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Resumo

Atualmente o método mais utilizado e confiavel para o monitoramento de anofelinos é a
coleta por atracdo em humanos. Recentemente a armadilha BG-Malaria foi desenvolvida e
avaliada na captura de anofelinos apresentando resultados promissores. Entretanto, a
armadilha apresentou limitacGes quanto & integridade dos insetos coletados e o atraente
utilizado. Dessa forma, o presente trabalho objetivou: (i) o desenvolvimento de um tubo
coletor capaz de manter a integridade dos insetos coletados, (ii) avaliar a resposta de An.
darlingi a diferentes quantidade de CO., (iii) testar a eficiéncia de Saccharomyces cerevisiae
como atrativo em armadilhas BG-Maléaria e (iv) comparar o novo protétipo da armadilha a
coleta por atracdo em humanos. Os trabalhos de campo foram realizados em Belém — PA,
Porto Velho e Candeias do Jamari seguindo o delineamento experimental de quadrado latino
onde o nimero de repeticdes foi ajustado de acordo com o experimento realizado. As coletas
ocorreram nas quatro primeiras horas da escotofase (18:00 — 22:00) e os dados foram
analisados no software estatistico R. Os resultados obtidos indicaram que o melhor sistema de
contencdo de insetos para a armadilha séo os confeccionados em material rigido, uma vez que
esses danificam uma quantidade menor de insetos quando comparados ao padréo (p<0.05).
Ainda, foi verificado que a quantidade de CO, utilizada como atraente ndao aumenta
significativamente (p>0.05) a quantidade de An. darlingi coletada em armadilhas BG-Maléria.
Armadilhas iscadas com S. cerevisiae capturam significativamente mais insetos do que
armadilhas sem a adi¢do de CO; (p<0.5), entretanto s&o menos eficientes do que armadilhas
iscadas com gelo seco (p>0.05). Quando comparado a coleta por atracdo em humanos 0 novo
protétipo da armadilha BG-Maléria capturou significativamente menos insetos (p<0.05).
Embora o novo protétipo apresente melhora quanto a quantidade de insetos danificados, o
mesmo necessita de novos estudos visando a incorporacdo de outros atraentes para que a

quantidade de mosquitos coletadas seja igual ou superior & observada na Atracdo humana.



Abstract

Currently the most used and reliable method for monitoring Anopheles mosquitoes is the
human landing catch. Recently, the BG-Malaria trap was developed and evaluated in
capturing of anophelines presenting promising results. However, the trap had limitations as to
the integrity of the insects collected and the attractive used as bait. Thus, this study aimed to:
(i) developing a collector tube able to maintain the integrity of the collected insects, (ii)
evaluate the response of An. darlingi to different amount of CO,, (iii) test the efficiency
of Saccharomyces cerevisiae as bait in traps BG-Malaria and, (iv) compare the new prototype
of the trap with human landing catch. The field work was conducted in Belém - PA, Porto
Velho and Candeias do Jamari - RO following the experimental Latin square design where the
number of repetitions was adjusted according to the experiment. Samples were collected
during the first four hours of scotophase (18:00 to 10:00 p.m.) and the data were analyzed
using the statistical software R. The results indicated that the best containment system of
insects to the trap are made of rigid material, since such damaging a minor amount of insects
when compared to the standard (p <0,05). Further, it was found that the amount of CO, used
as attractive does not increase significantly (p> 0.05), the amount of An. darlingicollected in
traps BG-Malaria. Traps baited with S. cerevisiae capture significantly more beetles than traps
without the addition of CO2 (p <0.5), but are less efficient than traps baited with dry ice (p>
0.05). When compared to the collection by human attraction the new prototype BG-Malaria
trap captured significantly fewer insects (p <0,05). Although the new prototype developed
showed a improves in the amount of insect damaged, it needs further studies aiming the
incorporation of other attractive so the amount of collected mosquitoes can be equal or greater

than that observed in human attraction.



