveis em Marilia/SP, tanto

no peridomicilio quanto no intradomicilio.

Os mosquitos capturados foram colocados
em tubos plasticos adaptados, levados vivos
ao Laboratorio de Entomologia Aplicada —
LLEnA e mantidos em freezer a -20° durante
1 hora para preservar o grau de digestdo
sanguinea. Posteriormente, foi realizada a
identificacdo taxondmica e a classificacdo do
grau de ingurgitamento seguindo o critério de
Sella.®!1>1523 Ag fémeas foram classificadas
com as fases de Sella assim definidas:

0 hora
Ovincelca Grau 1
iposi¢ao o
| Ndlipara Ehoiis
Grau 7 Grau 2
Grau 1
Onipara

B

Grau 6

48 horas

Grau 5

QU

Grau 3

24 horas

Grau 4

Fonte: Criado a partir de modificagdes no diagrama de Forattini®

Figura 1. Ciclo gonotréfico do Aedes aegypti seguindo a metodologia de Sella
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Figura 2. Localizagdo do municipio de Marilia, ESP.
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Figura 3. Area urbana de Marilia/SP e as regides de captura

Grau 1: Abdomen apresenta-se delgado, Grau 3: Estomago continua cheio de
longo e visualmente sem sangue. sangue, de coloragao avermelhada,

Grau 2: Abdomen mostra-se dilatado apresentando 2 a 2,5 esternitos e 4 a 5

R tergitos livres de sangue.
o estdmago repleto de sangue, com

coloragdo bem avermelhada, com apenas Grau 4: O sangue no estdmago
os dois ultimos esternitos (parte ventral) apresenta colocacgdo preta, de

e os trés ultimos tergitos (parte dorsal) 2,5 a 3 esternitos e 6,5 tergitos
ndo apresentando sangue. livres de sangue.
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Grau 5: Observa-se a coloragio preta
do sangue no estomago, de 2,5 a 3,5

esternitos e 6,5 tergitos livres de sangue.

Grau 6: O sangue no estomago
apresenta coloracdo preta ocupando os
esternitos de 1 a 3.

Grau 7: Nio se percebe a existéncia de
sangue no estomago e o abdomen esta

dilatado e preenchido com os ovos.

O ensaio imunoenzimatico (ELISA)

foi realizado seguindo o protocolo
estabelecido por LLEnA4,*

partir de modificagdes do protocolo descrito

elaborado a

por SEL.?! Os anti-soros ¢ os conjugados
peroxidase utilizados foram Kirkegaard &
Perry Laboratories — KPL, comercializados
pela SINAPSE™. Foram utilizadas placas de
microtitulagdo, de acrilico com fundo em U,
rigidas, com 96 pogos da COSTAR™®3366.
Para confecg¢ao das solucdes PBS (“Phosphate
Buffered Saline”) e PBS-Tween,
utilizados fosfato de

foram
sédio monobdasico
monohidratado, fosfato de sddio dibasico
anidro, cloreto de sédio e Tween® 20, todos
da marca Sigma™.?'?* O aparelho utilizado
para realizar o teste foi o leitor de microplaca
(MULTISKAN EX - Primary EIA — V.
2.1-0®).%

As fémeas de Ae. aegypti foram colocadas
individualmente em  microtubos tipo
eppendorf de 1,5ml com rosca e adicionados
50ul de PBS 1X, e triturados com o uso de
pistilo de polipropileno. Em seguida foram
adicionados 350ul de PBS 1x, perfazendo
o volume final de 400pl e armazenado o
homogenato devidamente codificado em
caixa plastica para microtubos em freezer
-20°C. A fim de se monitorar a ocorréncia de

resultados falsos positivos, foi utilizado um

triturado de machos de Aedes aegypti como
controle negativo, processado seguindo o
mesmo método descrito acima. Como controle
da positividade das amostras, foi utilizado
sangue humano em dilui¢do 1/400pl, e para
detectar uma possivel ocorréncia de reagao
cruzada, foi utilizado um sangue heterdlogo,
no caso um sangue de origem nao humana,

também em mesma dilui¢do 1/400ul.?*

Execucio da Técnica

e As microplacas foram sensibilizadas
com 30ul/pogo com anticorpos
monoclonais [gG anti-humano diluido
em PBS e incubadas por 1 hora a
37°C, apos isso foi realizada lavagem
tripla com PBS-T.

