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Introducéo

Arbovirus sdo virus que podem ser transmitidos por espécies artropodes. Aqui sera
destacada a espécie de mosquitos Aedes aegypti, que sao artropodes transmissores de uma série
de virus como os virus da Dengue, Zika e a Chikungunya. A vigilancia entomoldgica é um dos
passos mais importantes na prevencdo de surtos destes arbovirus sendo a principal acdo de
vigilancia entomoldgica a deteccdo de focos de vetores nos estdgios mais iniciais possiveis.
(SANTOS et al., 2022). No trabalho da vigilancia, é importante salientar a relevancia dos
mosquitos fémeas, pois além de serem as Unicas que possuem natureza hematdfaga, sendo
assim as responsaveis por infec¢bes a humanos, também séo as responsaveis diretas pelo
aumento da populacdo local da espécie.

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica que tem sido amplamente utilizada na
deteccdo de pequenas alteracbes na composi¢do quimica de amostras bioldgicas. Esta técnica
funciona a partir da incidéncia de um feixe de radiacéo infravermelha que penetrara por alguns
micrébmetros na amostra, produzindo uma excitacdo vibracional que pode ser detectada e
traduzida em espectros que posteriormente poderdo ser interpretados a luz das ligacdes
quimicas que produzem determinados sinais de absorbancia ou transmitancia e seus respectivos
nameros ou comprimentos de onda. Estas técnicas possuem as vantagens de fornecerem
resultados répidos, serem de facil manuseio, sensiveis as variagdes quimicas e ndo serem
destrutivas para a amostra (Paraskevaidi, et al., 2021)

Em regra, espectros de amostras semelhantes sdo muito semelhantes. Sendo assim,
geralmente faz-se necessario a utilizacdo de algoritmos computacionais capazes de detectar
minimas alteracdes nos espectros causadas pela presenca de algum componente bioquimico
diferente no meio. Deu-se 0 nome de quimiometria a esta area de estudos que envolvem a
andlise de informacBes quimicas (espectros, por exemplo) a partir de modelos estatistico-
matematicos. Alguns destes algoritmos amplamente utilizados na quimiometria sdo o
Algoritmo de Projecdes Sucessivas (SPA), e Algoritmo Genético (GA) que podem ser
utilizados na selecéo de variaveis com maior potencial de discriminar espectros e classifica-los
em suas respectivas classes. Estes algoritmos de sele¢do de varidveis podem ser combinados
com um algoritmo de discriminagdo como Analise Discriminante Linear (LDA). O LDA
utilizard as variéveis selecionadas por SPA e GA e buscara encontrar uma funcéo linear que
melhor discrimine as amostras analisadas em suas respectivas classes. Sendo assim, € possivel
construir os modelos SPA-LDA e GA-LDA no trabalho de classificagdo entre espectros obtidos
de diversas amostras analisadas. (SANTOS et al., 2017).

Tendo em vista que 0s mosquitos fémeas sdo 0s vetores que se alimentam de sangue e
0s transmissores de doencas, a presenca elevada destes mosquitos representa um perigo para a
populacdo humana uma vez que representa uma elevada probabilidade de surto de arbovirus.
(ARAUJO, et al., 2018) Sendo assim, faz-se necessarios meios capazes de detectar a presenca
destes mosquitos fémeas acima dos niveis normais a fim de nortear uma melhor tomada de
decisdes proativa do ponto de vista do controle de surtos. Nesse sentido, a busca por ferramentas
que auxiliem no monitoramento se torna relevante e as técnicas de espectroscopia baseada no
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infravermelho tém se mostrado efetivas em andlises envolvendo mosquitos. (LAMBERT et al.,
2018; SANTOS et al., 2022; SIKULU-LORD et al., 2016)

Assim sendo, esse trabalho visa a constru¢do de modelos quimiométricos baseados na
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) junto com técnicas de analise multivariada
SPA-LDA e GA-LDA para classificar, de forma efetiva, 0s mosquitos Aedes aegypti com base
No Seu Sexo.

Material e Métodos

Foram coletados espectros de 66 mosquitos Aedes aegypti, sendo 33 machos e 33
fémeas. A coleta de dados deu-se por meio da espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)
em um espectrofotdmetro ARCoptix FT-NIR Rocker (Arcoptix S.A., Suica). As leituras foram
feitas no modo de transmitancia com resolucdo de 5 nm. Utilizou-se uma folha A4 branca de
fundo e os espectros foram coletados na regido abdominal dos mosquitos, sendo realizadas
triplicatas na faixa de 900-2600nm. A cada nova leitura realizou-se a limpeza da sonda com
alcool etilico (70% v/v), sendo feita a coleta de um novo branco e um novo papel para que ndo
houvesse resquicios da analise anterior.