INTRODUCAO

1.1 Aspectos da Maléaria

H& mais de 130 anos, Charles Laveran descrevia no sangue humano um parasita. A
doenca decorrida da infeccdo com esse parasita ficou conhecida como malaria e permanece
como um dos maiores problemas de saude publica da atualidade (Raghavendra et al. 2011,
WHO 2012). A maléria é causada pela reproducéo de protozoérios do género Plasmodium no
sangue humano, sendo o mesmo transmitido por fémeas de mosquitos do género Anopheles
(Diptera: Culicidae). O protozoério esta inserido dentro da ordem Haemosporidia, na qual s&o
descritos quatro géneros de parasitas, Haemoproteus (202 espécies), Hepatocystis (202
espécies), Leucocytozoon (91 espécies) e Plasmodium (199 espécies), capazes de infectar
aves, mamiferos e répteis (Martinsen et al. 2008). Atualmente, dentro do grupo de
Plasmodium sdo descritas cinco espécies capazes de infectar o homem: (i) Plasmodium
falciparum, (ii) P. vivax, (iii) P. malarie, (iv) P. ovale e (v) P. knowlesi (Lee et al. 2011,
William et al. 2013).

P. falciparum é encontrada em todas as regifes endémica para maléria, embora sua
incidéncia seja variada (e.g 15% continente sul americano e > 80% continente africano). Ja P.
vivax esté distribuido em regiGes tropicas ou de clima temperado, principalmente em paises
fora do continente africano, como por exemplo, Brasil, Venezuela entre outros. Essa espécie €
responsavel por cerca de 80% dos casos de malaria no continente sul americano, enquanto que
no continente africano apresenta uma baixa incidéncia (Figura 1) (Carlton et al. 2011).

Os casos de maléria causados por P. ovale estdo restritos ao continente africano,
enquanto que infeccBes ocasionadas por P. malarie s30 mais comuns na regido da Africa
subsaariana e sudoeste do pacifico, embora possa ser encontrado em outras regides tropicais
como é o caso da América do Sul, América Central e algumas regides da Asia (Mueller et al.

2007). Ambas as espécies apresentam uma baixa incidéncia nao ultrapassando 4% nas regides
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onde ocorrem. (Talman et al. 2007, Oliveira-Ferreira et al. 2010, WHO 2010). A quinta
espécie com capacidade de infectar o homem é o P. knowlesi. Sua descricdo em humanos
ocorreu ha cerca de 10 anos atras ap0s o seu diagndstico molecular em 120 pessoas na regido

de Kapit na ilha de Borneo (Singh et al. 2004, Lee et al. 2011)

P. faiciparum P. vivax

P. malariae P. ovale

Figura 1. Distribuicdo das espécies de Plasmodium em &reas endémicas de malaria no mundo (area em
vermelho). Os pontos correspondem a ocorréncia de determinada espécie de Plasmodium na regido: Cinza =
Plasmodium falciparum; Preto = Plasmodium vivax; Amarelo = Plasmodium malariae; Azul = Plasmodium
ovale. Fonte: Talman et al. 2007.

O ciclo de vida do Plasmodium no ser humano se inicia ap0s a inoculacdo, por fémeas
de anofelinos, dos esporozoito na derme (Figura 2A); devido a sua motilidade alguns
esporozoitos invadem os capilares sanguineos da derme migrando para os hepatdcitos
(figado) (Figura 2B), no figado ocorre a esquizogbnia exoeritrocitica com formacdo de
merozoitos (Figura 2C) (Kappe et al. 2003, Tuteja 2007). Apds essa fase ocorre o rompimento

do hepatdcito infectado e os merozoitos séo liberados na corrente sanguinea onde infectam os

glébulos vermelhos dando inicio a um novo processo de esquizogdnia (ciclo eritrocitico)
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(Figura 2D). Durante o ciclo eritrocitico ocorre a formacdo de gametdcitos (macrogamenta e
microgameta) os quais, quando ingeridos por fémeas de anofelinos durante a alimentacéo
sanguinea, sofrem processo de esporogonia originando novos esporozoitos que migram para

as glandulas salivares do mosquito sendo inoculados no hospedeiro durante o repasto

sanguineo, reiniciando assim o ciclo (WHO 2012).

