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RESUMO

Introducéo: Métodos inovadores que modifiquem ou impecam a oviposicdo de Aedes aegypti
sdo de extrema relevancia para o controle populacional desse mosquito e a utilizacdo de um
repelente espacial para inibir a oviposicdo de Ae. aegypti em locais onde normalmente
ocorreria, pode representar importante adi¢do contra esse vetor. Objetivos: 1) Avaliar os efeitos
da exposicdo a transflutrina sobre gravidas de Ae. aegypti e sobre pardmetros bioldgicos do
desenvolvimento de seus descendentes; 2) Desenvolver e avaliar em condigdes de semicampo
e campo um dispositivo liberador passivo de transflutrina (DLT) para inibir a oviposicéo de Ae.
aegypti; 3) Avaliar um sistema push-pull formado por inibidor de oviposi¢do (DLT) e armadilha
GAT para promover a captura massal de mosquitos Ae. aegypti na cidade de Piumhi-MG.
Material e Métodos: 1) Em laboratério foi realizada a exposicao de gravidas de Ae. aegypti a
diferentes concentrac@es de transflutrina (0, 2, 5, 10 e 15%) por 1 minuto. 2) Em semicampo e
campo, tiras de juta (10 x 15cm) impregnadas com as mesmas concentracfes de transflutrina
do experimento anterior, foram colocadas em criadouros artificiais (ovitrampas 10L),
preenchidos com &agua (aproximadamente 2L) e um substrato de oviposi¢do. O efeito do
tamanho das tiras de juta (150, 300 e 450cm?) e do posicionamento do DLT em diferentes
alturas em relag&o a borda do criadouro artificial (0, 10, 25 e 50cm) na oviposicdo de Ae. aegypti
também foram avaliados em semicampo. 3) Um sistema push-pull formado pelos inibidores de
oviposicdo (n=220) e armadilhas GAT (n=352) foi implantado na cidade e comparado a uma
area somente com armadilhas GAT de supressdo (n=320) e a uma area testemunho (n=27 GATSs
de monitoramento). Resultados e Conclusdes: 1) Entre as duas cepas de Ae. aegypti avaliadas,
aproximadamente 39% dos mosquitos expostos foram verificados em “knockdown ” 1 hora apds
a exposicdo e 41% morreram apos 24 horas. A transflutrina inibiu a oviposi¢do das fémeas
expostas. Os parametros bioldgicos viabilidade dos ovos, periodo larval, razdo sexual e
tamanho alar também foram afetados em diferentes niveis pela exposicao a transflutrina. 2) A
inibicdo da oviposicdo de Ae. aegypti pelo DLT foi observada em todas as concentracfes em
relacdo ao controle (tira de juta sem transflutrina) em condic¢des de semicampo e de campo. A
configuracdo do DLT desenvolvido que apresentou maior inibigdo de oviposi¢do de Ae. aegypti
consistiu em tiras de juta (450cm?) impregnadas com transflutrina (5%) e posicionado na parede
interna de criadouros. 3) O sistema push-pull provocou uma reducéo sutil (33%) da populacéo
de Ae. aegypti na area. Porém, com apenas uma armadilha/imdvel em 50% dos imoveis nas
areas de intervencdo, foi obtida uma reducdo geral de aproximadamente 54% da populacdo de

mosquitos nas areas de estudo. O DLT apresentou baixo custo, facil producdo e manuseio e



pode ser aplicado em estudos de grande escala. Foi verificada a supressdo massal de Ae. aegypti

com armadilhas GAT na cidade de Piumhi.

Palavras-chave: Inibidor de oviposicéo; liberador passivo; Aedes aegypti; Push-pull;

Controle de vetores



ABSTRACT

Introduction: Innovative methods that modify or prevent Aedes aegypti oviposition are
extremely relevant to control this mosquito population and the spatial repellent application to
inhibit the Ae. aegypti oviposition in places where it would normally occur, may represent an
important addition against this vector. Objectives: 1) To evaluate effects of transfluthrin
exposure on gravid Ae. aegypti and on biological parameters of their descendant’s development;
2) Develop and evaluate under semi-field and field conditions a passive transfluthrin-releasing
device (TRD) to inhibit Ae. aegypti oviposition; 3) To evaluate a push-pull system consisting
of an oviposition inhibitor (TRD) and the Gravid Aedes Trap (GAT) to promote mass Ae.
aegypti capture in Piumhi-MG. Material and Methods: 1) In the laboratory, gravid Ae. aegypti
were exposed to different transfluthrin concentrations (0, 2, 5, 10 and 15%) for 1 minute. 2) In
semi-field and field, jute strips (10 x 15cm) impregnated with the same transfluthrin
concentrations of the previous experiment were placed in ovitraps (10L), filled with water
(approximately 2L) and an oviposition substrate. The effect of the jute strip sizes (150, 300 and
450cm?) and the TRD positioning at different heights in relation to the edge of the ovitraps (0,
10, 25 and 50cm) on Ae. aegypti oviposition were also evaluated under semi-field conditions.
3) A push-pull system composed by oviposition inhibitor (n=220) and the GAT (n=352) was
compared to an area with only suppression GAT (n=320) and to a control area (n =27
monitoring GATS). Results and Conclusions: 1) Between the two Ae. aegypti strains
evaluated, approximately 39% of the exposed mosquitoes were verified in knockdown 1 hour
after exposure and 41% died after 24 hours. Transfluthrin inhibited oviposition in exposed
females. The biological parameters egg viability, larval period, sex ratio and wing size were
also affected at different levels by transfluthrin exposure. 2) The Ae. aegypti oviposition
inhibition by the TRD was observed in all concentrations in relation to the control (jute strip
without transfluthrin) in semi-field and field conditions. The TRD configuration that presented
greater inhibition of Ae. aegypti oviposition consisted of jute strips (450cm?) impregnated with
transfluthrin (5%) and positioned on the inner wall of ovitraps. 3) The push-pull system caused
aslight decrease (33%) in Ae. aegypti population of the area. However, with only one trap/house
in 50% of the intervention areas properties, was verified a general decrease of approximately
54% of the mosquito population in the study areas. The TRD had low cost, easy production,
handle and can be applied in large-scale studies. It was verified mass Ae. aegypti suppression
with GAT in Piumbhi city.



Keywords: Oviposition inhibitor; Passive emanator, Aedes aegypti; Push-pull; Vector

control
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Introducéo

1.1.  Aspectos gerais sobre o mosquito Aedes aegypti

A familia Culicidae (Insecta: Diptera) € frequentemente estudada por possuir espécies
que atuam como vetores de patdgenos causadores de varias doencas, principalmente
arboviroses que afetam seres humanos e seus animais domésticos (Consoli & Oliveira, 1998).
Entre os culicideos de importancia médica, o mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus,
1762) é o principal vetor de patdgenos causadores da dengue, chikungunya, zika e febre amarela

urbana, doencas que acometem anualmente milhdes de pessoas (Bhatt et al. 2013; WHO, 2017).

Provavelmente, o mosquito Ae. aegypti tem sua origem no continente africano. No
entanto, devido as rotas comerciais entre os continentes, se espalhou em sequéncia para regides
tropicais, subtropicais e temperadas (Powell & Tabachnick, 2013). Atualmente, Ae. aegypti
possui uma distribuicdo global (Figura 1), podendo ser facilmente encontrado no ambiente
urbano, dentro das habitacdes e no peridomicilio, visto que é uma espécie de habitos muito
associados a presenca humana. Além disso, o processo de globalizacdo e as mudancas
ambientais (incluindo as climaticas), sdo fatores que aceleram e facilitam a invasdo de

mosquitos em novas areas (Kraemer et al. 2015).
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Figura 1: Mapa global da distribuigdo prevista para Aedes aegypti. A probabilidade de ocorréncia
de Ae. aegypti é apresentada no mapa (de 0 azul a 1 vermelho). Fonte: Ding et al. (2018).

Aedes aegypti € um mosquito essencialmente urbano, muito agil e desenvolve suas
atividades preferencialmente em periodo diurno (Valle et al. 2021). Apresenta ciclo de
desenvolvimento completo, ou holometéabolo, passando pelos estagios de ovo, quatro estadios
larvais (L1 a L4), pupa e a fase adulta (Figura 2). Em condic¢Ges controladas de temperatura e
umidade, o periodo de desenvolvimento entre as fases de ovo a adulto leva entre 7 a 10 dias
para se completar (Nelson, 1986; Faull & Williams, 2015) e a expectativa de vida dos mosquitos
adultos € de 30 a 35 dias (Consoli & Oliveira, 1994; Ministério da Saude, 2008; Gharsan, 2019).
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Figura 2: Ciclo Bioldgico de Aedes aegypti com respectivos estagios de desenvolvimento: (1) ovos,
(2) larvas (Primeiro ao quarto estadios ou L1 a L4), (3) pupa, (4) adulto. Fonte: Adaptado de Ministério
da Saude, 2008.

Tanto machos quanto as fémeas de Ae. aegypti se alimentam de solugdes agucaradas
encontradas em nectarios florais, extraflorais e em secre¢des de afideos (Tsunoda et al. 2010).
No entanto, apenas as fémeas realizam a atividade hematofagica preferencialmente em
humanos (Consoli & Oliveira, 1994). Além disso, apresentam discordancia gonotrofica, ou
seja, precisam realizar a alimentagdo sanguinea de diferentes pessoas para concluir um ciclo de
oviposicdo, o que contribui para a maior ingestdo e transmissao de patégenos (Barata et al.
2001; Forattini, 2002).

Apos se alimentarem, depositam seus ovos em quaisquer recipientes contendo agua
limpa ou rica em matéria organica (Natal, 2002; Powell & Tabachnick, 2013), mas
principalmente em vasos de plantas, frascos (Pinheiro & Tadei, 2002) e reservatorios
permanentes como piscinas, caixas d’agua, cacimbas e cisternas (Forattini & Brito, 2003). Uma
Unica fémea de Ae. aegypti deposita entre 100 e 200 ovos apds uma alimentacdo sanguinea
completa (Zettel & Kaufman, 2012).

As larvas de Ae. aegypti sdo comumente encontradas em reservatorios de agua no
peridomicilio e permanecem a maior parte do tempo na superficie da dgua respirando pelo siféo

respiratério e submergindo quando perturbadas (Nelson, 1986). Seu desenvolvimento é
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dependente da temperatura, suprimento de &gua e alimento, podendo levar de poucos dias a
varias semanas para se tornarem pupas. As pupas nao se alimentam durante esse estagio, mas
também sdo responsivas a perturbacbes no reservatdrio e apos dois dias, o adulto emerge (Zettel
& Kaufman, 2012).

Devido a essas caracteristicas, Ae. aegypti é uma espécie considerada antropofilica, dada
a preferéncia por humanos como fonte de alimentacdo sanguinea e altamente sinantropica, pois
desenvolve suas atividades, como a oviposi¢do, em ambientes relacionados ao homem (Terra
et al. 2018).

1.2. Oviposigdo

Aedes aegypti apresenta comportamento de oviposicdo em saltos (do inglés skip
oviposition), que consiste em depositar seus ovos em diversos criadouros, distribuindo
diferentes quantidades entre eles (Nelson, 1986; Reiter et al. 1995; Colton et al. 2003). No
entanto, normalmente um dos criadouros disponiveis para oviposi¢do é escolhido como o
favorito pelas fémeas, o qual recebe aproximadamente 40% dos ovos (Abreu et al. 2015). Tal
comportamento aumenta a possibilidade de sobrevivéncia da prole, pois evita a competicdo por
recursos entre as larvas. Esse comportamento, também aumenta a dificuldade no controle de
Ae. aegypti, uma vez que varios criadouros possuirdo ovos que poderdo dar origem a novos

individuos ao longo de todo o ano (Reiter, 2007).

Preferencialmente, as fémeas de Ae. aegypti depositam seus ovos em superficies rugosas
préximas a ldmina d’agua na parte interna dos criadouros (Gadelha & Toda, 1985; Nelson,
1986) e na superficie da agua (Abreu et al. 2015). Além disso, h4 uma predilecdo pela
oviposicdo em reservatorios com matéria organica vegetal e localizados no ambiente externo
em comparacdo com aqueles localizados dentro das residéncias (Kroth et al. 2019). Aspectos
visuais como a coloracdo escura do criadouro, a temperatura e a densidade Otica da &gua
(Bentley & Day, 1989), bem como o sombreamento parcial do criadouro (Sunahara et al. 2002),
sdo caracteristicas que também influenciam na escolha dos criadouros pelas fémeas de Ae.
aegypti. Por exemplo, criadouros mais escuros sao preferidos pelas fémeas para depositarem
seus ovos (Day, 2016; Kroth et al. 2019). Adicionalmente, por apresentarem taxa de
desenvolvimento larval positivamente relacionado com a temperatura (Tun-Lin et al. 2000),
Ae. aegypti demonstra preferéncia por criadouros iluminados pela luz solar (Kearney et al.

2009; Wong et al. 2011). Porém, tambem existem relatos de preferéncia de Ae. aegypti por
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ovipor em criadouros sombreados e com temperaturas mais amenas (Barrera et al. 2006),

revelando a alta capacidade de adaptacéo do vetor.

Com relagdo aos ovos de Ae. aegypti, esses sdo extremamente resistentes a dessecacéo,
podendo ser transportados e se encontrarem vidveis por longos periodos apds a postura
(Forattini, 2002). Quando armazenados em condi¢Ges controladas de umidade relativa e
temperatura, ovos de Ae. aegypti podem sobreviver por mais de 365 dias (Faull & Williams,
2015) e quando armazenados em pneus, sob condi¢bes ambientais naturais, sobreviveram por
mais tempo do que ovos armazenados em condic¢Oes controladas de laboratorio (Trpis, 1972).
A resisténcia a dessecagdo dos ovos associada ao comportamento de oviposicdo em saltos
representam alguns dos fatores que contribuem para a propagacdo do vetor e das epidemias
disseminadas por Ae. aegypti (Reiter et al. 1995; Forattini, 2002).

1.3.  Odores que afetam o comportamento de oviposi¢éo de culicideos

A percepcdo de uma pluma de odor ou de sinais quimicos emitidos por hospedeiros ou
criadouros € a principal estratégia de orientacdo do movimento utilizada pelos mosquitos
(Takken & Knols, 2010). Ou seja, a deteccao de estimulos olfativos sdo importantes reguladores
de comportamentos criticos para a sobrevivéncia e desenvolvimento dos mosquitos, como por

exemplo, a localizacéo e escolha de um sitio de oviposicdo (Bohdot et al. 2010).

A escolha do local onde as fémeas depositardo seus ovos é de extrema importancia para
a sobrevivéncia dos imaturos e, consequentemente, a dindmica populacional da espécie, uma
vez que 0s imaturos sdo incapazes de se mudarem para outro local com melhor qualidade e
disponibilidade de recursos (Mosquera et al. 2023). Essa escolha ocorre pela identificacdo de
diversas caracteristicas presentes no ambiente que sinalizam para a fémea a qualidade e
capacidade daquele local para manter sua prole (Bentley & Day, 1989; Wong et al. 2011). Pistas
visuais, olfativas e estimulos quimiotateis auxiliam na localizacdo e na avaliacdo do local de
oviposicao e também sdo utilizados pelas fémeas para decidirem a quantidade de ovos a ser

depositada no criadouro (O’gower, 1963).

Uma combinacéo de fatores e caracteristicas bidticas e abioticas presentes nos locais de
oviposic¢do interferem na selecdo desses como criadouros pelos culicideos (Wong et al. 2011).
A presenca de compostos organicos, bem como bactérias e seus metabolitos atuam como
indicadores de qualidade nutricional para o desenvolvimento da prole e sdo considerados
atraentes de oviposicao para Ae. aegypti (Sant'/Ana et al. 2006; Ponnusamy et al. 2008; Wong

et al. 2012). A existéncia prévia de imaturos (ovos, larvas e pupas) co-especificos atuam ora
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como estimulantes ou atraentes (Wong et al. 2011; Costa 2010), ora como inibidores ou
repelentes (Chadee et al. 1990; Apostol et al. 1994), além da interferéncia de predadores
(Sunahara et al. 2002) e parasitos (Zahiri et al. 1997) que também podem estar presentes no

sitio de oviposicao.

De forma complementar, existem semelhancas entre 0 comportamento de oviposicao e
da busca por hospedeiros vertebrados pelos mosquitos, pois ambos séo realizados pela
identificacdo de pistas visuais, olfativas e quimiotateis percebidas pelas fémeas. Por exemplo,
(1) a identificacdo através de aspectos visuais tanto do hospedeiro quanto de um criadouro; (2)
a identificacdo de plumas de odores emitidas pelos hospedeiros e dos compostos volateis
presentes no sitio de oviposi¢do ocorrem a longa distancia (> 1m); enquanto (3) a percepcéao da
temperatura no hospedeiro e da textura no sitio de oviposicao ocorrem a curta distancia (Bentley
& Day, 1989; Eiras & Jepson, 1994). Sendo assim, o conhecimento de tais caracteristicas
comportamentais além da biologia do Ae. aegypti, podem ser utilizados para o desenvolvimento
de métodos e ferramentas de monitoramento e controle desse vetor e, consequentemente,

diminuir a transmissdo dos patdgenos causadores das doencas associadas a esse mosquito.
1.4.  Importéncia de Aedes aegypti na Saude Publica

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais da metade da
populacdo mundial estd em risco de se infectar por doencas relacionadas a insetos vetores como
como a dengue, malaria e leishmanioses, sendo cerca de 1 bilhdo de pessoas diretamente
afetadas por tais doencas, chegando a 1 milhdo de mortes registradas globalmente (WHO,
2022). Essas doencas sdo consideradas negligenciadas pois afetam comumente populagdes
vulneraveis, onde 0s acessos a moradia, saneamento basico e 4gua potavel sdo precarios. Porém,
doencas como dengue, zika, chikungunya e febre amarela (FA) também afetam grandes centros
urbanos e séo os principais problemas de salde publica associados ao vetor Ae. aegypti (WHO,
2022).

Frequentemente, a palavra arbovirus é utilizada para definir virus transmitidos por
artropodes, (do inglés ARtropod BOrne VIRUS). Existem mais de 500 arbovirus identificados
atualmente, dos quais, 150 podem causar doengas em humanos. No Brasil, existem
aproximadamente 40 arbovirus que podem afetar humanos, dos quais muitos sdo transmitidos
por Ae. aegypti, com destaque para dengue, Zika e FA, virus pertencentes ao género Flavivirus
(Familia Flaviviridae), alem de chikungunya e mayaro que sdo Alphavirus (Familia
Togaviridae) (Valle et al. 2021; de Curcio et al. 2022).
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Entre as doencas que afetam humanos relacionadas a mosquitos vetores, a dengue é
atualmente, a que mais se destaca (WHO, 2012). A dengue € uma doenca infecciosa causada
por quatro sorotipos virais, (DENV1 a DENV4) que possuem suas transmissoes associadas aos
mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus (Skuse 1895). Essa doenca € comum em regides
tropicais e de clima quente como Américas, Asia e Africa (WHO, 2012; Bhatt et al. 2013). O
acometimento pela dengue pode requerer internacdes hospitalares e, em casos mais severos,
resultar em morte. Os sintomas variam entre assintomaticos a severos, sendo que 0s mais tipicos
sdo febres, dores de cabeca, no corpo, nas articulagcdes, nos olhos, manchas pelo corpo e fadiga
(Monath, 2020; WHO, 2022). A evolugdo dos sintomas pode ocasionar choque, desconforto
respiratorio e sangramentos graves com comprometimento de érgéos (WHO, 2022).

A expansdo global da dengue é notavel e representa grandes desafios as autoridades de
salide publica (Bhatt et al. 2013). E estimado que nas Américas, 500 milhdes de pessoas est&o
em risco de contrair dengue e, anualmente, 100 milhdes de pessoas sdo acometidas pela doenga
com manifestagdes sintomaticas (WHO, 2022). No Brasil, segundo publicagdo do Ministério
da Satde com dados coletados em todo o ano de 2022, foram notificados 1.450.270 casos
provaveis de infec¢do por dengue no pais, 0 que representou um aumento de 162,5% de casos
em comparacao com o0 mesmo periodo de 2021, sendo confirmados 1.016 6bitos pela doenca
(Ministério da Saude, 2023).

Em marco de 2023, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA),
aprovou a comercializacdo da primeira vacina tetravalente (contra os quatro sorotipos da
dengue) Qdenga (Takeda Pharma Ltda) para o publico geral de quatro a 60 anos (ANVISA,
2023). Durante o estudo clinico, essa vacina apresentou eficacia global de 80,2% (IC 95%: 73,3
— 85,3), com apenas cinco hospitaliza¢gdes no grupo de pessoas que receberam a vacina contra

53 hospitalizac6es no grupo placebo (Biswal et al. 2019).

O virus Zika (ZIKV) foi isolado primariamente em macacos Rhesus naturais da Floresta
Zika, na Uganda, em 1947 (Dick et al. 1952) e também é transmitido a humanos por mosquitos
Ae. aegypti. Essa doenca apresenta sintomatologia geral muito semelhante a da dengue, como
febre, cefaleia, exantemas, edemas e dores intensas nas articulacfes. Porém, infeccBes de
gestantes por Zika, podem ocasionar graves danos ao sistema nervoso central dos fetos, levando
a malformagcéo fetal, microcefalia, sindrome de Guillain-Barre, meningites e mielite transversa,
(Vasconcelos, 2015; PAHO, 2022).
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Em 2015 o Brasil notificou os primeiros casos de infec¢do por Zika na regido Nordeste,
mesmo ano em que foi detectada a associacdo do Zika com a sindrome de Guillain-Barré devido
aos recorrentes casos de microcefalia em recém-nascidos naquela regido (PAHO, 2022). O virus
se espalhou de forma desigual pelas regides do Brasil nos anos seguintes, predominando no
Nordeste e Sudeste, atingindo o pico de casos de microcefalia em recém nascidos entre o fim
do ano de 2015 e inicio de 2016 (Garcia, 2018). Em 2022, até a semana epidemioldgica 48,
foram notificados 9.204 casos provaveis de Zika, sendo 591 em gestantes, e um Unico 6bito

confirmado para a doenca no Pais naquele ano (Ministério da Saude, 2023).

Por afetar mais de 100 paises no mundo, colocando milhdes de pessoas em risco de
infeccdo (Vairo et al. 2019), a chikungunya é considerada uma das doencas que requerem agoes
de controle prioritarias no mundo (WHO, 2015). O virus Chikungunya (CHIKV) foi isolado
em 1952 de um paciente febril durante epidemia na Tanzénia (Robinson, 1955). A fase inicial
sintomética da doenca (fase aguda) apresenta caracteristicas inespecificas assim como dengue
e zika, com os pacientes apresentando febre e artralgia principalmente. A persisténcia e
intensificacdo dos sintomas por até trés meses caracteriza a fase subaguda. E, a fase cronica,
apos o terceiro més de sintomatologia, com prostracdo devido as intensas dores e complicagdes

inflamatdrias (Vairo et al. 2019).

Em dezembro de 2013 ocorreu a emergéncia de chikungunya nas Américas, através de
uma ilha caribenha, e em um ano, o virus ja havia se espalhado por mais de 30 paises do
continente, sendo relatados 1.071.696 casos suspeitos com 169 6bitos atribuidos a doenca
(Wahid et al. 2017; Silva et al. 2018). No Brasil, os primeiros casos foram detectados em
setembro de 2014 (Nunes et al. 2015) e ja em 2015, 43.253 casos foram confirmados e 63.810
em 2016 (Silva et al. 2018). Em 2022, foram notificados 174.517 casos provaveis de
chikungunya no Brasil, com 94 6bitos confirmados pela doenca, ressaltando a circulagdo ativa

desse virus no pais (Ministério da Saude, 2022).

Atualmente, sete vacinas contra a chikungunya estdo em desenvolvimento no mundo,
sendo que a A5nsP3 (Valneva) é a Gnica que se encontra em processo de licenciamento apos ter
alcancado 98,9% de soroconversdo em adultos voluntarios com apenas uma dose (Roongaraya
& Boonyasuppayakorn, 2023). O virus causador da febre amarela também € transmitido por
mosquitos do género Aedes, mas espécies de mosquitos pertencentes aos géneros Sabethes e
Haemagogus também sdo consideradas vetores desse virus em ambientes silvestres (PAHO,
2022b).
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A FA é uma doenga febril hemorragica que apresenta como sintomas, dores de cabeca
e musculares, ictericia, nduseas, vomitos e fadiga, levando quase metade dos pacientes que
desenvolvem sintomas graves, ao dbito em até 10 dias. No entanto, a FA é a Unica doenga viral
relacionada ao Ae. aegypti que possui vacina disponivel para a populacdo atualmente e uma

Unica dose confere imunidade a doenca ao longo da vida (PAHO, 2022b).

A FA apresenta dois ciclos de classificacdo: Silvestre: o ciclo ocorre comumente em
florestas tropicais onde os primatas ndo-humanos (reservatorios primarios), sdo picados por
mosquitos selvagens, que passam 0 virus para outros macacos ou humanos que ocasionalmente

se encontrarem nessas areas; Urbano: é o ciclo caracterizado por grandes epidemias em areas

superpovoadas, onde pessoas infectadas albergam o virus e mosquitos urbanos, como o Ae.
aegypti, transmitem o virus de pessoa para pessoa. A falta de vacinagdo agrava esses surtos
(PAHO, 2022b).

Existem relatos de doengas similares & FA desde os seculos X1V e XV, mas a doenca
s6 foi reconhecida como de importancia publica apds grandes epidemias no século XVIII
(Barret & Monath, 2003). A FA é uma doenca endémica das areas tropicais da América e Africa
(Monath & Vasconcelos, 2015) e, atualmente, continua expandindo sua area de ocorréncia no
Brasil, o que pode ser verificado com os casos de epizootias (mortes de macacos) em 2018
(PAHO, 2022b), indicando alto risco de transmissdo a humanos. Em 2022, 686 eventos
envolvendo primatas ndo-humanos mortos foram notificados, porém apenas dois foram
confirmados por critérios laboratoriais e atribuidos ao virus da febre amarela. Nesse mesmo
ano, 158 casos suspeitos em humanos foram notificados, mas nenhum foi confirmado até entéo
(Ministério da Saude, 2022).