e Apds a lavagem, foi realizado
o bloqueio das microplacas
utilizando solucao de leite em pd
MOLICO™ desnatado a 5%, 2001/
pogo ¢ incubadas por 1 hora, em
seguida foi realizada lavagem tripla
com PBS-T.

e Posteriormente ao bloqueio,
eram adicionadas as amostras
dos mosquitos, blank, sangue
heterdlogo, ¢ dos controles negativo
e positivo (30ul/ pogo) e foram
incubadas por 2 horas e lavadas 3

vezes com PBS-T.

e Em seguida, era adicionada a
microplaca a enzima peroxidase
diluida em PBS 1X (30ul/ pogo),
realizada a incubacgdo por 1 hora,
lavagem tripla com PBS-T ¢ uma
lavagem adicional com agua

deionizada.
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e Por fim, era adicionado o cromogeno
ABTS (100ul/poco), incubado e
realizada a leitura (em comprimento
de onda de 405nm).*

Para classificag¢ao das reagdes, foi calculado
o linear de reatividade (Cut Off) diariamente
e exclusivo para cada placa, utilizou-se da
seguinte equag¢do, onde (CO = X + 3 DP),
X=
negativos e DP= desvio padrdo. Os valores

média da absorbancia dos controles

acima do cut off foram considerados reagentes.?*

RESULTADOS

No periodo de outubro de 2017 a setembro
de 2018 foi processado um total de 926 fémeas
de Ae. aegypti. Estas fémeas foram classificadas
de acordo com o grau de digestdo sanguinea,
segundo critério de Sella (Tabela 1).

Optou-se por agrupar os resultados em
trimestres para minimizar as variagdes oca-
sionais observadas por més de captura. Foram
da

novembro e¢ dezembro/2017; janeiro, feverei-

agrupados seguinte maneira: outubro,
ro ¢ margo/2018; abril, maio e junho/2018;
julho, agosto e setembro/2018. Do total de
fémeas processadas nesse estudo, 371 foram

classificadas como reagentes para pesquisa de

sangue humano, indicando uma positividade
de 40,1% das amostras analisadas. Dentre as
262 fémeas classificadas como estagio 1, ou
seja, visualmente ‘vazias’, 24 foram reagentes

para sangue humano.

Tabela 1. Total de fémeas de Aedes aegypti
processadas no  ensaio  imunoenzimatico,
classificadas conforme o grau de digestao sanguinea.
Marilia 2018.

N2 de fémeas

Grau de IA\I‘-’ de Percentual reagentes para
Sella fémeas (%) sangue humano
1 262 28,3 24
2 201 21,7 180
3 87 9,4 59
4 104 11,2 54
5 254 27,4 50
6 5 0,5 3
7 13 1,4 1
Total 926 100,0 371
O percentual de positividade para

sangue humano em fémeas de Ade. aegypti
categorizadas como ingurgitadas se manteve
em todos os trimestres entre 40 ¢ 60%. As
fémeas classificadas como estagio 1 de Sella,
apesar de visualmente n3o apresentarem
presenca de sangue, também foram positivas
entre 7,7% e 12,5% nos trimestres avaliados.
(Tabela 2 e Figura 4)

