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1- INTRODUGAO GERAL

1.1) Aedes (Stegomyia) aeqypti (Linnaeus, 1762)

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) € um mosquito oriundo do velho mundo,

provavelmente da regido etiépica (nordeste Africa), tendo sido originalmente descrito
no Egito (Pessba & Martins 1982, OMS 1987). A espécie foi introduzida no Brasil
durante o periodo colonial, provavelmente durante o trafego negreiro, por via maritima
(OPAS 1992, Consoli & de-Oliveira, 1994). E considerado um mosquito cosmopolita,
com ocorréncia nas areas tropicais e subtropicais do globo. No Brasil, estd sempre
associado ao domicilio e peridomicilio humano, embora possa ser encontrado longe
dos aglomerados urbanos no velho mundo (Ministério da Saude, 2007).

Os adultos de A. aegypti, apresentam térax enegrecido, freqlientemente
ornamentado com manchas, faixas ou desenhos de escamas claras, geralmente
branco-prateada (Consoli & de-Oliveira, 1994). A principal caracteristica da espécie é
uma nitida faixa curva, branco-prateada de cada lado do térax (mesonoto) e outra
mais fina, reta, longitudinal, central, as quais formam a figura de uma lira (OPAS,

1986) (Fig. 1).

Figura 1. Fémea adulta do mosquito Aedes aegypti realizando hematofagia (repasto
sangliineo).



Ambos, machos e fémeas, se alimentam de solugdo que contém acucar ou outras
substancias (néctar de plantas) como fonte de nutrientes. No entanto, as fémeas desta
espécie necessitam das proteinas presentes no sangue do hospedeiro para que
ocorra a maturagdo dos ovos. A digestdo do sangue fornecera os aminoacidos que
serdo transportados para os ovarios e incorporados nos oocistos (Clements, 2000). O
repasto sanglineo ocorre quase sempre durante o dia, nas primeiras horas do periodo
matutino (7:00 e 10:00h) e vespertino (16:00 e 19:00h) (Eiras, 2005; Ministério da
Saude, 2007). Constitui fonte de repasto para as fémeas de A. aegypti a maior parte
dos vertebrados, inclusive o homem. No entanto, mostram marcada antropofilia,
picando o homem preferencialmente nos pés e nas partes inferiores das pernas (Eiras,
2005). Apds a ingestdo do sangue, é formada no intestino médio do inseto uma
estrutura chamada membrana peritréfica, que € permeavel as enzimas proteoliticas
secretadas pelas células estomacais e aos produtos da digestdo que devem ser

absorvidos (Consoli & de-Oliveira, 1994).

Geralmente, a fémea faz uma postura de ovos apos cada repasto sangliineo. Em
cada postura séo liberados cerca de 50 a 70 ovos, distribuidos aos poucos em
diferentes criadouros. Este tipo de comportamento ira aumentar as chances de
sobrevivéncia dos seus descendentes, garantindo o sucesso reprodutivo e a dispersao
do Aedes spp (Bentley & Day, 1989). O intervalo médio entre a alimentagao sangtiinea
e a postura é de trés dias, em condicbes adequadas de temperatura (25° C) e
umidade relativa (75%) (Eiras, 2005). A oviposi¢do ocorre entre a 92 a 122 hora da
fotofase e 12 e 22 hora da escotofase (Gomes, 2003). A fémea gravida é atraida por
recipientes escuros e sombreados, com superficie aspera (Consoli e de-Oliveira,
1994). A oviposicdo ndo é feita diretamente na agua, os ovos sdo depositados
isoladamente na superficie (parede) do recipiente, cerca de 1 a 2 cm acima do nivel da

agua (Roberts & Hsi, 1977).



As respostas comportamentais das fémeas e os processos fisioldgicos seguem um
padrao, o ciclo gonotréfico (periodo compreendido entre o repasto sanguineo e a
oviposicado) que se inicia com a resposta ao odor do hospedeiro, a alimentagéo
sanguinea, a digestdo do sangue ingerido, a formagao do lote de odcitos maduros e
termina com a oviposi¢do. Dentro de uma hora apds ter sido completado o ciclo

gonotroéfico a fémea pode iniciar outro (Clements, 2000).

A dispersdo do mosquito ocorre, principalmente, de maneira passiva, por via
terrestre (rodoviaria) e/ou aérea, através de ovos depositados em pneus usados e
através de adultos que se abrigam dentro de veiculos (6nibus, caminhdes, trens,
avides, etc.) que ao sairem de uma regido positiva, levam as formas aladas para
novas paragens (Eiras, 2005). A capacidade de dispersdo do A. aegypti pelo vbo
(dispersdo ativa) é variavel, sendo guiada pela busca de sitios de oviposi¢do
apropriado (Ministério da Saude, 2007). Reiter et al. (1995) realizaram um estudo em
San Juan, Porto Rico e demonstraram que uma fémea gravida de A. aegypti pode voar
até 3 km em busca de local adequado para a oviposigdo, quando ndo ha recipientes
apropriados nas proximidades. Hondrio et al. (2003) realizaram um estudo de
marcagao-liberagao-recaptura, na cidade de Nova Iguacgu (RJ), em uma area de 1600
metros de didmetro, para avaliar a capacidade de dispersao do mosquito A. aegypti e
Aedes albopictus. Os autores detectaram ovos marcados com rubidio a mais de 800
metros de distdncia do local de liberagdo, também foram encontrados ovos
positivamente marcados nas areas limitrofes da area de estudo, sugerindo que a
oviposicdo também ocorreu além destes limites. Russel et al. (2005) também
conduziram um estudo de marcacao-liberacao-captura para avaliar a dispersdo das
fémeas de A. aegypti em Cairs (Australia) e verificaram que 23,1% do total de fémeas
recapturadas estavam a uma distancia maior que 100 m do ponto de liberacao.

Os criadouros preferenciais das fémeas de A. aegypti sao os utensilios artificiais,

utilizados pelo homem, como pneus, latas, vidros, cacos de garrafa, pratos de vasos e



vasos de cemitério, além de caixas de agua, tonéis, latbes e cisternas destampadas
ou mal tampadas, ou mesmo os lagos artificiais, piscinas e aquarios abandonados. A
proliferagdo do A. aegypti ocorre nestes recipientes quando a agua acumulada nos
mesmos estiver limpa (ndo turva) e pobre em matéria organica em decomposicéo e
em sais, acumulada em locais sombreados com fundo ou paredes escuras (Consoli &
Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Quando a fémea é perturbada, mesmo que suavemente, durante o repasto
sanguineo, ela foge, voltando a atacar o mesmo ou outro hospedeiro até que fique
completamente ingurgitada. Dentro de poucos minutos, a fémea pode ingerir até
quatro vezes o seu préprio peso em sangue, adquirindo a quantidade necessaria de
proteina para a producgéo de ovos (Clements, 2000). Este comportamento tem grande
implicacao epidemiolégica, uma vez que uma fémea infectada com o virus do dengue
ou da febre amarela pode ter varias alimentagdes sanguineas curtas em diferentes

hospedeiros, disseminando desta forma os patdégenos (Eiras, 2005).

Outro fator determinante na epidemiologia destas doencas é a resisténcia dos
ovos a dessecagdo, uma vez que 0s mesmos podem permanecer viaveis no campo,
por mais de um ano (Ministério da Saude, 2007). Esta resisténcia € um dos principais
obstaculos para o seu controle, pois esta condicdo permite que o ovo seja
transportado por grandes distadncias em ambiente seco. O principal estimulo para a
eclosao é o contato com a agua ou a submersao nela. Este € o principal motivo da alta
populagéo de A. aegypti durante o periodo de chuvas (Eiras, 2005).

O mosquito A. aegypti é o principal vetor do virus da febre amarela urbana e da
dengue no Brasil e no mundo (Cheng et al., 1982; OPAS, 1992; Edman et al., 1998). A
febre amarela € uma doencga febril aguda, de curta duragdo, com gravidade variavel,
causada por um arbovirus pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, que
encontra-se disseminado em paises da Africa e das Américas Central e do Sul. A

doenca € encontrada sob duas formas: febre amarela silvestre e febre amarela



urbana. A primeira é veiculada em florestas por mosquitos silvestres, dos géneros
Haemagogus e Sabethes, que picam animais silvestres susceptiveis, sendo o homem
um hospedeiro acidental. A segunda é veiculada nas cidades e vilas de homem para
homem, pelo A. aegypti (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994, Ministério da Saude,
2007).

A Dengue é uma doenga febril aguda de evolugdo benigna, na maioria dos casos,
que se desenvolve em areas tropicais e subtropicais, onde as condi¢gdes do ambiente
favorecem o desenvolvimento dos vetores (Ministério da Saude, 2007). As infeccbes
pelo virus do dengue causam desde a forma classica da doenga (sintomatica ou
assintomatica), caracterizada por febre alta, dores de cabecga, dor atrds dos olhos,
dores musculares e articulares intensas e manchas na pele, até a forma hemorragica
(febre hemorragica do dengue/FHD), que € mais severa, pois além dos sintomas ja
citados, é possivel ocorrer manifestagbes hemorragicas, hepatomegalia, insuficiéncia
cardiaca e ocasionalmente choque, podendo levar a morte. A doenca tem como
agente etiolégico um arbovirus do género Flavivirus da familia Flaviviridae, do qual
existem quatro sorotipos: DEN-1; DEN-2; DEN-3 e DEN-4. No Brasil sdo encontrado
trés sorotipos, DEN-1, DEN-2 e DEN-3. A infeccdo por um deles confere protecao
permanente para o mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporaria contra os outros
tipos (Ministério da Saude, 2007). A transmissdo do hospedeiro vertebrado para o
vetor ocorre quando a fémea da espécie vetora se contamina ao picar um individuo
infectado que se encontra na fase virémica da doencga, tornando-se, apds um periodo
de 10 a 14 dias, capaz de transmitir o virus por toda a sua vida, durante a

hematofagia, por meio da saliva contaminada.

Atualmente o mosquito transmissor é encontrado nas Américas em uma larga faixa
do continente, que se estende desde o Uruguai até o sul dos Estados Unidos, com
registros de surtos importantes em varios paises como Venezuela, Cuba, Paraguai e

Brasil (Ministério da Saude, 2007).



No Brasil, as condigdes socio-ambientais favoraveis a proliferacao do A. aegypti
possibilitaram a dispersao do vetor, desde a sua reintrodugédo em 1976, bem como o
avanco da doenca. Essa reinvasdo ndo pode ser controlada com os métodos
tradicionalmente empregados (controle quimico) no combate as doengas transmitidas
por vetores em nosso pais e no continente. Estes programas mostraram-se incapazes
de conter um vetor com altissima capacidade de adaptagdo ao novo ambiente criado
pela urbanizacdo acelerada e pelos novos habitos da populagéo (Ministério da Saude,

2007).

Em 1996, o Ministério da Saude decidiu rever sua estratégia e propbs o
Programa de Erradicagédo do A. aegypti (PEAa). A implantagdo do PEAa resultou em
um fortalecimento das agdes de combate ao vetor, com um significativo aumento dos
recursos utilizados para essas atividades e agdes de prevengdo centradas, quase que
exclusivamente, nas atividades de combate ao A. aegypti com o uso de inseticidas.
No entanto, ao longo do processo de implantagdo desse programa observou-se a

inviabilidade técnica de erradicagdo do mosquito a curto e médio prazo.

1.2) Uso de armadilhas no monitoramento de mosquitos em dreas urbanas

1.2.1) Larvitrampas ou pneus-armadilhas: sao depositos feitos de pneus
usados, contendo 2/3 de sua capacidade ocupada por agua (Fig. 2). Estas armadilhas
sdo instaladas a uma altura aproximada de 80 cm do solo, em locais considerados
porta de entrada do vetor adulto, tais como portos fluviais ou maritimos, aeroportos,
terminais rodoviarios, ferroviarios, de cargas etc. A finalidade basica das larvitrampas

€ a detecgao precoce de infestagdes importadas (FUNASA, 2001).



Fonte: Tatiana Mingote

Figura 2. Armadilha para coleta de larvas (Pneu-armadilha ou Larvitrampa). Depésitos

feitos de pneus utilizados no monitoramento do Aedes aegypti em areas urbanas.

1.2.2) Armadilha de oviposi¢ao (Ovitrampa): foi inicialmente desenvolvida como
uma ferramenta de vigilancia epidemiolégica nos Estados Unidos, descrita por Fay &
Perry (1965) e aperfeicoada por Fay & Eliason (1966). A armadilha é constituida de
um recipiente de cor preta e fosca, com volume variavel. Em seu interior é fixado
verticalmente um substrato de oviposigao (palheta de madeira), com superficie rugosa
exposta, para facilitar a postura dos ovos. Agua de torneira ou infusdo de graminea
(cerca de 300 ml) também é adicionada no interior da armadilha (Fig. 3). A
sensibilidade das ovitrampas & determinada pelo nimero de ovos depositados nas
palhetas. Estas armadilhas s&o extensivamente utilizadas em aeroportos e portos
internacionais e rotineiramente usadas em paises desenvolvidos. As armadilhas de
oviposicao fornecem um método mais sensivel e econémico para detectar a presenca
de A. aegypti, em situagdes onde a densidade populacional € baixa (OPAS, 1986,
Rawlins et al., 1998; Braga et al., 2000). As ovitrampas também podem ser usadas
para monitorar populagbes de A. aegypti em periodos longos, especialmente em

estudos epidemioldgicos (Marques et al., 1993).



Figura 3. Armadilha para coleta de ovos (Ovitrampa),
utilizada no monitoramento do mosquito Aedes aegypti
em areas urbanas. (a) Armadilha; (b) substrato de oviposigao; |

(c) atraente de oviposigéo (agua ou infusao de graminea).

Fonte: Alvaro

1.2.3) Armadilha para captura de adultos (MosquiTRAP®): é uma armadilha
especifica para a captura de fémeas gravidas de Aedes spp, foi desenvolvida pelo
Laboratério de Culicideos do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal
de Minas Gerais (Eiras, 2002; Favaro et al., 2006; Gomes et al., 2006) (Fig. 4). A
mosquiTRAP® possui em seu interior uma cartdo adesivo que captura as fémeas em
busca de sitios de oviposi¢ao apos entrarem em contato com a superficie interna da
armadilha. Um atraente sintético de oviposi¢ao foi colocado preso ao cartdo adesivo,
visando aumentar a atratividade da armadilha. Uma das vantagens da armadilha
MosquiTRAP® sobre a ovitrampa é que a primeira possibilita a identificacdo do
mosquito ainda no campo, agilizando assim, a analise e obtenc¢ao dos resultados, uma
vez que exclui as etapas de contagem e ecloséo dos ovos e posterior identificagdo das

larvas de terceiro e quarto estadio.



Figura 4. Armadilha para captura de adultos (MosquiTRAP® ), utilizada nos
experimentos de comportamento de oviposi¢cdo de fémeas gravidas de Aedes aegypti
em condi¢cdes de semicampo e campo. (a) parte inferior (bojo); (b) parte superior
(tampa); (c) tela de protecdo (d) AtrAedes® (Atraente de oviposigéo sintético) e (e)

cartdo adesivo.

A eficiéncia desta armadilha na captura de fémeas gravidas de Aedes spp foi
avaliada em testes de campo realizados no bairro Itapod, regido da Pampulha,
municipio de Belo Horizonte, no ano de 2002 (Gama, 2005). Verificou-se que apesar
da ovitrampa mostrar-se mais sensivel na detecgdo da presenca do mosquito A.
aegypti na area avaliada, a MosquitTRAP® mostrou-se mais pratica e rapida nas
vistorias e na obtengao dos dados, mostrando-se valida para o uso no monitoramento
vetorial.

Eiras et al. (2003) também compararam em campo a eficiéncia da MosquiTRAP®,
da ovitrampa e da pesquisa larvaria na detec¢do de mosquitos A. aegypti no municipio
de Pedro Leopoldo, Minas Gerais. Os autores observaram uma variagéo de 21,4 a
72,4% e 52,8 a 92,9% nos indices de positividade da MosquiTRAP® e da ovitrampa,
respectivamente. Também foi observada uma elevada correlagédo (positiva) entre os
indices das duas armadilhas, sugerindo que a armadilha para a captura de adultos
também pode ser utilizada como uma ferramenta para detecgdo de mosquitos Aedes

spp em programas de monitoramento.



Recentemente, a MosquiTRAP® foi comparada com a ovitrampa e o método
da pesquisa larvaria nas 5 regides brasileiras, onde dois municipios de cada regido
foram selecionados, totalizando dez cidades (Manaus, Boa Vista, Fortaleza, Teresina,
Natal, Goiania, Rio de Janeiro, Santos, Foz do Iguagu e Blumenau) (Eiras, 2006). Um
dos objetivos do estudo foi comparar a eficiéncia da armadilha em diferentes
condicbes de temperatura, precipitacdo e umidade relativa. O monitoramento foi
realizado pela equipe do Laboratério de Culicideos do Departamento de Parasitologia
da Universidade Federal de Minas Gerais e teve apoio financeiro da Secretaria de
Vigilancia em Saude - Ministério da Saude (SVS-MS).

Nos dez municipios avaliados, a MosquiTRAP® foi mais sensivel (indice de
positividade) do que a pesquisa larvaria na detecgao do vetor A. aegypti e menos
sensivel do que ovitrampa. A ovitrampa apresentou indices de positividade superiores
a 75%, sugerindo que esta armadilha € muito sensivel e que 0 seu uso €& mais
indicado para detectar baixas populagdes do vetor e ndo quando a populagao do vetor
ja estéa estabelecida em uma area. No entanto, a MosquiTRAP® apresentou vantagens
em relagdo a ovitrampa, uma vez que foi possivel obter indices de positividade para
diferentes espécies de mosquitos no momento da vistoria da armadilha no campo.
Também foi verificado que os indices fornecidos pela MosquiTRAP® (indice de
densidade de A. aegypti e A. albopictus) indicavam que a populagao de fémeas de A.
aegypti estava elevada e que se houvesse circulagao viral, poderia haver transmissao
da doenca. Os indices mostrados pela ovitrampa e MosquiTRAP® foram diferentes da
pesquisa larvaria, sugerindo que as duasarmadilhas sdo ferramentas mais sensiveis
na deteccdo do mosquito na fase adulta. Também foi verificado que a precipitagdo nao
influenciou a captura de fémeas na MosquiTRAP®, porém temperaturas inferiores a

22°C e superiores a 28°C influenciaram negativamente a captura de fémeas de A.

aegypti.
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Os resultados do estudo multicéntrico, realizado nos 10 municipios
mencionados, geraram um relatério técnico a SVS-MS para a validagao da tecnologia
no Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD) (Eiras et al., 2004; Eiras et al.,
2006). O relatério foi avaliado por um comité técnico-cientifico que forneceu um
parecer favoravel a tecnologia MI-Dengue.