Tendo em vista que todas as doencas relacionadas ao mosquito Ae. aegypti continuam
expandindo suas fronteiras, devido a circulacéo ativa dos virus que infectam milhdes de pessoas
anualmente, ressalta-se a importancia de medidas preventivas, como a vacinacdo (no caso da
febre amarela), além de estratégias de vigilancia e controle populacional dos vetores (PAHO,
2022h).

1.5.  Vigilancia e controle de Aedes aegypti com armadilhas

Por definicéo, vigilancia (ou monitoramento) entomoldgica pode ser conceituada como
a observagdo continua de aspectos bioldgicos e ecoldgicos das populagdes de insetos vetores, a
fim de detectar alterac6es no perfil dessas populacdes e da transmisséo de patdgenos causadores

de doengas, propondo ainda, estratégias de prevencdo e controle (Gomes, 2002). Sendo assim,
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a vigilancia das populacdes de Ae. aegypti é realizada pela amostragem do vetor em qualquer
fase de vida (ovo, larva, pupa ou adulto) nas areas em risco potencial de doencas, com o objetivo
de direcionar estratégias de controle do vetor nesses locais. A selecdo da melhor estratégia de
amostragem e também de controle de vetores depende do tempo, recursos financeiros e de méo

de obra disponiveis e também do nivel de infestacdo (WHO, 2017).

Atualmente, a principal estratégia de vigilancia entomologica adotada mundialmente €
a pesquisa larvaria (Achee et al. 2015; Bowman et al. 2016), que ocorre detalhadamente em
cada imovel pela busca ativa por criadouros e recipientes que contenham larvas e pupas. Apos
a pesquisa larvaria, podem ser calculados indices entomoldgicos como o indice de Breteau,
indice Predial e indices de positividade dos recipientes, que fornecem informacges essenciais
para o auxilio na tomada de decisdo das autoridades de satde em rela¢do aos metodos e técnicas
de controle vetorial a serem empregadas (Ministério da Saude, 2009).

De forma similar, a armadilha de oviposi¢cdo (ou ovitrampa) € muito utilizada para
coletar ovos de Aedes sp. principalmente para a deteccdo do vetor em populages com baixa
densidade (Ministério da Saude, 2009). Essa armadilha foi desenvolvida por Fay & Perry
(1965) e consiste em um recipiente preto fosco, contendo em seu interior agua ou infusdo de

gramineas e um substrato rugoso para oviposicao na parede interna do recipiente (Figura 3).

Figura 3: Armadilha de oviposicdo (ou ovitrampa) formada por um reservatério contendo agua e um
substrato de oviposicdo. Fonte: http://www.fiocruz.br/ioc

Adicionalmente, a ovitrampa tem fornecido indices entomoldgicos sensiveis a presenca

de Ae. aegypti do que aqueles obtidos com a pesquisa larvéria (Braga et al. 2000; Morato et al.
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2005), sendo, portanto, um método muito sensivel na deteccdo do Ae. aegypti (Gama et al.
2007; Resende et al. 2013; Depoli et al. 2016). Armadilhas de oviposicdo utilizadas na
vigilancia de vetores podem ser modificadas em armadilhas letais para 0s mosquitos pela
simples adicao de inseticidas nos substratos de oviposic¢ao ou adesivos de superficie no interior
das armadilhas (Eiras & Resende, 2009; Mackay et al. 2013), o que permite sua utiliza¢cdo como
ferramenta de supresséo da populagéo de Ae. aegypti quando aplicada em grande escala (WHO,
2009; Barrera et al. 2014).

Existem diversas técnicas que sdao empregadas na captura de mosquitos adultos, como
aspiradores elétricos, capturadores de Castro ou pucas (Nelson, 1994). Existem também varios
modelos de armadilhas para captura de mosquitos que funcionam com diferentes técnicas de
atracé@o dos insetos, seja de forma luminosa como as do tipo CDC e suas variagdes (Sudia &
Chamberlain, 1962; Fay e Prince, 1970; Pugedo et al. 2005), Shannon (Shannon, 1939) ou pela
utilizacdo de estimulos visuais e olfativos como a BG-Sentinel® que utiliza o atraente sintético
BG-Lure® (Krockel et al. 2006) e a MosquiTRAP® que utiliza o AtrAedes® (Eiras & Resende,
2009).

Além disso, as armadilhas podem ser divididas em duas categorias: ativas ou passivas.
Armadilhas ativas possuem componentes que necessitam de uma fonte de energia elétrica para
seu funcionamento, como luzes ou ventiladores de succdo, o que pode ser um fator limitante a
sua utilizacdo, enquanto as armadilhas passivas ndo dependem de fontes energéticas para
atuarem. Sendo assim, as armadilhas passivas sao mais desejaveis para uso em programas de

monitoramento de vetores (Eiras et al. 2014).

Em relagdo ao controle de vetores, e mais especificamente do Ae. aegypti, nas Ultimas
décadas, a OMS tem adotado e incentivado o controle integrado de Ae. aegypti, que consiste
em um processo racional de decisdo-acdo que otimiza a utilizagdo dos recursos no controle
vetorial com o objetivo de realizar acdes praticas, efetivas e sustentaveis econdmica e
ecologicamente (WHO, 2012). O controle integrado tem como elementos principais: (1) uma
abordagem integrada, combinando diferentes ferramentas de controle de varias doencas,
aplicacdes de métodos quimicos e ndo-quimicos e integracdo com outros métodos de controle
de doencas como vacinas e drogas; (2) tomada de decisbes baseadas em evidéncias, como
adaptacdo de estratégias e intervencdes para o controle direcionadas pela pesquisa de
monitoramento e avaliacdo; (3) colaboragéo entre os diferentes setores de gestdo da saude, tanto
na esfera publica quanto na privada, no planejamento das acdes; (4) mobilizacdo da sociedade

com participacdo popular e estabelecimento de legislacfes de saude publica e, por fim; (5)
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capacitacdo, treinamento continuo e educagdo da equipe de trabalho em diferentes niveis
(PAHO, 2019).

Especificamente em relagdo as ferramentas e técnicas utilizadas para o controle
populacional de mosquitos, sdo realizados trés tipos de abordagens: (1) o controle mecanico,
que visa eliminar ou impedir 0 acesso dos mosquitos a criadouros naturais ou artificiais no meio
urbano. Préaticas de coleta, armazenamento e destinacdo correta de residuos solidos além de
vedacdo correta de caixas dagua sdo exemplos de controle mecénico (Ministério da Salde,
2009); (2) o controle biolégico, que é realizado com a utilizacdo de inimigos naturais
(predadores ou patdgenos) que atuam principalmente na reducdo das formas imaturas dos
vetores. Peixes larvéfagos (Gambusia sp.) e bactérias entomopatogénicas (Bacillus
thuringiensis israelenses — Bti) sdo os organismos mais utilizados (Ministério da Sadude, 2009);
e (3) o controle quimico, que consiste na utilizacdo emergencial, durante epidemias e surtos, de
produtos quimicos com agdes larvicidas e inseticidas (Ministério da Satde, 2009). No entanto,
a utilizacdo prolongada de inseticidas pode levar a selecdo de organismos resistentes (WHO,
2009), ser prejudicial ao meio ambiente, afetar outras espécies e ser financeiramente onerosa
(Sarwar, 2015). Sendo assim, o monitoramento e avaliagdes periddicas das estratégias de
controle sdo recomendados para verificar se a efetividade se mantém e planejar alteracdes

necessarias com especial atencdo para o controle quimico utilizando inseticidas (PAHO, 2019).
1.6.  Uso e classes de inseticidas

Conceitualmente, inseticidas sdo substancias de origem quimica ou biolégica, naturais
ou artificiais, desenvolvidas com o objetivo de matar insetos (Ware & Whitacre, 2004).
Atualmente, os principais inseticidas utilizados na satde publica para controle quimico de
mosquitos, estdo agrupados em quatro classes: organoclorados, organofosforados, carbamatos
e piretroides (Braga & Valle, 2008).

Os organoclorados sao inseticidas que contém carbono, hidrogénio e ao menos uma
clorina na sua composicdo quimica. O DDT (Dicloro difenil tricloroetano) é o inseticida mais
antigo do grupo organoclorado e também o mais utilizado e conhecido mundialmente (Ware &
Whitacre, 2004). O modo de a¢do do DDT se baseia no desbalan¢o dos ions de sédio e potassio
dos neurdnios, que causa disparos na transmissao dos impulsos nervosos levando a convulsées
e morte tanto de insetos quanto de mamiferos (Ware & Whitacre, 2004). Sdo lipossollveis
altamente toxicos e de grande bioacumulacdo (Coats, 1990). Embora o DDT tenha sua

utilizagdo proibida em muitos paises devido aos efeitos toxicos em humanos, ele ainda é
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produzido atualmente e utilizado em programas de controle de vetores de véarios paises (Van
Den Berg et al. 2012).

Em relacdo aos inseticidas que contém fdésforo na composicdo quimica sdo chamados
de organofosforados, como exemplos, 0 malation e o temefds. S&o os inseticidas mais toxicos
aos vertebrados e por isso, muitos inseticidas dessa classe tiveram sua producdo descontinuada
(Ware & Whitacre, 2004). No entanto, ainda sdo muito utilizados como inseticidas de acédo
espacial, residual e larvicidas por serem rapidamente oxidados e deixarem uma carga residual
menor em comparacao com os organoclorados (Fisher & van Wazer, 1961; Van Den Berg et
al. 2012).

Todos os carbamatos sdo compostos derivados do &cido carbamico e assim como 0s
organofosforados, agem na inibi¢do da enzima acetilcolinesterase resultando na acumulagéo do
neurotransmissor acetilcolina e, consequentemente em paralisias musculares. Existem diversos
inseticidas da classe carbamatos mundialmente distribuidos e utilizados pois possuem baixa

toxicidade para humanos (Ware & Whitacre, 2004).

Por fim, os piretroides sdo compostos organicos sintéticos analogos ao piretro, obtidos
originalmente através da trituracdo de flores do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium).
Devido a sua alta efetividade como inseticida e baixa toxicidade em aves, mamiferos e plantas,
0s piretroides tém sido utilizados em substituicdo a inseticidas de outras classes como
organofosforados e carbamatos (Gajendiran & Abraham, 2018). Eles agem paralisando o
sistema nervoso central dos insetos através da alteracao cinética dos canais de sodio nas células
nervosas, impedindo a transmissdo do impulso nervoso, que pode resultar em paralisias e morte
(Ware & Whitacre, 2004). Embora exibam excelentes resultados na repeléncia e morte de
diversos insetos e organismos-alvo, seu uso indiscriminado, assim como o de todas as classes
de inseticidas, pode gerar a selecdo de individuos insensiveis a acdo do piretroide, ocasionando,
por exemplo, a selecdo de populacdes de insetos resistentes (Wagman et al. 2015; Gajediran &
Abraham, 2018; Sukkanon et al. 2019). Entre os principais piretroides utilizados, estdo a

permetrina, metoflutrina e a transflutrina.

A transflutrina é um inseticida volatil da classe dos piretroides muito utilizada contra
pragas urbanas como moscas, formigas, baratas e principalmente mosquitos (Sukkanon et al.
2019; Sakamoto & Goka, 2021; Bibbs et al. 2018b; Gajendiran & Abraham, 2018). Diferente
de outros piretroides, a transflutrina possui alta presséo de vapor, permitindo uma ebulicao

passiva do composto em temperatura ambiente, ou seja, ndo requer uma fonte externa de energia
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para se volatilizar (McPhatter et al. 2017). Por esse motivo, a transflutrina € um dos principais
ingredientes ativos utilizados atualmente como repelente espacial em sprays, pastilhas e
repelentes espirais comercialmente disponivel para uso doméstico (Mulla et al. 2001;
McPhatter et al. 2017).

Diferentes efeitos e respostas comportamentais em mosquitos ja foram verificados com
a utilizacdo da transflutrina. Em um estudo realizado em laboratorio com linhagens de Ae.
aegypti suscetiveis a acdo da transflutrina, baixas dosagens (entre 0,06 e 0,01%) do piretroide
provocaram a mortalidade de até 99% dos mosquitos (Sukkanon et al. 2019). Em outro estudo,
foi observado que a transflutrina apresentou maiores taxas de toxicidade e mortalidade em testes
de laboratdrio contra Ae. aegypti, Ae. albopictus, Culex quinquefasciatus Say, 1823 e Anopheles
quadrimacullatus Say, 1824 em comparagdo com outros quatro piretroides: meperflutrina,
metoflutrina, praletrina e flumetrina (Bibbs et al. 2018). Mesmo quando utilizada em
dispositivos comerciais para uso domestico, nas concentragdes de 0,40 e 1%, a transflutrina foi
capaz de alterar comportamentos relacionados a busca por hospedeiros (pouso, sondagem e
repasto sanguineo) em Ae. aegypti durante experimentos realizados em condicBGes de

laboratério e semicampo (McPhatter et al. 2017).

No entanto, existem poucos estudos que mostram os efeitos da exposic¢éo a transflutrina
na oviposicdo de Ae. aegypti. Segundo Bibbs et al. (2018a), fémeas de Ae. aegypti expostas a
doses subletais de transflutrina (entre 0,009 e 0,026%) comparadas com fémeas ndo expostas,
reduziram de forma significativa a dispersdo (p<0.0001), a quantidade (p<0.0001) e a
viabilidade dos ovos (~30%) depositados nos criadouros artificiais disponibilizados durante
bioensaios laboratoriais. Em experimentos também conduzidos em laboratério, gravidas de Ae.
aegypti expostas a 8,4x104mg/mL de transflutrina, apresentaram alta atividade olfativa sendo
mais atraidas para sitios de oviposi¢do do que gravidas ndo expostas (Choi et al. 2016). Na
Tanzania, espirais com 0,03% de transflutrina reduziram em 97% a postura de ovos de
Anopheles arabiensis Patton, 1905, em experimento conduzido em semicampo (Ogoma et al.
2014).

Tais estudos anteriormente citados, realizados em condi¢Ges laboratoriais ou de
semicampo, demonstram que a transflutrina € capaz de modificar 0 comportamento de
oviposicdo de mosquitos, representando adi¢des importantes ao arsenal de combate a mosquitos
em geral (Achee & Grieco, 2018). Porém, pouco se sabe sobre o efeito inibidor de oviposi¢ao

da transflutrina em Ae. aegypti (Bibbs et al. 2018a).
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Como atualmente os piretroides séo a classe de inseticidas mais utilizada no mundo, séo
crescentes as preocupacdes sobre a pressao seletiva, devido ao seu uso indiscriminado, resultar
em selecdo de organismos resistentes ou insensiveis aos efeitos de excitotoxicidade causados
por estes compostos (Wagman et al. 2015a). De fato, existem relatos de populacdes de Ae.
aegypti ao redor do mundo que demonstram diferentes graus de resisténcia a piretroides
(Ranson et al. 2011; Amelia-Yap et al. 2018; Seixas et al. 2017; Harburguer et al. 2022),
inclusive no Brasil (Macoris et al. 2018; Rahman et al. 2021). No entanto, uma vantagem que
0s piretroides volateis, como a transflutrina, apresentam é que baixas doses desses compostos
podem produzir efeitos toxico-repelentes nos insetos-alvo (Bibbs et al. 2018b; Sukkanon et al.
2019), o que pode diminuir a pressdo seletiva sobre tais organismos e consequentemente,

reduzir a probabilidade de formacéo de populagdes resistentes.

Sendo assim, modificar o comportamento de oviposi¢do do Ae. aegypti, impedindo que
aoviposicao ocorra em locais onde naturalmente ocorreria, por meio da utilizagcdo de compostos
inibidores de oviposicéo, por exemplo, pode ser considerada uma nova estratégia associada ao
controle do vetor e a transflutrina é uma excelente candidata a integrar o arsenal de combate

aos vetores, atuando como inibidora da oviposic¢ao de Ae. aegypti.
1.7.  Inovacdo no controle de vetores

Ferramentas e inovacOes tecnoldgicas recentemente desenvolvidas tém auxiliado no
combate a vetores e foram revisadas por Zara et al. (2016) e, mais recentemente, por Achee et
al. (2019). Entre as varias estratégias que estdo em desenvolvimento, a utilizacdo de mosquitos
infectados artificialmente com a bactéria Wolbachia Hertig & Wolbach, 1924, mosquitos

esterilizados por radiacdo e a utilizagdo de armadilhas letais se destacam.

A técnica de controle bioldgico utilizando a Wolbachia consiste em infectar e liberar no
ambiente mosquitos com a bactéria que é simbionte e intracelular obrigatdria (McMeniman et
al. 2009; Walker et al. 2011). Quando um mosquito macho infectado acasala com uma fémea
ndo infectada, ocorre a transmissdo da bactéria e a prole gerada é infértil, o que reduz
drasticamente a populacdo de mosquitos e bloqueia a transmissdo de patdgenos (Gesto et al.
2021). Ap6s uma longa fase (2017 a 2019) de liberacdo de mosquitos infectados em Niterdi,
Brasil, pesquisadores relataram que mesmo com uma frequéncia heterogénea de 33-90% de
mosquitos Ae. aegypti infectados com Wolbachia, foram verificadas reducdes de 69% de casos

de dengue e 56% dos casos de Chikungunya na area de estudo (Pinto et al. 2021). Embora esta
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metodologia reduza a transmissdo de patdgenos, a populacdo do vetor no meio ambiente é

elevada, ocasionando incomodos a populacdo humana (Azambuja et al. 2019).

Outras técnicas que reduzem a populacdo de mosquitos, mas ainda estdo em
desenvolvimento, sdo a liberacdo de machos estéreis através de tratamento quimico ou
irradiacdo (Black et al. 2011) e a liberagdo de machos portando genes letais (Benelli et al.
2013). Esses machos ao se acasalarem com as fémeas selvagens, ndo produzirdo prole,
resultando na diminui¢do da populagdo ao longo do tempo (Flores & O’neill, 2018). Assim
como a tecnica utilizando Wolbachia, tais abordagens requerem liberacdo de grandes
quantidades de mosquitos tratados pois populagdes selvagens podem substituir as tratadas (Zara
et al. 2016).

Armadilhas sdo comumente utilizadas para amostragens e vigilancia de insetos vetores.
Porém, nas ultimas déecadas, diversas armadilhas que capturam e matam mosquitos tém sido
empregadas em estudos de intervencdo para captura massal de Ae. aegypti na tentativa de
reduzir as popula¢des do mosquito, principalmente devido a sua alta especificidade e eficiéncia
em capturar os insetos-alvo (Achee et al. 2019). A maioria das armadilhas desenvolvidas
capturam (e matam) gravidas de Ae. aegypti, impedindo que as mesmas realizem a oviposicéao,
0 gue, consequentemente contribui para a supressdo da populacdo de mosquitos (Rapley et al.
2009; Ritchie et al. 2009; Degener et al. 2014; 2015; Barrera et al. 2019; Eiras et al. 2021).
Para garantir sua eficacia, as armadilhas sdo desenvolvidas pela combinacao de caracteristicas
atrativas para os insetos, como sinais quimicos, coloracdo, temperatura e umidade. A armadilha
Gravid Aedes Trap — GAT é um exemplo de armadilha desenvolvida para captura de gravidas
de Ae. aegypti. Ela funciona de forma passiva, ou seja, ndo necessita de uma fonte de energia
ou calor. Como principais componentes, a GAT é formada por uma base preta que pode ser
preenchida por &gua ou infusdo, uma camara transltcida e um funil que permite a entrada de
mosquitos na parte superior da armadilha (Eiras et al. 2014). Cartdes adesivos (Heringer et al.
2016) e atraentes sintéticos (Eiras et al. 2021) podem ser adicionados no interior da armadilha
para maximizar a captura de mosquitos. Com todas essas caracteristicas, a GAT é altamente
eficaz e sensivel a captura de fémeas de Ae. aegypti (Ritchie et al. 2014), além de apresentar
baixo custo e facilidade operacionais (Mota, 2018; Eiras et al. 2021). Portanto, a GAT é uma

excelente ferramenta que pode ser empregada em programas de controle de vetores urbanos.

Estudos recentes realizados em trés paises, Brasil (Mota, 2018), Estados Unidos da
América (Johnson et al. 2018) e Alemanha (Becker et al. 2017), relataram reducdo significativa

da populacdo de Ae. aegypti com a utilizacdo da GAT em intervencdes de larga escala (coleta
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massal). Foi verificado ainda, que o impacto na populacdo de Ae. aegypti da area de estudo,
manteve-se por algumas semanas ap0s a remoc¢do das armadilhas (Mota, 2018). No entanto,
para alcancar resultados expressivos na supressao populacional de Ae. aegypti, estudos sugerem
uma cobertura acima de 80% dos imdveis nas areas de intervencdo com as armadilhas (Barrera
et al. 2014; Johnson et al. 2017).

De forma complementar, dispositivos liberadores podem ser utilizados como aditivos
ou em sinergismo para aumentar a eficacia das armadilhas de captura no sistema de supresséo
populacional, seja liberando odores altamente atrativos para os mosquitos nas armadilhas
(Batista et al. 2017; 2018) ou liberando substancias repelentes que posicionados em locais
estratégicos, inibem o acesso dos mosquitos na area de atuacdo do composto, podendo provocar
uma movimentagdo dos mosquitos para as armadilhas atrativas posicionadas no entorno da area
de interesse (Ogoma et al. 2012; Govella et al. 2015; Ogoma et al. 2017; Masalu et al. 2017;
2018; Mmbando et al. 2019; Masalu et al. 2020).

Por fim, o desenvolvimento de novas estratégias de controle vetorial, como a utilizacao
de armadilhas letais, producdo de mosquitos estéreis e/ou infectados artificialmente com a
bactéria Wolbachia, novos sistemas liberadores e mecanismos de avaliacdo das ferramentas de
controle vetorial empregadas, sdo incentivadas e cada vez mais necessarias, uma vez que
arboviroses (re)emergem a cada dia, provocando novos surtos, bem como as populagdes de Ae.

aegypti continuam ampliando suas fronteiras (PAHO, 2019).

1.8.  Inibidores de oviposicao

Durante o processo de procura por criadouros para deposicdo dos ovos, Varios
compostos quimicos podem atuar como atraentes, repelentes estimulantes ou deterrentes de
oviposicdo aos mosquitos. Portanto, a terminologia utilizada na literatura para definir o papel
de determinadas substancias no comportamento de oviposicdo deve ser utilizada de maneira
correta para se evitar equivocos e facilitar a compreenséo (Bentley e Day, 1989). Por exemplo,
o0 termo deterrente é utilizado na literatura para designar (1) uma substancia que impede a
entrada de mosquitos em um local (WHO, 2013b), (2) que previne contra picadas de mosquitos
(Ali et al. 2014) ou, ainda, como uma substancia ou composto que (3) impede a oviposi¢édo de
mosquitos em um determinado local (Shaalan & Canyon, 2018). E para provocar ainda mais
imprecisdes ao uso das terminologias, diferentes concentracbes de um mesmo composto,

podem induzir diferentes respostas comportamentais no inseto, como por exemplo, paralisias,
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movimentos de orientacdo para longe (repelente) ou em direcdo (atraente) a fonte emissora
(Dethier et al. 1960).

As definicdes dos comportamentos resultantes dos estimulos percebidos pelos insetos,
ja foram previamente discutidas em outros estudos (Dethier et al. 1960; White et al. 2015; Day,
2016). Dessa forma, na presente tese, o termo inibidor de oviposi¢cdo foi adotado como
sinbnimo de deterrente de oviposi¢do, ou seja, um composto que provoca a reducdo da

quantidade de ovos depositados no local que foi aplicado.

Constantemente, atraentes, repelentes, estimulantes e inibidores de oviposic¢ao tém sido
produzidos sinteticamente a partir do isolamento e identificagdo de compostos de origem
organica, como infusdes de plantas, bactérias e também dos estagios imaturos dos mosquitos
(Afify & Galizia, 2015). Como exemplo, atraentes sintéticos para oviposicdo de Ae. aegypti
identificados e isolados a partir de infusdo de capim colonido (Panicum maximum), ou, ainda,
atraentes sintéticos que simulam odores humanos sdo utilizados para aumentar a eficiéncia de

captura em armadilhas para mosquitos (Eiras et al. 2010; 2018; Batista et al. 2017; 2018).

Primordialmente, o efeito inibidor de oviposicdo de mosquitos provocado por mais de
70 plantas, extratos e 6leos de origem vegetal ja foi relatado (Shaalan & Canyon, 2018). No
entanto, a formulacdo de um produto final de origem natural para inibir a oviposicdo de
mosquitos, apresenta grandes dificuldades na padronizagdo quimica da producdo, possui a
necessidade de ser encapsulado, além de apresentar baixa persisténcia, rapida degradacdo dos
compostos ativos no ambiente e ser necessarias grandes quantidades de compostos, uma vez
que o efeito inibidor é dose-dependente e diretamente proporcional a concentracao (Shaalan &
Canyon, 2018).

Atualmente, a evolucdo da nanotecnologia tem possibilitado o desenvolvimento de
nanomateriais sintetizados a partir da unido de extratos vegetais e nanoparticulas de metais,
resultando em produtos de agdo inseticida, ovicida, larvicida e também de inibidores de
oviposi¢do (Caceres et al. 2019; Manimegalai et al. 2020; Shinde et al. 2023). Mas embora
sejam produtos considerados ecologicamente corretos por ndo utilizarem produtos quimicos na
sua fabricacdo (Benelli et al. 2018), ainda existem muitas lacunas no conhecimento a respeito
dos nanomateriais, como o desconhecimento da toxicidade em espécies ndo-alvo e a falta de

aplicagdes praticas em campo (Benelli, 2016c¢).

Por outro lado, embora inseticidas tenham sido desenvolvidos para matar os insetos, o

efeito inibidor de oviposi¢do de diversos desses compostos ja foi observado sobre varias
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espécies de mosquitos: DDT spray com a concentracdo de 2 g/m? aplicado em um tapete e
transflutrina (0,03%) e metoflutrina (0,00625%) sob a forma de espirais, reduziram em 90, 97
e 91%, respectivamente, a quantidade de ovos depositados por mosquitos Anopheles arabiensis
(s. s.) em cabanas experimentais na Tailandia (Ogoma et al. 2014). Em outro estudo, Culex
pipens depositaram menos ovos em criadouros tratados com temefos (organofosforado) e outros
larvicidas (Akiner & Eksi, 2015). Ae. aegypti e Ae. albopictus apresentaram reducdo do
comportamento de oviposi¢do em saltos, da viabilidade e da quantidade de ovos depositados

ap0s serem expostos a doses muito baixas do composto transflutrina (Bibbs et al. 2018).