Tabela 2. Numero de fémeas de Aedes aegypti processadas, positivas para sangue humano e seus respectivos

percentuais. Marilia 2018

Estagio 1 de Sella

Estagios (2 — 7) de Sella

N° de fémeas  Percentual de N° de fémeas Z:r:ée;;uail
. N° de fémeas positivas fémeas positivas N°de fémeas  positivas para "
Periodo positivas para
processadas para sangue para sangue processadas sangue hu- sanque

humano humano (%) mano humar?o (%)

(]
4° trimestre/2017 63 6 9,5 158 99 62,7
1° trimestre/2018 15 10 8,7 254 132 52,0
2° trimestre/2018 52 4 .7 172 68 39,5
3° trimestre/2018 32 4 12,5 80 48 60,0
Total 262 24 9.2 664 347 52,3
Média 9,6 53,5
Desvio Padrao 2,1 10,4
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Figura 4. Percentual de positividade de sangue humano em fémeas de Aedes
aegypti (estagio 1 de Sella) por trimestre. Marilia 2018

DISCUSSAO

Em nosso estudo, cerca 28,3% (262/926)
das fémeas processadas foram visualmente
classificadas como nfo ingurgitadas. Em
relacdo a captura dos mosquitos, cabe ressaltar
que tal estudo foi realizado na area urbana da
cidade de Marilia, sujeito a variagdes no grau
de infestacdo causadas por acdes dos orgaos
municipais de saude, como Bloqueio de
Controle de Criadouros BCC, nebulizagdes,
campanhas de limpeza.

Alguns fatores dificultam o controle da
infestacdo do mosquito Ae. aegypti, como a sua
grande adaptagdo ao ambiente urbano,”® a falta
de colaboracio e bons habitos dos cidadios,?
o surgimento de populagdes resistentes
aos inseticidas disponiveis.?*?” Além disso,
sua associagdo ao ser humano levou ao
desenvolvimento de algumas caracteristicas
que sdo fatores importantes a se considerar.
As fémeas de Ade. aegypti sdo consideradas
sugadoras agressivas e persistentes, ou seja,
mesmo que seja necessario interromper o

repasto sanguineo momentaneamente, ela

retornara a picar o alvo ou poderd trocar
de vitima, caso haja multiplas opg¢des no
ambiente. Ela repetira suas investidas até que
tenha sugado a quantidade de sangue necessaria
para a maturagdo de seus ovos.”® Somada a
essas caracteristicas, a competéncia vetorial
da espécie a torna grande dispersadora de
arbovirus, como os habituais quatro sorotipos
do dengue virus, febre amarela em sua forma
urbana,”® além dos virus Zika e chikungunya!'

e outros emergentes como Mayaro.%?

Por isso, a utilizagdo de estratégias
protetivas podem ser alternativa interessante
para a diminui¢do da exposi¢do do homem
ao vetor, principalmente os grupos de risco,
como gestantes, idosos e criancas. O uso de
telas e mosquiteiros, principalmente alguns
tipos impregnados com inseticidas, ¢ estudado
principalmente em 4reas endémicas de
maléria em regides da Africa.’ O IRS (Indoor
Residual Spray) ¢ listado como estratégia de
escolha no manual de controle da Zika virus,*°

estratégia que visa borrifar as paredes e os
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locais preferenciais de repouso do mosquito
de forma a diminuir sua quantidade interior
das residéncias. Também sdo adotados o uso
de substancias repelentes, tanto em forma de
uso topico quanto por meio de vaporizadores
ou velas, como por exemplo N, N-dietil-3-
metilbenzamida (DEET), icaridina, citronela
(Cymbopogon  winterianus), = manjericao
(Ocimum basilicum), 6leo de eucalipto-limao

(Corymbia citriodora) dentre outros.?!