Favaro et al. (2006) utilizaram armadilhas MosquiTRAP® associadas ao
AtrAedes® em Mirrassol, Sao Paulo, para verificar qual o melhor local de instalagdo da
armadilha nas residéncias (peridomicilio ou domicilio) e verificaram que a armadilha
tem a capacidade de capturar um grande numero de fémeas gravidas de A. aegypti,
reforgcando o seu potencial como uma ferramenta de monitoramento em programas de

controle da dengue.

Os municipios de Congonhas (MG), Frutal (MG), Presidente Epitacio (SP) e
Vitéria (ES) adotaram o uso da MosquiTRAP® e do AtrAedes® no programa de
monitoramento da dengue em area urbana. O municipio de Vitéria (ES) ja apresenta
queda no numero de notificagbes em relagdo ao ano de 2006, periodo em que a
metodologia ainda nao era utilizada (Ecovec, 2007). A tecnologia de monitoramento do
A. aegypti utilizando a MosquiTRAP® e o AtrAedes® sera implementada em todas as
regionais da Prefeitura Municipal de Belo Horizonte. O teste piloto esta sendo

realizado na regional oeste, onde a tecnologia ja foi implantada (Ecovec, 2007).

11



1.3) Atraente de oviposicdo sintético (AtrAedes®)

O AtrAedes® é um atraente de oviposicdo sintético especifico para fémeas
gravidas de A. aegypti (Eiras & Sant'Ana, 2001) que estdo em busca de sitios de
oviposicdo. Este atraente ¢é constituido pelo nonanal, um dos compostos
biologicamente ativos identificados por Sant’Ana (2003) em infusdo de capim colonido
(Panicum maximum) de 15 e 20 dias de periodo de fermentagdo. O AtrAedes® é
constituido por um polimero que permite a liberagdo constante e continua do

composto sintético associado (nonanal) (Fig. 5).

onte: Alvaro Eiras

Figura 5. Dispositivo de emissdo do atraente de oviposigdo sintético utilizado nos

experimentos de comportamento de oviposi¢gao de fémeas gravidas de Aedes aegypti,

em condi¢cbes de campo e semicampo.
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2- JUSTIFICATIVA DO PROJETO

A eficiéncia da infusdo de capim colonido como atraente e/ou estimulante de
oviposicao para fémeas gravidas do mosquito Aedes spp foi confirmada por Sant’Ana
(2003). O autor avaliou em campo a resposta de oviposicdo do Aedes spp em
ovitrampas iscadas com infusGes de quatro diferentes tipos de gramineas (Panicum
maximum, Cynadon plectosa, Cynadon dactylon e Pennisetum purpureum). O autor
verificou que as armadilhas de oviposicao iscadas com infusdes de P. maximum
capturaram significativamente maior nimero de ovos quando comparadas com as
demais espécies de gramineas avaliadas. Posteriormente, Sant'/Ana (2003) avaliou
diferentes periodos de fermentacéo (1, 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 dias) das infusdes de P.
maximum em e observou que as infusbées com periodo de fermentagdo de 15 e 20
dias coletaram significativamente maior nimero de ovos quando comparadas com o
controle.

Apesar da eficiéncia da infusdo de P. maximum como atraente e/ou estimulante
de oviposicdo para fémeas gravidas de A. aegypti, 0 seu preparo trazia alguns
transtornos como: (a) necessidade de espago fisico para acondicionamento dos
galdes de fermentagcéo dentro do laboratério, (b) producado de odores desagradaveis
no ambiente de trabalho e (c) necessidade de muita m&o-de-obra para o
monitoramento e troca das infusdes das armadilhas no campo.

Visando achar uma solugdo para os problemas encontrados com o uso de
infusdes como atraente e/ou estimulante de oviposicdo do mosquito Aedes spp,
Sant’Ana (2003) identificou através das técnicas de cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG/MS) e ao detector eletroantenografico (CG/EAG) sete
compostos (nonanal, decanal, benzotiazol, 3-metil indol, p-cresol, limoneno e indol)
provenientes de infusbes de 15 e 20 dias de periodo de fermentacdo do capim
colonido (P. maximum). Posteriormente, cada um destes compostos, na sua forma

sintética, foi avaliado separadamente em diferentes concentragdes, no laboratério por
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meio da técnica de eletroantenografia (EAG) e em campo utilizando armadilhas de
oviposicao (ovitrampas).

A resposta das fémeas de Aedes spp, no campo, para os sete compostos
identificados, foi medida pelo nimero de ovos encontrado no substrato de oviposigao
(palheta de madeira). No entanto, o uso de armadilhas de oviposi¢do ndo permite
distinguir se um composto & um atraente (resposta a longa distancia) ou um
estimulante (resposta por contato) de oviposigdo. Experimentos onde a resposta de
oviposicao € medida apenas por meio da comparagao do numero de ovos depositados
nas armadilhas avaliam apenas o resultado final (nUmero de ovos depositados) do
comportamento de oviposi¢cdo e nao fornece informagdes sobre os mecanismos de
percepgao do inseto ou agdo do semioquimico avaliado (Isoe et al., 1995). Outra
desvantagem deste método é a incapacidade de determinar o numero de fémeas que
fizeram a oviposigao, ja que as fémeas de Aedes spp distribuem seus ovos em mais
de um criadouro (Bentley & Day, 1989; Reiter et al., 1995). Devido as fatores acima
mencionados, todos os experimentos do presente estudo foram realizados utilizando a
armadilha para captura de adultos MosquiTRAP®.

No campo, Sant’/Ana (2003) verificou que as armadilhas iscadas com agua de
torneira e solucdo de nonanal, indol, 3-metil indol em todas as concentracdes
avaliadas (10? a 10°ng/50ul solvente) e benzotiazol (102 a 10* e 10° ng/50ul solvente)
aumentaram significativamente a deposi¢gao de ovos de fémeas Aedes spp quando
comparadas com o controle (apenas agua de torneira). Entretanto, ndo foi avaliada a
resposta das fémeas gravidas a misturas (combinagbes) desses compostos
candidatos. Esta avaliagdo é extremamente importante uma vez que Sant'Ana (2003)
verificou que as fémeas de A. aegypti detectou a presenca destes sete compostos
sintéticos em corrente de ar (EAG), sugerindo que eles podem ser atraentes e/ou
estimulantes de oviposicdo. E provavel que estes compostos estejam presentes na
infusdo de P. maximum em diferentes concentracdes, inclusive podendo atuar em

sinergismo entre si, fato que potencializaria a eficiéncia da isca e conseqientemente,
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o da armadilha. A avaliagdo destes compostos apresentados em diferentes
combinagdes binarias (dois compostos simultaneamente) e terciarias (trés compostos
simultaneamente) podera fornecer informagdes para a elucidagdo destas questdes e
promover um melhor aproveitamento do potencial da armadilha.

O nonanal, um dos sete compostos identificados por Sant'’Ana (2003) na
infusdo do capim colonido, esta sendo utilizado na forma sintética (AtrAedes®), como
atraente de oviposicdo em armadilhas para captura de fémeas adultas
(MosquiTRAP®), em substituicdo a infusdo de graminea, no monitoramento inteligente
do mosquito A. aegypti, em areas urbanas. O desenvolvimento de uma mistura
(binaria e/ou terciaria) contendo os compostos identificados na infusdo de P. maximum
podera aumentar a eficiéncia da armadilha e provavelmente contribuir para o sucesso
dos programas de monitoramento do inseto vetor em areas urbanas (Bentley et al.,
1979; Millar et al., 1992; Beelher et al., 1994; Alan & Kline, 1995; Du & Millar, 1999).

A tese foi dividida em trés capitulos: (1) avaliagdo da area experimental
(semicampo); (2) avaliagdo do atraente sintético (AtrAedes®) e (3) desenvolvimento de
nova formulagao de atraente sintético. Os resultados obtidos nos capitulos 1 e 2 foram
utilizados na execucao dos demais testes e serviu de base para o objetivo principal da
tese, o desenvolvimento da nova formulagdo. Um fluxograma foi construido para
demonstrar as etapas e os experimentos que foram realizados durante a execucgao da

tese (Fig. 6).
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2.1) OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma mistura de atraente de oviposi¢cao para fémeas gravidas de
A. aegypti utilizando compostos sintéticos identificados na infusdo de P.
maximum, através de combinacbes binarias e terciarias, visando aumentar a
atratividade do AtrAedes® e da armadilha para coleta de adultos

(MosquiTRAP®).

2.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar uma area experimental (semicampo), contendo oito gaiolas, para a
realizacdo dos testes de comportamento de oviposicdo do mosquito A.
aegypti.

Comparar a eficiéncia do AtrAedes® com infusées de capim colonido de
diferentes periodos de fermentacdo, na captura de fémeas gravidas de A.
aegypti em condi¢cbes de semicampo.

Avaliar a reposta das fémeas gravidas de A. aegypti, a diferentes
concentragbes dos atraentes sintéticos (nonanal, decanal, p-cresol, 3-metil
indol e indol) de oviposigao, em condigbes de semicampo.

Desenvolver e avaliar misturas binarias e terciarias dos candidatos a atraentes
de oviposicdo em armadilhas para captura de adultos em condigbes de campo

€ semicampo.
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Figura 6. Fluxograma do projeto de tese.
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Capitulo |

Desenvolvimento de metodologia de semicampo: avaliagao de area experimental
para testes comportamentais com o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti

(Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).
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I-1 RESUMO

O mosquito A. aegypti nao esta disponivel durante o ano todo em campo para testes
comportamentais. Outras dificuldades s&o verificadas quando os estudos
comportamentais para o mosquito A. aegypti séo realizados em campo: (1) densidade
populacional desconhecida; (2) estado fisioldgico variavel; (3) risco de se contrair o
virus da dengue durante a realizagdo dos experimentos, (4) dificuldades operacionais
como excessiva mao-de-obra, transporte, aceitacdo dos moradores e aprovagao do
comité de ética. Devido a estas limitagdes surgiu a necessidade de desenvolver uma
metodologia de semicampo, para a realizacdo de estudos comportamentais do
mosquito A. aegypti. O objetivo deste trabalho foi avaliar uma area experimental (14 x
7 x 3,5m), contendo oito gaiolas (2,5 x 2,5 x 2,0m), construidas para a realizagdo de
testes comportamentais de oviposicao com fémeas de Aedes aegypti. A avaliagdo
consistiu na (1) no estudo do deslocamento da pluma de odor, (2) determinagéo do
tempo de realizagdo dos experimentos, (3) definicdo do numero de fémeas liberadas
em cada repeticdo e (4) avaliagdo da resposta das fémeas frente a quatro diferentes
distribui¢des das armadilhas no interior das gaiolas de teste. Utilizou-se nos testes
fémeas de 3 a 4 dias ap0s repasto sangiiineo e armadilhas para captura de adultos
(MosquiTRAP®). Os resultados demonstraram que a diregdo da pluma de odor variou
de acordo com a gaiola avaliada e a posicao em que era gerada. Foi verificado que
92,4 + 1,52% das fémeas de A. aegypti foram capturadas apds duas horas de inicio
dos experimentos, permitindo assim a realizacdo na area experimental de até 32
repeticbes/dia. A amostragem minima de fémeas liberadas por experimento para a
realizacdo de analises estatisticas foi limitada a 20 fémeas por armadilha. Com
excegdo das gaiolas t3 e 7, ndo foi observada diferenga significativa na resposta
comportamental das fémeas gravidas em relagao as diferentes posigdes de instalagéo
das armadilhas nas gaiolas de teste. O conhecimento destes parametros permitiu a
padronizacdo dos experimentos e reprodutibilidade dos resultados para estudos de

avaliagdo de atraentes sintéticos de oviposicao e desenvolvimento de armadilhas.
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I.2 INTRODUGAO

O mosquito A. aegypti nao esta disponivel durante o ano todo em campo para
testes comportamentais. A sua presenca € detectada principalmente na estacao
chuvosa (verdo), durante os meses mais quentes do ano, quando é verificado um
aumento populacional. Outras dificuldades s&o verificadas quando os estudos
comportamentais para o mosquito A. aegypti sdo realizados em campo: (1) a
populagdo do inseto em estudo é desconhecida; (2) o estado fisiolégico dos insetos &
bastante variavel; (3) ha risco de se contrair o virus da dengue durante a realizagdo
dos experimentos, principalmente quando os testes sdo realizados durante surtos
epidémicos ou em area de risco, onde a densidade populacional do inseto € alta; (4)
dificuldades operacionais como excessiva méo-de-obra, necessidade de veiculos para
deslocamento para as areas de estudo, aceitacdo dos moradores e mobilizagdo da
comunidade. Devido a estes problemas surgiu a necessidade de desenvolvimento de
uma metodologia de experimentacdo em condi¢des de semicampo, que consiste na
utilizagdo de uma area experimental, com caracteristicas mais préximas as
encontradas no ambiente natural, construida ao ar livre (area externa), ou seja,
exposta as pequenas variacbes de temperatura, velocidade do vento e umidade
relativa, para a realizagcado dos testes comportamentais para o mosquito A. aegypti.

A metodologia de semicampo foi utilizada no oeste do Kenya para estudar a
ecologia comportamental do mosquito Anopheles gambiae, principal vetor da malaria
na Africa. Knols et al. (2002) construiram uma area experimental (semicampo)
simulando o ambiente natural do mosquito A. gambiae, visando conhecer o
comportamento e a ecologia do inseto vetor. Os autores verificaram que é possivel
fechar o ciclo biologico do vetor (acasalamento, alimentagdo de agucar, oviposigédo e
procura do hospedeiro) no interior desta area experimental e que a metodologia de
semicampo representa um meio promissor para aumentar a compreensao da ecologia
evolutiva e comportamental dos vetores da malaria na Africa, bem como para

desenvolver e avaliar novas estratégias de controle.

20



Seyoum et al. (2002a) utilizaram esta mesma area experimental para avaliar a
eficiéncia de oito diferentes plantas tradicionalmente utilizadas pela comunidade como
repelentes do mosquito A. gambiae. Os autores verificaram que a metodologia de
semicampo é uma alternativa promissora para os testes realizados no campo, uma
vez que é possivel avaliar um grande numero de candidatos a repelentes, em
condicbes muito parecidas com as encontradas no ambiente natural, sem o risco de
exposicao a doencga. Posteriormente, Seyoum et al. (2002b) utilizaram a metodologia
de semicampo para avaliar a repeléncia de nove diferentes espécies de plantas e duas
combinacbes, na forma de pasta, contra o vetor da malaria, A. gambiae. Estes estudos
foram concluidos em menos de um ano enquanto que, em campo, levariam varios
anos e estariam limitados a periodos quando a densidade de mosquitos estaria
suficientemente alta para garantir resultados significativos.

Okanda et al. (2002) utilizaram a metodologia de semicampo para quantificar
determinantes do acasalamento e sucesso reprodutivo de A. gambie criados sob
condigbes seminaturais (expostos ao ar do meio ambiente e as condigdes
meteorologicas, em “screen-walled greenhouse”) e verificaram que os resultados
obtidos foram totalmente consistentes com a atual teoria de selegcdo sexual dos
insetos.

Okech et al. (2003) avaliaram a influéncia da disponibilidade de agucar e do
microclima no interior da area experimental (semicampo) na sobrevivéncia de A.
gambiae e observaram resultados similares aos obtidos sob condigdes de laboratério
por outros pesquisadores. Impoinvil et al. (2004) estudaram, em condi¢gdes de
semicampo, a alimentagéo e sobrevivéncia do mosquito A. gambiae em oito diferentes
espécies de plantas que geralmente sao cultivadas e/ou crescem na regido do Kenya,
na auséncia de repasto sanguineo.

Mathenge et al. (2002), em apenas um ano de estudo, modificaram um
cortinado em uma armadilha que captura até 70% das fémeas liberadas. Isto foi

possivel porque a continua experimentacédo garantiu rapido progresso em direcdo ao
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desenvolvimento da armadilha. Njiru et al. (2006) avaliaram a resposta das fémeas de
A. gambie as armadilhas “Counterflow Geometry” (CFG) iscadas com diferentes
odores em condigbes seminaturais (semicampo) no Kenya e verificaram que a
metodologia de semicampo oferece a possibilidade de avaliar uma grande variedade
de candidatos a cairoménios.

Este trabalho teve como objetivo avaliar uma area experimental, contendo oito
gaiolas de teste, construida para a realizagdo de testes comportamentais com o
mosquito A. aegypti. A avaliagédo consistiu (1) no estudo do deslocamento da pluma de
odor geradas em no interior das gaiolas, (2) determinagdo da duragdo dos
experimentos, (3) determinagdo do nimero minimo de fémeas liberadas por armadilha
para a realizagdo de analise estatistica (4) verificar se as fémeas de A. aegypti exibe
preferéncia por alguma das posi¢cdes de instalagdo das MosquiTRAP® no interior das

gaiolas de teste.

I. 3 MATERIAL & METODOS

1.3.1) Criacdo e manutencdo de mosquito Aedes aegypti em laboratdrio:

A colénia de mosquitos A. aegypti utilizada nos experimentos € mantida no
Laboratério de Culicideos, Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), desde o ano de
2000 e a geragao utilizada nos testes foi a F9. Os ovos que deram origem a col6nia
foram coletados no Campus Pampulha da UFMG (Belo Horizonte, MG), por meio de
armadilhas de oviposi¢ao (ovitrampa). Testes preliminares (RT-PCR) foram realizados
pelo Laboratério de Virus do Depto de Microbiologia da UFMG, para verificar a
presenga do virus da dengue nos ovos coletados. Para os testes foi utilizada uma
amostra (“pool”) de 50 larvas do 3° e 4° estadios. Utilizou-se em todos os testes

insetos pertencentes a nova geragao.
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A sala de criacéo foi mantida a 27 + 1°C, 75 a 80% de umidade relativa (U.R) e
12L:12E de fotoperiodo (Eiras, 1991). Os mosquitos adultos foram mantidos em
gaiolas (30x30x30cm) com tela fina e alimentados com solugdo agucarada (10%
sacarose). Ratos (Rattus norvegicus) anestesiados com 0,6 a 0,8 ml de Tiopental
sodico na concentragao de 50 mg/ml (1,0 g em 20 ml solugéo salina isotbnica), via
peritoneal foram utilizados para o repasto sanglineo. As larvas foram mantidas em
cubas plasticas com agua (aproximadamente 5 cm de profundidade) e alimentadas
com ragao para peixes ornamentais (Goldfish®) até atingirem o estagio de pupa. As
pupas coletadas diariamente e transferidas para a gaiola de criagdo (adultos).
Somente fémeas adultas de 10 a 20 dias de idade cronolégica e 3 a 4 dias apods
repasto sangliineo (periodo necessario para a maturagdo dos ovos) foram utilizadas

nos experimentos.