Como observado, a utilizagdo de baixas doses dos compostos inseticidas, inibiram a
oviposigédo de mosquitos (Ogoma et al. 2014; Bibbs et al. 2018). Adicionalmente, os inseticidas
volateis como a transflutrina, podem ser aplicados em um amplo espectro de formulagdes e
dispositivos liberadores que permitem a acdo do composto por periodos prolongados,
representando grandes vantagens sobre os outros tipos de inibidores de oviposi¢do (Buhagiar
et al. 2017; Bibbs et al. 2018).

Diferentemente dos atraentes ou repelentes que tendem a agir em médio e longo alcance
orientando o0 movimento dos mosquitos, 0s compostos estimulantes e inibidores de oviposi¢ao
agem em curto alcance ou apenas em contato com os mosquitos, influenciando na deciséo final
pelas fémeas sobre ovipor ou ndo no local (Day, 2016). Dessa forma, 0 método de liberagdo do
inibidor de oviposicdo no ambiente, é de suma importancia para a obtencdo das respostas

desejadas.
1.9.  Dispositivos passivos como liberadores de compostos volateis

Embora compostos volateis sintéticos sejam capazes de modificar o comportamento de
insetos, agindo como repelentes, atraentes ou inibidores, o seu sucesso € influenciado pelo
sistema de dispersdo de odores utilizado, isto €, a matriz liberadora. A escolha do material ideal
para atuar como matriz liberadora influencia diretamente na efetividade e duracdo do composto
(Mukabana et al. 2012; Mweresa et al. 2014; Okumu et al. 2014), sendo desejavel que a
liberacdo ocorra em doses fixas e continuas ao longo do tempo, suficientemente altas para serem
detectadas pelos insetos e permanecerem ativas por periodos prolongados (Vilela & Della-
Ldcia, 2001; Heuskin et al. 2011; Okumu et al. 2014).

Geralmente, sistemas liberadores passivos sdo os mais utilizados, os quais ndo
necessitam de uma fonte de energia, calor ou fluxo de ar para a liberagcdo dos compostos ativos

(Kline & Urban, 2018). A utilizacdo de liberadores de substancias de agdo repelente de insetos
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se iniciou com estudos voltados para o controle de pragas agricolas e geralmente sdo
classificados em trés tipos: base liquida para pulverizacdo, reservatorios de formulagdes ou

liberadores de matrizes sélidas (Heuskin et al. 2011).

Nas formulacdes pulverizaveis, utilizados em forma de sprays, o ingrediente ativo é
dissolvido no liquido, podendo ou ndo conter estabilizantes, antioxidantes e surfactantes para
proteger o composto ativo e sdo, geralmente, biodegradaveis, com tempo de eficiéncia do
ingrediente ativo durando de dias a semanas dependendo do ambiente, tamanho e capacidade
do liberador (Heuskin et al. 2011)

Liberadores do tipo reservatorio, por sua vez, possuem duas partes: (a) o reservatorio,
que pode ser um tubo ou pote selado, e (b) a area de difusédo, como uma membrana permeavel
pela qual o composto ativo pode se difundir (Heuskin et al. 2011). Por exemplo, um recipiente
impermeavel (reservatorio) e uma membrana polimérica externa que sela o recipiente, mas ao
mesmo tempo permite a liberagédo do composto no ambiente (Peres et al. 2019). Recentemente,
guando avaliado em experimentos de campo realizados no Brasil e na Tanzénia, um liberador
do tipo reservatério com atraente sintético que imita o odor humano, obteve resultados
satisfatorios na atracdo de mosquitos para armadilhas quando comparado com outras matrizes
utilizadas (Batista, 2019).

Matrizes sélidas sao liberadores passivos tais como tubos, frascos e sachés de polietileno
de baixa densidade (Torr et al. 1997, Mihok et al. 2007), polimeros espirais (Tomaszewska et
al. 2005), tiras de nylon (Okumu et al. 2014), microcépsulas revestidas em cartucho de

polipropileno (Batista et al. 2017).

Materiais téxteis também séo utilizados como liberadores do tipo matrizes solidas. Os
liberadores confeccionados com materiais téxteis sdo duraveis, apresentam baixo custo e facil
manipulagdo para serem utilizados como efetivos liberadores de odores (Mukabana et al. 2012),
como por exemplo tiras de nylon liberando atrativos sintéticos de An. gambie s. s. (Okumu et
al. 2014; Mukabana et al. 2012; Mweresa et al. 2014) ou ainda tecidos de algodao e poliéster
avaliados como liberadores de repelentes (Rao et al. 1991; Habeish et al. 2010; Mweresa et al.
2014; Paiz-Moscoso et al. 2020).

Em suma, substancias volateis de acao inseticida e/ou repelente, como a transflutrina,
podem ser impregnadas em tecidos de diversas composi¢cdes que atuardo como liberadores de
tais substancias no ambiente (Achee et al. 2012; Salazar et al. 2013; Agramonte et al. 2017).

Taxas de repeléncia de Ae. aegypti, por exemplo, foram observadas em um estudo realizado
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com diferentes concentragdes de transflutrina impregnadas em tecidos de algodao, poliéster e
popeline em testes de laboratdrio com a utilizacdo de um sistema de olfatometria, alcancando
até 50% de repeléncia com apenas 0,001% de transflutrina (Paiz-Moscoso et al. 2020). De
forma complementar, respostas de atratividade de mosquitos também foram observadas com a
transflutrina a 0,0005% de concentracdo em outro estudo realizado nas mesmas condic¢des do
anteriormente citado (Estrada et al. 2019). Sendo assim, a versatilidade das respostas dos
compostos ativos em diferentes concentrages sobre o comportamento dos mosquitos, podem
ser observadas sem prejuizos ou interferéncias em experimentos utilizando matrizes de

liberacdo téxteis.

A juta € um desses tecidos e vem sendo avaliada como matriz de liberacdo passiva de
piretroides em diversos estudos, sendo utilizada como cortinas (Poopathi & Rao, 1995), artigos
de decoragdo (Masalu et al. 2017; 2018), tiras e fitas de beiral (Ogoma et al. 2012; 2017;
Govella et al. 2015; Mmbando et al. 2019; Tambwe et al. 2020) em sandalias (Sangoro et al.
2020) e até sob bancos de madeira (Masalu et al. 2020), impedindo com sucesso a picada de
mosquitos relacionados com a transmissdo local de diversos patdgenos a populacdo, além de

apresentar grande aceitacdo dos usuérios (Masalu et al. 2017).

Tiras de juta (4m x 30cm) promoveram uma liberacdo lenta e gradual da transflutrina
em estudo de campo conduzido na Tanzénia, conferindo uma eficécia protetiva aos usuarios
em mais de 90% contra picadas de mosquitos dos géneros Anopheles, Culex e Mansonia
(Ogoma et al. 2017). Em estudo mais recente realizado também na Tanzénia, sandalias
fabricadas com tiras de apenas 48cm? de juta, tratadas com 0,10g de transflutrina, reduziram
aproximadamente 61% das picadas de Anopheles arabiensis nos usuéarios em semicampo
(Sangoro et al. 2020). Ainda nesse mesmo estudo, quando avaliadas em vilas localizadas no
Sudeste da Tanzania, sandalias tratadas com 0,159 de transflutrina reduziram em mais de 65%
das picadas de mosquitos de diversas espécies (géneros Aedes, Anopheles e Culex) e em até
75% das picadas de An. gambiae s.l. Giles, 1902 (Sangoro et al. 2020).

Portanto, o tecido de juta € um produto comum, acessivel, produzido com fibras naturais
de origem vegetal e a confeccdo de dispositivos ou produtos impregnados com substancias
repelentes, apresenta baixo custo de producdo (Poopathi & Rao, 1995). Tais caracteristicas
sugerem que a juta é uma alternativa viavel e que pode ser empregada como dispositivo
liberador de compostos volateis em diversas escalas, inclusive associados a armadilhas ou
técnicas de capturas de mosquitos formando sistemas push-pull (Mmbando et al. 2019;
Tambwe et al. 2020).
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1.10. Técnica push-pull e sua utilizagdo no controle de mosquitos

O conceito push-pull foi desenvolvido no final da década de 80 como uma estratégia
para controle de uma praga do algoddo na Austrélia (Pyke et al. 1987). O principio da técnica
se baseia na utilizacdo combinada de estimulos quimicos e/ou visuais, atrativos e repelentes
para realizar o manejo da populacdo do inseto-alvo, repelindo de um local (push) e,
simultaneamente, atraindo e capturando em outro (pull). Como os insetos utilizam de estimulos
que comumente envolvem semioquimicos e pistas visuais para realizarem diversas de suas
atividades (alimentacéo, oviposicao e acasalamento por exemplo), tais comportamentos podem
ser manipulados para direcionar a movimentacao desses organismos por meio de componentes
atraentes/repelentes do sistema, para um local desejado (Cook et al. 2007; Menger, 2015).
Portanto, o desenvolvimento de sistemas push-pull eficazes, ndo depende apenas das
caracteristicas dos componentes do sistema, mas também do pleno conhecimento da biologia,

comportamentos e ecologia quimica dos organismos-alvo (Cook et al. 2007).

Uma grande vantagem da técnica push-pull é que os estimulos utilizados geralmente
ndo sdo toxicos quando comparados as técnicas de controle de pragas convencionais, além
disso, o uso combinado dos estimulos comportamentais na constituicdo dos componentes do
sistema push-pull, sdo mais eficientes funcionando sinergicamente do que individualmente,
servindo de incentivo ao desenvolvimento de novos componentes e aplicacdes para essa técnica
(Cook et al. 2007)

Embora tenha sido desenvolvida e ainda seja muito utilizada no controle de pragas da
agricultura, a técnica push-pull também tem sido adotada como estratégia em muitos estudos
de controle populacional de insetos vetores em ambientes urbanos (Menger et al. 2015;
Wagman et al. 2015; Gordon et al. 2018; Mmbando et al. 2019). Contudo, a utilizacdo dessa
técnica no controle de vetores, como o Ae. aegypti, SO é possivel gracas ao desenvolvimento
tanto de substancias com alto poder de repeléncia ou inibi¢ao, quanto de sistemas de captura
altamente efetivos e atrativos (Menger, 2015; Obermayr, 2016). Portanto, a técnica do push-
pull é uma ferramenta ainda em desenvolvimento, mas que vem sendo avaliada com sucesso e

recomendada para utilizagdo no controle de vetores (Tambwe et al. 2020).
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Justificativa

A reducdo da densidade populacional de mosquitos é a medida mais utilizada para se
prevenir a ocorréncia de surtos epidémicos de doencas relacionadas ao Ae. aegypti como
dengue, Zika e Chikungunya. Como a escolha do sitio de oviposi¢do é um momento crucial
para 0 sucesso reprodutivo da espécie, estratégias de controle vetorial que visam eliminar os
criadouros com melhores caracteristicas para abrigar a prole de Ae. aegypti ou mesmo interferir

na escolha do sitio de oviposi¢do, sdo comumente adotadas (Ministério da Saude, 2009).

O sucesso reprodutivo de Ae. aegypti esta diretamente associado as suas caracteristicas
como reproducdo e desenvolvimento rapidos, alta capacidade de adaptacdo, diversidade de
criadouros e forte associacdo a presenca humana (Carvalho & Moreira, 2017). Portanto,
estratégias alternativas capazes de diminuir o sucesso reprodutivo do Ae. aegypti, podem
apresentar resultados satisfatorios na reducdo populacional de mosquitos e consequentemente,
das doencas associadas a eles (Zara et al. 2016). Para isso, é necessario o desenvolvimento de
ferramentas eficazes no controle populacional de mosquitos que sejam de facil manipulacgéo,
baixo custo operacional, ecologicamente seguras e possiveis de serem aplicadas em larga escala
(Sivagnaname & Gunasekaran, 2012; Masalu et al. 2017). Adicionalmente, séo incentivadas
combinacOes de diferentes estratégias de combate vetorial e novas tecnologias como medidas
para tentar diminuir efetivamente a populacéo de mosquitos e os arbovirus por eles transmitidos
(Ministério da Saude, 2009).

Nos altimos anos, o desenvolvimento de armadilhas que simulam caracteristicas fisicas
(visuais) e quimicas (atraentes sintéticos) de criadouros, vem favorecendo e possibilitando a
utilizacdo da técnica push-pull como uma ferramenta também para o controle de mosquitos
vetores (Takken & Knols, 1999; Cook et al. 2007; Menger, 2015; Gordon et al. 2018).
Consequentemente, a manipulacdo do comportamento de oviposi¢cdo do mosquito Ae. aegypti,
pelo uso de inibidores de oviposigdo associados a armadilhas de captura em massa formando
um sistema push-pull, pode diminuir a populagéo de mosquitos e, consequentemente, 0s casos

de doengas causadas por patdgenos transmitidos pelo Ae. aegypti (Menger, 2015).

Tiras de juta impregnadas com transflutrina vem sendo avaliadas com sucesso para
prevenir a picada de diversos mosquitos transmissores de patdgenos, resultando em um produto
de baixo custo, manipulacao facil, segura e com grande aceitacdo popular (Ogoma et al. 2012;
Ogoma et al. 2017; Masalu et al. 2017; Mmbandu et al. 2019; Tambwe et al. 2020). Porém,

pouco se sabe sobre os efeitos da transflutrina na oviposicdo de Ae. aegypti e até o0 momento,
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sdo desconhecidos estudos de campo utilizando a transflutrina como inibidor de oviposicao de

Ae. aegypti.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar um sistema push-pull
composto por um dispositivo liberador de transflutrina e a armadilha Gravid Aedes Trap como

método de controle, por meio da captura em massa de adultos de Ae. aegypti.

O presente estudo integra um projeto de supressdo populacional de Ae. aegypti com
armadilhas de captura massal que vem sendo desenvolvido na cidade de Piumhi desde 2016
(Mota, 2018). Chamada MCTIC/FNDCT-CNPq / MEC-CAPES/ MS-Decit N° 14/2016 —
Prevencdo e Combate ao virus Zika. Numero do Processo: 440358/2016-7.
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Objetivos

Geral:

Avaliar um sistema push-pull composto por um dispositivo liberador de transflutrina e
a armadilha Gravid Aedes Trap como método de controle, através da captura em massa de
adultos de Aedes aegypti.

Especificos:

o Avaliar os efeitos da exposicdo a transflutrina sobre gravidas de Aedes aegypti e
sobre parametros bioldgicos do desenvolvimento de seus descendentes;

o Desenvolver e avaliar em condi¢es de semicampo e campo um dispositivo
liberador passivo de transflutrina para inibir a oviposicdo de Aedes aegypti;

o Avaliar um sistema push-pull formado por dispositivo liberador de transflutrina
e armadilha GAT para inibir a oviposicdo e promover a captura massal de mosquitos Aedes

aegypti na cidade de Piumhi-MG.



CAPITULO 1

Avaliacao dos efeitos da exposi¢do a transflutrina sobre gravidas de Aedes aegypti e

sobre parametros biol6gicos do desenvolvimento de seus descendentes
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Introducéo

O foco principal das acdes de combate a mosquitos vetores em geral € alcancar a
diminuic&o populacional do inseto até niveis em que a transmisséo de patdgenos causadores de
doencas aos humanos seja minima ou mesmo se acabe. Para isso, sdo empregadas diversas
estratégias de controle, com diferentes abordagens e técnicas, mas que geralmente englobam os
controles mecanico, biolégico e quimico (Ministério da Saude, 2009).

No Brasil, inseticidas ainda sdo adotados como principais integrantes das medidas de
controle quimico de mosquitos (Ministério da Saude, 2009). Entre as classes de inseticidas
existentes, os piretroides possuem seu uso recomendado pela OMS devido a sua estabilidade,
rapida acéo, degradacéo e baixa toxicidade em mamiferos (Braga e Valle, 2007; WHO, 2014).
Por isso sdo comumente empregados em formulacOes de repelentes e inseticidas espaciais
principalmente contra mosquitos (Kawada et al. 2014).

Assim como outros inseticidas, os piretroides agem sobre o sistema nervoso dos insetos,
especificamente sobre o axénio dos neurdnios, promovendo a abertura dos canais de sédio.
Consequentemente, a transmissao dos impulsos nervosos € acelerada, resultando em um estado
de hiperexcitacdo que pode causar convulsdes, paralisias (knockdown), morte devido a fadiga e
outros efeitos ndo-letais (Ware & Whitacre, 2004; Bibbs et al. 2018).

Entre os piretroides, a transflutrina é um inseticida volatil e por isso muito utilizada
como composto ativo sob a forma de aerossois e repelentes espaciais, formando um espaco
aereo livre de mosquitos onde € aplicada (Masalu et al. 2020). Estudos conduzidos na Tanzénia
com tecidos de juta impregnados com transflutrina, promoveram a protecdo contra picadas de
mosquitos dos géneros Anopheles, Culex e Aedes, importantes transmissores de patdgenos na
regido (Masalu et al. 2017; Ogoma et al. 2017; Tambwe et al. 2020).

Além dos efeitos de mortalidade e knockdown (Bibbs et al. 2018b; Estrada et al, 2019;
Sukkanon et al. 2020), efeitos ndo-letais como repeléncia espacial (Masalu et al. 2017; Ogoma
et al. 2017; Tambwe et al. 2020), efeitos sobre a alimentagdo (Ogoma et al. 2014; Batista,
2022), fecundidade, fertilidade e oviposicdo (Choi et al. 2016; Bibbs et al. 2018), também ja
foram observados em mosquitos expostos a diferentes doses de transflutrina. Portanto, o estudo
de efeitos ndo-letais em mosquitos vetores expostos a inseticidas, também sdo importantes na
determinacédo do grau de interferéncia sobre o fitness das espécies e, consequentemente, sobre
o efeito nas doencas relacionadas aos mosquitos, beneficiando a saide humana (Andreazza et
al. 2021). No entanto, sdo desconhecidos estudos conduzidos com cepas brasileiras de

mosquitos que verificaram efeitos letais e ndo-letais da exposi¢ao de Ae. aegypti a transflutrina.
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Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar em laboratdrio os efeitos da
exposicdo ao piretroide transflutrina sobre gravidas de Ae. aegypti e sobre pardmetros

bioldgicos no desenvolvimento dos descendentes das fémeas expostas ao composto.
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Objetivos
Geral

Avaliar os efeitos da exposicdo a transflutrina sobre gravidas de Aedes aegypti e sobre

parametros biolégicos do desenvolvimento de seus descendentes.

Especificos:

o Avaliar os efeitos knockdown e mortalidade de Aedes aegypti gravidas apds

exposicao a diferentes concentracdes de transflutrina;

o Avaliar a taxa de inibicdo da oviposicdo de Aedes aegypti expostos a

transflutrina;

o Avaliar a taxa de ecloséo e o tempo de desenvolvimento das larvas descendentes

de Aedes aegypti expostas a transflutrina;

o Avaliar a longevidade, a razdo sexual e o tamanho de mosquitos adultos

descendentes de Aedes aegypti expostos a transflutrina;

o Avaliar os efeitos e parametros citados sobre diferentes cepas de Aedes aegypti.
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Material e Métodos

Mosquitos

Foram utilizadas nos experimentos fémeas de Ae. aegypti de duas cepas, Rockefeller e
a geracdo F4 de mosquitos provenientes do municipio de Piumhi — MG (Piumhi), criadas em
insetario sobre condi¢bes ambientais controladas (27+2°C; 60 a 80% URA e 12:12h
fotoperiodo).

Os ovos de Ae. aegypti foram colocados em cubas plasticas (7 x 22 x 30cm) contendo
2L de &gua desclorada para eclosdo das larvas que foram mantidas no mesmo recipiente e
alimentadas com racdo para répteis aquaticos (Reptolife, Alcon®). As pupas foram retiradas
diariamente das cubas, transferidas para potes com agua desclorada (500ml) e os potes com
pupas colocados em gaiolas de criacdo teladas (30 x 30 x 30cm, Bugdorm®, Mega View Science
Co. LTDA, Taiwan). Os mosquitos adultos emergidos foram mantidos nessas gaiolas e
alimentados com solucéo acucarada 10% ad libitum.

Com o auxilio de um aparato separador de fémeas (Posey & Schreck 1981), fémeas de
Ae. aegypti com 7 a 10 dias de idade foram selecionadas das gaiolas de criacdo, evitando assim
a manipulagéo e dano aos insetos. A gaiola de criacdo foi colocada dentro do aparato no qual
as fémeas de Ae. aegypti eram atraidas pelo odor da mado humana da gaiola para potes plasticos
(350 mL) perfurados em sua tampa para permitir a passagem dos mosquitos (Figura 4a). Nos
potes, também foram feitas duas aberturas laterais e recobertas com uma tela de nylon para
permitir a circulacdo de ar durante os bioensaios, além da realizacdo da alimentacdo sanguinea

dos mosquitos.
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Figura 4: Selec&o e repasto sanguineo artificial das fémeas de Aedes aegypti. Esquema de separagao
de mosquitos adultos (a) e da alimentagdo artificial sanguinea baseado numa membrana de
politetrafluoretileno que recobre o fundo dos copos (b-c). Detalhes dos copos posicionados sobre 0s
potes com os mosquitos (d) e dos mosquitos realizando repasto (e). Fonte: o autor.

O repasto sanguineo das fémeas de mosquitos foi realizado utilizando sangue de galinha
(Gallus gallus domesticus), contendo anticoagulante (heparina sodica, Hemofol®), em um
sistema de alimentacdo artificial (Siria et al. 2018), o qual funciona como uma membrana pela
qual o sangue pode ser ingerido pelos mosquitos (Figura 4e). Nesse sistema, 0 sangue €
colocado na parte externa do fundo de um copo descartavel pequeno (50mL) (Figura 4b) e
coberto por uma tira de politetrafluoretileno, popularmente conhecida e comercializada como
fita veda rosca (Figura 4c). No interior do copo, agua morna (~37°) foi adicionada e este
posicionado em uma das laterais teladas das gaiolas de criagdo contendo as fémeas de Ae.
aegypti (Figura 4d). A alimentacdo sanguinea foi oferecida as fémeas apenas uma vez por 1h e
apos este periodo os mosquitos foram alimentados com solucdo agucarada até a realizagdo dos
experimentos.

Transflutrina e liberadores

O piretroide transflutrina (TC 99%, Bayer AG, Alemanha), composto ativo (CA)
avaliado nos experimentos, foi diluida em alcool etilico absoluto (99,8° GL, PA,) para obter

solugdes com concentracgdes resultantes de 2, 5, 10 e 15%. Tais concentragfes foram utilizadas
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para impregnar liberadores (10 x 15cm) confeccionados com tiras de juta (Castanhal
Companhia Téxtil, modelo F9-328g/m? natural). Foram produzidos cinco dispositivos
liberadores que consistiram em uma tira de juta impregnada com 10mL das solucgbes de
transflutrina e um liberador impregnado apenas com alcool absoluto foi usado como controle

em todos 0s experimentos.

Bioensaios de laboratoério

Os bioensaios para avaliar os efeitos da exposi¢édo ao CA foram realizados com gravidas
de Ae. aegypti (3 dias apos a alimentagdo sanguinea) no laboratério. Os tratamentos avaliados
foram as tiras de juta impregnadas com as solugdes de transflutrina a (a) 2%; (b) 5%; (c) 10%;
(d) 15%; e (e) controle (juta impregnada somente com alcool). Foram utilizados 10 potes, sendo
cinco por cepa, com 15 fémeas de mosquitos em cada.

Com o auxilio de um ventilador elétrico (Mosquitito, 12V/0.3A/3.6W, Biogents®) e um
suporte para pendurar o dispositivo impregnado com o CA, foi montado um sistema para expor
as fémeas de Ae. aegypti aos tratamentos. O sistema consistiu do ventilador produzindo uma
corrente de ar (0.09 m/s) que passava pelos tratamentos, suspenso pelo suporte, e atingia o pote
contendo os mosquitos (Figura 5). O ventilador foi posicionado a 30 cm do dispositivo liberador
e este se encontrava a 30 cm do pote contendo os mosquitos. A exposicgao foi realizada por 1
minuto para cada tratamento. Foram realizadas cinco repeticbes para cada tratamento,
totalizando 750 mosquitos das duas cepas utilizados no experimento. A exposi¢do dos
mosquitos a todos os tratamentos, ocorreu em um unico dia seguindo a ordem crescente das

concentragdes (controle até 15%).
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Figura 5: Esquema do bioensaio de exposicdo a transflutrina em laboratério. (a) Pote com mosquitos,
(b) Tira de juta impregnada com transflutrina, e (c) ventilador elétrico. Fonte: o prdprio autor.

Avaliacao dos efeitos knockdown e mortalidade dos mosquitos Aedes aegypti apds

exposicao a diferentes concentragdes de transflutrina

Apo6s 0s bioensaios, 0s mosquitos que se encontravam caidos no pote foram
contabilizados em trés periodos distintos: imediatamente ao final do experimento, 1h e 24h apds
a exposicdo. Os mosquitos caidos ao final do teste e 1h depois foram considerados em estado
de knockdown (KD). A porcentagem de mosquitos que se encontravam em KD foi determinada
pela diferenca entre a quantidade de mosquitos utilizados e 0s que se encontravam caidos no
momento da contagem. ApoOs 24h da exposicdo, 0S mosquitos caidos no pote foram
considerados mortos. A taxa de mortalidade foi determinada pela diferenca entre o total de
mosquitos caidos apos 24h e o total de mosquitos utilizados no experimento.