Para a importacdo, pré-tratamento e criagdo dos modelos quimiomeétricos foi utilizado o
software MATLAB R2014b. O pré-processamento se deu com um corte entre 1200-2300 nm,
EMSC (Extended Scartter Correction), Baseline (Automatic Whittaker Fillter) e Savitzky—
Golay Smoothing. Apos o pré-processamento das amostras as mesmas foram divididas em dois
subconjuntos: um de treinamento (= 70%) ¢ um de teste (= 30%), aplicando o algoritmo de
amostragem Kennard-Stone (KS). (KENNARD; STONE, 1969).

Para a criagdo dos modelos optou-se pela utilizacdo de dois algoritmos de selecdo de
variaveis: para um dos modelos foi utilizado o Algoritmo de Projecdo Sucessiva (SPA) cujo
critério de selecdo é eliminagdo da multicolinearidade dos dados; e para o outro modelo a
selecdo das variaveis se deu pelo Algoritmo Genético (GA), que seleciona variaveis mais
relevantes imitando a teoria da evolucdo de Darwin, criando uma populagdo com cromossomos
(variaveis) diferentes e selecionando 0s mais promissores na previsdo e na precisdo. (SANTOS
et al., 2018,2022;).

Por fim aplicou-se a Analise Discriminante Linear no conjunto de variaveis selecionadas
por SPA e GA para reconhecimento dos padrdes e assim classificar as amostras. O LDA é um
dos algoritmos de classificacdo supervisionada mais utilizados, pois 0 mesmo calcula uma
fungéo capaz de discriminar classes com base em seus dados de treinamento. Neste processo
de pontuacdo para classificar as amostras, o0 LDA considera a aproximacdo de que todas as
classes possuem a mesma matriz de covariancias, e que as probabilidades de distribuicdo de
todas as classes sdo semelhantes. (WU et al., 1996)

Por ultimo os resultados dos modelos foram aplicados nas equacdes (1) e (2) para
calcular o desempenho e validagdo dos mesmos, sendo a sensibilidade (Sens) a confianca de
um mosquito da classe estudada ser classificado corretamente, e a especificidade (Spec) a
confiangca que um mosquito da outra classe ser classificado corretamente.

0/ \— _ 1

Sens (%) VPN < 100 1)
VN

0/ \— 2

Spec (%) VNP 100 (2)

Onde: VP = Verdadeiro positivo; FN = Falso negativo; VN = Verdadeiro negativo; FP = Falso
positivo.

Resultados e Discussao
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ApoOs a realizagdo do pré-tratamento dos espectros obteve-se 0s espectros médios em
NIR para fémeas e machos (fig.1), onde é possivel perceber uma similaridade enorme, sendo
extremamente dificil a classificag&o visual, sem o auxilio dos modelos quimiométricos.
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Fig.1: Espectros médios NIR dos mosquitos Aedes aegypti fémea e macho apos o pré-tratamento.

Modelo NIR-SPA-LDA

Apds o treinamento do modelo o SPA selecionou um total de 5 variaveis significativas,
apresentadas na tabela 1. Na figura 2 pode ser visto um espectro médio com as variaveis
selecionadas por SPA identificadas.
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Fig.2: Variaveis selecionadas pelo SPA plotadas no espectro médio NIR.

Tabela 1: Varidveis selecionadas pelo SPA para a diferenciacdo de mosquitos Aedes aegypt fémeas e machos.

Modelo Quimiométrico Variaveis Selecionadas

NIR-SPA-LDA 1866nm 1929nm 1997nm 2220nm 2298nm

Entre as varidveis selecionadas por SPA podemos destacar 2220 nm, que esta associado
a alcenos (alongamento e curvatura de CH>), combinacdo de alongamentos em ligagdes N-H
C—H; e 2300 nm, associado ao metileno (alongamento e curvatura de CH) (Turker-Kaya e
Huck, 2017; Workman 1996).