1.3.2) Armadilha para coleta de adultos (MosquiTRAP®):

A armadilha consiste de um recipiente de cor preta e fosca com capacidade
aproximada de 1L, 24 cm de profundidade e 14 cm de didmetro. No interior da
armadilha foi colocado (a) um cartdo adesivo (38 x 19 cm) preto, onde as fémeas
gravidas de A. aegypti ficam aderidas, apos contato com a superficie interna da
armadilha, (b) uma tela de protegao (12 cm didmetro) que evita a oviposi¢cao da fémea
do mosquito diretamente na agua, (c) um atraente sintético de oviposicéo (AtrAedes®)
e (d) agua de torneira (500 mL) (Eiras, 2002; Favaro et al., 2006; Gama et al., 2007)

(Fig.4, Introducéao geral).
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1.3.3)_Area Experimental (Semicampo):

Uma area de 14 x 7 x 3,5 m foi construida ao ar livre préximo ao prédio do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (Campus
Pampulha) para a realizagdo dos testes comportamentais do mosquito A. aegypti
(Figs. 1, 2 e 3). A area experimental possui toda a sua extensao lateral protegida por
tela fina (malha 72; 1mm) para evitar a entrada de insetos e/ou impedir que os
mosquitos que estdo sendo avaliados escapem para a area externa. A tela foi
instalada acima do nivel do solo, sobre uma parede de alvenaria (37 cm altura)
construida ao redor da area experimental. O teto foi coberto com plastico transparente,
permitindo o acesso de luz natural no ambiente e evitando assim a entrada de agua
nos dias de chuva. Um plastico transparente (1 m altura) foi colocado internamente,
nas paredes da area experimental, com o objetivo de diminuir a influéncia das
correntes de ar. O piso foi coberto por brita e um termohigrémetro foi colocado no
centro da area experimental para que a temperatura e U.R fossem monitoradas
continuamente. Uma bancada com prateleiras foi instalada para preparagdo de
material para teste e armazenamento das armadilhas utilizadas nos experimentos.
Uma sala contendo, gaiolas de teste, computador, armarios e prateleiras, onde é
guardado todo o material de gravagdo, utilizado nos experimentos, também foi
construida no interior da area experimental. Trés armadilhas BG-TRAP (Maciel-de-
Freitas et al., 2006; Krockel et al., 2006) foram mantidas em diferentes locais no
interior da area experimental para capturar os mosquitos que eventualmente

escapavam do interior das gaiolas de teste.

Oito gaiolas (2,5 x 2,5 x 2,0 m, cada) foram instaladas no interior da area
experimental, permitindo assim a realizagdo de oito experimentos simultaneamente
(Figs. 2 e 3). As gaiolas (paredes e teto) foram confeccionadas de tecido (voal) branco.
Um ziper foi instalado para facilitar a entrada e saida do experimentador, bem como
para impedir que os insetos escapassem. Um vaso de planta (Spathiphyllum spp) foi

colocado no centro de cada gaiola servindo como local de repouso para os mosquitos
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avaliados (Fig. 5, 6 e 7). A area de cada gaiola de teste pode ser aumentada para 5,0
x 2,5 x 2,0 m, isto era possivel porque em uma das paredes de cada gaiola foram
colocados dois ziperes (um de cada lado) lateralmente. A abertura dos ziperes e o
acondicionamento desta parede permitiam o acesso entre as duas gaiolas adjacentes

e consequentemente a ampliacao da area de teste.

Os experimentos foram realizados no periodo da tarde (13:00 as 15:00h) e
foram iniciados sempre que a temperatura no interior da area experimental atingisse
no minimo 25°C e no maximo 38°C e umidade relativa entre 50 a 80% (Knols et al.,
2002). Quando a temperatura assumia valores acima de 32°C ou a umidade relativa
estava abaixo de 60% o piso era molhado até que as condigbes de temperatura e U.R

atingissem os valores desejados.

Figura 1. Vista externa da area experimental (semicampo), onde foram realizados os
testes de comportamento de oviposicao das fémeas gravidas de Aedes aegypti.
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Fonte: Alvaro Eiras

Figura 2. Vista interna da area experimental (Semicampo). Detalhe das gaiolas de
teste onde as fémeas gravidas de Aedes aegypti foram avaliadas.
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Figura 3. Esquema da area experimental (semicampo) mostrando a disposi¢cao das

gaiolas de teste e anexos (sala de gravagao e bancada).

1.3.4) Experimento 1: Deslocamento da pluma de odor no interior das gaiolas.

Quatro posicoes (A, B, C e D) foram previamente determinadas no interior de
cada gaiola de teste para a realizagdo dos experimentos (Fig. 4a e 4b). As plumas de
odor formadas foram avaliadas ao nivel do solo (Fig. 4a) e a 30 cm de altura, com
auxilio de um suporte (Fig. 4b). Recipientes de cor preta e fosca (capacidade 1L, 10
cm diametro e 12 cm profundidade) foram colocados em cada posigéo. A simulagédo da

pluma de odor foi gerada utilizando um chumago de algoddo (5 cm diametro)
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umedecido em 3-4 gotas de acido cloridrico (HCI) e hidréoxido de aménio (NH,OH),
colocados no interior dos recipientes de cor preta e fosca (Eiras & Jepson, 1991).
Cada posicao foi avaliada individualmente, sendo que a dire¢cdo assumida pelas
plumas geradas nas diferentes posi¢cdes foi desenhada em planilha de papel e

posteriormente analisada.

A diregao do vento no interior da area experimental também foi avaliada. Tiras
de papel de seda (2 x 10 cm) foram presas no teto de cada gaiola de teste com auxilio
de linha de costura. Portanto, a diregdo do vento foi determinada pelo deslocamento

das tiras quando atingidas pela corrente de ar.
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Figura 4. Avaliagcao da pluma de odor, ao nivel do solo (4a) e a 30 cm de altura (4b),
em quatro diferentes posicées (A, B, C e D) no interior das gaiolas de teste, em

condigbes de semicampo.

1.3.5) Experimento 2: Duracao dos experimentos:

Duas armadilhas do tipo MosquiTRAP® e dois recipientes de cor preta e fosca
(capacidade 1 L, 10 cm diametro e 12 cm profundidade) foram colocados ao nivel do
solo, equidistantes cerca de 1 metro no interior de cada gaiola de teste (Fig. 5). As

armadilhas foram iscadas com agua de torneira (500 ml) e atraente de oviposi¢ao
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sintético (AtrAedes®), enquanto que os recipientes de cor preta foram utilizados vazios,
considerados apenas como local de repouso. Dez fémeas gravidas de A. aegypti por
armadilha foram liberadas em cada repetigdo. As fémeas foram mantidas em potes
plasticos (250 ml) com tampa telada. Os potes foram colocados ao nivel do solo, no
centro da gaiola de teste, a tampa foi aberta ap6s a saida do experimentador, com
auxilio de um bastdo de madeira contendo fita adesiva em uma das extremidades.
Ap6s cada periodo avaliado (30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos) o experimentador
entrava na gaiola e substituia os cartdes das duas armadilhas. O nimero de fémeas
capturadas (presas no cartdo adesivo) nas duas armadilhas apds cada periodo foi
quantificado e a percentagem de captura (nimero de fémeas capturadas/ total de
fémeas liberadas*100) foi calculada para cada tratamento. Foram realizadas. Oito

repeticoes

MosquiTRAP®

(H.0+ AtrAedes®)

Local de
repouso

Local de
repouso

<

Vaso de planta

(H,0+ AtrAedes®)

MosquiTRAP® '

Figura 5. Distribuicdo das armadilhas MosquiTRAP® no interior das gaiolas de teste,
durante a realizacdo do experimento para determinagcdo do tempo minimo de duracéo

dos experimentos (N=8).



1.3.6) Experimento 3: Numero de fémeas liberadas por armadilha

O tratamento (tempo de duragdo) que capturou a maior percentagem de
fémeas gravidas de A. aegypti no experimento 2 foi utilizado neste teste. Quatro
armadilhas contendo apenas agua de torneira (500 ml) foram colocadas no interior de
cada gaiola de teste. Neste experimento, o atraente de oviposi¢cdo sintético
(AtrAedes®) nzo foi utilizado para evitar saturagdo (alta concentragdo do volatil) no
interior da gaiola de teste, uma vez que quatro armadilhas foram utilizadas. As
armadilhas foram instaladas ao nivel do solo, equidistantes cerca de 1m (Fig. 6). O
numero de fémeas liberadas/armadilha variou de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 em cada
repeticdo. O local e o modo de liberagdo das fémeas foi analogo ao utilizado no
experimento 2. Dezesseis repeticdes foram realizadas para cada tratamento. O

delineamento estatistico utilizado foi blocos inteiramente casualizados.

MosquiTRAP®
+ H,0

MosquiTRAP®
+ H,O

Vaso de planta

MosquiTRAP®
+ H,O

MosquiTRAP®
+ H,0

1
| IS

Figura 6. Posi¢cao das armadilhas para captura de adultos, no interior das gaiolas de
teste, durante a realizagdo do experimento de determinagdo do nimero de fémeas de

Aedes aegypti liberadas por armadilha (N=16).
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1.3.7) Experimento 4: Resposta de fémeas grdvidas de Aedes aeqypti frente as

diferentes distribuicoes das armadilhas MosquiTRAP® no interior da gaiola de

teste.

O numero de fémeas liberadas neste teste foi aquele que obteve melhor
resposta no experimento anterior. Quatro posigbes (duas longitudinais e duas
transversais) foram avaliadas separadamente, no interior de cada gaiola de teste. As
posicbes transversais foram chamadas de A e B (Fig. 7a) e as longitudinais de C e D
(Fig. 7b). Armadilhas MosquiTRAP® iscadas com AtrAedes® e 500 ml de agua de
torneira foram utilizadas em todas as repeticdes e foram instaladas ao nivel do solo,
equidistantes cerca de 1 m. Recipientes de cor preta e fosca também foram utilizados
como local de repouso. O local e o modo de liberagdo das fémeas foi analogo ao
utilizado no experimento 2. Cinco repetigbes foram realizadas para cada tratamento

(posicao Ae B/ C e D) (Fig. 7).

7a 7b
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Figura 7. Posigbes transversais (7a) e longitudinais (7b) de instalagdo das armadilhas

MosquiTRAP® no interior das gaiolas de teste (semicampo) (N=5).
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1.3.8) Anadlise estatistica

Os dados (percentagem de fémeas capturadas) sofreram transformagéo
(arcoseno) e foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov a 5%
de probabilidade. Os dados com distribuicao normal foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas a posteriori pelo teste de Tukey ao nivel
de significancia de 5%. Foi utilizado Teste t de Student para comparagdo de médias,
quando apenas dois tratamentos foram avaliados. Dados cuja distribuicdo ndo era
normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, sendo as
médias comparadas utilizando-se o teste de Mann Whitney (a= 5%). A influéncia da
temperatura e da U.R foi calculada na captura das fémeas gravidas de A. aegypti por

meio de regresséo linear.

l. 4 RESULTADOS

.4.1 Dados climaticos

A temperatura e a U.R no interior da area experimental foram registradas no
inicio e no término dos experimentos. A influéncia da umidade relativa e da
temperatura na percentagem de fémeas gravidas capturadas foi avaliada. A média de
fémeas capturadas foi de 91,3% (34,3% minima e 100% maxima). Nao foi observada
correlacéo significativa entre a temperatura ou a U.R na captura de fémeas gravidas
no interior da area experimental, (’= 0,083 e r’= 0,060 respectivamente) (Fig. 8a e
8b). No entanto, correlagdo negativa foi verificada entre a temperatura e a umidade
relativa (r*= 0,624) (Fig. 8c). Foram analisados 969 dados (valores) de temperatura e
unidade relativa. A temperatura minima observada foi de 20°C e a maxima 38,5° C

(média 29,38° C). O valor minimo para U.R foi 49% e o maximo 100% (média 70,71%).
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1.4.2) Avaliacao da pluma de odor

A diregdo assumida pelas plumas geradas nas quatro posigdes, no interior das

gaiolas de teste, estdo representadas na Figura 9.

Observou-se que na area experimental havia trés correntes de ar: (1) entrava
pela parede lateral da area (lado da porta) para o interior das gaiolas de 1 a 4; (2)
entrava pela parede lateral da area (lado oposto a entrada) para o interior das gaiolas
de 5 a 8 e (3) lateralmente, percorria no sentido da bancada para as gaiolas 1 a 4. As
gaiolas de 5 a 8 ndo estavam expostas a terceira corrente de ar porque havia uma
barreira fisica (parede da sala de gravagado) protegendo estas gaiolas. Estas trés
correntes de ar, observadas na area experimental, provavelmente foram as
responsaveis pelo deslocamento das plumas formadas nas diferentes posicbes no
interior das gaiolas de teste. A influéncia das correntes de ar no deslocamento das
plumas de odor foi confirmada pela observagao das tiras de papel de seda, presas ao

teto das gaiolas de teste, que se moviam na mesma dire¢ao da corrente de ar.

Quando as armadilhas foram colocadas no solo, os testes de fumaca
demonstraram que existem pequenas oscilagdes nos formatos e dire¢gdes das plumas
de odor entre as gaiolas de teste. No geral, as plumas se movimentaram no interior
das gaiolas e em algumas as plumas se direcionam para o centro da gaiola, local onde
0s mosquitos sdo liberados para os testes comportamentais. Por exemplo, plumas
geradas nas quatro posigdes avaliadas (A, B, C e D) na gaiola 8 mantiveram-se no
interior da gaiola de teste e se dirigiram para o local de liberagdo das fémeas (centro
da gaiola) (fig. 9). As excegbes foram as gaiolas 3 e 7 onde as plumas se
comportaram de maneira diferentes das demais gaiolas. Por exemplo, a pluma
produzida na posi¢ao A dirigia-se para a gaiola ao lado (gaiola 4) enquanto que pluma

da posigao C deslocava-se para fora da area experimental (fig. 9).

Quando as plumas foram avaliadas a 30 cm de altura, verificou-se um

comportamento bastante similar ao observado no solo em relagdo a direcido de
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deslocamento da pluma. No entanto, a disperséo foi mais rapida e atingiu distancias
maiores das que foram observadas quando a pluma era formada ao nivel do solo.
Baseado nestas observagdes decidiu-se que o local de colocacédo das armadilhas nos

experimentos seria no solo.

Bancada

Sala de
gravagao

Figura 9. Deslocamento da pluma de odor, gerada ao nivel do solo, em quatro
diferentes posi¢des (A, B, C e D) no interior das gaiolas de teste. As setas indicam a

direcdo assumida pela pluma de odor gerada em cada posicao.

1.4.3) Duracao dos experimentos

Foi verificada influéncia do tempo de realizagdo do experimento na proporgéo
de captura de fémeas gravidas de A. aegypti, ou seja, aumentando o tempo de
duragéo do experimento, aumentava-se também a percentagem de fémeas presas no

interior das armadilhas. (Fig. 10).

Diferencga significativa foi observada para os seguintes tempos de duracgao: (1)
30 minutos quando comparado com os demais tratamentos (p=0,001, Mann Whitney,
gl=7), (2) 60 e 90 minutos quando comparados com 30, 120, 150 e 180 minutos
(p=0,018, Mann Whitney, gl=7). Nao foram observadas variagdes significativas na

percentagem de fémeas capturadas quando o tempo de duragao dos experimentos foi
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superior a duas horas, ndao havendo diferengas nas capturas entre os tempos 120, 150
e 180 minutos (p>0,05) (Fig. 10). Baseado nestes resultados foi fixado em duas horas
o tempo minimo de duracdo dos experimentos subseqlientes. A temperatura e a
umidade relativa observada neste experimento foram 28,5 + 0,19 °C e 70 + 0,00%

respectivamente.
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Figura 10. Avaliagao do tempo de captura de fémeas gravidas de Aedes aegypti nas
armadilhas para captura de adulto, em condigdo de semicampo (N=8). Letras

diferentes indicam diferencga significativa (p<0,05, Mann Whitney).

1.4.4) Numero de fémeas liberadas por armadilha

Os resultados demonstraram que o numero de fémeas liberadas possui
influéncia na variagéo (desvio padrao) da percentagem de fémeas gravidas capturadas
pelas quatro armadilhas. Foi verificado que o aumento do nimero de fémeas liberadas
levou a uma diminuigao da variagdo da percentagem de fémeas capturadas entre as
armadilhas, o que fornece maior confiabilidade aos resultados. Nao foi observada

diferenca significativa quando 5, 10 e 15 fémeas/armadilha foram utilizadas. No
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entanto, diferenga significativa foi verificada quando 20 fémeas/armadilha foram
liberadas, quando comparado com 5 e 10 fémeas/armadilha. Uma vez que nao foi
encontrada diferenga significativa (p>0,05) quando 20, 25 e 30 fémeas foram liberadas
(Fig.11), ficou determinado utilizar 20 fémeas/armadilha nos experimentos
subsequentes. A variagdo da temperatura e da umidade relativa observada neste

experimento foram 28,0 + 0,24 °C e 67,1 + 1,91%, respectivamente.

Os Coeficientes de Variagdo (CV) (desvio padrdo/média*100) obtidos para 5,
10, 15, 20, 25 e 30 fémeas liberadas por armadilha foram 78,38, 42,56, 18,26, 12,13,
9,37 e 6,73%, respectivamente. O mesmo perfil observado para os desvios padrao
também foi verificado para os CV, que tiveram os seus valores diminuidos a medida

que o numero de fémeas/armadilha foi aumentado (Fig.11).
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Numero de fémeas liberadas/armadilha

Figura 11. Variagdo na percentagem de captura de fémeas gravidas de Aedes aegypti
na armadilha MosquiTRAP® de acordo com o numero de fémeas liberadas, em
condigbes de semicampo. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05,

Anova).
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1.4.5) Resposta das fémeas grdvidas de Aedes aegypti frente as diferentes

distribuicées das armadilhas no interior das gaiolas de teste.