Avaliacdo da taxa de inibicdo da oviposicdo de Aedes aegypti expostos a
transflutrina

Apbs o periodo de exposicao aos tratamentos, as fémeas foram mantidas nos potes que
se encontravam durante o experimento. Um copo plastico pequeno (50 mL), contendo
aproximadamente 20 mL de &gua e uma tira de papel filtro (2,5 x 5 cm), foi fixado com fita
adesiva a tampa do pote, que possui um orificio de aproximadamente 1 cm de didmetro para
permitir a passagem das fémeas e 0 acesso ao pote (Figura 6A). O papel filtro serviu como
substrato de oviposicdo (Figura 6B), o qual foi recolhido ap6s 24h e os ovos foram

contabilizados.
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Figura 6: Acondicionamento dos mosquitos durante os experimentos. A) Pote com mosquitos
acoplado a um copo contendo agua e substrato para oviposi¢do. B) Substrato de oviposi¢do com ovos
de Aedes aegypti. Fonte: o proprio autor.

A taxa de inibicdo da oviposicdo de Ae. aegypti foi verificada para cada tratamento
através da seguinte formula:

Controle — Tratamento

Inibicio (%) = ( )X 100

Controle

Na qual, Controle e Tratamento representam a quantidade de ovos coletados no
substrato de oviposi¢do dos potes contendo 0s mosquitos expostos ao controle ou ao tratamento
durante os bioensaios. Quando a taxa de inibic&o resultou em valores positivos, foi considerado
que houve inibicdo da oviposicéo.

Avaliacdo da taxa de eclosdo e do tempo de desenvolvimento das larvas de
descendentes de Aedes aegypti expostos a transflutrina

Apbs a contagem, os ovos foram colocados em cubas plasticas contendo &gua
desclorada e durante sete dias foi realizado 0 acompanhamento da eclosdo das larvas. A taxa de

eclosdo (TE) para cada tratamento foi determinada através da formula:

N? larvas

TE = X 1009
N2 Ovos %
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Onde, N° larvas é o numero total de larvas eclodidas e N° ovos é o nimero total de ovos
contabilizados no substrato de oviposicdo. Foram realizadas cinco repeticfes para cada
tratamento.

Vinte larvas de cada tratamento foram aleatoriamente selecionadas para o
acompanhamento do periodo larval. As larvas do 1° instar (1 dia de idade) foram removidas
das cubas, individualmente colocadas em copos plasticos (50mL) contendo aproximadamente
40 mL de agua desclorada, que foi trocada sempre que necessario. Os dias gastos para cada
larva de 1° instar chegar até pupa foram contabilizados, sempre no mesmo horario (entre a 3% e
52 hora de foto fase). Cada larva foi considerada uma repeticéo, portanto, foram realizadas 20
repeticdes para cada tratamento e com ambas as cepas de Ae. aegypti (N=200). As larvas foram
mantidas seguindo o padréo estabelecido para o insetério.

Avaliacdo da longevidade, da razdo sexual e do tamanho de mosquitos adultos
descendentes de Aedes aegypti expostos a transflutrina

A longevidade dos adultos compreendeu o periodo (dias) entre o dia de emergénciae a
da morte dos mosquitos. Os adultos foram mantidos seguindo o padrdo de temperatura, umidade
e luminosidade estabelecidos para o insetario e alimentados com sacarose 10% ad libitum. Apds
a morte, os mosquitos foram contabilizados em relagdo ao sexo e tiveram as asas mensuradas
para estimar o seu tamanho. A razdo sexual foi calculada a partir da propor¢do do nimero de
machos em relagdo ao nimero de fémeas emergidas descendentes dos mosquitos utilizados nos
bioensaios de exposic¢do ao CA, de ambas as cepas de Ae. aegypti. Para medir as asas, 20 fémeas
de cada um dos tratamentos foram separadas ao acaso, as quais tiveram uma de suas asas
removidas e medidas entre a &lula e a extremidade, desconsiderando a franja, utilizando um

estereomicroscopio (40x, Olympus CX41) com lente milimétrica.
Andlise de dados

Para avaliacdo dos parametros taxa de inibicdo da oviposicdo, taxa de eclosdo, tempo
de desenvolvimento das larvas, longevidade, razéo sexual e tamanho das asas dos adultos, os
tratamentos foram considerados as variaveis explicativas e cada um dos parametros a variavel
dependente. Cada parametro foi individualizado em tabelas e todos os dados foram analisados
atraves de modelos estatisticos lineares generalizados (GLM) e comparados com analises de
variancia (ANOVA) com significancia de 5%. Para verificar diferencas entre os grupos de
tratamentos/controles, testes de comparacdes pareadas foram realizadas utilizando teste de

significancia honesta de Tukey (Tukey HSD). Todas as anélises estatisticas foram realizadas
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no software R versdo 3.5.3 (R CORE TEAM, 2020) com o auxilio dos pacotes Ime4, car,
RT4Bio, multcomp e ggplot2.
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Resultados

Avaliacao dos efeitos knockdown e mortalidade dos mosquitos Aedes aegypti apds

exposicao a diferentes concentragdes de transflutrina

No periodo imediatamente apds a exposi¢do aos diferentes tratamentos, apenas oito
mosquitos da cepa Rockefeller (2,1%) e 10 da cepa Piumbhi (2,7%) foram observados em KD.
Os mosquitos do grupo controle de ambas as cepas ndo apresentaram KD nesse periodo de
observacdo quando ndo foram expostos a transflutrina. Nao foram encontrados efeitos
significativos dos tratamentos na quantidade de mosquitos em KD no periodo imediatamente
apo6s a exposicdo nem para mosquitos da cepa Rockefeller (F=1,18; p=0,35) nem da cepa
Piumhi (F=0,71; p=0,59). As cepas de mosquitos utilizadas também ndo apresentaram
diferencas na quantidade de mosquitos que sofreram KD imediatamente ap0s a exposicdo
quando comparadas entre si (df=48; t=0,42; p=0,67). Os resultados referentes aos efeitos KD e
mortalidade sobre as duas cepas de Ae. aegypti ap0s a exposicdo aos tratamentos com e sem

transflutrina (controle), sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Efeitos de Knockdown e Mortalidade (média + erro padrdo) sobre Aedes aegypti gravidas
expostas a diferentes concentracdes de transflutrina. O asterisco (*) nas colunas indica diferenca
significativa (p<0,05) na quantidade de mosquitos dos tratamentos em relacdo ao controle. N=75

mosquitos por tratamento (375 por cepa).

Knockdown
. Knockdown 1h Mortes (24h)
Cepa Tratamento Imediato ) )
o (Média = EP) (Média = EP)
(Média = EP)
Rockefeller Controle 0 1 (0,2 £0,20) 6 (1,2 £0,20)
Rockefeller 2% 2(0,4+0,24) 50 (10,0+£0,71) * 53 (10,6 £ 0,40) *
Rockefeller 5% 2(0,4£0,24) 38(7,6+0,81)* 42 (8,4 £0,40) *
Rockefeller 10% 3(0,6 £0,24) 56 (11,2 £0,92) * 49 (9,8+0,37) *
Rockefeller 15% 1(0,2+£0,20) 33 (6,6 £2,25) * 23 (4,6 £1,66) *
Total - 8(0,3+£1,10) 178 (7,1 £ 0,92) ** 173 (6,9 £ 0,80)
Piumhi Controle 0 0 7(1,4+£0,51)
Piumhi 2% 1(0,2 £0,20) 34 (6,8+0,92) * 40 (8,0+1,45) *
Piumhi 5% 3 (0,6 £ 0,40) 26 (5,2+1,20) * 32(6,4+0,93) *
Piumhi 10% 2 (0,4 +£0,40) 35(7,0+£0,71) * 33(6,6+0,81) *
Piumhi 15% 4 (0,8 +£0,58) 20 (4,0+0,95) * 23 (4,6 £0,68) *
Total - 10 (0,4 £ 0,16) 115 (4,6 £ 0,63) ** 135 (5,4 £ 0,60)

** Diferenca significativa (p<0,05) entre as cepas.

As concentragOes do CA avaliadas afetaram a quantidade de mosquitos em KD ap06s 1h,
sendo que, 0s mosquitos expostos sofreram significativamente mais KD apds 1h que os
mosquitos do controle, tanto na cepa Rockefeller (df=20; F=12,91; p<0,01) quanto na cepa
Piumhi (df=20; F=11,03; p<0,01). Somente um individuo do controle da cepa Rockefeller e
nenhum da cepa Piumhi foi verificado em KD nesse periodo. Entre os tratamentos com
transflutrina, 10% causou mais KD apds 1h tanto em mosquitos da cepa Rockefeller (56) quanto
da cepa Piumbhi (35). Decorrida 1h da exposicao aos tratamentos, a cepa Rockefeller apresentou
quantidade significativamente maior de mosquitos em KD 178 (47,5%) enquanto apenas 115
da cepa Piumhi (30%) foram verificados em KD nesse periodo (df=42; t=2,26; p=0,02).

Aproximadamente 39% do total de mosquitos sofreram KD ap6s 1h.
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A mortalidade dos mosquitos de ambas as cepas foi afetada pelos tratamentos sendo que
0 numero de mosquitos expostos ao CA que morreram, foi significativamente maior que no
controle [Rockefeller (df=20; F=20,12; p<0,001) e Piumhi (df=20; F=7,44; p<0,01)]. Os
controles de ambas as cepas apresentaram a menor mortalidade apos 24h da exposicao, sendo
seis da cepa Rockefeller e sete da cepa Piumhi e o tratamento 2% apresentou a maior
mortalidade de ambas as cepas (53 Rockefeller e 40 Piumhi). No total, a mortalidade de
mosquitos da cepa Rockefeller foi maior 173 (46,1%) que da cepa Piumhi 135 (36%), no
entanto, a quantidade de mosquitos mortos entre as duas cepas foi semelhante (df=44; t=1,51;
p=0,13). Ao final do experimento, 308 mosquitos (aproximadamente 41%) de ambas as cepas

morreram 24h apds a exposi¢do aos tratamentos.

Avaliacdo da taxa de inibicdo da oviposicdo de Aedes aegypti expostos a
transflutrina

Foram contabilizados 17.318 ovos em todo o0 experimento, cuja quantidade variou entre
as cepas de Ae. aegypti utilizadas e entre os tratamentos avaliados. Todos os tratamentos com
a cepa Rockefeller apresentaram quantidades médias de ovos diferentes do controle, porém
apenas o tratamento 2% inibiu a oviposicéo de Ae. aegypti em aproximadamente 58% (Tabela
2). Nos experimentos com a cepa de mosquitos Piumhi, a quantidade de ovos contabilizada ndo
diferiu entre os tratamentos e controle em nenhum dos pares analisados. No entanto, foram
verificadas taxas de inibicdo da oviposicdo positivas para todos os tratamentos com o CA,
variando de 11% a 30%.
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Tabela 2: Namero de ovos (média + erro padrdo) coletados e taxa de inibicdo da oviposic¢éo (%) de
Aedes aegypti expostos a diferentes concentracdes de transflutrina. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05) entre controle e tratamentos para cada cepa.

o Taxa de
Cepa Tratamento  Ovos (média + EP) . p
Inibicéo (%)

Rockefeller ~ Controle 1.186 (237,2 £ 84,44)2 - -

Rockefeller 2% 500 (100 + 29,01) P 57,8 <0,01
Rockefeller 5% 1.918 (383,6 £ 44,39) ¢ -61,7 <0,01
Rockefeller 10% 1.374 (274,8 + 49,86) ¢ -15,9 <0,01
Rockefeller 15% 1.868 (373,6 + 86,85) © -57,5 <0,01
Total - 6.846 (273,8 £ 39,87) - -
Piumbhi Controle 2.701 (453,6 £ 66,52) 2 -
Piumbhi 2% 2.019 (403,8 £127,14) 2 25,2 >0,5
Piumhi 5% 2.405 (481 £ 97,36) @ 11,0 >0,5
Piumhi 10% 1.881 (376,2 + 94,87) @ 30,4 >0,5
Piumhi 15% 1.899 (379,8 + 78,81) @ 29,7 >0,5
Total - 10.472 (418,9 £ 38,97) - -

A quantidade de ovos da cepa Piumhi foi significativamente maior que na cepa
Rockefeller (df=48; t=2,80; p<0,01; Figura 7).
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Figura 7: Numero de ovos (média + erro padrdo) de ambas as cepas de Aedes aegypti utilizadas durante
0s experimentos. Letras diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05).

Avaliacdo da taxa de eclosdo e do tempo de desenvolvimento das larvas

descendentes de Aedes aegypti expostos a transflutrina

Ao todo, 9.250 larvas de Ae. aegypti eclodiram, representando uma taxa de eclosédo de
53,4% em relacdo ao total de ovos (17.318). A taxa de ecloséo de larvas da cepa Rockefeller,
descendentes de fémeas expostas a diferentes concentragdes de transflutrina, foi semelhante em
todos os tratamentos avaliados (df=4; F= 0,54; p=0,70; Figura 8A), com a menor taxa de
eclosdo obtida de mosquitos expostos a solucao de 15% de transflutrina e a maior no tratamento
transflutrina a 5%. Resultados semelhantes foram verificados com a cepa Piumhi, na qual as
taxas de eclosdo das larvas descendentes de fémeas expostas a diferentes concentracdes de
transflutrina, também foram semelhantes entre os tratamentos (df=4; F= 1,37; p=0,28; Figura
8B). A taxa de eclosdo das larvas foi significativamente maior na cepa Piumhi em comparacéo
com a cepa Rockefeller (df=41,16; t=4,06; p<0,01).
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Figura 8: Taxa de eclosdo de larvas (porcentagem = erro padrdo) de Aedes aegypti descendentes de
adultos expostos a diferentes concentracfes de transflutrina. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05) entre controle e tratamentos para cada cepa.

As larvas da cepa Rockefeller descendentes de fémeas expostas as diferentes
concentracdes de transflutrina, apresentaram tempo medio (+ EP) de desenvolvimento (L1 a
Pupa) de 5,5 dias (+ 0,06; n=100). As larvas de mosquitos Rockefeller descendentes de fémeas
expostas aos tratamentos 10 e 15% de transflutrina apresentaram tempo de desenvolvimento
larval significativamente menor que o controle [controle x 10% (df=20,75; F=21,63; p<0,01);
controle x 15% (df=27,94; F=4,0; p<0,01)]. O tempo de desenvolvimento das larvas
descendentes de fémeas expostas aos outros tratamentos, foi semelhante ao tempo das larvas
do controle (Tabela 3). As larvas da cepa Piumhi de mosquitos da geracéo F1, descendentes de
fémeas expostas as diferentes concentracdes de transflutrina demoraram em média 5,3 dias (
0,04; n=100) para alcangar o estagio pupal e apenas as larvas descendentes de fémeas expostas
ao tratamento 15% necessitaram de periodo significativamente maior que as do controle para
alcancarem a fase de pupa (df=4, F=48,70; p<0,01). Quando ambas as cepas foram avaliadas
entre si, as larvas da cepa Rockefeller apresentaram tempo de desenvolvimento

significativamente maior que as da cepa Piumhi (df=169,9; t=2,98; p<0,001).
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Tabela 3: Periodo larval (média de dias * erro padrdo) de Aedes aegypti descendentes de adultos
expostos a diferentes concentragdes de transflutrina. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre controle e tratamentos para cada cepa.

Cepa Tratamento  Periodo larval (média £ EP) p
Rockefeller Controle 59+0,052
Rockefeller 2% 59+0,07° >0,05
Rockefeller 5% 5,8+0,092 >0,05
Rockefeller 10% 51+0,23° <0,01
Rockefeller 15% 49+0,10° <0,01
Piumhi Controle 55+0,11°
Piumhi 2% 5,0+0,002 >0,05
Piumhi 5% 5,0+0,00 >0,05
Piumhi 10% 5,0+0,002 >0,05
Piumhi 15% 59+0,07° <0,01

Avaliacdo da longevidade, da razdo sexual e do tamanho de mosquitos adultos

descendentes de Aedes aegypti expostos a transflutrina

Mosquitos da cepa Rockefeller descendentes de fémeas expostas as diferentes
concentracdes de transflutrina apresentaram tempo médio de vida de 9,3 + 1,63 dias. Os
tratamentos ndo afetaram a longevidade dos mosquitos dessa cepa (df=70; F=2,37; p=0,06;
Tabela 4). Para mosquitos da cepa Piumhi, descendentes de fémeas expostas as diferentes
concentracgdes de transflutrina, o tempo médio de vida observado foi de 7,0 + 1,64 dias. Porém,
a longevidade dos mosquitos da cepa Piumhi foi afetada pelos tratamentos (F=3,38; p=0,01)
sendo que os mosquitos dos tratamentos 10 e 15% apresentaram longevidade significativamente
maior que os do controle (df=45; t=2,63; p=0,03 e df=45; t=2,61; p=0,04 respectivamente),
enquanto mosquitos dos outros tratamentos apresentaram longevidade semelhantes aos do
controle. A longevidade dos mosquitos foi semelhante quando ambas as cepas foram
comparadas entre si (df=98; t=0,99; p=0,32).
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Tabela 4: Longevidade (média de dias + erro padrdo) de Aedes aegypti descendentes de adultos
expostos a diferentes concentragdes de transflutrina. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre controle e tratamentos com ambas as cepas.

Cepa Tratamento  Longevidade (média + EP) p
Rockefeller Controle 6,9+2,71%2
Rockefeller 2% 179+5,342 >0,05
Rockefeller 5% 53+237¢% >0,05
Rockefeller 10% 12,2 £3,44 2 >0,05
Rockefeller 15% 4,3+209% >0,05
Piumhi Controle 2,7+1,85%2
Piumhi 2% 1,9+0,782 >0,05
Piumhi 5% 40+252¢ >0,05
Piumhi 10% 13,3+5,10° <0,05
Piumhi 15% 13,2 +4,72° <0,05

A razdo sexual dos mosquitos da cepa Rockefeller de descendentes de fémeas expostas
as diferentes concentracBes de transflutrina, foi afetada pelos tratamentos (df=20; F=9,21;
p<0,01; Tabela 5) sendo que a quantidade de machos foi prevalente sobre a de fémeas em ambas
as cepas e em todos os tratamentos. Os mosquitos descendentes de todos os tratamentos com a
cepa Rockefeller apresentaram razdo sexual menor que os do controle, sendo ainda que 0s
descendentes de mosquitos expostos ao tratamento 10% de transflutrina, apresentaram a menor
razdo sexual média (1,2 + 0,27), enquanto a maior variagdo entre machos e fémeas foi verificada
nos mosquitos do controle (2,8 £ 0,20). A cepa de mosquitos Piumhi ndo apresentou diferencas
na razao sexual de mosquitos descendentes de fémeas expostas as diferentes concentracfes de
transflutrina, quando comparadas aos mosquitos descendentes do controle (df=20; p>0,05). No
entanto, mosquitos descendentes de fémeas expostas a transflutrina 2% apresentaram a menor
a razdo sexual entre os tratamentos (1,06 + 0,06) e os mosquitos descendentes de fémeas
expostas ao tratamento com 10% de transflutrina a maior razdo sexual (1,65 £ 1,11) entre os

tratamentos avaliados.
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Tabela 5: Razéo sexual machos/fémeas (média + erro padrdo) de Aedes aegypti descendentes de adultos
expostos a diferentes concentragdes de transflutrina. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre controle e tratamentos para cada cepa.

Cepa Tratamento  Razdo Sexual (média + EP) p
Rockefeller Controle 2,8+0,122
Rockefeller 2% 1,5+0,17° <0,05
Rockefeller 5% 1,6 +£0,05° <0,05
Rockefeller 10% 1,2+0,05" <0,05
Rockefeller 15% 1,6+0,10° <0,05
Total - 1,75+0,1 -
Piumhi Controle 1,2+0,202
Piumhi 2% 1,1+0,19% >0,05
Piumhi 5% 1,2+0,042 >0,05
Piumhi 10% 16+0,082 >0,05
Piumhi 15% 16+0,06° >0,05
Total - 1,35+0,08 -

Os mosquitos da cepa Rockefeller e Piumhi tiveram razdo sexual média de 1,75 + 0,13
e 1,35 £ 0,08 respectivamente e apresentaram diferengas estatisticas significativas quando
comparadas as razdes sexuais dos mosquitos de ambas as cepas (df=48; t=2,44; p=0,02; Figura
9).
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Figura 9: Razdo sexual (média + erro padrdo) de ambas as cepas de Aedes aegypti utilizadas durante
0s experimentos. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre a razdo sexual media
das cepas.

O tamanho das asas de mosquitos da cepa Rockefeller descendentes de fémeas expostas
a diferentes concentracgdes de transflutrina, ndo foi afetado pelos tratamentos avaliados (df=45;
F=1,01; p=0,41; Figura 10A). Os mosquitos da cepa Rockefeller descendentes de fémeas
expostas ao tratamento 2% de transflutrina, apresentaram o menor tamanho médio das asas
(1,58 = 0,06) enquanto 0s mosquitos que apresentaram o maior tamanho médio das asas foram
os descendentes das fémeas expostas ao tratamento 15% de transflutrina (1,76 = 0,07). O
tamanho das asas de mosquitos da cepa Piumhi descendentes de fémeas expostas a diferentes
concentragdes de transflutrina, foi influenciada pelos tratamentos (df= 4; F= 2,91; p=0,03),
sendo que, descendentes de fémeas expostas ao tratamento 2% de transflutrina, apresentaram
asas significativamente maiores que aqueles do controle (df=45; z=2,80; p=0,02; Figura 10B).
Enquanto mosquitos da cepa Piumhi descendentes de fémeas expostas aos outros tratamentos,
apresentaram tamanho das asas semelhantes aos dos mosquitos descendentes de fémeas néo

expostas (controle).
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Figura 10: Tamanho das asas (média + erro padrdo) de Aedes aegypti descendentes de adultos
expostos a diferentes concentrac@es de transflutrina. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre controle e os tratamentos para cada cepa.

Os mosquitos da cepa Rockefeller e Piumhi apresentaram tamanho médio de asas de
1,68 £ 0,03 e 1,58 = 0,03 respectivamente e diferengas estatisticas significativas foram
verificadas quando comparados os tamanhos das asas dos mosquitos de ambas as cepas
(df=96,9; t=2,18; p=0,03; Figura 11).
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Figura 11: Tamanho das asas (média + erro padrdo) de ambas as cepas de Aedes aegypti utilizadas
durante os experimentos. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) entre a razdo sexual
média das cepas.
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Discussdo

No presente estudo foi verificado o efeito da exposicao a transflutrina sobre duas cepas
de mosquitos Ae. aegypti e sobre parametros do desenvolvimento da primeira geragéo de seus
descendentes. A ac¢do tdxica rapida do piretroide volatil transflutrina sobre o sistema nervoso
dos insetos, promove uma area segura livre de mosquitos onde € aplicada, permitindo, portanto,
sua atuacdo como um repelente espacial (Achee et al. 2012; Ogoma et al. 2012; 2014; 2017,
Masalu et al. 2017; 2018; Sukkanon et al. 2019; Tambwe et al. 2020; 2021). Além disso, baixas
doses desse composto, sdo capazes de provocar morte e knockdown de mosquitos no entorno
da area protegida, evitando assim, a evasdo de mosquitos para areas nao tratadas (Achee et al.
2012; Ogoma et al. 2017). Efeitos ndo letais sobre a oviposicdo, fertilidade e fecundidade,
também ja foram observados em mosquitos expostos a diferentes doses de transflutrina (Choi
etal. 2016; Bibbs et al. 2018a). Portanto, entender os efeitos causados sobre mosquitos expostos
a esse composto, bem como sobre a geragdo descendente de mosquitos expostos, contribui para
a correta utilizacdo da transflutrina e permite sua aplicagdo como uma ferramenta efetiva para
o controle populacional de mosquitos, como por exemplo, constituindo um componente “push”

em um sistema push-pull (Tambwe et al. 2020).

Efeitos de KD e mortalidade como os que foram observados no presente estudo, eram
esperados, uma vez que 0 experimento consistiu basicamente em uma exposi¢do direcionada
das fémeas a um composto de acdo inseticida com alta toxicidade verificada para mosquitos
(Bibbs et al. 2018b). No entanto, o grau desses efeitos causados pelas concentracdes de
transflutrina, no curto periodo de exposicdo avaliado, ainda era desconhecido para as cepas
estudadas. Efeitos KD e de mortalidade sobre fémeas de Ae. aegypti expostas a transflutrina
também foram observados em experimentos conduzidos tanto em laboratério (Sukkanon et al.
2019) quanto em condigBes de semicampo (Batista, 2022), nesse ultimo, realizado com
concentracdo de transflutrina semelhante aquelas utilizadas no presente estudo, porém com
outras cepas de mosquitos. Portanto, verificou-se que a transflutrina mesmo diluida em soluces

com diferentes concentracdes, causaram KD e mortalidade nas cepas Rockeffeller e Piumhi.

A oviposicdo de Ae. aegypti também foi afetada pela exposi¢cdo ao CA. Embora os
mosquitos da cepa Rockefeller expostos a concentracdo mais baixa de transflutrina avaliada
(2%) tenham apresentado a maior taxa de inibicdo da oviposicdo nesse estudo
(aproximadamente 58%), os mosquitos dessa cepa que foram expostos aos outros tratamentos
com concentragdes de transflutrina maiores apresentaram um aumento da quantidade de ovos

depositados em relagdo ao controle. Tais resultados podem ser atribuidos a uma resposta
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mediante o estresse sofrido pelas fémeas ao serem forgadamente expostas ao CA, pois 0
mecanismo de acdo da transflutrina atua sobre o sistema nervoso dos insetos promovendo
hiperexcitabilidade (Meyer, 1989). Como consequéncia, a exposic¢ao a transflutrina pode hiper
ativar o sistema olfatério dos mosquitos causando maior atratividade aos sitios de oviposicao
disponiveis (Choi et al. 2016). Ainda sobre a oviposicdo, efeitos de diminuicdo do
comportamento de oviposicdo em saltos e da viabilidade dos ovos, ja foram verificados em

outro estudo com mosquitos expostos a transflutrina (Bibbs et al. 2018a).

Como verificado, mosquitos da cepa Rockefeller sofreram mais KD ap6s 1h e mortes
gque mosquitos da cepa Piumhi, consequentemente, a cepa Rockefeller também apresentou
menos ovos depositados, menor quantidade de larvas, maior periodo de desenvolvimento larval,
maior razdo sexual e asas maiores que mosquitos da cepa Piumhi. A cepa Rockfeller € uma
cepa padrdo mantida por diversas geracdes em laboratério e muito utilizada mundialmente em
testes laboratoriais, como em ensaios de suscetibilidade de Ae. aegypti a inseticidas (Lima et
al. 2011). Portanto a maior suscetibilidade aos efeitos da exposicdo a transflutrina na cepa
Rockfeller em relacdo a cepa Piumhi eram esperados. Adicionalmente, embora nao tenham sido
realizados ensaios de suscetibilidade a transflutrina com ambas as cepas, podemos especular
que a resisténcia a esse piretroide ainda ndo foi difundida nessas populacdes pois ambas as

cepas sofreram KD e mortalidade significativos durante os experimentos.