Paraavaliar a efetividade dessas estratégias
de diminui¢cdo de contato homem-vetor, o
levantamento da propor¢cdo de fémeas de
Ae. aegypti alimentadas com sangue humano
seria uma maneira mais confiavel. A captura
de insetos adultos apenas permite estimar tal
contato, sem comprova-lo, e como também
sdo realizadas no peridomicilio, a presenga
de criadouros proximos a area pode propiciar
a captura de fémeas recém-emergidas, as
quais ainda nao tenham tido contato com o
ser humano, ou fémeas que tenham realizado
0 seu repasto sanguineo em animais como
cies, gatos, dentre outros.’? Assim, pode-se
ter uma alta densidade de mosquitos em
um imével e mesmo assim ter um baixo
contato homem-vetor, se houver por exemplo
a aplicacdo de IRS ou outras substincias
em alguma das estratégias citadas acima,
evitando a entrada e/ou permanéncia do
mosquito na residéncia.?’<%*! Neste sentido,
a utilizagdo da propor¢do de fémeas
alimentadas como sangue humano torna-se
uma prova qualitativa interessante para
avaliar estratégias protetivas, pois revela o
real grau de exposicdo do homem ao vetor,
e como seu levantamento ¢ realizado a partir
de provas bioquimicas altamente sensiveis e
especificas, torna-se um parametro seguro ¢

confiavel.

O presente estudo utilizou-se do ensaio
(ELISA), para

a taxa de hematofagia em humanos, por

imunoenzimatico avaliar
ser um método muito seguro, devido a sua
sensibilidade e especificidade. Segundo Sei?!
e Deus®? a utiliza¢do da técnica de ELISA
permite detectar concentragdes minimas de
sangue e identificar o material varias horas
apods o repasto. Chow,'® em estudos realizados
em 1993, demonstrou a relagdo entre o periodo
de digestdo do sangue e a deteccdo pela
técnica de ELISA, sendo 100% de detecgao
em periodo de até 32 horas apds a alimentagdo
e 80% em até 42 horas. Além disso, afirma que
a digestdo sanguinea pode variar conforme a
temperatura ambiente em regides tropicais,
ocorrendo entre 24 a 48 horas, ¢ em regides
temperadas ocorrendo em 1 semana ou mais,
variando de espécie para espécie e dependendo
do volume de sangue ingerido.

N .

Em relagdo a positividade total do nosso
estudo, 40,1%, comparando com o estudo
realizado por Deus,”? também realizado na
cidade de Marilia-SP, obteve 23,2% (59/254)
de positividade para sangue humano em
fémeas de Ae. aegypti. Ja Chow!'® obteve
86,2%(69/80) de positividade em estudo
realizado na Tailandia. Mas diferentemente
de um estudo de habito alimentar, esse
estudo ndo teve o intuito de pesquisar outras
fontes alimentares, e sim se ateve apenas a
avaliar proporc¢ao de fémeas que realizaram o
repasto sanguineo em humanos. Além disso,
foram analisadas as fémeas de Ae. aegypti
na sua totalidade, independente da origem
(intradomicilio e peridomicilio), ou do grau
de digestdo sanguinea, diferentemente de
estudos de habitos alimentares que utilizam
fémeas visualmente

apenas ingurgitadas

para a realizagdo de seus ensaios.'’?*** Em
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relagdo a origem, uma vez que, devido a alta
antropofilia”® do mosquito de. aegypti, ja ¢
esperado que os mosquitos capturados dentro
das residéncias apresentem maior proporgao
de positividade para o sangue humano, o
fato do processamento incluir as fémeas do
peridomicilio abre a possibilidade de incluir
aquelas que ndo tenham tido contato com o
homem. Dessa forma, esses fatores podem
justificar o menor percentual de positividade
observado.

CONCLUSAO

A deteccdo de sangue humano em

fémeas, as quais sdo classificadas como nao
ingurgitadas, demonstra a importancia do
processamento da totalidade dos mosquitos,
uma vez que foi encontrado percentual
de positividade nessas fémeas em todos

os trimestres avaliados. Agregar esta

possibilidade em outros estudos e avaliagdes
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