Nao foram observadas tendéncias variaveis na resposta das fémeas gravidas
de A. aegypti nas quatro posigbes avaliadas nas gaiolas N° 1, 2, 4, 5, 6 e 8. As
MosquiTRAPs® instaladas nas quatro diferentes posicdes capturaram percentagens
semelhantes de fémeas gravidas (p>0,05, teste t de Student) (Tab.1). No entanto, nas
gaiolas N° 3 e 7 foi verificado que a armadilha colocada na posicao C capturou
significativamente maior percentagem de fémeas gravidas quando comparado com a
MosquiTRAP® da posicdo D (p=0,049 e P=0,016, respectivamente). Nao foram
observadas mudancas significativas nas repostas das fémeas de A. aegypti, nestas

duas gaiolas, quando as posig¢des transversais (A e B) foram comparadas (Tab. 1).

Devido aos resultados obtidos neste experimento ficou estabelecido que nas
gaiolas 3 e 7 seriam utilizadas apenas as posicbes A e B, uma vez que diferengas

nas respostas das fémeas de A. aegypti nao foram verificadas nestas posigoes.

A temperatura e a umidade observada no interior da area experimental
(semicampo) durante a realizagdo destes experimentos foi 25,9 + 0,20°C e 68,86 %

0,87%, respectivamente.
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Tabela 1. Percentagem (+ E.P) de fémeas gravidas de Aedes aegypti capturadas nas

armadilhas MosquiTRAP®, instaladas em quatro diferentes posi¢des, no interior das

gaiolas de teste (N=5).

GAIOLAS POSICOES AVALIADAS
No. A X B c X D
1 416+4,52 39,0+4,26 46,5+570 34,6+ 512
2 38,5+4,26 41,9+4,60 527+573 368+ 523
3 48,2+6,05 29,3 +5,50 51,8+586  241+418°%
4 416+352 3204572 | 404+336  37,7+3,31
5 420+3,33 455£6,01 43,8+328  41,7+512
6 4114423 421+422 | 3551004 420+ 1,66
+ +
7 386+5,36 46,7 17.80 52,7+4,68  34,5+3,63"
38,0+4,66 384+4,85
8 46,6 + 1,74 34,3+3,43

* indica diferencga significativa (p<0,05, teste t de Student).

l. 5 DISCUSSAO

Fatores ambientais como temperatura, umidade relativa, luminosidade e vento,
podem influenciar o comportamento de oviposigdo dos mosquitos (Bentley & Day,
1989; Consoli & De-Oliveira, 1994; Clements, 2000). A variagdo destes fatores pode
acarretar uma interpretacao errada dos resultados, onde o que esta sendo avaliado
nao é apenas o tratamento em questdo e sim a soma do tratamento e das condicdes a
que o inseto esta submetido. Assegurar homogeneidade de condigbes durante a
realizacdo de experimentos & essencial porque permite que todos os tratamentos
sejam submetidos as mesmas variaveis e garante que outros fatores nao interfiram na

resposta do inseto avaliado.
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Knols et al. (2002) monitoraram a temperatura e a umidade relativa em trés
diferentes alturas (0,5, 1,5 e 2,5 m) no interior de uma area experimental (condigdes
de semicampo), construida no oeste do Kenya, para avaliagdo de testes
comportamentais do mosquito A. gambiae, durante dois periodos distintos (estagéo
seca fria e quente). Os autores encontraram valores médios de temperatura e U.R
similares aos obtidos no presente trabalho. A temperatura média foi de 22,5°C (19,0 -
24,3°C) durante a estagado secal/fria e 24,0°C (20,0 - 29,8°C) na estagado seca/quente.
Enquanto que para a U.R os valores médios foram 63,5 e 69,3% a 1,5 e 2,5 metros de
altura, respectivamente. Impoinvil et al. (2004) também registraram em condi¢des de
semicampo, valores médios de temperatura (24,6 + 3,1°C) e de U.R.A (64,1 + 8,8%)
muito similares aos utilizados no presente trabalho. Okech et al. (2003) compararam
durante um periodo de uma semana, as condigdes climaticas em condi¢cdes de
semicampo com as obtidas no ambiente natural e ndo encontraram diferengas
significativas entre os valores médios de temperatura e U.R obtidos nos dois

ambientes.

A turbuléncia do ar tem grande influéncia na dispersdo de plumas de odor
formada a partir de uma fonte (Geier et al., 1999, Eiras & Mafra-Neto, 2001). O
conhecimento do deslocamento da pluma de odor na area de teste assegurara que o
inseto analisado seja exposto ao estimulo avaliado e consiga localizar a fonte de odor
atrativo. Se o odor avaliado é disperso para fora da area de teste, o inseto ndo sera
capaz de localizar a fonte de odor, uma vez que o mesmo encontra-se em area
confinada e nao detectara o estimulo. Esta auséncia de resposta pode ser interpretada
de modo errado, levando o pesquisador a deduzir que o estimulo ndo é atrativo para a
espécie avaliada. Por outro lado o deslocamento da pluma para determinada dire¢ao
podera favorecer um dos tratamentos avaliados em detrimento do(s) outro(s), gerando

erros na interpretagao da resposta do inseto.
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No presente estudo verificou-se que a area experimental estava exposta
basicamente a trés diferentes correntes de ar. Duas delas atingiam a area
experimental lateralmente (uma & direita e a outra a esquerda) e a terceira
frontalmente, em diregdo as gaiolas 1 a 4. As gaiolas 5 a 8 ndo estavam expostas a
esta terceira corrente de ar porque havia uma barreira fisica (parede da sala de
gravacgao/teste) protegendo-as. Estas trés correntes de ar, observadas na érea
experimental, provavelmente foram as responsaveis pelo deslocamento das plumas
formadas nas diferentes posigdes no interior das gaiolas de teste. Outra evidencia da
influéncia da agdo das correntes de ar no deslocamento das plumas de odor foi
verificada pela observagéo das tiras de papel de seda presas ao teto das gaiolas de
teste. Foi verificado que nas gaiolas 1 a 4 as tiras suspensas deslocavam para a
esquerda (diregdo oposta a entrada da area experimental) enquanto que nas gaiolas 5
a 8 o deslocamento era para a direita (mesma diregdo da porta), evidenciando desta
forma, a influéncia das correntes de ar no deslocamento das plumas formadas no

interior das gaiolas que se moviam na mesma dire¢do da corrente de ar.

A influéncia das correntes de ar e da posigcéo de instalagdo das armadilhas na
resposta de fémeas gravidas de A. aegypti também foi avaliada neste trabalho.
Verificou-se que o deslocamento da pluma gerada nas posi¢des B (gaiola 1), D (gaiola
2, 4,5 e 6) e A (gaiola 3) para o exterior da gaiola avaliada aparentemente nao
interferiu na atratividade para as fémeas de A. aegypti, uma vez que nao foi observada
diferenga significativa entre a percentagem de fémeas capturadas nestas armadilhas e
nos seus pares (posi¢gao A, C e B, respectivamente). No entanto, para as gaiolas 3 e
7, onde foi verificado deslocamento da pluma gerada na posigdo C para a area
externa (fora da area experimental) observou-se que a pluma de odor provavelmente
possui influéncia sobre a atratividade da armadilha, ja que as armadilhas
MosquiTRAP® instaladas nesta posigdo capturaram significativamente maior

percentagem de fémeas gravidas, quando comparadas com aquelas instaladas na
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posicdo D. Este aumento de atratividade das armadilhas pode ter ocorrido devido ao
deslocamento da pluma gerada na posigdo A para esta diregdo, fazendo com a que a
armadilha instalada na posicdo C tivesse seu efeito atrativo potencializado. Os
resultados obtidos no presente trabalho sugerem que nas gaiolas 3 e 7 as posi¢gdes C
e D ndo devem ser usadas para avaliagdo das respostas comportamentais das fémeas
gravidas de A. aegypti . Apenas as posicdées A e B podem ser utilizadas, ja que
respostas significativamente diferentes ndo foram observadas nestas posi¢ées. Para
as demais gaiolas avaliadas (1, 2, 4, 5, 6, e 8) as quatro posi¢gdes poderiam ser
utilizadas, ja que nao foi observada diferenga significativa entre a percentagem de

fémeas capturadas nas diferentes posicoes.

Conhecer o tempo necessario para que a fémea gravida responda a um
tratamento em condi¢gdes de semicampo é uma informagao valiosa porque (1) reduz o
periodo de duragédo dos experimentos (2) permite determinar o numero de repeti¢cdes
que podem ser realizadas diariamente, sem correr o risco de perda da
reprodutibilidade e significancia dos resultados. Os resultados obtidos no presente
trabalho sugerem que as fémeas avaliadas necessitam de tempos diferentes para
localizar e se deslocarem até a fonte de odor atrativo, uma vez que percentagens de
capturas bastante distintas foram observadas entre os tempos de 30, 60 e 120
minutos. Os resultados também demonstraram que, apés duas horas de experimento,
mais de 90% das fémeas foram capturadas no interior das armadilhas. Uma vez que
nao foi verificada diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos de 120, 150 e 180
minutos, foi determinado que duas horas seria o tempo adequado para a realizacao
dos testes de comportamento no interior da area experimental. Estes resultados s&o
muito importantes, visto que torna possivel a realizagdo de até quatro experimentos
por dia/gaiola, totalizando 32 repetigdes/dia, (nas condi¢des de temperatura e U.R
avaliadas) além de garantir maior agilidade na realizagdo dos experimentos e rapidez

na obtencéao dos resultados.
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Seyoum et al. (2002a) conduziram experimentos em condi¢gdes de semicampo
para avaliar a capacidade repelente de diferentes espécies de plantas locais contra o
mosquito A. gambiae e para determinar o melhor método de aplicagcdo (expulséo
térmica ou queima direta). O periodo de realizagdo destes experimentos foi de quatro
horas (20:00 até 24:00hs). Nestes experimentos, um voluntario era mantido no interior
da area experimental, servindo como isca humana. Testes preliminares poderiam ter
sido conduzidos para determinar o tempo necessario para que os mosquitos avaliados
respondessem ao tratamento, evitando desta forma transtornos para o voluntario que
ficou sentado no escuro, durante longo periodo até o término dos experimentos.
Mathengue et al. (2002) desenvolveram, em condi¢gées de semicampo, uma armadilha
especifica para o mosquito A. gambiae. Os experimentos foram realizados durante um
periodo de cerca de oito horas (22:00 as 06:15h e 20:00 as 4:00h) exigindo que os

voluntarios permanecessem a noite inteira no interior da area experimental.

Quando se avaliou a proporgéo ideal de fémeas liberadas por armadilha,
verificou-se uma relagdo de dependéncia inversamente proporcional, onde o aumento
do numero de fémeas liberadas levou a diminuigdo do desvio padrao da percentagem
de captura. Os CVs calculados também demonstraram redugdo no percentual de
variagdo a medida que o numero de fémeas liberadas era aumentado. O CV mede o
percentual de variagdo de uma resposta, ou seja, a diferenga entre a percentagem de
fémeas capturadas em cada tratamento. O percentual de variagdo das respostas em
mosquitos € bastante alto, atingindo até 60% (lvan Sampaio, comunicagao pessoal).
Quando cinco fémeas por armadilha foram liberadas, observou-se um desvio padréo
bastante alto e um CV acima da média (3,77 e 78,38%, respectivamente), indicando
que houve uma variacdo de cerca de 78% na percentagem de fémeas capturadas
entre as quatro armadilhas avaliadas. Liberando este nUmero de fémeas, dificimente
seria detectada diferenga significativa entre os tratamentos, uma vez que os altos

valores dos desvios iriam mascarar a resposta (preferéncia por determinado
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tratamento) das fémeas gravidas avaliadas. Neste caso, comete-se um erro tipo I,
onde existe diferenga significativa entre os tratamentos, porém esta diferenga nao foi
detectada pelo teste estatistico. No entanto, a medida que o numero de fémeas
liberadas foi aumentado, ocorreu uma redugdo no valor do desvio padréo e do CV,
diminuindo desta forma a variagdo entre as respostas obtidas e conseqiientemente
possibilitando a identificagdo de diferenga significativa entre os tratamentos avaliados,

quando esta diferenga realmente existir.

A metodologia de semicampo oferece condi¢gdes intermediarias entre
laboratorio e campo, uma vez que os testes comportamentais sao realizados utilizando
insetos criados e mantidos em laboratério, portanto, com idade e estado fisiolégico
conhecido. No entanto, sdo avaliados em condigbes mais préximas das encontradas
no ambiente natural, uma vez que a temperatura, a U.R e outras variaveis ndo séo
controladas. Utilizando esta metodologia é possivel a realizagdo de até quatro
repeticbes/dia por gaiola, visto que a execugcdao dos experimentos ndo esta
condicionada a curtos periodos de tempo, onde a densidade populacional é alta, como
ocorre nos testes realizados no campo. O emprego da metodologia de semicampo
possibilita agilidade, praticidade e rapidez na obtencdo dos resultados. Estes
ambientes estdo expostos a influéncia da direcdo e velocidade do vento, garantindo a
dispersdo dos odores avaliados. A circulacdo de ar no ambiente dissipa os volateis,
portanto evita a impregnacdo do local com o cheiro das substancias avaliadas,
eliminando a etapa de ventilagdo e/ou exaustdo, como ocorre em bioensaios
realizados em laboratorio.

O uso de um numero conhecido de insetos em cada repeticdo e o
conhecimento do estado fisiologico (idade cronolégica, periodo pds-repasto), diminui a
variacdo na resposta dos mosquitos e permite avaliagdo de grupos mais homogéneos.
Os insetos usados nos experimentos sdo criados em laboratério, portanto estao livres

de infecgao, excluindo desta forma, o risco de contrair doenga quando insetos vetores
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s&o utilizados. A metodologia de semicampo também oferece economia com mao-de-
obra e pode ser utilizada para diferentes finalidades, como avaliagdo de armadilhas e

desenvolvimento de atraentes.

I. 6 CONCLUSAO
Nas condi¢cdes em que os experimentos foram conduzidos, temperatura 25 a 32°C e

umidade relativa 50 a 80%, concluiu-se que:

» A metodologia de semicampo pode ser utilizada para avaliagdo de protétipos
de armadilhas, desenvolvimento de atraentes (oviposi¢cdo e/ou para fémeas de
A. aegypti em busca de hospedeiro para o repasto sanguineo) bem como na

avaliacao de liberadores de odor.

» O semicampo permite a realizacdo de até 32 repeticdes/dia, garantindo maior
rapidez na obtencdo dos resultados e a possibilidade de realizagdo de

experimentos durante quase todo o ano.

» No minimo, vinte fémeas de A. aegypti por armadilhas devem ser liberadas em
cada repeticdo para que possa ser detectada diferenca significativa pelo teste

estatistico, quando existir.

» O tempo minimo para realizacdo dos experimentos foi estabelecido em duas
horas, periodo necessario para que cerca de 90% das fémeas liberadas sejam

capturadas.

» As quatro posi¢des (A, B, C e D) de instalagdo das armadilhas podem ser

utilizadas nas gaiolas 1, 2, 4, 5, 6 e 8.

» Nas gaiolas 3 e 7 apenas duas posi¢des (A e B) podem ser utilizadas, devido a
variagbes significativas na resposta das fémeas gravidas observada nestas

posicoes.
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Capitulo 11

COMPARAGAO DA EFICIENCIA DO AtrAedes® E DE INFUSOES DO CAPIM
COLONIAO (Panicum maximum) DE DIFERENTES PERIODOS DE
FERMENTAGAO, NA CAPTURA DE FEMEAS GRAVIDAS DO MOSQUITO Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)(DIPTERA: CULICIDAE) EM CONDIGOES DE

SEMICAMPO.
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I.1 RESUMO

A armadilha para captura de adultos, MosquiTRAP®, é uma nova ferramenta que
estad sendo utilizada associada a um sistema de monitoramento informatizado,
denominado Monitoramento Inteligente da Dengue (MI-Dengue). A adigdo de um
atraente sintético de oviposigdo (AtrAedes®), potencializa o efeito da mesma,
aumentando a atratividade das armadilhas e conseqlientemente a captura de maior
nimero de insetos. O objetivo deste trabalho foi comparar a eficiéncia do AtrAedes® e
infusbes do capim colonido (Panicum maximum) (Jacq.) de diferentes periodos de
fermentagéo (5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 dias) na captura de fémeas gravidas de A.
aegypti em condigdes de semicampo. Os experimentos foram realizados em uma area
experimental (14 x 7 x 3,5m) contendo oito gaiolas de teste (2,5 x 2,5 x 2,0m). Vinte
fémeas por tratamento, com idade cronolégica de 10 a 20 dias e 3 a 4 dias apds
repasto sanguineo foram liberadas no interior de cada gaiola. Os resultados
demonstraram que o AtrAedes® capturou significativamente maior percentagem de
fémeas gravidas do que o controle (agua de torneira) (p=0,007). Quando comparado
com armadilhas iscadas com infusdes de capim colonido de 10, 15, 20, 30 e 45 dias
de periodo de fermentacdo, verificou-se que as armadilhas contendo AtrAedes®
capturaram percentagem semelhante de fémeas gravidas (p>0,05). O atraente
sintético de oviposigdo demonstrou ser significativamente mais eficiente na captura de
fémeas gravidas de A. aegypti do que a agua e infusdes de capim coloniao de cinco e
60 dias de periodo de fermentagédo (p<0,05). O AtrAedes® mostrou-se tdo e/ou mais
atrativo que as infusdes de capim colonido de diferentes periodos de fermentacgao,
portanto podera ser utilizado como isca nas armadilhas de oviposi¢gao, em substituicao
ao atraente natural (infusdes de capim colonido), reduzindo assim a mao-de-obra no

preparo das infusoes.
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Il. 2 INTRODUGAO
Os fatores responsaveis pela atragdo de fémeas gravidas a longa distancia sao
constituidos por estimulos visuais (cor), fisicos (temperatura, umidade) e quimicos
(odores) que auxiliam as fémeas na localizagdo dos sitios de oviposigao. Os atraentes
quimicos orientam as fémeas gravidas em direcao a fonte de odor (Clements, 2000).
Os estimulantes de oviposigdo sao substancias que induzem a oviposi¢gao, sendo
responsaveis pela resposta a curta distancia (resposta por contato) (Isoe et al., 1995).
Infusbes de diferentes matérias organicas como pelicula de arroz (Ikeshoji et
al., 1963), folhas de carvalho (Trexler et al., 1998), gramineas (Gjullin et al., 1965;
Reiter et al., 1991; Chadee et al., 1993; Allan & Kline, 1995; Isoe et al., 1995; Rawlins
et al., 1998; Roque, 2002; Sant'/Ana, 2003; Sant’Ana et al., 2006) e esterco (Krammer
& Mulla, 1979), tém sido utilizadas como atraentes e/ou estimulantes de oviposi¢cao

para diferentes espécies de mosquitos.