Pelo calculo da taxa de eclosdo das larvas de Ae. aegypti, verificou-se a diminuicdo do
“fitness” (ou sucesso reprodutivo), das fémeas utilizadas no presente estudo, pois 53% do total
de ovos contabilizado deu origem a larvas. Durante estudos conduzidos em condicGes
laboratoriais, sem a exposi¢ao a agentes toxicos, € comum verificar taxas de eclosdo de larvas
maiores que 80% (Farnesi et al. 2009; Mohammed & Chadee, 2011). No entanto, reducdes
drasticas entre aproximadamente 30 e 70% na viabilidade de ovos foram observadas em outros
estudos com fémeas de Ae. aegypti expostas a transflutrina (Bibbs et al. 2018a). Porém, néo foi
possivel associar estatisticamente essa reducdo da taxa de eclosdo aos tratamentos avaliados

com ambas as cepas no presente estudo.

No presente estudo, o tempo de desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti originadas
de fémeas de ambas as cepas foi afetado de diferentes formas pela exposi¢do ao CA, sendo que
os tratamentos 10 e 15% diminuiram o periodo larval da cepa Rockefeller, enquanto o
tratamento 15% prolongou o periodo larval da cepa Piumhi. Modificagdes no periodo larval de
Ae. aegypti podem ser favoraveis ao controle populacional desse vetor, uma vez que, em

condicdes naturais, um atraso no desenvolvimento pode deixar as larvas suscetiveis a acdo de
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predadores e parasitas, diminuindo sua taxa de sobrevivéncia (Agnew & Koella, 1999). Por
outro lado, acelerar o desenvolvimento pode ocasionar em malformacéo do organismo, levando
a consequente diminuigdo do fitness geral do individuo (Barbosa et al. 1972). Pela observacao
dos resultados obtidos, concluiu-se que a exposicédo de gravidas de Ae. aegypti por apenas um
minuto ao CA levou a modificagGes do periodo necessario para que larvas da proxima geracao
atingissem o estagio pupal. Portanto, utilizar a transflutrina como repelente espacial ou mesmo
como um inibidor de oviposi¢cdo em programas de combate ao Ae. aegypti, pode provocar a
diminuicdo do fitness e, consequentemente, a reducdo da populacdo desse mosquito, com

efeitos negativos tanto na geracdo parental quando na filial.

A razdo sexual de mosquitos descendentes de fémeas expostas a diferentes
concentragdes de transflutrina também sofreu alteragdes. O valor de razdo sexual referéncia, ou
seja, aquele que se espera observar em populacdes naturais, € igual ou proximo a 1:1, porém,
devido a fatores hereditarios, € comum verificar popula¢fes naturais com mais machos do que
fémeas (Hickey & Craig, 1966). Machos de Ae. aegypti contribuem pouco para o sucesso de
sua prole, portanto, aumentar a quantidade de machos numa populacdo, pode reduzir ou mesmo
eliminar a populagédo-alvo (Burt, 2014). Alteragdes da razdo sexual de mosquitos promovidas
pela exposicdo a agentes nocivos ou estressantes também ja foram observadas em outros
estudos (Robert & Olson, 1989; Unlu et al. 2014). Os presentes resultados mostraram que a
exposicdo por apenas 1 minuto a transflutrina causou um balanceamento na razéo sexual da
geracdo descendente dos mosquitos expostos, com quantidade sutilmente maior de machos
gerados em todos os tratamentos. Sendo assim, o conhecimento dos efeitos provocados pela
exposicdo de mosquitos a transflutrina, sdo relevantes, pois a exposicdo ao CA sobre a
populacdo de Ae. aegypti, podem ser verificados por um periodo de tempo maior que o tempo

de vida de uma geracdo de mosquitos.

Entre os pardmetros bioldgicos comumente estudados, a biometria das asas de
mosquitos € um dos pardmetros utilizados para se verificar o crescimento corporal dos
individuos (Christophers, 1960), além de um indicador do sucesso reprodutivo dos mosquitos
(Nasci, 1990). No presente estudo, mosquitos descendentes de fémeas da cepa Rockfeller
expostas as diferentes concentracées do CA, nédo tiveram seu tamanho corporal afetado pelos
tratamentos. Enquanto mosquitos da cepa Piumhi descendentes de fémeas expostas ao
tratamento 2%, tiveram individuos maiores que aqueles do controle. Individuos maiores, podem
representar maior qualidade nutricional e que, portanto, podem viver por mais tempo e

apresentarem, consequentemente, maior sucesso reprodutivo em relagdo aos individuos
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menores (Nasci, 1990). No entanto, o sucesso reprodutivo de mosquitos maiores nem sempre
ocorre e existem relatos da preferéncia de fémeas menores por machos menores, que Sdo mais
comumente encontrados em campo (Callahan et al. 2018). Apesar de efeitos negativos serem
comumente verificados apos a exposicao de insetos a inseticidas (Cohnstaedt & Allan, 2011;
Buhagiar et al. 2017; Bibbs et al. 2018), a auséncia de efeitos negativos ou mesmo a ocorréncia
de efeitos positivos para o fitness do inseto, embora menos frequentes, também podem ocorrer
(Andreazza et al. 2021). Efeitos benéficos aos insetos apds serem expostos a doses ndo letais
de agentes nocivos, sdo chamados hormese (Kendig et al. 2010) e foram verificados nos
descendentes de mosquitos da cepa Piumhi expostos a 2% de transflutrina, resultando em
mosquitos maiores que os do controle. Em relag&o as diferengas encontradas no tamanho das
asas quando mosquitos de ambas as cepas utilizadas no presente estudo foram comparadas entre
si, mosquitos mantidos em laboratdrio por muitas geracdes, apresentam maior tamanho corporal
gue mosquitos selvagens ou recém-criados em laboratorio (Yeap et al. 2013), além disso, 0
maior tamanho das asas de mosquitos da cepa Rockefeller, pode ser atribuido ao maior periodo
larval que apresentaram, uma vez que a alimentacdo no periodo larval influencia diretamente
no tamanho das asas (Jirakanjanakit et al. 2007). Portanto, o conhecimento das consequéncias
da aplicacdo de diferentes doses da transflutrina sobre Ae. aegypti e sobre as geracOes
descendentes dos mosquitos expostos, € de extrema relevancia para o sucesso no controle desse

vetor com a utilizacdo desse piretroide.

De forma geral, verificamos na presente pesquisa que a exposicdo as diferentes
concentracdes do CA avaliadas, provocou varias consequéncias tanto nas fémeas de Ae. aegypti
expostas quanto na sua prole. Foram verificados efeitos de KD, mortalidade e sobre a
oviposicao das fémeas expostas. Além disso, foi observada a reducdo da viabilidade dos ovos
postos pelas fémeas expostas, bem como alteracbes no tempo de desenvolvimento larval, na
razdo sexual e no tamanho de adultos originados de fémeas expostas ao CA. Portanto, por
provocar efeitos que causaram a depreciacdo em duas cepas de Ae. aegypti, em Varios
parametros avaliados, a transflutrina pode ser recomendada para utilizacdo como composto
ativo em futuros estudos visando o controle populacional de mosquitos, seja atuando como
inseticida, repelente espacial ou mesmo como um inibidor de oviposicdo em criadouros
permanentes associado a armadilhas de captura massal de grande poder atrativo para mosquitos,

formando um sistema push-pull.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento e avaliagio de um dispositivo liberador de transflutrina como inibidor

de oviposicdo de Aedes aegypti em condicGes de semicampo e campo
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Introducéo

Devido a auséncia de vacinas disponiveis para a populacdo em geral para doencas como
dengue, Zika e chikungunya, a reducdo da densidade populacional do vetor Ae. aegypti através
da eliminacdo dos seus criadouros e a aplicacdo de inseticidas de acdo residual ainda séo as
medidas mais utilizadas para a prevengdo de surtos epidémicos dessas arboviroses (WHO,
2009; Sivagnaname & Gunasekaran, 2012). No entanto, a aplicacdo de tais medidas enfrenta
obstaculos no combate ao vetor, como a dificuldade em encontrar e acessar todos os criadouros
devido ao proprio comportamento da Ae. aegypti gravida que espalha seus ovos em varios
criadouros diferentes (Abreu et al. 2015). Alem disso, a utilizagdo incorreta e em excesso dos
inseticidas pode resultar na selecdo de populacfes de mosquitos resistentes a tais substancias
(WHO, 2009).

A escolha do sitio de oviposi¢do por Ae. aegypti € um momento crucial para o sucesso
reprodutivo da espécie. Essa escolha ocorre com a identificacdo de diversas caracteristicas
fisico-quimicas, bidticas e/ou abioticas presentes no sitio de oviposicdo, que sinalizam para as
fémeas a qualidade e capacidade daquele local para manter sua prole (Bentley & Day, 1989;
Wong et al. 2011). Portanto, estratégias de controle vetorial que visam eliminar os criadouros
com melhores caracteristicas para abrigar a prole de Ae. aegypti, ou mesmo interferir na escolha
do sitio de oviposicdo pelas fémeas, sdo amplamente adotadas e o desenvolvimento de novas
intervencdes, ferramentas e abordagens nesse campo sdo necessarias (Achee et al. 2019;
PAHO, 2019).

Uma ferramenta que pode ser eficaz na reducédo de criadouros, mas ainda pouco testada
em campo, sdo os inibidores de oviposi¢do (Shaalan & Canyon, 2018). Também conhecidos
como deterrentes, inibidores de oviposicdo sdo compostos ou substancias quimicas que
impedem a oviposi¢do dos insetos nos locais onde séo aplicados (Clements, 1999, Day, 2016),
obrigando as fémeas a procurarem outro local para depositar seus ovos. Diversas substancias
naturais e sintéticas podem atuar como inibidores de oviposi¢ao, como extratos e derivados de
plantas (Shaalan & Canyon, 2018; Gharsan, 2019) e nanoparticulas (Rajaganesh et al. 2016;
Benelli et al. 2018). Porém, um composto ainda pouco testado nessa fungéo é a transflutrina.

A transflutrina (2, 3, 5, 6-tetrafluorobenzyl (1R, 3S) - 3 - (2, 2-dichlorovinyl) - 2,2 -
dimethylcyclopropanecarboxylate) € um composto quimico sintético, apresenta a formula
C15H12Cl2F402 e foi desenvolvida inicialmente como um inseticida de a¢do rapida da classe dos

piretroides (WHO, 2006). Porém, devido a sua volatilidade e baixo risco de toxicidade em
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humanos, foi rapidamente empregada como repelente espacial de mosquitos, sendo licenciada
em mais de 50 paises, incluindo o Brasil, para uso doméstico como principal composto ativo
em formulagdes sob a forma de espirais, pastilhas e aerossois (WHO,2006; Logan et al. 2020).
A transflutrina atua nos canais de sédio (Na) neuronais dos insetos (Narahashi et al. 2007)
causando diferentes respostas fisioldgicas, como hiperexcitabilidade (Meyer, 1989),
“knockdown” (perda da capacidade de movimentacdo, estado de choque) (Page et al. 1949),

paralisia neuromuscular e morte (Narahashi, 1996).

A repeléncia espacial pode ser entendida como a inducéo de diversos comportamentos
em insetos provocados por compostos quimicos dispersos no ar, como movimentos para longe
da fonte emissora, diminuicdo da atracdo ao hospedeiro ou da alimentacdo, que diminuem o
contato entre vetores e humanos resultando em uma protecdo pessoal (WHO, 2019). A
efetividade da transflutrina como repelente espacial de mosquitos pode ser verificada por se
tratar de um composto volatil que, ao ser disperso no ar, promove um espaco livre de mosquitos,
oferecendo protecédo contra picadas a possiveis hospedeiros que se encontrarem no raio de acao
do repelente, o que, consequentemente, pode diminuir a transmissao de patdgenos (Achee et al.
2012; Ogoma et al. 2012; 2014; 2017; Sangoro et al. 2020; Tambwee et al. 2020, 2021).

Contudo, os efeitos sobre a oviposi¢do de mosquitos expostos a transflutrina ainda estdo
em investigacdo. Em experimentos realizados em laboratorio, fémeas de Ae. aegypti e Ae.
albopictus reduziram a dispersdo, a quantidade e a viabilidade dos ovos quando expostas a
doses ndo-letais de transflutrina (Bibbs et al. 2018). Em um estudo realizado na Tanzania, em
semicampo, a oviposicdo de fémeas de An. arabiensis expostas a espirais com 0,03% de
transflutrina, foi reduzida em 97% (Ogoma et al. 2014), demonstrando assim o potencial da
transflutrina como inibidor da oviposicao de mosquitos. Porém, o efeito inibidor de oviposicado

da transflutrina sobre Ae. aegypti ainda néo foi avaliado em condig¢Oes de semicampo.

Compostos volateis sintéticos capazes de modificar o comportamento de insetos como
repelentes, atraentes e inibidores, geralmente sdo impregnados em sistemas liberadores
passivos, ou seja, sistemas que ndo necessitam de uma fonte de energia, calor ou fluxo de ar
para a liberagéo dos compostos ativos (Kline & Urban, 2018). A escolha do material ideal para
atuar como matriz liberadora influencia diretamente na efetividade e duracdo do composto
(Okumu et al. 2010, Mukabana et al. 2012; Mweresa et al. 2014). E desejavel que as substancias
quimicas sejam liberadas em doses fixas e continuas ao longo do tempo, suficientemente altas
para serem detectadas pelos insetos e permanecerem efetivas por periodos prolongados (Vilela
& Della-Lucia, 2001; Okumu et al. 2010; Heuskin et al. 2011). Uma grande variedade de
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tecidos e polimeros de diversas composicdes podem ser utilizados como liberadores de
compostos quimicos volateis de forma passiva no ambiente (Achee et al. 2012; Salazar et al.
2013; Agramonte et al. 2017; Batista et al. 2017). O tecido juta € um produto comum, de baixo
custo, produzido com fibras de origem vegetal e vem sendo utilizado como matriz de liberacéo
da transflutrina em diversos estudos, principalmente atuando na inibicdo das picadas de
mosquitos relacionados com a transmissdo de patdgenos (Ogoma et al. 2012; 2017; Masalu et
al. 2017; Mmbando et al. 2019; Tambwee et al. 2020).

Para alcancar o sucesso no enfrentamento as doencas relacionadas ao Ae. aegypti e
principalmente no combate direto ao vetor, é necessario o desenvolvimento de ferramentas de
facil manipulagéo, baixo custo operacional, que sejam efetivas em proteger contra 0s mosquitos
e possiveis de serem aplicadas em larga escala (Masalu et al. 2017). Portanto, o objetivo do
presente estudo foi desenvolver um dispositivo liberador de transflutrina confeccionado com
tiras de juta e avaliar sua agdo inibidora de oviposicdo de Ae. aegypti em condicOes de

semicampo e campo.
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Objetivos
Geral:

Desenvolver e avaliar em condi¢cdes de semicampo e campo um dispositivo liberador

passivo de transflutrina para inibir a oviposicao de Ae. aegypti.

Especificos:
o Determinar o tempo dos experimentos em semicampo
o Avaliar diferentes concentracfes de transflutrina na inibicdo de oviposicéo de

Aedes aegypti em experimentos de semicampo e campo;

o Avaliar o tamanho do dispositivo liberador da transflutrina e o seu efeito inibidor
de oviposicao de Aedes aegypti em condic¢Oes de semicampo;

o Avaliar a posicao do liberador de transflutrina em relacéo ao criadouro artificial
e o efeito inibidor de oviposicdo de Aedes aegypti em semicampo;

o Definir a melhor configuracdo (concentracdo, tamanho e posicdo) do liberador

de transflutrina para inibir a oviposicdo de Aedes aegypti.
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Material e Métodos

Local do estudo

Semicampo:

Os experimentos foram realizados no sistema de semicampo (SSC) do Laboratdrio de
Inovacédo Tecnoldgica e Empreendedorismo em Controle de Vetores - LINTEC, localizado em
uma area externa anexa ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), no campus Pampulha em Belo Horizonte (MG). O SSC consiste em
uma grande area de aproximadamente 7,0 x 14,0 x 3,5 m em forma de celeiro, construida com
estrutura de metal revestida por telas nas laterais e portas, além de placas de polietileno no teto
da estrutura que permitem a entrada de luz natural e piso coberto por brita. A entrada do SSC
apresenta uma antessala com armarios, prateleiras, uma pia e duas portas de correr revestidas
por telas para evitar escapes ou entrada de insetos durante os experimentos. Internamente 0 SSC
é formado por duas cadmaras de teste em formato de tinel, com paredes e teto feitos de tecido
branco (voil) e medindo aproximadamente 92,4 m? (2,8 x 13,2 x 2,5 m) cada, que podem ainda
ser ajustadas formando até oito cAmeras menores (2,5 x 2,5 x 2 m), com entradas independentes,
se necessario. Um sistema de arrefecimento automatizado no teto da estrutura e termo-
higrometros portateis, também estéo presentes no SSC (Roque & Eiras, 2008). Os experimentos
em semicampo ocorreram com temperaturas medias de 29,4 + 2,5° C e umidade relativa do ar
de 60,8 £ 14,2% (Roque & Eiras, 2008).

Campo:

Os experimentos em campo foram conduzidos em area de circulacdo externa do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB) no campus Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) em Belo Horizonte (MG, Brasil) (Figura 12).
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Figura 12: Mapa mostrando os locais de instalacéo dos criadouros artificiais durante experimento
de campo no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) no campus Pampulha da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte. Fonte: Adaptado de Google Earth Pro

Mosquitos:

Foram usados mosquitos Ae. aegypti (Colbnia-F8) mantidos no insetario sobre
condi¢Bes ambientais controladas (27 + 2° C; 60 a 80% URA e 12:12 h fotoperiodo). Todos 0s
procedimentos necessarios para manutencgdo e alimentacao e selecdo dos mosquitos no insetéario

foram previamente descritos no capitulo 1 da presente tese.

Confeccao de dispositivos liberadores de transflutrina:

Tiras de juta (Castanhal Companhia Téxtil, modelo F9-328 g/m? natural) foram
utilizadas como dispositivo liberador de transflutrina (Ogoma et al. 2012). Cada liberador foi
confeccionado utilizando trés tiras de juta (15 x 10 cm), sobrepostas e fixadas entre si nas

extremidades por grampos de metal (Figura 13).
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Figura 13: Dispositivo liberador confeccionado com trés tiras de juta sobrepostas e fixadas com
grampos de metal.

Preparo da transflutrina:

A transflutrina foi novamente utilizada como composto ativo e as concentragoes (2, 5,
10 e 15%) que foram avaliadas como inibidoras de oviposicdo de Ae. aegypti foram obtidas
como descrito no capitulo 1 da presente tese. Cada concentracéo de transflutrina resultante da
dissolucdo em alcool etilico absoluto, foi utilizada para impregnar dois dispositivos liberadores
resultando em oito dispositivos impregnados com transflutrina (Figura 14). Outros dois
dispositivos foram impregnados apenas com alcool etilico absoluto e utilizados como

dispositivos controle nos experimentos.
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Figura 14: Dispositivos liberadores impregnados com diferentes concentracdes de transflutrina (2, 5,
10 e 15% - tratamentos) e alcool etilico absoluto (controle) avaliados como inibidores de oviposi¢do de
Aedes aegypti.

Criadouros Artificiais (Ovitrampas):

Devido a alta sensibilidade das ovitrampas em receber a deposicdo de ovos de Ae.
aegypti, essas armadilhas foram adaptadas para 0s experimentos em semicampo e campo e
foram denominadas como criadouros artificiais. Os criadouros artificiais consistiram de baldes
pretos (10 L) com aproximadamente 1 L de agua e uma tira de papel camurca vermelho (16 x
8 cm) utilizada como substrato de oviposicéo (Figura 15). O liberador de inibidor de oviposicao
(tratamento ou controle) e o substrato de oviposicdo foram fixados por prendedores de metal a

parede interna do criadouro e posicionados de maneira oposta.
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Figura 15: Criadouro artificial (ovitrampa): Baldes pretos (10 L) utilizados como criadouros
artificiais durante os experimentos em campo e semicampo. Os criadouros foram preparados para 0s
experimentos com aproximadamente 1L de &gua, uma tira de papel camurca (16 x 8 cm) como substrato
de oviposicdo e um dispositivo liberador.

Experimentos

Os experimentos de semicampo consistiram em comparacfes diretas do liberador
controle (liberador impregnado apenas com alcool absoluto) com um liberador tratamento
(impregnado com uma concentracédo de transflutrina).

Em cada teste, dois potes contendo 25 gravidas de Ae. aegypti/pote foram posicionados
no solo ao centro cada tunel para a aclimatacdo dos insetos por 15 min. Apos este periodo, 0s
criadouros (controle e tratamento ou somente controles) foram dispostos um em cada
extremidade do tanel, de maneira equidistante das paredes e alinhados ao centro.

Duas repeti¢cbes foram conduzidas simultaneamente em cada area experimental no
semicampo e 0S experimentos iniciavam a partir da liberacdo simultdnea dos mosquitos em
cada area. Apos o fim de cada repeti¢do, 0s mosquitos remanescentes foram eliminados com o
auxilio de raquetes elétricas. Ventiladores foram acionados em cada tanel por cerca de 15 min.
visando remover qualquer residuo de transflutrina deixado no ar pelo tratamento utilizado.
Todos os substratos de oviposi¢do dos criadouros artificiais foram levados ao laboratério para

contagem dos ovos sob uma lupa estereoscopica (20x, Olympus SZ51).



83

Experimento 1: Determinacdo do tempo dos experimentos de inibicdo de
oviposicdo em condicdes de semicampo: Neste experimento foram utilizados apenas
criadouros controle (contendo substrato de oviposicao e tiras de juta impregnadas somente com
alcool absoluto). O objetivo deste experimento preliminar foi determinar o tempo necessario
para cada teste em condi¢fes de semicampo. Os criadouros (controle x controle) foram
montados e dispostos nos tuneis do semicampo como descrito anteriormente. O experimento
teve a duragdo de 24 h, sendo iniciado as 10:00 h da manhd. Durante as seis primeiras horas
(10:00 h — 16:00 h), os substratos de oviposicao foram retirados e substituidos por um novo a
cada hora. Ap6s 6h de experimento, um novo substrato de oviposicao foi mantido no criadouro
por 18h, totalizando 24h de experimento por repeticdo. Foram realizadas seis repeticdes e 300
gravidas de Ae. aegypti foram utilizadas. Ao final de cada repeticéo, os substratos de oviposi¢do
foram encaminhados ao laboratorio para contabilizacdo dos ovos. A duragdo dos experimentos
subsequentes foi determinada a partir da verificagdo do tempo necessério para se obter

aproximadamente 75% do total de ovos acumulados ao final deste experimento

Experimento 2: Avaliacdo de diferentes concentragfes do inibidor de oviposi¢cdo
para Aedes aegypti em condi¢des de semicampo e campo: Para verificar o efeito inibidor de
oviposicdo da transflutrina sobre Ae. aegypti, foram realizados testes em condicfes de
semicampo e campo com as diferentes concentracbes de transflutrina (2, 5, 10 e 15%)
impregnadas nos liberadores confeccionados com juta. As concentragdes de transflutrina foram
consideradas os tratamentos neste experimento e o controle consistiu do liberador impregnado
apenas com alcool absoluto.

Dois criadouros artificiais, um contendo um dos tratamentos e outro o controle, foram
posicionados nos tuneis de teste do semicampo como descritos no Experimento 1. Os
experimentos seguiram uma ordem crescente das concentragfes testadas, iniciando com a
concentragdo 2% e finalizando com a 15%. Foram realizadas oito repeticdes para cada
tratamento e 1.600 mosquitos foram utilizados em todo o experimento. A duragdo de cada
repeticdo foi de 4h, conforme estabelecida no experimento 1. A concentragéo de transflutrina
que se mostrou mais eficiente em inibir a oviposicdo de Ae. aegypti foi utilizada nos
experimentos seguintes.

Em campo, os criadouros artificiais contendo os cinco tratamentos (2%, 5%, 10%, 15%
e controle) foram simultaneamente colocados no solo protegidos do sol e da chuva,

posicionados aleatoriamente espalhados, respeitando uma distancia minima de 30 metros entre
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cada tratamento. O delineamento experimental foi o quadrado latino (5x5) com seis repeti¢oes.
Os criadouros artificiais foram vistoriados duas vezes por semana para recolher os substratos
de oviposicdao e trocar a agua. Apo6s a vistoria, as posi¢des entre os criadouros foram alternadas
seguindo sempre uma mesma ordem e um mesmo sentido, permitindo que todos os tratamentos
e controle passassem por todas as posi¢Oes selecionadas, evitando assim, o efeito da posicéo
nos resultados. Os substratos de oviposicdo recolhidos em cada vistoria foram levados ao

laboratério do LINTEC/UFMG para contagem dos ovos sob uma lupa estereoscopica (20x).

Experimento 3: Avaliacdo do tamanho do liberador de inibidor de oviposi¢do de
Aedes aegypti em condic¢Oes de semicampo: Para verificar e definir o tamanho do liberador de
transflutrina em semicampo que apresenta maior inibicdo, foram confeccionados liberadores
apenas com uma tira de juta e com trés diferentes areas de superficie: 150 cm? (15¢m x 10cm),
300cm? (30cm x 10cm) e 450cm? (45¢cm x 10 cm). Os liberadores de diferentes tamanhos foram
impregnados com a concentragdo de transflutrina mais eficiente em inibir a oviposicéao, definida
no experimento 2. Como dispositivo controle, foi utilizado o liberador formado por trés tiras
sobrepostas de juta (15 x 10cm) e impregnado somente com alcool absoluto.