Em seguida o LDA foi aplicado para a constru¢do de um modelo supervisionado para a
classificacdo dos mosquitos. A funcdo discriminante gerada para o modelo NIR-SPA-LDA
pode ser visualizada na figura 3, ap0s a classificagdo calculou-se os valores de sensibilidade e
especificidade para 0 mesmo obtendo assim os resultados apresentados na tabela 2.
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Fig.3: Modelo supervisionado gerado pelo LDA para o NIR-SPA-LDA.
Tabela 2: Valores obtidos para sensibilidade e especificidade do modelo NIR-SPA-LDA
Modelo Quimiométrico Valores para ambas as classes

Sens (%): 80,30
NIR-SPA-LDA Spec (%): 80,30

Modelo NIR-GA-LDA

O GA apos o treinamento selecionou um total de 16 varidveis significativas para a
classificacdo das amostras, sendo apresentadas na tabela 3. Na figura 4 podem ser vistas as
variaveis selecionadas identificadas no espectro médio (fig.4).
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Fig.4: Variaveis selecionadas pelo GA plotadas no espectro médio NIR.

Tabela 3: Variaveis selecionadas pelo GA para a diferenciacdo de mosquitos Aedes aegypt fémeas e machos.

Modelo Quimiométrico Variaveis Selecionadas
1203nm  1223nm  1243nm  1274nm  1354nm  1392nm
NIR-GA-LDA 1474nm  1478nm  1497nm 1664nm 1691nm 1825nm

1978nm 2023nm 2126nm 2189nm

Entre as varidveis selecionadas por GA pode-se destacar 1223 nm que esta associado
com o 2° overtone de alongamento C-H; 1478 nm associado ao 1° overtone de alongamento O-
H; e 1691 nm associado com o 1° overtone de alongamento C-H em grupos CHs.

Em seguida, o LDA foi aplicado para a construgdo do modelo supervisionado para
classificar os mosquitos. A fungdo discriminante gerada para o modelo NIR-GA-LDA ¢
apresentada na figura 5. Apds a classificacdo, foram calculados os valores de sensibilidade e
especificidade para o modelo, obtendo-se, assim, os resultados apresentados na tabela 4.
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Fig.3: Modelo supervisionado gerado pelo LDA para 0 NIR-GA-LDA.

Tabela 4: Valores obtidos para sensibilidade e especificidade do modelo NIR-GA-LDA
Modelo Quimiométrico Valores para ambas as classes

Sens (%): 93,94
NIR-GA-LDA Spec (%): 93,94

Um estudo recente descobriu o gene responsavel por iniciar o desenvolvimento
masculino nas espécies Aedes Aegypti. A este gene foi dado o0 nome de Nix. O cDNA de Nix é
uma regido de 985 pares de bases que codifica um polipeptideo de 288 aminoacidos. Este cDNA
estd presente no DNA genémico masculino, mas ausente no feminino. Sua expressdo esta
associada ao periodo anterior a determinacdo do sexo e, por fim, o Nix esta localizado dentro
do locus M (McDonald PT, Rai KS, 1970; Hall, et al., 2015). Adicionalmente ao Nix, na via de
diferenciagéo sexual, dois outros genes foram caracterizados: Fruitless (fru) e Doublesex (dsx).
Na presenca de Nix, os genes dsx e fru produzem a transcricdo especifica do sexo masculino
através de emendas alternativas e, na sua auséncia, produz a transcrigdo feminina (HOANG, et
al., 2016).

Tendo em vista os excelentes resultados observados nas figuras de mérito
principalmente para a combinagcdo NIR-GA-LDA, espera-se, em futuros estudos, associar
algumas das varidveis espectrais selecionadas com a presenca/auséncia do Nix. Isto
representaria um grande avanco no campo da vigilancia entomoldgica destas espécies, uma vez
que poderiam ser construidas armadilhas portateis equipados com NIR capazes de detectar o
sexo dos mosquitos presentes em determinada regido, possibilitando a tomada de acdes
preventivas para eliminar a possibilidade de eventuais surtos de arboviroses em areas de risco
antes que estes surtos venham a acontecer.

Conclusoes

Observando os valores obtidos de sensibilidade e especificidade, é possivel identificar
que o modelo NIR-GA-LDA possui potencial para ser utilizado em sistemas de previsdo do
crescimento de coldnias de Aedes aegypti em conjunto com outras analises estatisticas para
monitorar possiveis focos e locais de endemias. Mesmo com a possibilidade da criacdo de
outros modelos em conjunto com outros algoritmos que possam vir a melhorar esse
desempenho, acredita-se que o objetivo foi atingido ao desenvolver um modelo com uma
confiabilidade aceitavel capaz de classificar os mosquitos de acordo com seu sexo.

Os valores de figuras de mérito em 93,94% demonstra a efetividade do uso da
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) como ferramenta para esse monitoramento,
podendo ser implementado através de armadilhas equipadas com espectrofotdmetros portateis,
ou pela implementacdo de um centro de analises para esse controle. Futuros estudos devem ser
desenvolvidos a fim de relacionar o gene Nix com as variaveis selecionadas por SPA ou GA.
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