A atratividade destas infusdes € devida a atividade dos microorganismos nelas
presentes (Kramer & Mulla, 1979). O metabolismo destes microorganismos produz e
libera volateis que atraem e/ou estimulam fémeas gravidas para a oviposi¢ao. Estas
infusdes sao utilizadas como iscas, em armadilhas de oviposicdo, aumentando a
atratividade das mesmas (Rawlins et al., 1998; Trexler et al., 1998; Mboera et al.,

2000; Roque, 2002; Sant'Ana, 2003; Sant'Ana et al., 2006).

Sant'Ana et al. (2006) avaliaram em campo a resposta de fémeas gravidas de
A. aegypti em ovitrampas iscadas com infusdes de quatro tipos de gramineas
(Panicum maximum, Cynadon dactylon, Cynadon plectosa e Pennissetum purpureum).
Os autores verificaram que as armadilhas iscadas com infusdo de P. maximum
coletaram significativamente maior numero de ovos quando comparado com as
demais infusdes (C. dactylon, C. plectosa e P. purpureum), demonstrando a eficacia
de infusdes desta espécie de graminea na atratividade de fémeas em busca de sitios

de oviposigao. Posteriormente os autores avaliaram a resposta das fémeas gravidas
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de A. aegypti a infusdes de capim colonido de diferentes periodos de fermentagéo. Foi
verificado que as armadilhas iscadas com infusdes com 15 e 20 dias de periodo de
fermentagéo coletaram significativamente maior nimero de ovos quando comparado
com os demais tratamentos. Por meio da técnica de cromatografia gasosa (CG)
acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM) e ao detector eletroantenografico
(CG-EAG), bem como testes de campo, sete compostos biologicamente ativos para
fémeas gravidas de A. aegypti foram identificados nas infusées de 15 e 20 dias de
periodo de fermentacdo. Testes comportamentais demonstraram atividade atraente
para o nonanal, um dos compostos sintéticos avaliados (Eiras & Sant’/Ana, 2001). A
atratividade deste composto para fémeas gravidas de A. aegypti foi comprovada em
testes de campo utilizando-se armadilhas de oviposi¢céo (ovitrampa) (Sant’Ana, 2003).
No referido trabalho foi verificado que a adigdo do composto sintético a agua presente
no interior da ovitrampa aumentava a deposicéo de ovos por fémeas de A. aegypti. A
atratividade, no entanto, foi inferior aquela observada em ovitrampas iscadas com
infusdo de capim colonido de 15 e 20 dias de periodo de fermentacdo (Sant’Ana,
2003). Experimentos posteriores conduziram a produgdo de uma liberador adequado

para o atraente sintético que foi entdo denominado AtrAedes®.

Posteriormente ao AtrAedes®, foi desenvolvida uma nova armadilha especifica
para a captura de fémeas gravidas de A. aegypti, denominada MosquiTRAP® (descrita
no capitulo I). A armadilha foi desenvolvida a partir de testes de comportamento de
oviposigao realizados em laboratorio por Gomes (2003). Filmagens foram realizadas
para observar o comportamento das fémeas gravidas de A. aegypti no momento em
que entravam no criadouro. Gomes (2003) verificou que 91% fémeas que visitaram o
criadouro pousavam na superficie interna (parede) do recipiente. Baseado nestas
observacgdes foi colocado um cartdo adesivo no interior da armadilha, onde as fémeas
gravidas de A. aegypti ficam aderidas apds contato com a superficie interna da

armadilha.
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Neste trabalho objetivou-se comparar a eficiéncia do AtrAedes® e infusdes de
capim colonido de diferentes periodos de fermentagéo, na captura de fémeas gravidas

de A. aegypti, em condi¢cdes de semicampo.

1.3 MATERIAL & METODOS

11.3.1) Criacdo e manutencdo do mosquito Aedes aegypti em laboratorio.

As fémeas gravidas de A. aegypti utilizadas neste estudo foram criadas e
mantidas no insetario do Laboratério de Culicideos do Departamento de Parasitologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A
metodologia de criagdo e manutengao destes insetos em laboratdrio esta descrita no

capitulo I.

1.3.2) Area experimental.

Os experimentos de comportamento de oviposigdo das fémeas gravidas de A.
aegypti foram conduzidos em condicbes de semicampo, sob condigées naturais de
temperatura e umidade relativa em uma area experimental (14 x 7 x 3,5m) contendo

oito gaiolas (2,5 x 2,5 x 2,0m) de teste (descrita no capitulo I).

11.3.3) Delineamento experimental.

Vinte fémeas gravidas de A. aegypti por armadilha foram liberadas no interior
de cada gaiola de teste. As fémeas foram mantidas em potes (250 ml) plasticos com
tampa telada. Os potes foram colocados ao nivel do solo, no centro da gaiola de teste,
a tampa do pote foi aberta apds a saida do experimentador da gaiola, com auxilio de
bastdo de madeira contendo fita adesiva em uma de suas extremidades. Duas
armadilhas (tratamento e controle) para captura de adultos (MosquiTRAP®) e dois
recipientes de cor preto fosco (capacidade 1 L, 10 cm didmetro e 12 cm profundidade)

foram instalados ao nivel do solo, equidistantes cerca de 1,0 m, permanecendo no
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interior da gaiola durante um periodo de duas horas. Os recipientes de cor preta
estavam vazios e foram utilizados apenas como local de repouso. Um vaso de planta
(Spathiphyllum sp) foi colocado no centro da gaiola de teste, servindo também como
local de repouso (Fig. 2 e 3). A resposta de oviposicdo das fémeas gravidas de A.
aegypti foi avaliada através da comparagao direta entre o grupo tratado, contendo
agua ou infusdo de capim colonido de diferentes periodos de fermentagado versus o

grupo controle (AtrAedes®).

11.3.4) Fermentacdo de gramineas.

Amostras de 42,5 g de folhas frescas do capim colonido (P. maximum) foram
cortadas em pedacos de aproximadamente cinco centimetros e colocadas para
fermentar em galdes plasticos individuais hermeticamente fechados, contendo 5 litros
de agua de torneira, em sala climatizada a 27+1°C (Sant'Ana, 2003; Sant’Ana et al.,

2006; Roque, 2002) (Fig. 1).

Fonte: Alvaro Eiras

Figura 1. Galdes (5L) contendo infusdo de capim colonido (Panicum maximum).
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11.3.5) Experimento 1: Avaliacio da atratividade da armadilha MosquiTRAP®

iscada com atraente de oviposicio sintético.

A atratividade das armadilhas MosquiTRAP® iscadas com atraente de
oviposigdo sintético AtrAedes® foram comparadas com aquelas contendo apenas 500
ml de agua de torneira (controle). Sete repetigbes foram realizadas. Em cada repeti¢cao
foram liberadas 20 fémeas/armadilha gravidas de A. aegypti, totalizando 280 fémeas.
Apos duas horas de inicio dos testes as fémeas capturadas nas armadilhas foram
contadas e a percentagem de fémeas capturadas em cada armadilha foi calculada.
Para estes testes foram utilizadas as gaiolas de N° 1 a 7 e as posigbes utilizadas
foram A e B (gaiolas 1, 3, 5 e 7) e C e D (gaiolas 2, 4 e 6). O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado. (Fig. 2).

Local de
repouso -

A ' B
' Vaso Ee planta '

Local de
repouso

[ ] 1

MosquiTRAP®
(H20+ AtrAedes®)

v B

Vaso de planta

Figura 2. Distribuigdo das armadilhas MosquiTRAP® no interior das gaiolas de teste,
durante a realizagdo dos experimentos de eficiéncia do AtrAedes® na captura de

fémeas gravidas de Aedes aegypti em condigbes de semicampo (N=7).
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1.3.6) Experimento 2: Avaliacdo da_atratividade do AtrAedes® e infusées de

capim coloniao de diferentes periodos de fermentacdao na captura de fémeas

gravidas de Aedes aegypti.

Folhas frescas do capim P. maximum, colhidas na véspera do preparo das
infusdes, foram colocadas para fermentar em diferentes datas, resultando em
diferentes periodos de fermentacgéo (5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 dias), possibilitando que
os diferentes tratamentos fossem testados simultaneamente. As infusbes foram
coadas, diluidas a 10% v/v (Roque, 2002; Sant'‘Ana, 2003; Sant’Ana et al., 2006) e
colocadas no interior das MosquiTRAP®.

Duas armadilhas (teste e controle) por gaiola foram utilizadas em cada
repetigdo. Para o controle foi utilizado uma armadilha MosquiTRAP® contendo 500 ml
de agua de torneira e AtrAedes®, enquanto que as armadilhas teste receberam 500 m
de infusdo de diferentes periodos de fermentagéo (Fig. 3). Os experimentos foram do
tipo dupla escolha, sendo a resposta das fémeas medida pela percentagem de fémeas
gravidas capturadas em cada armadilha. Foram realizadas seis réplicas para cada
periodo de fermentacdo testado. Em cada repeticdo foram liberadas 20 fémeas
gravidas de A. aegypti, por armadilha, totalizando 280 fémeas. Para estes testes foram
utilizadas as gaiolas de N°1 a 7, as posi¢des utilizadas foram A e B (gaiolas 1, 3, 5 e
7) e C e D (gaiolas 2, 4 e 6). A posigao de instalagdo das armadilhas teste e controle
foi alternada em cada repeticdo. O delineamento experimental foi blocos inteiramente

casualizados.
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Figura 3. Disposigdo das armadilhas MosquiTRAP® no interior das gaiolas de teste

MosquiTRAP®
(H.0+

Vaso de planta

MosquiTRAP®
+ infusdo

(semicampo), durante a realizagéo dos experimentos de comparagdo do AtrAedes® e
infusdes de capim colonido de diferentes periodos de fermentagdo na captura de

fémeas gravidas de Aedes aegypti (N=6).

1.3.7) Anadlise estatistica.

Os dados (percentagem de fémeas capturadas) passaram por tratamento
estatistico (transformagédo arcoseno) e foram submetidos ao teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov). Quando a sua distribuicdo foi normal, as médias foram
comparadas utilizando o teste t de Student, ao nivel de significAncia de 5%. Quando a
distribuicdo ndo foi normal foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney.
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Il. 4 RESULTADOS

Il. 4 1) Avaliacdo da atratividade da_armadilha MosquiTRAP® _iscadas com

atraente de oviposigao sintético (AtrAedes®).

Os resultados demonstraram que as armadilhas iscadas com o atraente de
oviposicao sintético capturaram significativamente maior percentagem de fémeas
gravidas de A. aegypti quando comparadas com as controle (agua de torneira)
(P=0,007), sugerindo que o atraente sintético de oviposicdo aumenta a atratividade

das armadilhas MosquiTRAP® para fémeas em busca de sitio de oviposigéo (Fig. 4).
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Figura 4. Resposta comportamental das fémeas gravidas de Aedes aegypti, as
armadilhas MosquiTRAP® iscadas com atraente de oviposicdo sintético em condicdes
de semicampo (N=7). Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca

significativa (Teste de Tukey, p=0,007).
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Il. 4. 2) Avaliacdo da atratividade do AtrAedes®e infusées de capim colonido de

diferentes periodos de fermentacdo na captura de fémeas grdvidas de A. aegypti.

Para os experimentos de avaliagdo da atratividade de infusbes de capim
colonido de diferentes periodos de fermentagcdo, nao foi verificada diferenca
significativa entre a percentagem de fémeas gravidas capturadas nas armadilhas
iscadas com infusées de 10, 15, 20, 30 e 45 dias de periodo de fermentagado e
naquelas iscadas com atraente sintético de oviposi¢gao (P>0,05) (Fig. 5). No entanto,
as armadilhas MosquiTRAP® iscadas com infusdo de 5 e 60 dias de periodo de
fermentagao, capturaram significativamente menor percentagem de fémeas gravidas

do que o seu respectivo controle (AtrAedes®) (p=0,010 e p=0,009, respectivamente)

(Fig. 5).

O Infusao O AtrAedes

60 HH 32,6 637 HH *
45 45,8 48,7
30 —— 439 50,8 ——
20 |_|_| 53,5 44,9|_|_|
15 o 517 42,8
10 |-|—|46,0 44’4,_|_|
5 |_|_| 37,1 56,3 ._|_| *

% Fémeas capturadas * E.P

Periodo de fermentagao (Dias)

Figura 5. Resposta comportamental das fémeas gravidas de Aedes aegypti as
armadilhas MosquiTRAP® iscadas com infusdo de graminea (Panicum maximum) de
diferentes periodos de fermentagdo em condigbes de semicampo (N=6). * indica

diferenca significativa (Teste t de Student, p<0,05).
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Il. 5 - DISCUSSAO

O AtrAedes® mostrou-se mais eficiente na captura das fémeas gravidas de A.
aegypti do que agua de torneira e infusbes de 5 e 60 dias. Varios estudos ja
demonstraram que a adicdo de matéria organica a agua acarreta um aumento na
atratividade das armadilhas para as fémeas em busca de sitio de oviposigdo (Rawlins
et al., 1998; Trexler et al., 1998; Mboera et al., 2000; Roque, 2002; Sant’Ana, 2003;
Sant’Ana et al., 2006). Os volateis liberados das infusbes de matéria organica sao
resultantes do processo de fermentagdo anaerdbica produzida por microorganismos
presentes no local. A baixa atratividade das infusdes de cinco dias, provavelmente é
devida a auséncia ou a pequena producio destes compostos no periodo. Sant'‘Ana et
al. (2006) verificaram atratividade das infusbes P. maximum de 15 e 20 dias de
periodo de fermentagdo para fémeas gravidas de A. aegypti. No entanto, as infusdes
mais jovens (1, 3, 5, 7 e 10 dias de periodo de fermentagdo) nao foram
significativamente mais atrativas do que o controle (agua de torneira), coletando
quantidades semelhantes de ovos de A. aegypti. Portanto, a quantidade e a
concentragdo dos volateis produzidos parecem variar entre os diferentes periodos de
fermentagdo da infusdo e ainda determinar a eficiéncia destas na atratividade das
fémeas gravidas.

Sant'Ana et al. (2006) também observaram em testes de campo, utilizando
ovitrampas, que infusdes de 30 dias de periodo de fermentagdo coletaram numero
reduzido de ovos. Esta reducdo pode ser devida ao aumento da concentragdo dos
volateis liberados da infusdo. Infusbes de maior periodo de fermentagao,
provavelmente, possuem maior numero de microorganismos. O metabolismo dos
mesmos pode levar a uma maior producdo e liberacdo de volateis, aumentando,
portanto, a concentracdo dos compostos liberados e consequientemente diminuindo a

atratividade da armadilha. No entanto, novos estudos, como a identificagcdo e a
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quantificagdo dos microorganismos presentes nas infusdes de diferentes periodos de
fermentagéo, devem ser realizados para a confirmagao destas suposigdes.

Estudos em campo e em laboratério tém demonstrado que a atratividade das
infusdes de matéria organica pode ser devida a agdo de varios volateis associados em
diferentes concentragdes. Provavelmente, ocorre um sinergismo quando estes
compostos estdo associados, acarretando aumento da atratividade das armadilhas
(Millar et al., 1992; Beehler et al., 1994; Allan & Kline 1995; Du & Millar 1999, Trexler et
al., 2003). O atraente de oviposicao sintético utilizado no presente estudo € constituido
apenas por um dos sete compostos biologicamente ativos identificados por Sant’Ana,
(2003) na infusao de capim colonido de 15 e 20 dias de periodo de fermentagdo. Uma
vez que o AtrAedes® mostrou-se significativamente mais atrativo para as fémeas
gravidas do que as infusdes de capim colonido de 5 e 60 dias e tdo eficiente quanto as
infusbes de 10, 15, 20, 30 e 45 dias de periodo de fermentagdo, capturando
quantidades semelhantes de fémeas de A. aegypti, pode-se inferir que este composto
tem um importante papel na atratividade para fémeas gravidas e que seu uso nas
armadilhas, em substituicdo ao atraente natural (infusdo de capim colonido) é
altamente viavel. O uso do AtrAedes® em programas de monitoramento do mosquito
em area urbana, apresenta algumas vantagens (1) facilita o manuseio das armadilhas;
(2) o transporte e o (3) armazenamento, além de (4) poder ficar maior periodo de
tempo no campo, reduzindo o periodo de troca e o custo com méao-de-obra.

Os resultados obtidos neste estudo ndo coincidem com os de Sant’Ana (2003).
O autor verificou que as ovitrampas iscadas com infusdo de capim colonido coletaram
significativamente maior nimero médio de ovos que as armadilhas contendo solugao
de atraente sintético em diferentes concentracbes. Estes resultados diferentes,
provavelmente sao devidas as propriedades fisico-quimicas do atraente sintético
avaliado, que € um composto organico do grupo aldeido, sendo, portanto muito volatil
(P.E= 93°C, pressdo de vapor 0,26 mmHg). Sant'‘Ana (2003) avaliou o composto

sintético em solucdo, misturado a 4gua e ndo associado a um liberador, que permitiria
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uma liberagao continua e controlada do atraente. Uma vez que a taxa de evaporacgao
nao foi controlada, durante o periodo de realizagdo dos experimentos (24 horas), este
volatil, provavelmente, evaporou completamente nas primeiras horas de inicio do teste,
o que fez com que a armadilha iscada com o composto sintético, em diferentes
concentracgdes, perdesse a sua atratividade. Du & Millar (1999) verificaram que a
concentragdo do composto e a taxa de evaporagdo sdo fatores criticos na
determinag&o da resposta das fémeas gravidas, que pode ser positiva (atraente e/ou
estimulante) ou negativa (repelente e/ou deterrente).

Os diferentes resultados obtidos no presente estudo e no trabalho de Sant’Ana
(2003) também podem ser justificados pelo tipo de armadilha utilizado nos dois
experimentos. Todas as fémeas que entram em contato com a superficie interna da
armadilha MosquiTRAP s&o capturadas, sendo portanto quantificado toda visita,
enquanto que nas armadilhas de oviposigao as visitas ndo sdo quantificadas, sendo
considerado positiva apenas as armadilhas que contém ovos. No entanto, ovitrampa

negativa (sem ovos na palheta) também podem ter sido visitadas.

Il. 6 CONCLUSOES
> O AtrAedes® potencializa a atratividade da MosquiTRAP® na captura de
fémeas gravidas de A. aegypti.
» O atraente de oviposigao sintético € mais atrativo para as fémeas gravidas de
A. aegypti do que infusdo de P. maximum de 5 e 60 dias de periodo de
fermentacao.
> O AtrAedes® é tdo eficiente na captura de fémeas gravidas de A. aegypti,
quanto infusdes de capim colonido de 10, 15, 20, 30 e 45 dias de periodo de
fermentacéo.