Foram realizadas oito repeticdes para cada tratamento avaliado e o total de 1.200
mosquitos foram utilizados. Cada repeticdo teve o tempo de duracdo definido apds o
experimento 1 e a concentracdo de transflutrina utilizada para impregnar os liberadores foi
estabelecida ap6s o experimento 2. O tratamento mais eficiente em inibir a oviposigdo de Ae.

aegypti foi utilizado no experimento seguinte.

Experimento 4: Avaliacdo da posicdo do liberador de transflutrina em relacéo ao
criadouro artificial e o seu efeito inibidor da oviposi¢éo de Aedes aegypti em semicampo:
Foram utilizados neste experimento os liberadores com as caracteristicas que obtiveram maior
inibicdo de oviposi¢do nos experimentos 2 e 3. O objetivo deste experimento foi avaliar a
distancia entre o liberador impregnado com transflutrina e a abertura do criadouro que mantém
a inibicdo da oviposigao. Foi desenvolvido um prototipo do liberador com estrutura circular, de
maneira que atira de juta € mantida distendida para aumentar a superficie de liberacdo. As duas
extremidades da tira de juta foram fixadas em uma cinta de PVVC (15cm de diametro) com clipes
de aco galvanizado (4/0), resultando em um dispositivo com estrutura circular que foi revestido

por uma rede de nylon.
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Uma haste de metal em formato de L invertido foi utilizada para posicionar 0s
liberadores em diferentes alturas acima da borda do criadouro artificial (Figura 16). Os
liberadores foram posicionados (a) dentro do criadouro artificial e em trés diferentes alturas
acima a parte superior do criadouro artificial: (b) 10cm, (c) 25cm e (d) 50cm. As diferentes
alturas em que o dispositivo foi posicionado foram consideradas como tratamentos nesse
experimento, e como controle, foi considerado o liberador (150 cm?) posicionado na parede
interna do criadouro e impregnado apenas com &lcool absoluto. Foram realizadas oito
repeticOes para cada tratamento e um total de 1.600 mosquitos foram utilizados.

Figura 16: Avaliacdo da posi¢do do dispositivo liberador em relagdo ao criadouro artificial.
Protétipo de dispositivo liberador, montado dentro de uma rede de nylon, com uma cinta de PVC e
suspenso por uma haste de metal e barbante acima do criadouro artificial durante o experimento
realizado em condic¢des de semicampo.
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Analises estatisticas

A taxa de inibicdo da oviposicdo de Ae. aegypti foi verificada para cada tratamento
através da seguinte formula:

Controle — Tratamento

Inibicio (%) = ( )x 100

Controle
Na qual, Controle e Tratamento representam a quantidade de ovos coletados no substrato de

oviposicdo do criadouro artificial contendo os liberadores controle e tratamento,
respectivamente.

Para avaliar o efeito inibidor de oviposic¢ao da transflutrina, os ovos coletados em cada
substrato de oviposicdo foram comparados em fungéo dos tratamentos, no qual a quantidade de
ovos foi a variavel resposta (dependente) e as diferentes concentracdes de transflutrina, as areas
de liberacéo e as diferentes alturas em que os liberadores foram posicionados (tratamentos dos
experimentos) foram as variaveis explicativas (independentes). Modelos estatisticos lineares
generalizados (GLM) foram usados para estimar se houve diferencas entre a quantidade de ovos
coletados em cada tratamento dos experimentos. Para corrigir a sobredispersao dos dados, o
numero de ovos foi modelado seguindo uma binomial negativa com fungdo logaritmica. Para
explicar variacbes em relacdo a temperatura, vento e outros fatores durante o estudo, o
posicionamento de cada criadouro artificial nos tineis do semicampo e durante o experimento
de campo, a temperatura e umidade medias de cada repeticio em semicampo, foram
considerados como fatores aleatdrios na analise dos dados. Os modelos foram comparados por
analises de variancia (ANOVA). Além disso, para verificar diferencas entre os grupos de
tratamentos/controles, testes de comparagéo pareadas foram realizadas utilizando teste de
significancia honesta de Tukey (Tukey HSD). Em todas as analises, um p-valor menor ou igual
a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no software R versdo 3.5.3 (R CORE TEAM, 2020) com o auxilio dos pacotes Ime4,
car, RT4Bio, multcomp e ggplot2.
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Resultados

Experimento 1: Determinacdo da duracdo dos experimentos de inibicdo de
oviposi¢ao em condic¢des de semicampo

Foram coletados um total de 5.292 ovos no experimento. Nao houve diferenca entre a
média de ovos coletados em cada tunel do semicampo (Xiineir = 85,5; Xeinerz = 104,8;
df=1; p=0,35) e também nédo foram observadas diferencas entre a quantidade de ovos coletados
em cada posi¢do nos tuneis (df=1; p=0,19). Foi observado que, a cada hora apds o inicio do
experimento ocorreu um aumento de aproximadamente 15 a 20% do total de ovos coletados.
Durante o periodo entre 6h e 24h de experimento, observou-se apenas um acréscimo de 20%
(835 ovos). Os resultados demonstraram que a coleta de 75% dos ovos foi alcangada com 4h
apo6s o inicio do experimento e, portanto, este tempo foi utilizado nos experimentos posteriores

em semicampo (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem acumulada de ovos de Aedes aegypti do experimento para determinar o
tempo de duracdo dos experimentos com inibidores de oviposi¢cdo em semicampo. A seta indica o tempo
de experimento necessario para atingir ao menos 75% do total de ovos e o tempo determinado para o0s
proximos experimentos em semicampo.

Experimento 2: Avaliacdo de diferentes concentragdes do inibidor de oviposi¢éo para
Ae. aegypti em condi¢des de semicampo e campo
Em semicampo, foram coletados o total de 37.179 ovos de Ae. aegypti em todo o

experimento, dos quais 35.448 (95%) foram contabilizados nos substratos de oviposi¢cdo dos
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criadouros contendo o controle e apenas 1.731 (5%) foram coletados nos criadouros contendo
as concentracdes de transflutrina. Portanto, a presenca da transflutrina inibiu a deposicéo de
aproximadamente 95% dos ovos nos criadouros em que foi aplicada. Todas as concentragfes
de transflutrina avaliadas inibiram a oviposicéo de A. aegypti, o que foi verificado pelo numero
de ovos significativamente inferior nos tratamentos em relacdo aos seus respectivos controles
(df=7; p<0,01; Tabela 6). O liberador contendo a transflutrina a 5% apresentou a menor
quantidade de ovos entre os tratamentos, porém, ndo foram observadas diferencas significativas

na quantidade de ovos coletados entre as concentracdes de transflutrina utilizadas no liberador.

Tabela 6: Namero total de ovos de Aedes aegypti (Média + Erro Padrao) e taxa de inibi¢do da oviposicao
(%) em criadouros contendo diferentes concentragdes de transflutrina em condi¢des de semicampo.
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) de acordo com teste de
significancia honesta de Tukey.

Controle Tratamentos Taxa de
. . Inibicéo da
Tratamentos NUmero de Ovos Numero de Ovos P valor o
_ _ oviposigéo
(Média £ EP) (Média £ EP)
(%)
2% 10.105 (1263 + 236,50)2 827 (103,4 + 88,80)*  <0,01 91,8
5% 7.614 (951,8 £292,79)2 172 (21,5+12,21)°  <0,01 97,7
10% 8.609 (1076,1 £ 245,09)2 343 (42,9+7,46)°  <0,01 96,0
15% 9.120 (1140,0 +£ 226,00)* 389 (48,6 + 17,70)*  <0,01 95,7
Total 35.448 (95%) 1.731 (5%)

A transflutrina inibiu a oviposicdo de Ae. aegypti em taxas superiores a 90% em todas
as concentragdes avaliadas. A concentracao de 5% de transflutrina apresentou a maior taxa de
inibicdo de oviposicédo de Ae. aegypti (97,7%) e, portanto, esta concentragdo foi utilizada nos
experimentos posteriores.

Durante o periodo do experimento de campo, foram contabilizados 1.793 ovos de Ae.
aegypti, tendo o controle apresentado 1.037 ovos, representando 58% do total. O tratamento
com 2% de transflutrina apresentou menor quantidade de ovos (73), aproximadamente 4% do
total, enquanto o tratamento 5% apresentou a maior quantidade de ovos (355) correspondendo

a aproximadamente 20% do total de ovos coletados em campo.
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A andlise de contrastes nos permitiu amalgamar a quantidade de ovos dos tratamentos
2, 5, 10 e 15% e comparar com 0s ovos apresentados no controle. No entanto, todos os
tratamentos apresentaram significativamente menos ovos em relagdo ao controle (DF=1,;
z=2,28; p<0,01). A oviposicdo de Ae. aegypti foi influenciada em diferentes taxas pelas
concentragdes de transflutrina utilizadas no experimento de campo. O tratamento 2% exibiu a
maior taxa de inibicdo da oviposicdo de Ae. aegypti, enquanto o tratamento 5% apresentou a

menor taxa de inibicdo (tabela 7).

Tabela 7: Quantidade de ovos (média e erro padrdo) de Aedes aegypti coletados, taxa de inibi¢do da
oviposicdo (%) e valor de p resultantes para os diferentes tratamentos utilizados no experimento de
campo. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) teste de significancia honesta de
Tukey.

Tratamentos NuUmero de ovos Inibicédo da o-value
(Concentragdes) (Média + EP) oviposicao (%o)
Controle 1.037 (34,6 + 14,12)2 - -
2% 73 (2,4 +1,43)° 93,0 <0,01
5% 355 (11,8 + 4,14)° 65,8 <0,01
10% 116 (3,9 £2,30)° 88,8 <0,01
15% 212 (7,1 + 4,38)° 79,6 <0,01

Experimento 3: Avalia¢éo do tamanho do liberador de inibidor de oviposicao de Ae.
aegypti em condicfes de semicampo

Foram coletados o total de 12.897 ovos no presente experimento, destes 12.405 foram
coletados em criadouros controle e apenas 492 foram coletados nos criadouros contendo 0s
tratamentos. Portanto, os liberadores em diferentes tamanhos impregnados com transflutrina
inibiram a deposicdo de aproximadamente 96% dos ovos nos criadouros. A quantidade de ovos
coletada em todos os tamanhos de liberadores foi significativamente menor que a dos seus
respectivos controles (df=5; p<0,01). Observou-se que o liberador com é&rea de 450cm?
apresentou a média de ovos de Ae. aegypti significativamente menor do que as demais (Z=3,91;
p<0,01), enquanto as areas de superficie de 150cm? e 300cm? ndo apresentaram diferencas entre
si (Z=0,69; p=0,98; Tabela 8).
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Tabela 8: Nimero total de ovos de Aedes aegypti (Média + Erro Padrao) e taxa de inibi¢do da oviposicao
(%) de diferentes tamanhos de liberadores impregnados com transflutrina 5%. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) de acordo com teste de significadncia honesta de
Tukey.

Controle Tratamento Taxa de
Tamanhos Numero de Ovos Numerode Ovos  Pvalor  Inibicdo da
(Média £ EP) (Média + EP) oviposicao (%)
150 cm? 6.370 (796,2 +£ 161,31)2 275 (34,4 +16,74)>  <0,01 95,7
300 cm? 3.402 (425,2 £111,60)2 187 (23,4 +12,40)°  <0,01 94,5
450 cm? 2.633 (329,1 £ 114,39)? 30(3,7+1,50)¢ <0,01 98,9
Total 12.405 (96%) 492 (4%)

A inibicao de oviposicdo de Ae. aegypti em condictes de semicampo foi superior a 94%
para todas as areas de superficie dos liberadores avaliadas (Tabela 8). No entanto, o liberador
com area de superficie de 450cm? obteve maior taxa de inibicéo da oviposicéo e, portanto, este

liberador foi utilizado no experimento 4.

Experimento 4: Avaliacéo da posicdo de instalacdo do liberador de transflutrina em
relacdo ao criadouro artificial e o seu efeito inibidor da oviposicdo de Ae. aegypti em
semicampo:

Foram coletados o total de 32.174 ovos de Ae. aegypti, no qual 22.751 foram coletados
nos criadouros controle e 9.423 nos criadouros tratamento. Assim, a quantidade de ovos
observada nos criadouros contendo a transflutrina foi significativamente inferior que a

observada nos criadouros controle (Tabela 9).
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Tabela 9: Numero total de ovos de Aedes aegypti (Média + Erro Padrdo) e porcentagem de ovos (%) do dispositivo liberador de transflutrina posicionado dentro
e em diferentes alturas acima do criadouro artificial em condi¢Oes de semicampo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05)

de acordo com teste de significancia honesta de Tukey.

Controle Tratamentos
Tratamento NUmero de Ovos NUmero de Ovos P valor
o Porcentagem (%o) o Porcentagem (%)
(Média = EP) (Média = EP)
0cm 2.633 (329,1 + 114,39) 98,3 30 (3,7 £1,50)° 1,7 <0,01
10 cm 6.001 (750,1 £ 243,43)° 82,0 1.316 (164,5 + 37,38)2 18,0 <0,01
25 cm 7.269 (908,6 + 229,94)° 66,7 3.635 (454,4 +50,29)? 33,3 <0,01
50 cm 6.848 (856,0 + 294,04)° 60,7 4.442 (555,2 +107,71)° 39,3 0,96

Total 22.751 (71%)

9.423 (29%)
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Foi observado que os liberadores contendo transflutrina inibiram a oviposigédo de Ae.
aegypti independentemente da altura que foram posicionados em relacdo aos criadouros

artificiais (Figura 18).
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Taxa de inibi¢do da oviposicio de
Ae. aegypti (%)
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Figura 18: Taxa de inibicdo de oviposicio de Aedes aegypti do dispositivo liberador de transflutrina
5% posicionado dentro e em diferentes alturas acima do criadouro artificial em condi¢fes de semicampo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).

No entanto, a maior taxa de inibigdo da oviposicao de Ae. aegypti foi observada quando
o liberador de transflutrina foi posicionado dentro do criadouro artificial (aproximadamente
99%), sendo este o tratamento que apresentou uma quantidade média de ovos
significativamente menor que o controle e os demais tratamentos (p<0,01). Foi observada uma
reducdo da taxa de inibicdo de oviposicdo a medida que o liberador foi posicionado em alturas
maiores, sendo que a 10 e 25 cm de altura, as taxas de inibicdo foram de 78,1 e 50,0%,
respectivamente. Enquanto o liberador posicionado a 50 cm apresentou a menor taxa de inibi¢céo
entre os tratamentos avaliados ndo havendo diferenca estatistica deste com o seu controle
(Z=1,07; p=0,96).
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Discussdo

No presente estudo, um dispositivo liberador de transflutrina confeccionado com tiras
de juta foi desenvolvido e avaliado como inibidor da oviposicdo de Ae. aegypti em

experimentos realizados em condi¢fes de semicampo e campo.

Vérias substancias volateis de acdo inseticida e/ou repelente, como a transflutrina,
podem ser impregnadas em tecidos e polimeros de diversas composi¢cdes que atuardo como
matrizes de liberag&o passiva de tais substancias no ambiente (Achee et al. 2012; Salazar et al.
2013; Agramonte et al. 2017). A juta foi escolhida como matéria prima para elaboracdo dos
liberadores utilizados nesse estudo principalmente por ser um produto acessivel, possibilitando
a confeccéo de dispositivos liberadores com baixo custo de producgéo (Poopathi & Rao, 1995).
O tecido de juta foi usado com sucesso como liberador de substancias de agdo repelente em
diversos experimentos, sendo utilizada como cortinas (Poopathi & Rao, 1995), artigos de
decoracdo (Masalu et al. 2017; 2018), tiras e fitas de beiral (Ogoma et al. 2012; 2017; Govella
et al. 2015; Mmbando et al. 2019; Tambwe et al. 2020), em sandalias (Sangoro et al. 2020) e
até sob bancos de madeira (Masalu et al. 2020), impedindo com éxito a picada de mosquitos
relacionados com a transmissdo local de varios patdgenos a populacdo, além de provocar grande
aceitacdo dos usuarios (Masalu et al. 2017). Tiras de juta (4m x 30cm) promoveram uma
liberagdo lenta e gradual da transflutrina em estudo de campo conduzido na Tanzania,
conferindo uma eficacia protetiva aos usuarios em mais de 90% contra picadas de mosquitos
dos géneros Anopheles, Culex e Mansonia (Ogoma et al. 2017). Em estudo mais recente
realizado também na Tanzania, sandalias fabricadas com tiras de apenas 48cm? de juta, tratadas
com 0,10g de transflutrina, reduziram aproximadamente 61% das picadas de An. arabiensis nos
usuarios em semicampo (Sangoro et al. 2020). Ainda nesse mesmo estudo, quando avaliadas
em vilas localizadas no Sudeste da Tanzania, sandalias tratadas com 0,15g de transflutrina
reduziram em mais de 65% das picadas de mosquitos de diversas espécies (géneros Aedes,

Anopheles e Culex) e em até 75% das picadas de An. gambiae s.l. (Sangoro et al. 2020).

No presente estudo, demonstramos que tiras de juta podem ser usadas como um eficiente

liberador de transflutrina para atuar também como inibidor de oviposicao de Ae. aegypti.

A utilizacdo de uma area experimental como o sistema de semicampo (SSC) permite
que estudos bioldgicos e comportamentais sejam desenvolvidos em condigdes muito
semelhantes aos naturais e com isso, revelar aspectos que ndo poderiam ser observados em

experimentos laboratoriais ou em experimentos de larga escala em campo (Knols et al. 2004).
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Além disso, o0 SSC permite a medi¢do mais precisa dos principais fatores ambientais como
temperatura, umidade, incidéncia de luz e ventos dentro do semicampo, embora tais fatores nao
possam ser totalmente controlados, sdo mais constantes no interior do semicampo devido a
cobertura do mesmo (Knoils et al. 2002; Fergusson et al. 2008; Roqgue e Eiras, 2008; Ritchie et
al. 2011). Como a atividade dos insetos € sensivel a varia¢cdes climaticas (Bentley & Day, 1989)
0s experimentos no SSC devem ser conduzidos em periodos apropriados de acordo com a
espécie avaliada (WHO, 2013; Yoon et al. 2014). Portanto, as condi¢bes de temperatura,
umidade e duracdo dos experimentos de estudos comportamentais de mosquitos em semicampo
sdo pré-requisitos importantes para que os resultados possam ser reproduzidos com seguranca
(Roque e Eiras, 2008). No presente estudo, a temperatura e a umidade ndo apresentaram
influéncias sobre a quantidade de ovos coletados durante todos o0s experimentos, confirmando
uma uniformidade entre os resultados, até mesmo quando foram avaliados apenas o0s

tratamentos controle (experimento 1).

Estabelecemos o tempo de duracdo dos experimentos que possibilitou ndo somente a
otimizacdo do tempo necessario para cada experimento, mas também conhecer o periodo de
resposta dos insetos a oviposicdo. Verificamos que aproximadamente 20% de ovos foram
coletados ap6s 2 horas de experimento e 4 horas foram suficientes para obter 75% da
oviposi¢do. Consequentemente, foi possivel realizar quatro repeti¢fes/dia, com duracdo de 4h

cada, utilizando os dois taneis do semicampo.

Demonstramos que em condi¢fes de semicampo e em campo de pequena escala,
diferentes concentracdes do piretroide transflutrina impregnadas em tiras de juta, como um
sistema liberador passivo, atuaram como inibidores efetivos da oviposicdo de Ae. aegypti. As
concentracdes de transflutrina foram definidas com base em diversos estudos anteriores que
avaliaram a protecdo contra picadas de mosquitos resultante de diferentes concentracdes do
piretroide (Ogoma et al. 2012; Mmbando et al. 2018; Sangoro et al. 2020).

As quatro concentragdes de transflutrina avaliadas tanto no semicampo quanto em
campo inibiram a oviposicao de Ae. aegypti em criadouros artificiais. Resultados semelhantes
foram obtidos em estudo realizado em semicampo, porém, com mosquitos An. gambiae (s.s.)
na Tanzania, no qual verificaram a reducdo de 97% dos ovos colocados quando expostos a
repelente espiral com transflutrinaa 0,03% (Ogoma et al. 2014). Porém, ainda existem algumas
inconsisténcias nas consequéncias da exposicdo a doses ndo-letais de transflutrina sobre a
oviposicdo de mosquitos. Em experimentos conduzidos em laboratério, foram verificadas

reducdes drasticas na quantidade de ovos depositados por Ae. aegypti e Ae. albopictus expostos
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a vapores de transflutrina com concentragdes que variavam 0,009% a 0,029% (Bibbs et al.
2018). Do mesmo modo, em laboratdrio, fémeas de Ae. aegypti gravidas expostas a
concentragdo néo letal de apenas 8,4 x 10 mg/mL de transflutrina, mostraram uma atratividade
por sitios de oviposi¢do em comparacdo com fémeas nao expostas (Choi et al. 2016). Portanto,
0 mecanismo de acdo de concentragcdes extremamente baixas da transflutrina sobre a oviposicao
dos mosquitos, ainda ndo foram claramente evidenciados. E embora no presente estudo tenham
sido utilizadas concentragdes de transflutrina relativamente altas (quando comparadas aos
estudos anteriormente citados, foi possivel verificar o efeito inibidor de oviposicdo de Ae.
aegypti desse composto, contribuindo para o entendimento das consequéncias da exposic¢ao a

piretroides sobre 0s insetos.

No presente estudo, verificamos que a area de superficie da tira de juta provocou efeitos
sobre Ae. aegypti durante os experimentos conduzidos em semicampo, mostrando que quanto
maior a area da faixa de juta, maior a inibicao da oviposicao. Estudos anteriores usando grandes
tiras de juta (>1 m) relataram alta eficacia na protecdo contra picadas de varias espécies de
mosquitos (Govela et al. 2015; Masalu et al. 2017; 2020; Ogoma et al; 2012; 2017) atingindo
até um ano de duracdo do efeito protetivo (Ogoma et al. 2017). No entanto, em um estudo
realizado com tiras de juta com areas menores (48 cm? e 240 cm?), néo foi verificada influéncia
das areas de superficie das tiras de juta na protecdo contra picadas de mosquitos, indicando que
a diferenca no tamanho das tiras de juta, pode ndo ter sido grande o suficiente para expressar
qualquer efeito notavel (Sangoro et al. 2020). Embora os estudos citados anteriormente ndo
indiqguem efeitos sobre a oviposicdo, mas sim sobre a eficacia protetora contra picadas de
mosquitos, eles destacam que a area de superficie dos dispositivos de liberagdo confeccionados
com tecido de juta é uma caracteristica importante a ser considerada em estudos futuros

utilizando este material como liberador de piretroide volatil.

O dispositivo liberador desenvolvido com juta, tratado com transflutrina e posicionado
em diferentes alturas acima do criadouro artificial também reduziu a quantidade de ovos
depositados por fémeas de Ae. aegypti no semicampo em relacao ao controle. Verificamos que
quanto maior a altura em que o liberador foi posicionado em rela¢éo ao criadouro, menor foi o
efeito de inibicdo da oviposi¢do, sugerindo, portanto, que quanto mais proximo do criadouro,
maior sera o efeito inibidor de oviposicdo para Ae. aegypti. Outros estudos utilizando grandes
dispositivos liberadores confeccionados com juta e impregnados com transflutrina conduzidos
tanto em semicampo quanto em campo na Tanzéania verificaram que a acdo protetiva contra

picadas de mosquitos foi maior em voluntarios que estavam mais proximos dos dispositivos
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impregnados (Ogoma et al. 2017; Tambwe et al. 2020). Portanto, nossos resultados sé&o
condizentes com 0 mecanismo de acdo da transflutrina que é dependente da distancia da fonte

emissora por se tratar de um composto volatil (Tambwe et al. 2020).

Nosso dispositivo possui baixo custo de fabricacdo, facil manipulacdo, aléem de
funcionar de forma passiva. Porém, futuros estudos de durabilidade do efeito inibidor de
oviposicdo do dispositivo impregnado ainda serdo conduzidos, embora dispositivos
confeccionados com juta e impregnados com transflutrina apresentaram efetividade contra
picadas de mosquitos por periodos de até um ano (Ogoma et al. 2017), indicando que sdo
dispositivos duraveis. Além disso, a taxa de liberacdo dos compostos promovida pelo tecido de
juta também é desconhecida. Mesmo com tais limitacGes e testes ainda a serem realizados,
podemos recomendar a utilizagdo do dispositivo avaliado em locais onde se deseja reduzir a
oviposicao em criadouros de Ae. aegypti. Adicionalmente, nosso dispositivo pode ser integrado
em um sistema de manejo da populagdo de mosquitos, associado a armadilhas de captura,
formando um sistema push-pull, com o objetivo de suprimir a populagdo de mosquitos em uma

determinada area.
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CAPITULO 3

Avaliacdo de um sistema Push-Pull formado por dispositivos inibidores de oviposigo e
armadilhas Gravid Aedes Trap na supressdo populacional de Aedes aegypti em Piumbhi
(MG).
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Introducéo

Entre as caracteristicas mais importantes que o mosquito Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae) possui estdo seus habitos sinantrépicos, ou seja, esse mosquito realiza suas principais
atividades, como alimentacdo e reproducdo, sempre associadas ao ser humano (Terra et al.
2018). As fémeas se alimentam preferencialmente de sangue humano (McBride et al. 2014) e
depositam seus ovos em quaisquer recipientes capazes de armazenar &gua como pneus, vasos
de plantas, garrafas, potes e reservatorios de agua potavel como caixas d’agua e cisternas
(Forattini e Brito, 2003). Recipientes e reservatorios localizados na area externa das habitagdes,
com ou sem matéria organica, sdo preferencialmente escolhidos para abrigar a prole de Ae.

aegypti (Kroth et al. 2019), formando seus criadouros.

A maioria dos estudos sobre oviposicdo de Ae. aegypti sdo realizados principalmente
em laboratdrios, com mosquitos mantidos em col6nias por vérias gera¢es (Ponnusamy et al.
2010, Afify et al. 2014; Choi et al. 2016; Soonwera et al. 2017; Bibbs et al. 2018; 2019; Dilly
et al. 2023) o que limita o comportamento natural de oviposi¢do dos mosquitos, podendo levar
a resultados contraditorios e impossibilitando extrapolar para campo (Day J, 2016).
Adicionalmente, a alta resisténcia dos ovos a dessecacdo e 0 comportamento de oviposi¢cao em
saltos de Ae. aegypti representam grandes desafios na tentativa de controlar a populacéo desse
mosquito (Forattini, 1996, Reiter et al. 1995; Abreu et al. 2015).

A principal ferramenta utilizada para estudos de oviposicdo de Ae. aegypti em campo é
a armadilha de oviposicdo (ovitrampa), que permite a coleta de ovos com facil manuseio, baixo
custo e por isso sao amplamente utilizadas em programas de vigilancia entomologica (Ortega-
Morales et al. 2018). Porém, seu uso € laborioso em laboratério para contagem dos ovos e
identificacdo da espécie, o que pode onerar 0s custos dessa técnica a longo prazo (Resende et
al. 2013). Algumas adaptacdes na ovitrampa permitem eliminar larvas originadas dos ovos
depositados na armadilha e também as préprias fémeas gravidas e outros mosquitos que entrem
na armadilha, seja pela aplicacdo de inseticidas no interior das armadilhas (Zeichner & Perich,
1999; Santos et al. 2003) ou pela adicdo de cartdo adesivos (Ritchie et al. 2003; Gama et al.
2007; Mackey et al. 2013). Todas essas adi¢des transformam a ovitrampa em uma armadilha
letal para o Ae. aegypti, como por exemplo a armadilha Gravid Aedes Trap (GAT) (Eiras et al.
2014).

A armadilha GAT é uma armadilha letal que vem atuando com sucesso em programas

de monitoramento e controle de vetores em varias cidades (Becker et al. 2017; Johnson et al.
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2018; Mota, 2018; Hall et al. 2022; Jahir et al. 2022). Ela consiste em uma armadilha de
funcionamento passivo, que simula caracteristicas fisico-quimicas de um criadouro e foi
desenvolvida especificamente para a captura de gravidas de Ae. aegypti (Eiras et al. 2014). A
GAT e uma ferramenta de facil operacédo, baixo custo e de grande aceitacdo por moradores,
mostrando que essa armadilha é uma excelente candidata para operagcdo em programas de
supressdo massal de Ae. aegypti (Eiras et al. 2021), podendo ainda atuar concomitantemente
com outras abordagens e tecnologias no controle de vetores urbanos, inclusive com a

participacao da populagédo (Johnson et al. 2018; Bazin et al. 2018).

Outra ferramenta ainda pouco testada em estudos de campo é a utiliza¢do de inibidores
de oviposicdo. Inibidores ou deterrentes de oviposi¢cdo sdo substancias quimicas capazes de
impedir a oviposic¢do dos insetos nas proximidades dos locais que sdo aplicados (Day, 2016).
Substancias presentes em extratos de plantas e 6leos essenciais (Shaalan & Canyon, 2018;
Pavela, 2015), semioquimicos (Navarro-Silva et al. 2009) e também nano particulas
(Rajaganesh et al. 2016), inseticidas e repelentes sintéticos (Afify et al. 2014; Choi et al. 2016),

podem agir como inibidores de oviposi¢éo de insetos.

Como as fémeas de mosquitos detectam pistas e sinais quimicos, como odores presentes
no ar, para localizar e avaliar recursos como hospedeiros e sitios de oviposi¢édo (Day, J. 2016;
Hill & Ignell, 2021), a utilizacdo de inibidores de oviposi¢do em areas com muitos criadouros
aquaticos que ndo podem ser removidos, drenados ou eliminados, pode ajudar a reduzir a
infestacdo de mosquitos (Mulatier et al. 2022). Em estudos recentes, Santos et al. (em
preparacdo) verificaram reducbes drasticas da oviposicdo de Ae. aegypti em criadouros
artificiais tratados com transflutrina, indicando que o efeito inibidor de oviposi¢cdo desse
composto também pode ser explorado. Adicionalmente, inibidores de oviposicdo também
podem ser empregados como componentes de sistemas push-pull, impedindo que fémeas
realizem a oviposicdo no local de aplicacao, sendo atraidas e capturadas por armadilhas letais
(Takeen W, 2010; Mulatier et al. 2022). Essa estratégia poderia reduzir os gastos com
larvicidas, uma vez que, ao identificar potenciais criadouros e trata-los com inibidores de

oviposicdo, tais locais deixariam de ser atrativos para as fémeas gravidas (Mulatier et al. 2022).

Recentemente, o piretroide transflutrina tem recebido muita atencéo dos pesquisadores,
pois pode agir de diferentes maneiras de acordo com a escala, dose, estado fisiol6gico do
organismo ou sobre espécie-alvo para os quais € utilizada (Logan et al. 2020). Por ser um
composto volatil e de acdo répida, baixas concentracdes da transflutrina podem causar

repeléncia espacial e morte de mosquitos (Nentwig et al. 2017; Estrada et al. 2019). Aléem disso,
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modifica¢fes no comportamento de oviposi¢do de mosquitos do género Aedes ap0s exposicao
a transflutrina, também ja foram verificadas em experimentos conduzidos tanto em laboratério
(Choi et al. 2016; Bibbs et al. 2018, Santos et al. (a) em preparacdo) e em semicampo (Santos
et al. (b) em preparacdo). Ap6s apenas um minuto de exposicdo a diferentes doses de
transflutrina, foram observadas reducdes significativas na oviposicdo de Ae. aegypti, além de
outros efeitos ndo-letais, mas que afetaram o desenvolvimento dos descendentes dos mosquitos
expostos durante experimentos conduzidos em laboratério (Santos et al. (a) em preparacao).
Em experimentos de dupla escolha conduzidos em semicampo, criadouros artificiais tratados
com transflutrina obtiveram menos ovos de Ae. aegypti em relagdo aos criadouros ndo tratados
(Santos et al. (b) em preparacgdo). Portanto, tais estudos sugerem que a transflutrina também
pode atuar como inibidora de oviposicdo de Ae. aegypti. No entanto, até 0 momento, ndo
existem estudos de campo em grande escala que testam a capacidade da transflutrina de atuar

como inibidora de oviposicao de Ae. aegypti.

A versatilidade da transflutrina também foi verificada durante estudos conduzidos em
semicampo na Tanzania, atuando como componente “push” em sistemas push-pull (Mbandoo
et al. 2019; Tambwe, et al, 2020; Njoroge et al. 2021), prevenindo picadas de vérias espécies
de mosquitos nos usuarios. A técnica push-pull consiste na adocéo de estratégias que utilizam
estimulos quimicos para repelir os insetos-alvo de um local de interesse (“push ) e captura-los
em um local alternativo (“pull”) e é utilizada no controle de insetos considerados pragas na
agricultura (Pyke et al. 1987). Essa técnica também pode ser adaptada e empregada na tentativa
de minimizar o contato dos mosquitos com humanos, atraves do uso associado de repelentes

espaciais e armadilhas de captura de Ae. aegypti (Gordon et al. 2018).

Tendo em vista que a escolha do sitio de oviposicdo de Ae. aegypti é um fator
determinante para 0 sucesso reprodutivo desta espécie (Bentley & Day, 1989), o
desenvolvimento de estratégias de controle que possam interferir nesse momento é de extrema
importéncia para o controle deste vetor (Day J, 2016). Portanto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar um sistema push-pull composto por inibidores de oviposicado (transflutrina) e
armadilhas GAT, para o controle massal de Ae. aegypti e, consequentemente, reduzir a

populacgéo do vetor.
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Objetivos

Geral:

Avaliar um sistema push-pull formado por um inibidor de oviposicdo e a armadilha

GAT na supressdo massal de mosquitos Aedes aegypti.

Especificos:

o Avaliar a efetividade do dispositivo inibidor de oviposicao para Ae. aegypti.

o Avaliar o efeito da captura massal de Ae. aegypti pelas armadilhas GATS.

o Avaliar a efetividade do sistema push-pull completo em suprimir a populagéo de

Ae. aegypti.
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Material e Métodos

Area de estudo

Esse estudo foi realizado em campo, no municipio de Piumhi (latitude 20°27°42.63” S
¢ longitude 45°56°44.53” O), localizado na regidao Centro-Oeste do estado de Minas Gerais
(Figura 19). E estimado que o municipio possua aproximadamente 35.137 habitantes e um
territorio de 902,468 km? (IBGE, 2022). O clima predominante na regido é o temperado Umido
caracterizado como inverno seco e verdo quente e Umido (Koeppen, 1948), além disso, 0

municipio esta inserido nos dominios do Cerrado (IBGE, 2022b).
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Figura 19: Mapa do municipio de Piumhi onde foi conduzido o estudo de campo com inibidor de
oviposicao. Minas Gerais, Brasil. Fonte: IBGE, 2020.

Transflutrina

A transflutrina (TC 99%, Bayer AG, Alemanha) foi diluida em alcool etilico absoluto
(99,8° GL, PA), Sciavicco Comércio e Industria LTDA, Brasil) resultando na concentragdo 2%.
Essa solugdo resultante foi o ingrediente ativo utilizado como inibidor de oviposigdo. A escolha
dessa concentracdo de transflutrina para ser utilizada como ingrediente ativo no presente estudo
foi feita ap6s os resultados apresentados no Capitulo 2 da presente tese. Embora nos criadouros
com as concentracdes de transflutrina avaliadas (2, 5, 10 e 15%) tenham sido verificados

significativamente menos ovos que nos controles, tanto em semicampo quanto em campo
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(Capitulo 2), a concentracdo 2% foi escolhida pois apresentou resultados semelhantes aos

alcancados com quantidades maiores do ingrediente ativo avaliado.

Producao dos inibidores de oviposi¢do — componente “push”

Os dispositivos inibidores de oviposicdo, confeccionados com tiras de juta (45 x 10 cm)
impregnadas com transflutrina (2%), que apresentaram os melhores desempenhos durante os
experimentos do capitulo 2, foram adaptados para a utilizagdo como componente “push” em
um sistema push-pull durante os experimentos de campo na cidade de Piumhi. Telas de metal
(50 x 15 cm) foram utilizadas como suporte para a tira de juta e prendedores de metal foram
utilizados para fixar a tira e ajustar o dispositivo num formato cilindrico (Figura 20). Uma
cobertura de pléastico (20 cm de diametro) foi fixada a tela por linhas de nylon para proteger do
sol e chuva. Foram produzidos 500 dispositivos inibidores de oviposicdo ao custo unitario de

R$ 2,83 (sem a impregnacdo de transflutrina).

Figura 20: Dispositivo liberador utilizado no estudo de campo. O liberador foi confeccionado com
juta impregnada com transflutrina (2%), tela de metal e uma cobertura de plasuco. Grampos de metal e
linha de nylon fixam os componentes do dispositivo entre si. Fonte: o préprio autor.
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Armadilha Gravid Aedes Trap (componente “pull™)

A armadilha GAT consiste em um recipiente preto fosco como base, uma cémara
translicida que se encaixa na base e um funil posicionado no topo da camara translicida, por
onde os mosquitos entram na armadilha (Eiras et al. 2014) (Figura 21). O funcionamento da
GAT nédo necessita de nenhuma fonte externa de energia, se baseando em caracteristicas visuais
e olfativas, que simulam um criadouro, para atrair as gravidas de Ae. aegypti. A base da
armadilha foi preenchida com aproximadamente 2L de &gua para simular um criadouro. Para
impedir que 0s mosquitos entrem em contato com a agua, a armadilha utiliza uma tela de nylon
presa no fundo da cdmara transltcida por um aro de plastico. Além disso, um atraente sintético
de oviposicdo em um sistema de liberacdo controlada (Eiras et al, 2014; 2019), foi adicionado
no interior da armadilha para maximizar a atratividade. Cartdes adesivos foram adicionados no
interior da armadilha para capturar os mosquitos e preserva-los (Heringer et al. 2016; Eiras et
al. 2014).

P

Figura 21: Armadilha Gravid Aedes Trap (GAT) em sec¢do transversal. A GAT é formada por um
funil de entrada na parte superior, uma cAmara transllcida na qual um cartdo adesivo foi adicionado,
tela retentora impregnada com inseticida e uma base preenchida com &gua. Fonte:
biogents.com/downloads.

A armadilha GAT foi utilizada no presente estudo, concomitantemente, como

ferramenta de monitoramento e de supressé@o massal das populagdes de Ae. aegypti.
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Divulgacéo do experimento e conscientizacdo da populacao da &rea experimental

Nas quatro semanas que antecederam a instalagdo das armadilhas foram realizadas
campanhas de divulgacdo do experimento de campo na imprensa local de Piumhi (rédio, tv e
redes sociais) (Figura 22) e através de folders impressos (Figura 23) e entregues a populacéo
em todos os bairros selecionados para o projeto. Durante as campanhas de divulgacdo nas
midias, houve a participacdo pessoal do prefeito, secretaria municipal de salde e do
coordenador de endemias do municipio, além dos pesquisadores do LINTEC-UFMG. A entrega
de folders a populacéo foi realizada durante a divulgacdo em todos os imdveis nas areas de
estudo e ocorreram com a participagdo da equipe de agentes de controle de endemias,

coordenador de endemias do municipio e dos pesquisadores do LINTEC-UFMG.

COMBATE A0 AEDES

PMP renova parceriacom UFMG
dando sequenc1a aoprojeto GATs

Municipio segue até 2024 com prog ento e controle do | i da
dengue com a utili le armadilhas d ptura de fémeas g da cidade

(, s Luiz Henrique Vieira Mota 2
t Coordenador do Setor de Endemias

SA tnll PARCERIA COM A UFMG IRA MONITORAR CASOS DE DENGUE, ZIKA E CHIKINGUNYA | ME:
"y e, 18 R i

ROSANGELA TERRA - SECRETARIA DE SAUDE

Figura 22: Campanha de divulgacéo do projeto de supressdo massal de mosquitos Aedes aegypti com
armadilhas GAT na cidade de Piumhi-MG. 1- Noticia sobre o projeto no Jornal Alto Sdo Francisco, 27
de janeiro de 2022. 2- Entrevista concedida a Radio Onda Oeste e Jornal da Onda, 28, de janeiro de
2022. 3- Divulgacdo do projeto em midia social junto a secretaria de saude do municipio. Fonte:
@dengue.piumhi.mg, 01 de fevereiro de 2022.
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Figura 23: Folder distribuido & populacdo durante a campanha de divulgacéo do projeto de supressdo
de Aedes aegypti com armadilhas em Piumhi-MG.

Desenho experimental

Foram selecionados nove bairros para a avaliagdo do sistema push-pull, cuja selecdo foi
realizada buscando contemplar aqueles com maior ocorréncia historica de casos de arboviroses
associadas a0 mosquito Ae. aegypti, além de apresentarem maiores Indices de Infestagao Predial
(Mota, 2018). Em cada bairro foram selecionadas nove quadras e em cada quadra, uma
armadilha GAT foi instalada para monitorar a flutuacdo populacional do Ae. aegypti (Mota,
2018), a qual foi denominada armadilha de monitoramento, totalizando, portanto, 81 nos nove

bairros.

Nos bairros onde foram realizadas as intervengdes de controle, as GATs tambem foram

instaladas, porém, uma GAT por imdvel, sendo estas denominadas armadilhas de supressao.

Os bairros selecionados foram aleatoriamente separados em trés tratamentos contendo

trés bairros cada (Figura 24), sendo:

Testemunho: areas onde foram instaladas apenas as armadilhas de monitoramento de

Ae. aegypti, sendo 1GAT/quadra em nove quadras de cada area;

Somente as armadilhas (“pull”): além das armadilhas de monitoramento

(1GAT/quadra), foram instaladas as armadilhas de supressdo (LGAT/imovel);
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Push-Pull: foram instaladas as armadilhas de monitoramento, armadilhas destinadas a
supresséo e também foram instalados os inibidores de oviposi¢do nos trés bairros, em locais

identificados como possiveis criadouros de mosquitos (Figura 25).
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Figura 24: Mapa e esquema ilustrativo da distribuicdo dos tratamentos na cidade de Piumhi —
MG. No mapa, as areas destacadas em verde representam as areas Testemunho, em azul as areas tratadas
apenas com armadilhas GAT (“pull”) ¢ em vermelho as areas onde foram implantados o sistema Push-
Pull. Fonte: Google Earth Pro. No esquema, os quadrados representam os quarteirbes. Pontos verdes
representam armadilhas GAT de monitoramento. Pontos azuis as armadilhas GAT de supressao.
Triangulos vermelhos representam inibidores de oviposigéo.
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Figura 25: Dispositivo inibidor de oviposi¢do e armadilha Gravid Aedes Trap formando um sistema
push-pull na cidade de Piumhi (MG). O inibidor foi instalado pr6ximo a um potencial criadouro de
Aedes aegypti (componente “push”) e armadilha GAT ao fundo (componente “pull”). Fonte: o proprio
autor.

O presente estudo foi dividido em dois periodos:

Pré-intervencdo: compreendeu o periodo de operacdo das armadilhas de
monitoramento contendo 81 armadilhas (1 GAT/quadra) nas trés areas de estudo. Para fins
comparativos, o periodo pré-intervencdo compreendeu o intervalo de 52 semanas
epidemioldgicas (SE) anteriores ao periodo de intervencao.

Intervengdo: consistiu no periodo de operacdo das armadilhas de supressdo de
mosquitos nas duas areas de intervenc¢do (somente armadilhas e push-pull) durante 52 semanas,

correspondendo a um ano de intervencdo. Em fevereiro de 2022, iniciou-se a instalacdo das
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armadilhas. A vistoria das armadilhas nas areas de supresséo foi realizada mensalmente e a
primeira vistoria ocorreu em marc¢o de 2022 (SE-11). Portanto, o periodo de intervencdo foi de
marco de 2022 (SE-11) a margo de 2023 (SE-10).

A Figura 26 ilustra a ordem cronoldgica em que as intervencfes ocorreram no municipio

de Piumhi.

Divulgagao do
projeto no
municipio

N

Pré-intervengao : Intervengao

Monitoramento da populacao de Aedes aegypti

| | | | 1 | | | | | | | |
16 24 32 40 48 04 12 20 28 36 44 52 08

2021 2022 2023
Semanas epidemioldgicas

Figura 26: Desenho esquemético da linha do tempo das intervencgdes realizadas durante o projeto de
controle massal de mosquitos entre 2021 e 2023, na cidade de Piumhi-MG.

As vistorias das armadilhas em todas as areas ocorreram semanalmente nas armadilhas
de monitoramento e mensalmente nas armadilhas de supressdo. As vistorias foram realizadas
pelos Agentes de Controle de Endemias (ACE) do municipio de Piumhi. Durante a vistoria, a
agua da armadilha era substituida se necessario, 0s mosquitos capturados eram contabilizados
e identificados quanto a espécie (Ae. aegypti, Ae. albopictus ou Culex sp.) e sexo. No presente

estudo, apenas Ae. aegypti fémeas foram consideradas para as analises.

A secretaria municipal de satude de Piumhi e o governo do Estado de Minas Gerais,
realizaram aplicacGes de inseticidas (costal e UBV-pesado) para combater infestacOes de Ae.
aegypti na cidade, inclusive nas areas de estudo. As informacdes sobre qual semana e local de

aplicacdo, serdo graficamente expressadas.
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Consideracdes Eticas

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFMG (CAAE 40895720.0.0000.5149). Para a realizagdo da instalagdo das armadilhas e
dispositivos nos imoveis, os habitantes foram devidamente informados dos objetivos e
beneficios da pesquisa. A adesao ao projeto pelos moradores se deu de forma voluntéaria. Apos
0 consentimento da instalacdo, um responsavel, maior de 18 anos, pelo imoével assinou um

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Andlise de dados

Todas as analises foram feitas no software R com o0s pacotes Ime4, car e RT4Bio.

Gréficos foram desenvolvidos com o auxilio do software Prisma versdo 8.0.

Para verificar se houve efeito da supressdao ou do push-pull na quantidade de mosquitos
capturados entre os tratamentos, as comparacdes foram realizadas utilizando o indice Médio de
Fémeas de Aedes (IMFA) das armadilhas de monitoramento nos tratamentos entre os periodos
pré-intervencao e intervencao. O IMFA foi calculado a partir da média de fémeas de Ae. aegypti
capturadas em relacdo ao total de armadilhas vistoriadas semanalmente (Resende & Eiras,
2009).

O efeito da supressdo e do push-pull sera considerado efetivo quando o IMFA nas
armadilhas de monitoramento for significativamente menor no periodo de intervencéo e do que
na area testemunho. A média de mosquitos coletados nas armadilhas de supressdao também foi
calculada. E esperado que a média de captura nas armadilhas de supressdo seja maior no

tratamento push-pull em comparacgdo com o tratamento somente com armadilhas.

Modelos estatisticos lineares generalizados (GLM) seguindo uma binomial negativa
com funcdo logaritmica, foram usados para estimar se houve diferencas entre as capturas
registradas para cada tratamento. Os tratamentos Testemunho, Somente Armadilhas e Push-
pull, foram os fatores fixos analisados. Os modelos foram comparados por anélises de variancia
(ANOVA) seguida de teste Qui-quadrado. Além disso, para verificar diferencas entre 0s
tratamentos, testes de comparacao pareadas foram realizadas utilizando teste de significancia
honesta de Tukey (Tukey HSD).

As varidveis climéticas pluviosidade, umidade relativa e temperatura foram fornecidas

semanalmente pela estacdo meteorolégica do municipio. Testes de correlacdo de Spearman
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foram realizados para verificar o grau de interferéncia das variaveis climaticas no IMFA das

areas.

A taxa de cobertura dos imdveis com armadilhas foi calculada para as areas de supressdo
a partir da quantidade de armadilhas instaladas por hectare (GAT/Ha), além da porcentagem de

iméveis com armadilhas nas areas de estudo.

A taxa de reducdo de Ae. aegypti foi verificada para cada tratamento através da seguinte
férmula:

Pré — interveng¢do — Intervengdo

Reducio (%) = ( )X 100

Pré — intervencao

Onde, Pré-intervencdo representa a quantidade de mosquitos coletados no periodo pré-
intervencdo, enquanto Intervencdo foi a quantidade de mosquitos coletada no periodo de
intervencgéo para cada tratamento avaliado.

A efetividade da reducéo foi verificada através do Risco Relativo (RR) calculado de um

modelo nulo seguindo a equacéo (Pré-intervencdo — intervengéo) /Pré-intervencao.

Quando o p-valor apresentou resultado menor que 0,05 (p<0,05), o resultado das

andlises foi considerado significativo.
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Resultados

A cobertura de imoveis com armadilhas nas areas de intervencéo foi baixa, no qual a
média de cobertura na area somente com armadilhas (“pull”) foi de 50,4% e 13,5 GAT/Ha,
enquanto na area de push-pull foi 49,7% de cobertura ou 11,9 GAT/Ha (Tabela 10).
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Tabela 10: Tratamentos avaliados, quantidade de armadilhas, cobertura de imdveis com armadilhas Gravid Aedes Trap (GAT) e com inibidores de oviposicéo
(10), nos bairros da cidade de Piumhi — MG.

) Monitoramento Supressao Imoveis Cobertura Inibidores de
Tratamento Bairros o ) GAT/Hectare o I0/Hectare
(1 GAT/Quadra) (1 GAT/imo6vel) Habitados (%) Oviposigao (10)
Nova Piumhi 9 - 175 - - - -
Testemunho Eliza Leonel 9 - 274 - - - -
Vila Agreny 9 - 165 - - - -
Total 27 - 614 - - - -
Somente Centro 12 9 127 238 53,4 15,2 -
Armadilhas Bela Vista 9 82 183 448 12,5 -
(“pull”) Lagoa de Trés 9 111 209 53,1 14,7 -
Total 27 320 630 50,4 13,5 -
Centro 10-11 9 156 321 48,6 12,3 95 7,0
Nova Esperanca 9 110 228 48,2 14,2 77 9,1
Push-pull )
Jardim Santo
) 9 86 164 52,4 11,9 48 6,4
Antonio
Total 27 352 713 49,7 11,9 220 7,4
TOTAL GERAL 81 672 1.957 50,0 13,5 220 7.4
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Durante o periodo pré-intervencao (2021) foram capturadas o total de 4.614 fémeas de
Ae. aegypti nas armadilhas de monitoramento, no qual 1.611 (10,3 £ 0,65) capturadas na area
Testemunho, 2.079 (13,3 = 1,10) no tratamento somente com armadilhas e 924 (5,9 £ 0,42) na
area com o push-pull. J& durante o periodo de intervencdo (2022) foram capturadas 718 (4,6 +
0,36) na area Testemunho, 775 (4,9 + 0,34) no tratamento somente com armadilhas e 619 (3,9
+ 0,29) no push-pull, totalizando 2.112 fémeas de Ae. aegypti. O total de 14.741 fémeas de Ae.
aegypti foram capturadas nas armadilhas de supressdo, no qual 8.56. nas areas com somente
armadilhas e 6.179 nas areas de push-pull. Portanto, o total de capturas dos periodos pre-
intervencdo e intervencdo nas armadilhas de monitoramento e supressao foi de 21.467 fémeas

de Ae. aegypti capturados durante todo o estudo.

Em todos os tratamentos avaliados foram verificadas reducdes na captura de mosquitos
quando comparados os periodos pré-intervencdo e intervencdo (Tabela 11). Na éarea
Testemunho, o IMFA no periodo de intervencdo foi aproximadamente 55% menor que 0
verificado no periodo pré-intervencao (10,33 e 4,60, respectivamente), enquanto nas areas
somente com armadilhas e push-pull, o IMFA do periodo intervencdo (4,97 e 3,97,
respectivamente) foram aproximadamente 67% e 33% menores que os do periodo pré-
intervencdo (13,33 e 5,92), respectivamente. Portanto, houve uma reducdo geral de
aproximadamente 54% na captura do periodo de intervencdo. Quando o IMFA somente do
periodo de intervencdo foi avaliado, ndo houve diferenca significativa nas capturas de todos 0s
tratamentos (GL=2; DP=5,05; p=0,08) e também ndo houve diferenca nos IMFAs quando 0s

tratamentos somente com armadilhas e push-pull foram avaliados entre si (z=0,22; p=0,07).