> O atraente de oviposicao sintético (AtrAedes®) pode ser utilizado como isca em
armadilhas MosquiTRAP®em substituigio ao atraente natural (infusdo de capim

coloniao).
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Capitulo 11

Formulagao e avaliagado de atraentes sintéticos de oviposigao,
identificados em infusdes do capim colonido (Panicum maximum) para
fémeas gravidas do mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Diptera:

Culicidae) em condigdes de campo e semicampo.
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lll.1 RESUMO

Infusbes de capim colonido (Panicum maximum) liberam volateis que atraem
fémeas gravidas de Aedes aegypti para armadilhas de oviposigdo. Os volateis da
infusdo foram previamente identificados pelas técnicas de cromatografia gasosa
acoplada a eletroantenografia (CG/EAG) e espectrometria de massas (CG/MS) e
avaliados em testes de campo em ovitrampa por Sant’Ana (2003). Posteriormente,
estes atraentes sintéticos foram avaliados isoladamente, como iscas em armadilhas de
oviposicao e apresentaram um potencial para substituir o atraente natural (infusdo de
capim). No entanto, a associagao de dois ou mais compostos sintéticos ainda nao foi
avaliada, o que poderia aumentar a eficiéncia destas armadilhas. Este trabalho teve
como objetivos (1) avaliar a resposta das fémeas gravidas de A. aegypti a diferentes
concentracdes dos atraentes sintéticos nonanal, decanal, p-cresol, 3-metil indol,
benzotizol e indol, em condigdbes de semicampo e (2) desenvolver e avaliar
formulagbes binarias e terciarias dos compostos sintéticos, em condigbes de
semicampo e campo. Os testes foram realizados em uma area experimental (14 x 7 x
3,5m) contendo oito gaiolas (2,5 x 2,5 x 2,0m) de teste. Duas armadilhas para captura
de adultos (MosquiTRAP®) foram instaladas ao nivel do solo, no interior das gaiolas,
equidistantes cerca de 1m. Quarenta fémeas com 3 a 4 dias apds repasto sangiineo
foram utilizadas em cada repeticdo. Cinco doses logaritmicas (10? a 10°ng/50pl
hexano) foram avaliadas para cada composto sintético. Atraente sintético de
oviposicdo (AtrAedes®) foi utilizado como controle. Os testes de campo foram
realizados em trés areas do Campus Pampulha da UFMG. As armadilhas também
foram instaladas ao nivel do solo, porém equidistantes trés metros, em area protegida
da chuva e de animais domésticos. As vistorias foram realizadas 24h apods a
instalagdo das armadilhas. Os resultados demonstraram que as fémeas gravidas
responderam para todos os compostos sintéticos e para todas as concentragdes

avaliadas. No entanto, ndo foi observada diferengca significativa entre as cinco
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concentracdes testadas dos diferentes compostos. Quando cada concentragéo foi
comparada com o seu respectivo controle (AtrAedes®) verificou-se diferenca
significativa apenas para o decanal e benzotiazol na concentragdo de 10° ng/50ul
solvente, que capturaram significativamente menor percentagem de fémeas gravidas
do que o controle. A mistura binaria contendo AtrAedes® e decanal capturou
significativamente maior percentagem de fémeas gravidas do que o controle. Duas
formulagdes terciarias foram significativamente mais atrativas para as fémeas de A.
aegypti, em condigbes de semicampo, aquelas contendo AtrAedes®, decanal e 3-metil
indol (mistura 1) e as constituidas por AtrAedes®, decanal e P-cresol (mistura 2). Em
campo, estas duas formulagdées também foram significativamente mais atrativas que o
controle. No entanto, a mistura 1 capturou maior percentagem de fémeas gravidas nas
areas onde a presenga humana era predominante, enquanto que a mistura 2 foi mais
atrativa na area onde havia grande quantidade de animais. Os resultados
demonstraram efeito aditivo na associacdo do AtrAedes® com outros compostos
sintéticos identificados na infusdo de P. maximum. Mistura binaria (decanal) e
terciarias (3-metil indol ou P-cresol) aumentaram significativamente a captura das
fémeas gravidas de A. aegypti e conseqlientemente a eficiéncia da armadilha

MosquiTRAP® na captura de adultos.
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ll. 2 INTRODUGAO

Os insetos estdo entre os seres vivos que mais utilizam os odores para
desempenhar suas atividades durante sua existéncia (Vilela & Della Lucia, 2001).
Desse modo, o olfato bem os diversos odores sdo fundamentais, para a localizagdo
das presas, defesa, como sinal de agressividade, selegdo de plantas hospedeiras,
escolha de locais para oviposigao, corte e acasalamento, organizagdo das atividades
sociais e em diversos outros comportamentos (Vilela & Della Lucia, 2001). As
substancias quimicas que mediam a comunicagdo quimica s&o denominadas
semioquimicos (feromonios, cairomdnios, sinomoénios, aloménios e apneumonios)
(Nordland 1981). Os semioquimicos sdo capazes de modificar o comportamento dos
insetos, dependendo do estado fisioldgico destes. Quando usados como atraentes séo
capazes de atrair insetos em armadilhas ou manté-los em areas confinadas (Eiras &
Mafra-Neto, 2001). A possibilidade de utilizar semioquimicos como método alternativo
no monitoramento de mosquitos para substituir os métodos convencionais esta sendo
avaliada, uma vez que estas substancias sdo facilmente degradaveis no meio

ambiente (Eiras, 2001).

Millar et al. (1992) isolaram e identificaram cinco compostos (indol, 3-metil-
indol, fenol, p-cresol e 4-¢til fenol), provenientes da infusdo da graminea “bermuda”
(Cynadon dactylon) fermentada, que estimula fortemente a oviposicdo de Culex
quinquefasciatus. A resposta de oviposi¢ao de trés diferentes espécies de mosquitos
(C. quinquefasciatus, Culex tarsalis Coquillett e Culex stigmatosoma Dyar) frente aos
cinco compostos identificados, foi avaliada em campo, por Beehler et al. (1994). Os
resultados demonstraram que o 3-metil indol foi capaz de promover a oviposicdo em
C. quinquefasciatus, C. tarsalis e C. stigmatosoma. Estes mesmos compostos
também foram avaliados por Allan & Kline (1995) na mediagdo da oviposicao de
Aedes albopictus e A. aegypti em laboratério e campo. Os resultados demonstraram

que a maior oviposicéo de A. albopictus ocorreu em agua contendo somente o 3-metil
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indol e o 4-etil fenol, enquanto que para A. aegypti somente o fenol e o p-cresol
estimularam a oviposigéo.

Usando métodos cromatograficos e eletrofisiologicos (CG-EAD), Du & Millar
(1999) identificaram na infusdo da graminea “bermuda” fermentada quatro diferentes
compostos (nonanal, 2-undecanone, 2-tridecanone e naftaleno) daqueles descritos em
Millar et al. (1992). Os resultados demonstraram que varios dos compostos, em
concentragdes apropriadas foram fracamente atrativos para as fémeas gravidas em
testes de laboratério e/ou estimularam mais a oviposi¢do do que o controle (agua).

Trexler et al. (2003) avaliaram em campo e em laboratorio, cinco atraentes
sintéticos (dimetil disulfito, indol, p-cresol, 3-metil indol e trimetilamina) como
potenciais atraentes de oviposigao do mosquito A. albopictus. Os autores verificaram
que o A. albopictus nao exibiu atracdo, aumento de oviposicdo ou resposta
eletrofisiolégica para nenhum dos compostos testados e concluiram que estes
compostos nao parecem ser iscas eficazes para as ovitrampas, no monitoramento ou
controle desta espécie de mosquito.

Sant’Ana (2003) identificou através das técnicas de cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massa (CG/MS) e ao detector eletroantenografico
(CG/EAG) sete diferentes compostos (nonanal, decanal, benzotiazol, 3-metil indol, p-
cresol, limoneno e indol) provenientes de infusbes de 15 e 20 dias de periodo de
fermentagdo do capim colonido (P. maximum). Os sete compostos, em sua forma
sintética, foram avaliados individualmente em cinco diferentes concentracdes (10% a
10° ng/50ul solvente) em testes eletroantenogréaficos (EAD), bem como em armadilhas
de oviposigdo no campo. Foi observada resposta eletroantenografica aos sete
compostos sintéticos avaliados, demonstrando que as fémeas de A. aegypti detectam
a presenca destes em corrente de ar, sugerindo que estes semioquimicos podem
atuar como atraentes e/ou estimulantes de oviposi¢cao para as fémeas gravidas de A.
aegypti. No campo, foi verificado que as ovitrampas iscadas com agua de torneira e

solugdo de nonanal, indol, 3-metil indol em todas as concentragbes avaliadas e
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benzotiazol (10> a 10* e 10° ng/50ul solvente) aumentaram significativamente a
deposicédo de ovos de Aedes spp quando comparadas com o controle (apenas agua
de torneira). Posteriormente foi desenvolvido um atraente de oviposigdo sintético
(AtrAedes®), constituido pelo aldeido nonanal, um dos sete compostos biologicamente

ativos identificados na infusdo de P. maximum (Eiras & Sant’ana, 2001).

Os compostos sintéticos podem ser avaliados isoladamente ou em misturas,
quando se deseja verificar a ocorréncia de efeito aditivo ou sinérgico em consequéncia
da associagdo. As misturas podem ser (1) binaria (associagdo de um composto
principal, normalmente atrativo para o inseto em estudo, a um composto secundario)
(2) terciaria quando dois compostos atrativos sdo associados a um terceiro ou (4)

quaternaria. associacdo de quatro compostos simultaneamente.

Os objetivos deste trabalho foram (1) avaliar a resposta das fémeas gravidas de A.
aegypti a diferentes concentragées dos atraentes de oviposi¢do sintéticos (nonanal,
decanal, p-cresol, 3-metil indol, benzotiazol e indol) identificados por Sant’Ana (2003),
na infusdo de P. maximum, em condi¢des de semicampo e (2) desenvolver e avaliar
formulagdes binarias e terciarias dos candidatos a atraentes de oviposicao, em
condigdes de semicampo e campo, visando aumentar a atratividade do AtrAedes® para

as fémeas de A. aegypti.
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lll. 3 MATERIAL & METODOS

llll.3.1) Criacdo e manutencao de colénia do mosquito Aedes aegypti em

laboratério.

As fémeas gravidas de A. aegypti utilizadas neste estudo foram criadas e
mantidas no insetario do Laboratério de Culicideos do Departamento de Parasitologia
do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais. A
metodologia de criagdo e manutengao destes insetos em laboratério estd descrita no
capitulo I.

111.3.2) Area experimental.

1.3.2.1) Semicampo: Os experimentos comportamentais de respostas das
fémeas gravidas de A. aegypti a diferentes concentragdes dos atraentes sintéticos de
oviposicdo, bem como a avaliagdo da atratividade das formulagbes binarias e
terciarias foram realizados em condigbes de semicampo, sob condi¢des naturais de
temperatura e umidade relativa na area experimental (14 x 7 x 3,5m) contendo oito
gaiolas (2,5 x 2,5 x 2,0m) de teste descrita no capitulo I. Os experimentos foram
conduzidos no periodo da tarde (13:as 15:00hs) a uma temperatura de 25 a 32°C e

umidade relativa entre 50 a 80%.

11.3.2.2) Area urbana (campo): Os experimentos de avaliagdo da mistura
terciaria dos atraentes sintéticos de oviposicdo também foram conduzidos em area
urbana. Os testes de campo foram realizados no Campus Pampulha da UFMG em trés
areas previamente selecionadas para a realizagdo dos experimentos. O critério
utilizado na escolha foi, principalmente, a presenga de grande quantidade de
mosquitos. A identificagdo destas areas foi realizada através de entrevista com os
funcionarios das unidades. Nas areas 1 e 2 ha predominio de populacdo humana,
enquanto que na area 3 ha predominancia de animais. As areas 1 e 2 sdo bastante
similares, uma vez que existe grande circulagdo de pessoas, sdo areas sombreadas

e com bastante vegetagao (pequenos arbustos, gramineas e principalmente vasos de
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plantas). Na area trés a vegetagéo é escassa (apenas alguns canteiros cobertos por
gramineas), no entanto neste local é encontrada uma grande variedade de potenciais

criadouros artificiais de mosquitos (bebedouros e alimentadores de animais).

111.3.3) Delineamento experimental.

Para os experimentos em condi¢gdes de semicampo foi utilizada a mesma
metodologia descrita no capitulo Il (Fig.1). O periodo de teste foi pré-estabelecido para
duas horas, de acordo com os resultados obtidos no capitulo 1.

Para os experimentos realizados no campo, as armadilhas MosquiTRAP®
(Eiras, 2002; Favaro et al., 2006; Gama et al., 2007) foram dispostas ao nivel do solo,
distantes cerca de trés metros, em area externa, porém protegida da chuva e de
animais domeésticos. A instalagao foi feita no periodo da manha (8:00 as 10:00h) sendo
a leitura realizada 24h ap6s a instalagcdo das armadilhas (Gomes et al., 2006). A troca

da agua e da solucéo foi feita diariamente durante a leitura dos experimentos.

MosquiTRAP®
(H,O+ AtrAedes®)

Local de Local de
repouso repouso
' Vaso de planta '

MosquiTRAP®
(H,O+ 50pl atraente)

S

fii

Figura 1. Distribuicdo das armadilhas MosquiTRAP®, no interior das gaiolas de teste,
durante a realizacdo dos experimentos de resposta comportamental de fémeas
gravidas de Aedes aegypti a diferentes concentragbes dos atraentes sintéticos de

oviposigao em condigdes de semicampo (N=6).



11l.3.4) Atraentes sintéticos de oviposicao.

Os compostos sintéticos (nonanal, decanal, 3-metil indol, indol, p-cresol,
benzotiazol) avaliados neste trabalho foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich e o
solvente (n-hexano) foi adquirido da Merck. Com excec¢do do benzotiazol (97%),
nonanal (95%) e decanal (95%) foram utilizados compostos com alto grau de pureza

(> 99%).

ll.3.5) Experimento 1: Resposta das fémeas grdvidas de Aedes aegypti a

diferentes concentracoes dos atraentes sintéticos de oviposicdo em condicéoes

de semicampo.

Testes preliminares foram realizados para avaliar o efeito do solvente utilizado
no preparo das solugbes na atratividade das fémeas gravidas de A. aegypti.
Armadilhas contendo 500 ml de agua de torneira e 50ul de hexano foram utilizadas
como teste enquanto que armadilhas MosquiTRAP® contendo apenas agua de torneira
(500 ml) foram utilizadas como controle. Quarenta fémeas foram liberadas em cada
repeticao, totalizando 320 fémeas avaliadas. Oito repeticbes foram realizadas. Todas
as gaiolas foram utilizadas para a realizagdo deste experimento, sendo que nas
gaiolas N° 1, 3, 5, e 7 as armadilhas foram colocadas nas posi¢des A e B enquanto
que nas gaiolas N° 2, 4, 6 e 8 as posigdes C e D foram utilizadas.

As armadilhas controle, iscadas com atraente de oviposi¢cao sintético foram
comparadas com as continham diferentes concentragcdes dos atraentes sintéticos de
oviposigao (nonanal, decanal, p-cresol, 3-metil indol, benzotiazol e indol) (Teste de
dupla escolha). Os seis candidatos a atraentes foram avaliados individualmente para
se conhecer a concentragcao mais atrativa de cada composto para as fémeas gravidas.
As diferentes concentragbes de cada composto sintético foram comparadas com o

controle (AtrAedes®) para se conhecer a eficiéncia relativa das concentracdes

testadas. Cinco diferentes concentracdes (10?a 10° ng/50ul hexano) foram utilizadas.
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Cada armadilha recebeu 500 ml de agua de torneira e 50ul da solugdo de cada
concentracdo avaliada. MosquiTRAP® contendo apenas agua de torneira e AtrAedes®
foram utilizadas como controle. Seis réplicas foram realizadas, totalizando 60
MosquiTRAPs® instaladas (cinco tratamentos e cinco controles). Foram liberadas
quarenta fémeas gravidas por gaiola totalizando 200 fémeas em cada réplica. As
gaiolas de N° 1 a 5 foram utilizadas, sendo que as armadilhas foram instaladas nas
posicoes A e B (gaiola 1, 3 e 5) e C e D (gaiola 2 e 4). A posi¢ao de instalagcao das
armadilhas (teste e controle) foi alternada ao final de cada repeticdo. O delineamento

experimental foi em blocos inteiramente casualizados.

11l.3.6) Experimento 2: Comparacao da atratividade dos candidatos a atraentes de

oviposicao para fémeas gravidas de Aedes aeqypti em condicdées de semicampo.

A concentracdo de cada composto sintético candidato a atraente que obteve a
melhor resposta no experimento anterior foi comparada ao AtrAedes® neste
experimento para se conhecer a eficiéncia relativa de atratividade dos seis compostos
sintéticos para as fémeas de A. aegypti. Cada MosquiTRAP® recebeu 500ml de agua
de torneira e 50ul da solugao da concentragao mais atrativa para as fémeas gravidas.
Uma arnadilha contendo apenas agua de torneira e AtrAedes® foi utilizada como
controle. Seis réplicas foram realizadas, totalizando 72 armadilhas MosquiTRAP®
instaladas (seis tratamentos e seis controles). Quarenta fémeas gravidas de A. aegypti
foram liberadas, totalizando 240 fémeas em cada repeticdo. Neste experimento as
gaiolas N° 1 a 6 foram utilizadas, as armadilhas foram instaladas nas posi¢coes A e B
(gaiola 1, 3 e 5) e C e D (gaiola 2, 4 e 6), sendo que a posi¢cdo da armadilha teste e
controle foi alterada em cada réplica. A distribuicdo dos tratamentos foi em blocos

inteiramente casualizados.
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l.3.7) Experimento 3: Desenvolvimento de formulacées bindrias utilizando

atraentes sintéticos de oviposicdo para o Aedes aegypti em condicoes de

semicampo.