Foi verificado que o tratamento somente com armadilhas apresentou o maior risco
relativo (RR = 2,68 [2,17 — 3,31]), enquanto o push-pull apresentou 0 menor (RR = 1,49 [1,23
—1,81]).
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Tabela 11: Captura de fémeas de Aedes aegypti - IMFA (IC 95%), risco relativo (RR) e taxa de reducdo (%) de mosquitos nas areas de intervencao. Pré-
intervencdo: Semana Epidemiolégica — SE 11 (marco) de 2021 até a SE 10 (marco) de 2022. Intervengdo: SE 11 de 2022 até a SE 10 de 2023. Testemunho: area
que recebeu apenas armadilhas de monitoramento (1 GAT/quadra); somente com armadilhas: area que recebeu armadilhas de monitoramento e de supressdo
massal de mosquitos (1 GAT/imdvel); Push-pull armadilhas de monitoramento e de armadilhas de supressao (374) e 220 inibidores de oviposi¢ao; A quantidade
de mosquitos capturados nas armadilhas de supressdo também é apresentada. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

IMFA IMFA Mosquitos capturados nas
. Taxa de Reducéo ]
Intervencoes Pré-intervencao Intervencéo RR (IC 95%) %) p-valor armadilhas de supresséo
(o]
(1C 95%) (1C 95%) (Média = EP)
Testemunho 10,33 (9,03-11,62) 4,60(3,89-5,31) 2,24 (1,84-2,73) 55,4 p<0,01 -
Armadilhas (“pull”) 13,33 (11,14 -15,52) 4,97 (4,28 -5,65) 2,68 (2,17 —3,31) 62,7 p<0,01 8.562 (713,5 + 116,62)
Push-pull 5,92 (5,09 - 6,76) 3,97 (3,40-454) 1,49(1,23-1,81) 33,01 p<0,01 6.179 (514,9 + 93,26)
TOTAL 9,86 (8,93 - 10,79) 4,51 (4,13 -4,90) - 54,2 P<0,01 14.741 (614,2 + 75,90)
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Ao analisar o IMFA das armadilhas de monitoramento por SE, foi observada uma
atenuacdo desse indice em 2022 (intervencdo) em relacdo a 2021 (pré-intervencdo) em todas as
areas do estudo (Figura 24). Na area Testemunho, foram observados picos de captura entre
dezembro de 2021 e fevereiro de 2022, (SE-48 a SE-8), com media semanal de 1,15 (+ 0,15)
naquele periodo, mas quando o intervalo correspondente entre 2022 e 2023 foi avaliado,
ocorreu uma reducdo significativa da captura semanal (0,63 £ 0,07; p<0,01), resultando na
atenuacdo dos picos de captura naquele tratamento. Quando o mesmo periodo foi avaliado
separadamente nos tratamentos somente com armadilhas e push-pull, também foi possivel
perceber a atenuacdo dos picos no periodo de intervengdo, porém, em ambos, essa atenuacdo
n&o foi significativa (p>0,05). Em 2021 e 2022, as Secretarias Municipal e Estadual de Saude
realizaram aplicacgdes de inseticidas, pelos métodos bomba costal e UBV-pesado (Praletrina —
0,75% e Imidaclopride — 3,00%), em todas as areas de estudo em ambos os periodos, pré-

intervencdo e intervengéo (Figura 27).
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Figura 27: indice médio de fémeas de Aedes aegypti - IMFA semanal das armadilhas de
monitoramento na cidade de Piumhi - MG. Testemunho: area que recebeu apenas armadilhas Gravid
Aedes Trap — GAT de monitoramento (1 GAT/quadra); somente com armadilhas: area que recebeu
armadilhas GAT de monitoramento (1 GAT/quadra) e GAT destinadas a supressdo massal de mosquitos
(1 GAT/imovel); Push-pull, além das armadilhas de monitoramento (9) e das armadilhas de supressdo
(374) foram instalados 220 inibidores de oviposicdo em provaveis criadouros de mosquitos; Pré-
intervencdo: Semana Epidemiol6gica— SE 11 (marco) de 2021 até a SE 10 (marco)de 2022. Intervencéo:
SE 11 de 2022 até a SE 10 de 2023. As setas vermelhas indicam as SE que ocorreram aplicagdo de
inseticidas nas areas de estudo com os méetodos bomba costal e/ou UBV-pesado. As Linhas tracejadas
representam a captura mensal nas armadilhas de supressdo. Linhas continuas representam o IMFA
semanal.

Devido a longa duracdo do presente estudo, foi possivel observar as variagdes sazonais
da populagdo de mosquitos através do IMFA e das variaveis climaticas de precipitacao,
umidade relativa e temperatura em Piumhi. A precipitacdo média (£ DP) na cidade durante todo
0 periodo de estudo foi de 55,3 mm (£ 85,9). A umidade relativa foi em média 69,2% (+ 17,4)
enquanto a temperatura média foi de 21,6°C (+ 4,9). Na area Testemunho, o IMFA semanal
apresentou uma correlacéo significativamente positiva com a temperatura (r=0,33; p<0,01;
Figura 28). As variaveis umidade relativa e precipitacdo, embora mais fracas, também se
correlacionaram positivamente com o IMFA da area Testemunho (r=0,10 e r=0,12

respectivamente).
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Os testes de correlagdo de Spearman também apontaram forte correlagdo positiva entre
a temperatura e o IMFA da area tratada somente com armadilhas (r=0,23; p=0,01; Figura 29).
A umidade relativa (r=0,05) e o indice de precipitacdo (r=0,14) embora também tenham

apresentado correlacdes positivas com o IMFA, essas foram de menor intensidade.
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Na éarea push-pull, novamente foram verificadas correlagdes significativamente
positivas entre o IMFA da area e a temperatura (r=0,34; p<0,01; Figura 30). O IMFA também
apresentou correlacdo positiva, porém de menor intensidade com a umidade relativa (r=0,07)

e a precipitacdo (r=0,12) na area.
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Quando apenas a supressao foi avaliada, ndo foram verificadas diferencas significativas
na captura de mosquitos entre os dois tratamentos (GL= 23; p=0,25; Figura 31), porém o
tratamento somente com armadilhas (713,5 [456,8 — 970,2]) capturou mais mosquitos do que 0
push-pull (514,9 [309,7 — 720,2). A captura de mosquitos durante o periodo de estudo nédo foi
influenciado pelas diferentes quantidades de armadilhas de supressao instaladas (p=0,5), taxas

de cobertura (p=0,7) ou pela cobertura por hectare das armadilhas (p=0,2) nas areas tratadas.
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Figura 31: Fémeas de Aedes aegypti capturadas nas armadilhas de supresséo instaladas na cidade
de Piumhi - MG. A diferenca na média de captura foi considerada significativa quando p<0,05.
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Discussdo

Sistemas push-pull utilizam estimulos que buscam interferir no comportamento natural
dos insetos para realizar o0 manejo de suas populacdes, repelindo-as de uma area de interesse
(sitios de oviposicao ou hospedeiros por exemplo), enquanto sao atraidos e capturados em outro
local, geralmente, em armadilhas (Cook et al. 2007). Apresentamos de forma pioneira na
presente pesquisa, um sistema push-pull formado por inibidores de oviposi¢do e armadilhas
GAT para a supressao populacional de Ae. aegypti em um experimento de campo realizado em

meio urbano.

No presente estudo, foi alcancada a cobertura de aproximadamente 13 armadilhas/ha
nas areas de intervencdo, densidade que, segundo Jahir et al. (2022), é o suficiente para se
alcancar a eliminacéo sustentavel de mosquitos, visto que os autores recomendam a utilizacao
de 10 a 15 armadilhas/hectare. Nesse estudo, realizado em campo em trés ilhas no arquipélago
das Maldivas, foi alcancado a reducdo em 93-98% das populacdes de Ae. albopictus e Culex
quinquefasciatus, apds 18 meses de intervengdes com manejo de criadouros e com a utilizacao
em massa de dois modelos de armadilhas de captura (sendo 1 armadilha ativa BG-
MosquitaireCOz e 2 GATSs que funcionam de forma passiva), atingindo uma cobertura de 18,8
armadilhas/ha (Jahir et al. 2022). Em relacdo a porcentagem de cobertura dos imoveis das areas
com armadilhas, em um estudo realizado em Manaus (AM), que utilizou armadilhas ativas BG-
Sentinel apds 17 meses de intervencgdo, a cobertura com armadilhas variou de 23,1 a 50,5%
durante o experimento e reduziu 54% da populacdo de Ae. aegypti nas areas de captura massal
(Degener et al. 2014), corroborando os resultados aqui apresentados cujas armadilhas foram
instaladas em 50,4% dos imdveis nas areas de intervencdo. Contudo, outros estudos
recomendam uma cobertura entre 60-80% dos imdveis com armadilhas para o efetivo controle
populacional de vetores (Barrera et al. 2019; Barrera, 2022). Alem disso, os estudos de Barrera
et al. (2014) e Jonhson et al. (2018) recomendam uma cobertura acima de 80% para sustentar
o controle de mosquitos por longos periodos com armadilhas passivas como a GAT. Indicando,
portanto, que sejam necessarios periodos de estudo mais prolongados e buscar aumentar ou no
minimo manter a cobertura atual das areas com armadilhas para alcancar resultados mais

significativos e sustentaveis na supressao de mosquitos em Piumbhi.

Em nosso estudo, verificamos a reducdo de aproximadamente 54% da populacédo de Ae.
aegypti, em relacdo ao periodo pré-intervencdo, com apenas uma armadilha por imdvel,

diferentemente de outros estudos de supressdo massal de mosquitos (Barrera et al. 2018; Jahir
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et al. 2022). Adicionalmente, em estudo anterior realizado também em Piumhi, &reas tratadas
apenas com 1 GAT/imdvel apresentaram maior média de captura que areas tratadas com 2
GAT/imdvel (Mota, 2018), indicando, assim como em nosso estudo, a ocorréncia da supressdo
massal de Ae. aegypti mesmo com 1 GAT/imdvel. Esse resultado reflete a alta efetividade da
armadilha GAT em atrair e capturar fémeas de Ae. aegypti, pois mesmo com uma cobertura de
imoveis menor em comparacao a outros estudos semelhantes (Barrera et al. 2018; 2019; Jahir
et al. 2022), mais de 21.000 fémeas de Ae. aegypti foram removidas da cidade de Piumhi no

presente estudo.

Foi possivel observar a flutuacdo natural da populacdo de Ae. aegypti nas areas de estudo
atraves da variacdo no IMFA ao longo dos periodos de pré-intervencdo e intervencdo. Mesmo
com uma tendéncia a apresentar maiores indices na estacdo chuvosa, ndo foram evidenciados
valores altos do IMFA nas areas. Esses resultados demonstram novamente o efeito da supressédo
massal de mosquitos com armadilhas, que manteve a populacdo reduzida no periodo mais
favoravel ao seu crescimento. Esse padrdo também foi observado em outros estudos de controle
massal de mosquitos com armadilhas (Degener et al. 2014; Barrera et al. 2018). Inclusive,
embora com apenas sete semanas de intervencdo em estudo realizado também na cidade de
Piumhi, foi verificada a reducdo do IMFA nos periodos de intervencgédo e pds-intervencdo com
armadilhas GAT nas areas de supressdao, mesmo com a ocorréncia de fatores climéaticos

favoraveis ao crescimento populacional de mosquitos (Mota, 2018).

Em sistemas push-pull, os componentes “push” geralmente sdo constituidos por
repelentes espaciais potentes que mantém um espaco aéreo livre de mosquitos (Achee et al.
2019). Piretroides volateis, como a transflutrina, sdo comumente utilizados nessa fungéo devido
a sua acao rapida e eficaz sobre os insetos, além de serem seguros em relacdo a saide humana
e de outros vertebrados (McPhatter et al. 2017; Bibbs et al. 2018). Nesse estudo, a transflutrina
na concentracdo de 2% foi o ingrediente ativo utilizado como inibidor de oviposi¢do para
compor o sistema push-pull. Em um estudo realizado na Tanzania, faixas confeccionadas com
tecido de juta e impregnadas com concentracdes de 1,5 e 2,5% de transflutrina, provocaram
reducdes significativas da densidade de mosquitos dos géneros Anopheles, Culex e Mansonia,
no entorno das residéncias onde foram instaladas (Swai et al. 2019). Além disso, em outros
estudos que avaliaram o sistema push-pull, com a transflutrina sendo utilizada como
componente “push”, foi demonstrado que a repeléncia dos mosquitos nas areas de estudo foi
majoritariamente devido ao elemento push, nos quais pouco ou nenhum efeito aditivo ocorreu

quando o sistema completo (push-pull) foi avaliado (Mmbando et al. 2019; Tambwe et al. 2020;
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Njoroge et al. 2021). Portanto, tais estudos indicam que a transflutrina, mesmo em
concentracdes proximas a 2%, é capaz de diminuir a populacdo de mosquitos da area onde €

aplicada.

O componente “push” formado pelo inibidor de oviposi¢do nao foi avaliado como uma
subunidade separadamente do sistema push-pull no presente estudo, somente a subunidade
“pull”. Nossa hipotese era que nas areas que receberam o sistema push-pull completo, as
armadilhas capturariam mais fémeas em relacdo as outras &reas, devido a acdo inibidora de
oviposicao da transflutrina, pois ao serem impedidas de ovipor no local com o inibidor, as
fémeas, provavelmente, seriam atraidas pela armadilha GAT, sendo esperado maiores capturas
nas armadilhas de supressdo. Entretanto, os resultados demonstraram o contrario, com as
armadilhas de supressdo capturando mais mosquitos nas areas de avaliacdo da subunidade
“pull”. Portanto, embora tenha sido observada uma reducdo significativa da populagdo de
mosquitos na area com o sistema push-pull completo, os resultados obtidos demonstraram que
ndo houve um efeito aditivo ou sinérgico. Provavelmente, a utilizacdo da transflutrina no
sistema push-pull, pode ter provocado de forma rapida a morte ou repeléncia das fémeas (Bibbs
et al. 2018b; Sukkanon et al. 2019; Tambwe et al. 2020; Ribeiro, 2021) que tiveram contato
com o dispositivo inibidor antes mesmo que elas tentassem acessar outros criadouros ou mesmo
a GAT, resultando na baixa captura das armadilhas de supressdo na area que recebeu o sistema

completo.

Em relagdo ao componente “pull”, armadilhas BG-Sentinel (Biogents, Alemanha) sdo
utilizadas em varios estudos com sistemas push-pull para captura de Ae. aegypti (Salazar et al.
2012; Degener et al. 2014; Obermayr et al. 2015; Tambwee et al. 2020). No entanto, essas
armadilhas geralmente apresentam maior custo e necessitam de uma bateria 12v ou do
fornecimento de uma fonte de energia para o seu funcionamento, o que é claramente uma
desvantagem e pode dificultar ou mesmo inviabilizar pesquisas de campo de maiores escalas e
a longo prazo (Degener et al. 2014; Bazin & Williams, 2018). Portanto, armadilhas passivas,
como a GAT, sdo mais desejaveis para esse tipo de estudo (Eiras et al. 2021; Hiscox & Takken,
2021). A GAT ja& demonstrou sua alta eficicia na captura de fémeas de Aedes em estudos de
campo (Ritchie et al. 2014; Johnson et al. 2017a; Harwood et al. 2018; Cilek et al. 2021; Jahir
et al, 2022), permitindo inclusive, a deteccdo de mosquitos infectados com arbovirus (Eiras et
al. 2018). Outras armadilhas passivas também ja demostraram ser eficazes em capturar
mosquitos durante estudos de controle populacional desses insetos (Zeichner et al. 2011; Lee
et al. 2013; Barrera et al. 2014; 2019; Caputo et al. 2015). Porém, o presente estudo foi inédito
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em utilizar a GAT associada a um inibidor de oviposi¢cdo em um experimento de campo para

controlar Ae. aegypti.

Os inibidores de oviposicao utilizados tiveram baixo custo de producdo, facil manuseio
e confeccdo, demonstrando ser uma ferramenta possivel de se utilizar, principalmente em
estudos de campo em larga escala onde se deseja controlar a formacao de novos criadouros de
mosquitos. Porém, uma limitacdo verificada foi a dificuldade em padronizar a quantidade de
inibidores na érea de estudo, visto que os mesmos foram instalados préximos a criadouros de
dificil manejo. Portanto, a distribuicdo desigual de inibidores de oviposi¢cdo entre os bairros
onde o sistema push-pull foi implantado pode ter afetado negativamente os resultados. Além
disso, apenas 220 inibidores de oviposi¢do foram implantados na area de estudo, representando
um ndmero muito menor que o esperado (a0 menos um inibidor nos 352 imoveis com GAT na
area push-pull). A utilizacdo de menos da metade dos dispositivos produzidos para esse estudo,
se deu pela identificagdo de poucos locais com caracteristicas de criadouros de Ae. aegypti nos
iméveis da area de estudo. A identificacdo dos locais que podem formar criadouros,
principalmente os criadouros cripticos como caixas d agua, calhas e ralos subterraneos, é uma
das principais dificuldades enfrentadas pelos ACE no combate ao Ae. aegypti, principalmente
devido ao comportamento de oviposicdo em saltos do vetor, que ao espalhar seus ovos em
diferentes criadouros torna a identificagdo de todos esses ambientes mais dificil (Abreu et al.
2015). Além disso, a urbanizacdo crescente favorece a ocorréncia de novos criadouros de Aedes,
formados em recipientes incorretamente descartados ao ar livre, que geralmente s&o
dificilmente visualizados e mais quentes em relacdo aqueles formados em ambiente rural,

portanto, sendo preferidos pelas fémeas de Ae. aegypti (Li et al. 2014).

Foram observadas reducdes significativas da populacdo de Ae. aegypti em todas as areas
de estudo inclusive na &rea Testemunho. A Secretaria Municipal de Saide de Piumhi (SMSP)
realizou acdes de combate ao vetor em resposta ao crescente nimero de casos de dengue e de
mosquitos detectados na cidade entre os anos de 2021 e 2022, periodo que correspondeu as
etapas pré e intervencdo do presente estudo. Os bairros de estudo também foram alvo de
diversas intervenc0es realizadas pela SMSP para controle de mosquitos vetores. Segundo dados
informados pela SMSP, foram realizadas aplicacfes de grandes quantidades de inseticidas de
Ultra Baixo Volume (UBV), tanto com o método de bomba costal quanto com o método UBV-
pesado, que é realizado com a utilizagé@o de veiculo com equipamento de nebulizacdo espacial
acoplado, na maioria dos bairros onde o estudo foi realizado. A aplicagdo de UBV-pesado é

recomendada e realizada pela Secretaria Estadual de Saude de Minas Gerais (SES-MG) em
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municipios, areas ou localidades durante o periodo epidémico onde sdo diagnosticadas
guantidades altas (com 300 a 500 casos provaveis por 100.000 habitantes) ou muito altas de
casos de arboviroses (>500 casos provaveis por 100.000 habitantes) (SES-MG, 2022). O
inseticida UBV utilizado em Piumhi (Cielo™, Clarke Mosquito Control Products, Inc. USA) é
constituido de uma mistura de dois inseticidas das classes piretroide (Praletrina — 0,75%) e
neonicotindide (Imidaclopride — 3,00%). Além das aplicagdes de inseticidas, constantemente
também séo realizadas agdes que integram o controle mecanico de vetores, como a eliminacéao
de criadouros, mutirGes de coleta de materiais incorretamente descartados e substituicdes de
tampas de caixas d'agua danificadas por tampas de zinco. Portanto, todas essas medidas
qguimicas e mecanicas que integram o controle de vetores do municipio, provavelmente
interferiram nos resultados do presente estudo, deixando a popula¢do de mosquitos nas areas
tratamento semelhante as areas Testemunho, impossibilitando a visualizacdo dos efeitos do
push-pull. Resultados semelhantes na reducdo populacional de mosquitos através do uso de
armadilhas de captura massal, aplicacdo de inseticidas UBV, reducéo de criadouros e outras
medidas que integram o controle integrado de vetores, também sdo relatados em outros estudos,
evidenciando a importancia de diferentes abordagens e estratégias simultaneas no controle
urbano de mosquitos vetores (Regis et al. 2013; Degener et al. 2014; Barrera et al. 2017; 2019;
Johnson et al. 2017; 2019; Wilke et al. 2021; Jahir et al. 2022).

Ainda em relacdo ao programa de controle integrado de vetores, cabe ressaltar que a
participacdo popular é crucial para se alcangar sucesso nas politicas de combate as doencas
associadas a vetores em qualquer cidade (Johnson et al. 2017; Barrera et al. 2019). Embora o
monitoramento de vetores com a armadilha GAT seja realizado na cidade de Piumhi desde 2016
(Mota, 2018), e amplas campanhas de divulgacdo tenham sido realizadas anteriormente a
implantacdo do projeto de supressdo massal com armadilhas na cidade, os proprietérios de
apenas 50% dos imdveis localizados nas areas de intervencéo, aderiram ao projeto e receberam

as armadilhas.

Concluindo, embora ndo tenha sido possivel atribuir a reducdo da populacdo de
mosquitos Ae. aegypti da cidade de Piumhi ao sistema push-pull, é notavel que a adocéo de
armadilhas de captura massal de mosquitos como ferramentas integradas aos meétodos
tradicionais de controle de vetores (como ac¢bes de mitigacdo de criadouros e aplicagéo de
inseticidas), promoveram a remocao significativa de mosquitos Ae. aegypti da cidade em apenas

doze meses de intervencéo.
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Conclusbes Finais

o A exposic¢do por apenas um minuto ao piretroide transflutrina, causou morte,
knockdown, inibicdo da oviposicdo e outros efeitos negativos sobre gravidas de Ae. aegypti;

o Liberadores de transflutrina confeccionados com tiras de juta foram eficazes em
inibir a oviposicdo de mosquitos durante experimentos conduzidos em semicampo e campo;

o O protétipo de liberador passivo de transflutrina confeccionado com uma tira de
juta de 450 cm? (45 x 10 cm), impregnada com transflutrina 2%, moldado de forma circular e
posicionado o mais préximo possivel do criadouro apresentou maiores taxas de inibicdo da

oviposicao e foi utilizado nos experimentos em campo;

o Foi alcancada a cobertura de 50% dos imoveis com armadilhas GAT;

o Foi verificada a reducdo de 54% da populacdo de mosquitos na cidade de
Piumhi;

o A combinagdo do inibidor de oviposi¢do e armadilnas GAT formando um

sistema push-pull, promoveu uma reducdo sutil da populacdo de mosquitos na cidade de

Piumhi, sendo que a maior taxa de reducdo foi verificada na area somente com armadilhas.
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Anexos

1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “Avalia¢io da supressio de adultos
de Aedes aegypti por armadilhas e monitoramento em tempo real no controle integrado do vetor”. Pedimos a sua
autorizacao para instalar em sua residéncia uma armadilha para capturar os mosquitos da espécie Aedes aegypti,
transmissores da dengue, Zika e chikungunya, e um dispositivo contendo um repelente para impedi-los de depositar seus
0v0s em recipientes com 4agua, como caixas d’agua, galdes, cisternas, dentre outros). Esta pesquisa esta sendo
desenvolvida pela Prefeitura Municipal de Piumhi (PMP), sob a coordenagio da Secretaria Municipal de Satide (SMSP)
e da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para esta pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: iremos
instalar uma armadilha em um pequeno espaco na regiao externa do seu domicilio e um agente de saude ira realizar o
monitoramento da armadilha, para coletar os mosquitos capturados, semanalmente durante 12 meses. No caso do seu
domicilio possuir na area externa algum recipiente fixo para armazenamento de agua também instalaremos um
dispositivo pequeno com o repelente transflutrina proximo a esse recipiente. Na armadilha sera adicionado o larvicida
pyriproxyfen, que ja é rotineiramente utilizado pelos agentes de saude da Prefeitura para combater a proliferagdo do
Aedes aegypti. A instalagdo da armadilha e do dispositivo repelente ndo atrairao mais mosquitos para o imével, tampouco
gerardo custos e/ou interferir na rotina de sua casa. Tanto o larvicida quanto o repelente usado foram amplamente
testados e sdao recomendados como seguros para uso humano. Ainda assim, em caso de danos decorrentes da pesquisa
sera oferecido ao Sr. (a) assisténcia integral e imediata, forma gratuita, pelo tempo que for necessario. Os riscos
envolvidos na pesquisa consistem em um possivel desconforto pelas visitas semanais dos agentes de satde. Para
participar deste estudo o Sr. (a) ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira. Apesar disso, caso
sejam identificados e comprovados danos provenientes desta pesquisa, o Sr.(a) tem assegurado o direito a indenizagao.
O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-
se a participar a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, valendo a desisténcia a partir da data de formalizagao desta.
A sua participacdo é voluntaria e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade ou modificagdo na forma em
que o Sr. (a) é atendido (a) pelo pesquisador, que tratara a sua identidade com padroes profissionais de sigilo. Os
resultados obtidos pela pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada. Seu nome ou o material que indique sua
participagdo ndo sera liberado sem a sua permissao. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagio que
possa resultar da pesquisa.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, no Laboratorio de Inovagdo Tecnologica e Empreendedorismo no Controle de Vetores na
Universidade Federal de Minas Gerais e a outra sera fornecida ao Sr. (a). Os dados, materiais e instrumentos utilizados
na pesquisa ficarao arquivados com o pesquisador responsavel, por um periodo de 5 (cinco) anos, na sala 158 no Bloco
14 do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG e apods esse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua
identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao brasileira (Resolu¢des N° 466/12; 441/11 e a
Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins
académicos e cientificos.

Eu, , portador do
documento de Identidade fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da
pesquisa “Avaliagio da supressio de adultos de Aedes aegypti por armadilhas e monitoramento em tempo real no
controle integrado do vetor”, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento
poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisao de participar se assim o desejar.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica do participante:




Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento livre
e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e esclarecer todas as minhas
duavidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Alvaro Eduardo Eiras

Laboratério de Inovagido Tecnologica e Empreendedorismo no Controle de Vetores - LINTEC
Depto de Parasitologia - Sala 158 - Bloco i4 - ICB/UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha

CEP: 31.270-901/Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) 3409-2976

E-mail: alvaro@icb.ufmg.br

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Luiz Henrique Vieira Mota

Diretor do Departamento de Vigildncia Epidemiologica e Zoonoses de Piumhi — MG
Praga Dr. Avelino de Queiroz, 75 — Centro

CEP: 37925-000/Piumhi — MG

Telefones: (37) 3371-9255

E-mail: luizbiohenrique@gmail.com

Assinatura do responsavel local pelo estudo Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa II - 2° andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br.

Tel: (31) 34094592.
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