O composto sintético que se mostrou mais atrativo para as fémeas gravidas de
A.aegypti no experimento 2 foi utilizado neste teste como composto principal.
Combinagdes binarias foram realizadas entre o candidato principal (mais atrativo) e os

demais compostos avaliados (compostos secundarios) conforme a tabela abaixo:

Tabela 1. Combinagbes binarias utilizadas nos experimentos de respostas de fémeas

gravidas de Aedes aegypti a atraentes sintéticos de oviposicdo em condigbes de

semicampo.
Composto | Atraente | Atraente | Atraente | Atraente | Atraente
principal |sintético 1| sintético 2 | sintético | sintético | sintético 5
3 4

T X X

T2 X X

T3 X X

T4 X X

T5 X X

Uma armadilha contendo apenas agua de torneira e AtrAedes® foi utilizada
como controle e foi comparada com aquelas iscadas com a mistura binaria (Teste de
dupla escolha). Dez réplicas foram realizadas, totalizando 100 MosquiTRAPs®
instaladas (cinco tratamentos e cinco controles). Quarenta fémeas gravidas foram
liberadas em cada gaiola, totalizando 200 fémeas por réplica. As gaiolas de N°1a 5
foram utilizadas, sendo que as armadilhas foram instaladas nas posigdes A e B (gaiola
1, 3 e 5) e C e D (gaiola 2 e 4). A posicao de instalagcdo das armadilhas teste e
controle foram alternadas ao final de cada repeticao. O delineamento experimental foi

em quadrado latino (5 x 5).
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.3.8) Experimento 4: Desenvolvimento de formulacbées tercidrias utilizando

atraentes sintéticos de oviposicdo para fémeas grdvidas de Aedes aeqypti.

A mistura bindria mais atrativa para as fémeas de A. aegypti no experimento 3
foi utilizada como composto principal neste experimento e formaram combinagdes
terciarias com os demais candidatos a atraentes (compostos terciarios) conforme

tabela abaixo:

Tabela 2. Combinacbes terciarias utilizadas nos experimentos de respostas de fémeas

gravidas de Aedes aegypti a atraentes sintéticos de oviposicdo em condigbes de

semicampo.
Composto | Composto | Atraente Atraente Atraente | Atraente
principal 1 | principal 2 | sintético 1 | sintético 2 | sintético 3 | sintético 4
T6 X X X
T7 X X X
T8 X X X
T9 X X X

Armadilhas MosquiTRAPs® iscadas com a mistura terciaria foram comparadas
com as armadilhas controle, contendo apenas agua de torneira e AtrAedes® (Teste
de dupla escolha). Oito réplicas foram realizadas, totalizando 64 MosquiTRAPs®
instaladas (quatro tratamentos e quatro controles). Quarenta fémeas gravidas foram
liberadas em cada gaiola, totalizando 160 fémeas por réplica. Para a realizagdo destes
experimentos as gaiolas de N° 1 a 4 foram utilizadas, sendo que as armadilhas foram
instaladas nas posicdes A e B (gaiola 1 e 3) e C e D (gaiola 2 e 4). As posicdes de
instalacdo das armadilhas (teste e controle) foram alternadas em cada repeticdo. A

distribuicdo dos tratamentos foi feita em quadrado latino (4 x 4).
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lll. 3. 9) Experimento 5: Avaliacdo de compostos sintéticos candidatos a atraente

de oviposicdo de fémeas grdvidas do mosquito Aedes aeqypti em campo.

As misturas terciarias que se mostraram mais atrativas para as fémeas
gravidas de A. aegypti na area experimental, também foram avaliadas em campo para
a validagao dos resultados e para verificar a possibilidade de utilizagdo da combinagao
em programas de monitoramento do mosquito A. aegypti em areas urbanas.
Armadilnas MosquiTRAP® contendo apenas agua de torneira e AtrAedes® foi
utilizada como controle. Foram realizadas 181 réplicas por tratamento, sendo 88 na

area 1, 45 na area 2 e 48 na area 3, totalizando 543 armadilhas instaladas.

11.3.10) Andlise estatistica.

Os dados (percentagem e/ou numero de fémeas capturadas) passaram por
tratamento estatistico, transformagao arcoseno (area experimental) e logaritmica (teste
de campo) e foram submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov).
Quando a distribuicao foi normal, foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e
as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey, ao nivel de significancia de
5%. Teste t de Student também foi utilizado, quando apenas dois tratamentos foram
avaliados. Quando a distribuicdo nao foi normal, os dados foram analisados mediante
o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis e as médias foram comparadas utilizando o
teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia de 5%.

O indice de atividade de oviposigdo (IAO) (IAO= % fémeas nas armadilhas
teste — % fémeas nas armadilhas controle / % fémeas nas armadilhas teste + %
fémeas nas armadilhas controle) para cada concentragdo avaliada foi calculado
segundo Kramer & Mulla (1979) para os seis atraentes sintéticos. Os valores maximos
que podem ser obtidos sdo (+1) quando o composto avaliado € 100% atrativo e/ou
arrestante ou estimulante e (—1) quando € 100% repelente ou deterrente (Clements,

2000).
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lll. 4 RESULTADOS

Quando foi avaliado o efeito do solvente utilizado no preparo das solugdes, na
captura das fémeas gravidas verificou-se que 45,0% + 2,83 das fémeas liberadas
foram capturadas nas armadilhas teste (iscadas com hexano), enquanto que a
percentagem de captura observada nas armadilhas controle (agua de torneira) foi igual
a 47,5% + 2,00. As duas armadilhas (teste e controle) capturaram 92,5%+ 2,42 das
fémeas liberadas. A percentagem de fémeas livres no interior das gaiolas de teste foi
igual a 7,5% + 2,42. Nao foi observada diferenga significativa entre as armadilhas
teste e as armadilhas controle (p=0,508, t=-0,697, gl=7, Teste t de Student).

Os resultados demonstraram para todos os compostos sintéticos (nonanal,
decanal, p-cresol, benzotizol, indol e 3-metil indol) testados, que as cinco
concentracdes avaliadas foram atrativas para as fémeas de A. aegypti. No entanto,
nao foi observada, uma relagdo do tipo dose-resposta entre a concentragao utilizada e
a percentagem de fémeas capturadas nas armadilhas para nenhum dos compostos
avaliados. Quando as cinco concentracbes de cada atraente sintético foram
comparadas, observou-se que a percentagem de fémeas gravidas de A. aegypti
capturadas foi semelhante para todos os tratamentos (concentragdes) (p>0,05) (Tab.
3).

A percentagem de fémeas gravidas de A. aegypti capturadas em cada
tratamento também foi comparada com o seu respectivo controle (AtrAedes®) (Fig. 2).
Foi observada diferenga significativa, ao nivel de 5%, apenas para o decanal e
benzotiazol na concentragdo de 10°ng/50ul solvente, que capturaram
significativamente menor percentagem de fémeas gravidas de A. aegypti do que os

controles (p=0,015, p=0,029, respectivamente) (Fig. 2a e 2b).

72



Tabela 3. Percentagem de fémeas gravidas de Aedes aegypti, capturadas em

armadilhas MosquiTRAP®, iscadas com diferentes concentragdes dos atraentes

sintéticos de oviposi¢do, em condigdes de semicampo (N=6).

Compostos 10°ng 10°ng 10*ng 10°ng 10°ng

sintéticos

avaliados % + E.P % + E.P % + E.P %+ E.P % + E.P
Nonanal 49,3 + 5,99 43,8 £ 3,12 40,3 +£2,80 454 + 2,98 47,9+ 4,88
Decanal 455+ 4,42 40,4 +7,38 51,9+7,38 34,7 + 3,33 45,7 + 2,45
Benzotiazol |47,5 + 3,58 52,4 +5,82 42,5 + 5,41 40,1 £ 2,40 38,9 +£5,95
P-cresol 52,7 +5,94 46,4 +£ 2,94 46,1 £ 5,17 42,3 +6,75 50,1+7,67
Indol 53,8 + 6,86 45,8 + 6,75 445+ 6,79 47,0+ 2,99 43,4 +£6,92
3-Metil indol |51,9+1,47 53,1+ 4,61 45,0 + 3,59 48,3 +£5,98 42,1+ 5,86
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Figura 2. Resposta comportamental das fémeas gravidas de Aedes aegypti a

diferentes concentragcdes de atraentes sintéticos de oviposicdo em condi¢cdes de

semicampo (N=6).
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Valores de indice de atividade de oviposigao (IAO) positivos e negativos foram
observados para as diferentes concentragbes avaliadas (Tab.4). Foi verificado que o
benzotiazol exibiu IAO negativo para trés das cinco concentragdes avaliadas (10* a
106ng). Uma relagéo diretamente proporcional entre as concentragbes avaliadas e o
IAO também foi observada para este composto, que apresentou os maiores indices
para as concentragdes mais altas (10° e 10°ng), sugerindo que as concentragdes
maiores sd0 menos atrativas para as fémeas gravidas de A. aegypti, uma vez que
estas apresentaram valores negativos. O p-cresol exibiu IAO negativo para as
concentragdes de 10° a 10°ng, enquanto que indices negativos foram observados para
4 das 5 concentragdes avaliadas do indol (10°a 10°ng). Para os demais compostos
avaliados (nonanal, decanal e 3-metil indol) n&o foi verificado um padrao nos valores
dos indices obtidos para as cinco concentragdes avaliadas que exibiram valores
bastante distintos (Tab.4).

Apesar de nado ter sido observada diferenga significativa entre as cinco
concentracgdes avaliadas quando os atraentes sintéticos foram testados, foi verificado
que as concentragdes menores (102 e 10°ng/50ul hexano), apresentaram as maiores
percentagens de fémeas gravidas capturadas (Tab. 3). Também foi observado que os
seis compostos testados, exibiram valores positivos de IAO quando estas
concentragdes foram utilizadas (Tab. 4). Baseado nestes resultados foi definido que a
solugdo de concentracdo de 102ng/50pl hexano seria utilizada nos préximos

experimentos (mistura binaria e terciaria).
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Tabela 4. indice de atividade de oviposicéo (IAO), calculado segundo
Kramer & Mulla, (1979) para as diferentes concentragdes dos seis
atraentes sintéticos avaliados.

Compostos 10°ng 10°ng 10% ng 10°ng 10°ng
sintéticos
avaliados
Nonanal 0,05 -0,05 -0,13 -0,01 0,02
Decanal 0,10 -0,06 0,08 -0,10 0,03
Benzotiazol 0,02 0,08 -0,08 -0,17 -0,20
P-cresol 0,10 -0,03 -0,08 -0,12 0,08
Indol 0,12 -0,06 -0,09 -0,04 -0,06
3-Metil indol 0,14 0,11 -0,02 0,10 -0,13

Uma vez que nédo foi observada diferenga significativa entre as cinco
concentragdes avaliadas (p>0,05) e devido aos resultados observados para o
AtrAedes®, que mostrou-se significativamente mais atrativo para as fémeas gravidas
de A. aegypti quando comparado com o decanal e benzotiazol (10°ng/50ul solvente),
além de ter apresentando percentagens semelhantes de captura quando comparado
com os demais tratamentos (concentragdes), ficou determinado que o atraente de
oviposicdo sintético (AtrAedes®) seria utilizado como composto principal nos préximos
experimentos (mistura binaria e terciaria) e seria associado aos demais compostos
sintético avaliados (decanal, benzotiazol, p-cresol, indol e 3-metil indol), formando
misturas binarias e terciarias.

Os resultados demonstraram que todas as misturas binarias avaliadas foram
atrativas para as fémeas gravidas de A. aegypti. No entanto, ndo foi observada
diferenca significativa entre as formulagdes contendo AtrAedes® associado ao
benzotiazol, p-cresol, indol e 3- metil indol quando comparado ao controle (p>0,05). A
Unica mistura que capturou significativamente maior percentagem de fémeas gravidas
do que o controle foi aquela contendo solugdo de decanal associado ao AtrAedes®

(p=0,009) (Tab 5).
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Tabela 5. Percentagem de fémeas gravidas de Aedes aegypti, capturadas nas
armadilhas MosquiTRAP®, iscadas com diferentes combinagdes binarias de atraentes

sintéticos de oviposicdo, em condigbes de semi-campo (N=10).

Combinagodes Combinagéo binaria AtrAedes® (controle)
avaliadas (Média + E.P) (Média + E.P)
AtrAedes®
Benzotiazol 447 + 3,77a 47,2+5,01 a
AtrAedes®
P-cresol 46,8 + 3,60 a 45,8 + 3,96 a
AtrAedes®
Decanal 556 +3,28b 33,4+4,07 a
AtrAedes®
Indol 41,6 + 3,82 a 52,2+3,79 a
AtrAedes®
3-Metil indol 522+477 a 429+ 507 a

Médias na mesma linha, seguidas da mesma letra, ndo sao significativamente
diferentes (Teste t Student, p>0,05).

Para os experimentos de combinagao terciaria foi utilizada a mistura binaria
(AtrAedes® e solugdo de decanal na concentracdo de 10% ng/50ul hexano) que se
mostrou significativamente mais atrativa para as fémeas gravidas, associada aos
demais compostos sintéticos avaliados (benzotiazol, p-cresol, indol e 3-metil indol). Foi
verificado que as quatro misturas terciarias avaliadas foram atrativas para as fémeas
gravidas de A. aegypti. No entanto, diferenca significativa ndo foi observada entre o
controle (AtrAedes®) e a mistura terciaria contendo AtrAedes® e solugdo de decanal
associada ao benzotiazol ou indol (p>0,05). Duas misturas terciarias mostraram-se
significativamente mais atrativas para as fémeas de A. aegypti. Aquelas contendo a
mistura binaria (AtrAedes®e decanal) associada ao p-cresol e ao 3-metil indol
capturaram significativamente maior percentagem de fémeas gravidas do que o

controle (p=0,04 e p=0,003, respectivamente) (Tab. 6).
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Tabela 6. Percentagem de fémeas gravidas de Aedes aegypti, capturadas nas
armadilhas MosquiTRAP®, iscadas com diferentes combinagbes terciarias de

atraentes sintéticos de oviposigdo, em condigbes de semicampo (N=8).

Combinagbdes Combinagéo terciaria AtrAedes® (controle)
avaliadas (Média + E.P) (Média + E.P)

AtrAedes®
Decanal 51,1+ 3,62 a 450+ 3,12 a
Benzotiazol

AtrAedes®
Decanal 61,9+6,20b 32,2+5,62a
P-cresol

AtrAedes®
Decanal 49,7 + 3,75 a 46,5+ 3,76 a
Indol

AtrAedes®
Decanal 57,7+3,26b 34,5 +2,97a
3-Metil Indol

Médias na mesma linha, seguidas da mesma letra, ndo sao significativamente
diferentes (Teste t Student, p>0,05).

As misturas terciarias avaliadas (AtrAedes®, decanal + 3-metil indol ou p-cresol)
em campo, mostraram-se significativamente mais atrativas para as fémeas gravidas
de A. aegypti do que o controle, independente da area utilizada para a instalagdo das
armadilhas (area 1, 2 ou 3) (p<0,05). No entanto, foi observada uma variagdo na
atratividade de cada mistura de acordo com a area de instalagdo das armadilhas. Foi
verificado que nas areas 1 e 2 a mistura terciaria contendo 3-metil indol foi
significativamente mais atrativa para as fémeas de A. aegypti quando comparada com
controle (p<0,05), enquanto que na area 3, os resultados demonstraram que as
MosquiTRAPs® iscadas com a mistura terciaria contendo p-cresol capturaram
significativamente maior média de fémeas gravidas do que o controle (p<0,05) (Tab.
7).

Nao foi observada diferenga significativa entre as duas misturas terciarias (3-

metil indol e p-cresol) avaliadas nas areas 1 e 2 (p>0,05). No entanto, foi verificado
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que na area 3 a mistura terciaria contendo p-cresol capturou significativamente maior
média de fémeas gravidas quando comparado com as area 1 e 2, enquanto que
aquela contendo 3-metil indol foi significativamente mais atrativa para as fémeas de A.
aegypti quando comparada apenas com a area 1(p<0,05). (Tab. 7).

Os resultados também demonstraram que na area 3 havia a maior populacédo
de fémeas gravidas de A. aegypti, uma vez que as maiores médias de captura forma

observadas nas armadilhas instaladas neste local (Tab. 7).

Tabela 7. Média de fémeas gravidas de Aedes aegypti, capturadas nas armadilhas
MosquiTRAP®, iscadas com diferentes combinagdes terciarias de atraentes sintéticos

de oviposi¢do, em area urbana (N=181).

Combinacdes Areal Area ll Area lll
avaliadas
(Media + E.P) (Média+E.P) | (Média+E.P)
(N=88) (N=45) (N=48)
AtrAedes®
Decanal 5,0+ 1,18ab 7,0 £1,34ab 14,3 +1,85b
P-cresol
AtrAedes”
Decanal 7,3+1,22b 9,3 +2,5b 13,0 £ 2,60ab
3-Metil Indol
AtrAedes®
(Controle) 3,3 £ 0,56a 6,3 £1,75a 10,1 + 3,10a

Médias na mesma coluna, seguidas da mesma letra, ndo séo significativamente
diferentes (Kruskal Wallis, p>0,05).
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ll. 5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o solvente
utilizado no preparo das solugdes nao interferiu no comportamento das fémeas
gravidas de A. aegypti, quando as diferentes concentragbes dos atraentes sintéticos
foram avaliadas, uma vez que as armadilhas MosquiTRAP® iscadas com solvente e as
armadilhas controle (agua de torneira) capturaram percentagens semelhantes de
insetos.

Os resultados também demonstraram que os seis atraentes sintéticos
avaliados foram atrativos para as fémeas de A. aegypti, independente da
concentracao utilizada. Estes resultados coincidem com aqueles obtidos por Sant’Ana
(2003) que verificou por meio de estudos eletrofisiolégicos (EAG) que as fémeas
gravidas de A. aegypti, detectam a presenca dos atraentes sintéticos (avaliados no
presente estudo) em corrente de ar e sugerem que estes compostos podem atuar
como atraentes e/ou estimulantes de para fémeas gravidas. Sant’Ana (2003) também
observou um aumento da deposi¢cdo de ovos nas ovitrampas quando solugdes dos
atraentes sintéticos, em diferentes concentragbes, foram adicionadas a agua de
torneira contida no interior da armadilha.

O AtrAedes® é um atraente de oviposicédo sintético, especifico para as fémeas
gravidas de Aedes spp (Eiras & Sant’Ana, 2001). Este atraente é utilizado como isca
em armadilhas para captura de fémeas adultas (MosquiTRAP®) em programas de
monitoramento do mosquito A. aegypti em areas urbanas (Ecovec, 2007). Quando as
cinco concentragdes dos compostos sintéticos foram comparadas ao AtrAedes®,
verificou-se que apenas o decanal e benzotiazol mostraram-se significativamente
menos atrativos quando a concentragdo de 10°ng/50ul solvente foi utilizada. As
demais concentragdes avaliadas destes dois compostos sintéticos, bem como as cinco
concentracdes dos outros atraentes testados (3-metil indol, p-cresol, nonanal e indol),

foram tao atrativas para as fémeas gravidas quanto o controle, evidenciando desta
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maneira, a eficiéncia destes compostos sintéticos como atraentes de oviposi¢ao para
as fémeas de A. aegypti. Estes atraentes sintéticos podem ser utilizados como iscas
em armadilhas em substituicdo ao atraente natural, associados ou nao a outros
compostos sintéticos.

Lima, (2005) também verificou em estudos realizados no campo, que o 3-metil
indol e o p-cresol foram tao atrativos para as fémeas gravidas de C. quinquefasciatus
quanto o controle (infusdo de Panicum maximum, de 10 e 21 dias de periodo de
fermentagéo, concentragdo (75%). Os resultados obtidos por Lima (2005) também
demonstraram que o 3-metil indol capturou um percentual significativamente (64,91%)
maior de fémeas gravidas quando comparado com o seu respectivo controle (54,66%).
Trexler et al. (2003), observaram efeitos repelentes em um bioensaio comportamental
com o mosquito A. albopictus, quando solugdes de p-cresol (0,083; 0,83 e 8,3 mg/litro)
e 3-metil indol (8,3 mg/litro) foram utilizadas. Os resultados obtidos por Trexler et al.
(2003) nado coincidem com os do presente estudo, uma vez que os autores
observaram efeito repelente para o p-cresol e 3-metil indol, enquanto que no presente
estudo, estes compostos mostraram-se atrativos para as fémeas gravidas de A
aegypti. Estes diferentes resultados, provavelmente sdo devidos a concentragado
utilizada no bioensaio comportamental. Neste trabalho a concentracdo utilizada
(10%a10°ng/50ul hexano em 500 ml de agua de torneira) foi muito menor que a testada
pelos referidos autores. Du & Millar (1999) verificaram que a concentragdo do
composto e a taxa de evaporagao sao fatores criticos na determinagcédo da resposta
das fémeas gravidas, que pode ser positiva (atraente e/ou estimulante) ou negativa
(repelentes e/ou deterrentes). Alan & Kline (1995) também observaram que o p-cresol
e 3-metil indol estimularam a oviposicdao de A. aegypti e A. albopictus,
respectivamente.

Varios estudos tém demonstrado a importancia da associagéo de dois ou mais
compostos (atraentes sintéticos) no aumento da atratividade dos sitios de oviposigao

de diferentes espécies de mosquitos (Millar et al., 1992; Beehler et al., 1994; Allan &
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Kline, 1995; Du & Millar, 1999; Mboera et al., 2000; Olagbemiro et al., 2004).
Concentragbes apropriadas de diferentes compostos sintéticos associados podem
aumentar a resposta de oviposigcdo das fémeas gravidas (Du & Millar, 1999). Um
atraente sintético sozinho pode ter a sua atratividade aumentada quando associado a
um segundo ou a mistura de varios compostos. Isto ocorre devido ao sinergismo entre
os compostos envolvidos que tem a sua eficiéncia aumentada em decorréncia desta
associacdo. Um composto pode ndo ser atrativo sozinho, mas pode aumentar
fortemente a atratividade de um segundo (Cabrera et al., 2001, Dekker et al., 2002).

No presente estudo, verificou-se que a associacdo do decanal ao AtrAedes®
(formando a mistura binaria) aumentou significativamente a captura de fémeas
gravidas. Quando este composto foi avaliado sozinho, em diferentes concentragoes,
ndo foi observada diferenga significativa na percentagem de captura quando
comparado com o controle. Este aumento de atratividade, provavelmente, foi devido
ao efeito aditivo entre os compostos envolvidos que tiveram a sua eficiéncia
aumentada em fungéo da associagao.

Outra evidéncia do aumento de atratividade em fungdo da adigcdo de
compostos pode ser observada quando o AtrAedes® e o decanal (mistura binaria)
foram associados ao 3-metil indol ou p-cresol, formando duas misturas terciarias.
Quando estes dois compostos (3-metil indol ou p-cresol) foram avaliados juntamente
com o AtrAedes® formando uma mistura binaria, ndo foi observado aumento da
atratividade das armadilhas iscadas com esta mistura para as fémeas de A. aegypti.
No entanto, quando os trés atraentes sintéticos (AtrAedes®, decanal + 3-metil indol ou
p-cresol) foram adicionados a armadilha, diferenga significativa foi observada entre a
mistura terciaria e o controle.

O aumento da atratividade em decorréncia da associacdo de compostos,
também foi observado em outros estudos de avaliagdo de atraentes sintéticos,
identificados em infusdo de matéria organica. Millar et al. (1992) verificaram que a

mistura de 4 ou 5 compostos (indol, 3-metil-indol, fenol, p-cresol e 4-etil fenol)
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estimulou fortemente a oviposicdo das fémeas gravidas de C. quinquefasciatus.
Beehler et al. (1994) também verificaram que a mistura destes cinco compostos foi
mais efetiva para fémeas de C. quinquefasciatus do que o controle (agua de torneira).
Du & Millar (1999) demonstraram que as fémeas gravidas de C. quinquefasciatus e C.
tarsalis sédo significativamente mais atraidas para sitios de oviposigdo contendo
combinagéo de compostos do que apenas um composto isolado. Mboera et al. (2000)
observaram um efeito aditivo, quando uma combinacédo de feroménio de oviposicéo
sintético (5R, 6S) (6-acetoxy-5-hexadecanolide) e 3-metil indol foram utilizadas para
atrair fémeas gravidas de C. quinquefasciatus para os sitios de oviposicao.
Olagbemiro et al. (2004) observaram efeitos sinérgicos para C. quinquefasciatus,
quando uma combinagdo de feromdnio de oviposicdo (6-acetoxy-5-hexadecanolide),
produzido a partir de Kochia scopania (Chenopodiacea) e combinagdes de 3-metil
indol foram utilizadas em laboratério e em campo.

No presente trabalho, as formulagdes terciarias mais atrativas para as fémeas
gravidas, em condicbes de semicampo, também foram avaliadas em area urbana. O
objetivo foi a validagdo dos resultados e verificagdo da viabilidade de uso destas
formulagbes como iscas em armadilhas para captura de adultos, em programas de
monitoramento do vetor em area urbana. Os resultados obtidos no campo estdo de
acordo com os obtidos na area experimental. As formulagdes terciarias também foram
mais atrativas que o controle em condicdes de campo. Depois de avaliados os
custos/beneficios desta associagcdo, as duas cpmbinagdes terciarias, podem ser
utilizadas como iscas em armadilhas MosquiTRAP®, aumentando desta forma a
atratividade das mesmas para as fémeas gravidas de A. aegypti.

Diferente do que ocorreu nas areas 1 e 2, onde a mistura que capturou maior
percentagem de fémeas de A. aegypti foi aquela contendo 3-metil indol, na area 3 a
mistura mais atrativa para as fémeas gravidas foi aquela contendo p-cresol. Os
diferentes resultados obtidos nesta area podem ser devido ao local de instalacdo das

armadilhas, que teve o experimento realizado na entrada de baias, local onde animais
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ficam confinados. O 3-metil indol € um composto que esta presente nas fezes (Miller &

Woodburry, 2006), uma vez que a concentragao utilizada nas armadilhas era muito

baixa (10°ng/50ul solvente), quando comparada com a quantidade do composto

presente no local de instalacdo das armadilhas (baias), provavelmente, as fémeas

gravidas n&o conseguiram distinguir a presenga do composto nas armadilhas

MosquiTRAP® devido a saturacdo do ambiente, fazendo que as armadilhas iscadas

com a mistura de p-cresol fossem as mais atrativas.

Ill. 6 CONCLUSAO

»

O solvente utilizado no preparo das solugdes nao interfere na atratividade das
armadilhas MosquiTRAP®.

As diferentes concentracbes avaliadas dos atraentes sintéticos de oviposigcao
(nonanal, decanal, indol, benzotiazol, 3-metil indol e p-cresol) testados sao

atrativas para as fémeas gravidas de A. aegypti, em condigbes de semicampo.

As concentragdes mais baixas (10° e 10°ng/ 50ul solvente) parecem ser mais

atrativas para as fémeas de A. aegypti .

O decanal e o benzotiazol na concentragdo de 10°ng/50ul solvente, foram menos
atrativos para as fémeas gravidas quando comparado com o controle
(AtrAedes®).

A utilizagdo do AtrAedes® associado ao decanal, como isca nas armadilhas para
captura de adultos, potencializou a atratividade das armadilhas MosquiTRAP®,

aumentando a sua eficiéncia na captura de fémeas gravidas de A. aegypti.
A adicdo do 3-metil indol ou p-cresol & mistura binaria (AtrAedes®+ decanal)

aumentou a captura de fémeas de A. aegypti, em condicbes de semicampo.e

campo.
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3- CONSIDERAGOES FINAIS

A Dengue tornou-se um dos principais problemas de saude publica do Brasil. As
medidas de controle preconizadas pelo Ministério da Saude, baseadas principalmente
na utilizagdo de inseticidas e levantamento de indice (pesquisa larvaria) ndo foram
capazes de impedir a disseminagdo de um novo sorotipo do virus (Den-3) e evitar o
aparecimento de novos casos. Medidas alternativas de monitoramento e/ou controle,
que sejam eficientes, operacionalmente simples e viaveis (baixo custo) s&o
extremamente necessarias. O uso de armadilhas iscadas com atraentes de oviposigao
especifico para o vetor, tem se mostrado uma ferramenta muito promissora no
monitoramento do mosquito A. aegypti. Estas armadilhas capturam o mosquito adulto,
evitando assim que as fémeas gravidas visitem outros criadouros e dispersem os seus
ovos, diminuindo, portanto, o risco de disseminagdo da doenca. A leitura das
armadilhas é feita semanalmente, o que reduz muito o custo com a mao-de-obra. A
identificacdo do mosquito, preso na superficie interna da armadilha, é feita ainda em
campo, agilizando muito o processo de informacdo e tomada de decisdes
(implementagdo de medidas de controle). A atratividade destas armadilhas é devida a
soma de alguns fatores como cor, textura, formato e tamanho associado ao uso de um
atraente sintético de oviposicéo, especifico para o inseto vetor. O atraente sintético
utilizado nas armadilhas é constituido por um dos volateis identificados na infusdo de
capim colonidao (P. maximum). A atratividade destas infusdes para fémeas de A.
aegypti em busca de sitios de oviposicédo foi observada por Sant'’Ana et al. (2006).
Apesar da comprovada eficiéncia das infusdes de capim colonido na captura de
fémeas gravidas de Aedes spp, 0 seu uso tornou-se inviavel na rotina dos programas
de monitoramento do vetor em areas urbanas, devido a algumas dificuldades
encontradas durante o preparo destas infusdes: i) necessita de excessiva mao-de-
obra; ii) libera odores desagradaveis; iii) necessidade de espaco fisico nos laboratério

para acondicionamento dos galdes de fermentagéo e iv) dificuldade de transporte de
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grandes volumes de infusdo para os locais de utilizagdo (campo). O AtrAedes®, apesar
de ser constituido por apenas um dos volateis presentes na infusao de capim colonio,
demonstrou ser mais atrativo que a agua e infusées de cinco e 60 dias e tao atrativo
quanto as infusdes de 10, 15, 20, 30 e 45 dias de periodo de fermentagéo. Portanto
podera ser utilizado como isca nas armadilhas MosquiTRAP®, em substituicdo ao
atraente natural (infusdo de P. maximum). O AtrAedes® estd sendo utilizado nos
programas de monitoramento do mosquito A. aegypti em areas urbanas, associado a
armadilha MosquiTRAP® em diferentes municipios e tem demonstrado ser uma
ferramenta eficiente na captura de fémeas gravidas em busca de sitios de
oviposicao.

Sant’Ana (2003) utilizando a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e eletroantenografia (CG/EAG) identificou sete
compostos (nonanal, decanal, p-cresol, 3-metil indol, limoneno, indol e benzotiazol)
nas infusdes de capim colonido de 15 e 20 dias de periodo de fermentacdo. Os
ensaios eletroantenograficos demonstraram que as fémeas gravidas detectam a
presenca destes compostos no ar, sugerindo que estes semioquimicos podem atuar
como atraentes e/ou estimulantes de oviposicéo para fémeas gravidas de A. aegypti.
Estes compostos também foram avaliados em campo por Sant’Ana (2003), como iscas
em armadilhas para coletar ovos (ovitrampa). Os autores verificaram que a adi¢ao dos
compostos sintéticos na agua contida no interior da armadilha aumentou a deposigao
de ovos de Aedes sp, quando comparado com o controle (agua de torneira). No
entanto, as armadilhas iscadas com infusdo de capim colonido capturaram
significativamente maior média de ovos do que aquelas iscadas com as solugdes de
atraentes sintéticos. Varios estudos tém demonstrado que a atratividade das infusbes
de matéria organica para fémeas de diferentes espécies de mosquitos, provavelmente
nao é devida a um uUnico composto e sim a associacao de alguns deles, e que a
concentracdo do composto e a taxa de evaporacdo sdo fatores criticos na

determinagao da resposta das fémeas gravidas, que pode ser positiva (atraente e/ou
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estimulante) ou negativa (repelentes e/ou deterrentes). Uma vez que as fémeas de A.
aegypti responderam aos compostos identificados por Sant'’Ana (2003) em correntes
de ar e aumentaram a deposicao de ovos nas ovitrampas quando estes compostos
foram adicionados a agua, ha um forte indicio de que os mesmos podem ser
utilizados como iscas em armadilhas, potencializando o efeito das mesmas. Os
compostos sintéticos, candidatos a atraentes, tém sido utilizados associados,
formando misturas bindrias e terciarias. Os resultados destes trabalhos tém
demonstrado que a mistura é mais atrativa que cada composto sozinho, em diferentes
concentracdes. Este aumento de atratividade, provavelmente €& decorrente do
sinergismo entre os compostos envolvidos que tem a sua eficiéncia aumentada em
decorréncia desta associacdo. Os resultados obtidos no presente estudo estdo em
concordancia com os obtidos por Sant’Ana (2003) em campo, utilizando ovitrampas.
Foi verificado em condigbes de semicampo, que todas as concentragdes dos
compostos sintéticos avaliados (nonanal, decanal, p-cresol, indol, 3-metil indol,
benzotiazol) foram atrativos para as fémeas gravidas de A. aegypti No entanto,
nenhuma concentragdo avaliada mostrou-se mais atrativa que o controle (AtrAedes®),
evidenciando a importancia deste composto na atratividade das fémeas gravidas.
Também foi verificado que o atraente sintético de oviposigao foi significativamente
mais atrativo para as fémeas de A. aegypti do que o decanal e benzotiazol na
concentragdo de 10° ng/50ul hexano. Baseado nestes resultados misturas binarias e
terciarias foram avaliadas utilizando o AtrAedes® como composto principal associado
aos demais atraentes sintéticos avaliados. Foi verificado efeito aditivo quando o
decanal foi associado ao AtrAedes® formando uma mistura bindria. A adicdo do
decanal aumentou a atratividade da mistura que capturou significativamente maior
percentagem de fémeas gravidas do que o AtrAedes® sozinho (controle). O acréscimo
de um terceiro composto (3-metil indol ou p-cresol) a mistura binaria também
aumentou a eficiéncia da mistura, que se tornou significativamente mais atrativa para

as fémeas de A. aegypti quando comparado com o controle. A mistura terciaria foi
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avaliada tanto em condigbes de semicampo (area experimental), bem como em
campo. Os resultados foram iguais nos dois ambientes, ou seja, as duas formulagdes
terciarias (AtrAedes®, decanal e 3- metil indol ou p-cresol) avaliadas, foram
significativamente mais atrativas para as fémeas gravidas do que o AtrAedes® sozinho.
O uso das formulagdes (misturas binarias e/ou terciarias) utilizando o AtrAedes®
associado aos compostos sintéticos identificados por Sant'/Ana (2003) na infusdo de
capim colonido, como iscas nas armadilhas para captura de adultos, contribuiram
para o aumento da atratividade das mesmas, tornando-as mais eficientes e viabilizara
0 seu uso em programas de monitoramento do vetor em areas urbanas.

A metodologia de semicampo, desenvolvida no presente estudo, € uma nova
ferramenta para o estudo comportamental do mosquito A. aegypti, oferecendo
condicbes de realizagdo de experimentos mesmo em épocas onde a densidade
populacional do mosquito é baixa. Esta metodologia oferece resultados rapidos,
reprodutiveis e confiaveis, podendo ser empregada na avaliagdo de protétipos de
armadilhas, desenvolvimento de atraentes e de liberadores de odor. Os insetos
avaliados sao criados e mantidos em laboratdrio, portanto estdo livres de
contaminagéo, evitando assim o risco de contrair a dengue durante a realizagdo dos
experimentos. Outro benéfico do uso de insetos de laboratério é o controle sobre o seu
estado fisiolégico (idade, alimentagcdo, sexo). Estes insetos s&o submetidos a
condicbes experimentais bastante homogéneas permitindo o controle de algumas
variaveis encontradas quando os experimentos s&o realizados em campo. A
metodologia de semicampo € segura, uma vez que os insetos sdo mantidos em area
confinada, protegida por tela fina, impedindo que os insetos que estao sendo avaliados
escapem para fora da area experimental e impede a entrada dos mosquitos que estao
no ambiente natural. A metodologia de semicampo foi utilizada na avaliagcdo da
atratividade de formulagbes terciaria de atraentes sintéticos de oviposigao,
identificados na infusdo de capim colonido, bem como na avaliagdo de liberadores de

odor para os compostos sintéticos testados. A validagdo dos resultados destes
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experimentos foi feita em area urbana, os resultados obtidos no campo foram
semelhantes aos da area experimental, evidenciando assim a eficiéncia da
metodologia de semicampo na avaliagdo de respostas comportamentais de fémeas

gravidas de A. aegypti.

4- PERSPECTIVAS

A eficiéncia do AtrAedes® na captura de fémeas gravidas foi confirmada em
estudos de campo e semicampo. Também foi observado no presente estudo, efeito
aditivo quando o atraente sintético de oviposigao foi associado ao decanal e p-cresol
ou 3-metil indol formando uma mistura terciaria. No entanto, liberadores de odor néo
foram utilizados nestes experimentos, os testes foram realizados utilizando compostos
sintéticos em solucdo, o que acarreta maior instabilidade, uma vez que estes
compostos sdo muito volateis. A utilizagcdo de liberadores de odor permite a liberagao
continua e constante do composto avaliado, diminuindo a influéncia da temperatura e
da umidade relativa na liberagdo do odor atrativo. Talvez efeito sinérgico possa ser
observado quando estes compostos sintéticos forem avaliados associados a

liberadores em ensaios futuros.
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