Merozoites

Liver

Schizont —4 ;
'y

, R

Figura 2. Ciclo de vida do Plasmodium sp. (A) Inoculagdo dos esporozoitos na derme em (i) ou depositado
dentro do pool de sangue formado ap6s 0s mosquitos danificarem os capilares sanguineos; (B) Invasdo dos
hepatdcitos; (C) formacao de merozoitos no figado; (D) Liberacdo dos merozoitos na corrente sanguinea.

Cerca de 40% da populacdo mundial habita areas endémicas ou de risco de
transmissdao de malaria e sdo registrados cerca de 230 milhdes de casos por ano no mundo,
dos quais pelo menos 800 mil sofrem complicacfes levando o paciente a morte (WHO 2012).

Essas mortes ocorrem principalmente em paises africanos (Figura 3) sendo que, criangcas com
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idade inferior a cinco anos e gestantes sdo as mais afetadas (Dery et al. 2010, Raghavendra et

al. 2011).
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Figura 3. Numero estimado de mortes por malaria a cada 1000 habitantes. FONTE: (WHO 2010)

Os sinais da doenca sdo evidenciados durante o ciclo eritrocitico e a febre vem
precedida de sinais e/ou sintomas inespecificos (e.g mal estar, cefaleia, cansago e/ou dores
muscular). Apds esse periodo se iniciam os calafrios seguidos por episddios febris elevando
bruscamente a temperatura corpdrea. Esse primeiro ataque febril dura de duas a seis horas e
apos esse periodo ocorrera sudorese profunda e fraqueza intensa. Posteriormente a febre
assumira carater intermitente sendo que o ciclo podera se repetir a, aproximadamente, cada 48
horas para infec¢cbes com P. falciparum e 72 horas para P. vivax. Caso ndo tratada a doenga
pode evoluir para quadro de anemia severa, ictericia acentuada, insuficiéncia renal,
hipertermia e malaria cerebral podendo levar o paciente a morte (Malik et al. 2000, Carter &

Mendis 2002).
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No Brasil, a doenca é de carater endémico da regido Amazonica, e a dindmica de
transmisséo varia de acordo com aspectos de natureza econdmica, social, ecologica e cultural.
Fora da regido amazonica o nimero de casos € baixo, resultando basicamente da introducgéo
do parasito na area por portadores provenientes da regido amazonica (Guimarées et al. 2004,
Marques et al. 2008). Aproximadamente 85% dos casos da doenca sdo causados por P. vivax
enquanto que a incidéncia de P. falciparum é de apenas 15% e poucos casos de P. malariae
sdo registrados anualmente. Esse panorama se deve principalmente as diferencas no ciclo dos
protozoarios, uma vez que o aparecimento de gametdcitos em pacientes infectados com P.
falciparum ocorre entre 8 a 10 dias ap0s a infec¢do enquanto que em pacientes com P. vivax o
tempo é de aproximadamente trés dias, assim, as medias de controle adotas pelo governo na
década de 90 foram mais eficientes para a “malaria falciparum” levando a um aumento no

numero de casos de “malaria vivax” (Figura 4) (Oliveira-Ferreira et al. 2010).
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Figura 4. Ndmero de casos anual de malaria no Brasil. A linha continua em vermelho escuro indica faixa
préxima a 300 mil casos. A seta indica 0 ano 1983, quando ocorreu aumento gradual no nimero de casos da
doenca. Fonte Oliveira-Ferreira et al. 2010

Comumente a malaria causada por P. vivax apresenta morbidade e mortalidade inferior

a causada por P. falciparum, de forma que ainda ndo ha uma definicdo de malaria grave para
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“maldaria vivax”, no entanto, nos ultimos anos um padrdo incomum de complicagdes clinicas
com casos fatais associados a P. vivax foram relatados no Brasil (Oliveira-Ferreira et al.

2010).

1.2 Vetores de Malaria

Os anofelinos sdo encontrados em regides tropicas e neotropicais, sendo que, até o ano
de 2004 haviam sido descritas 476 espécies (Kiszewski et al. 2004), das quais
aproximadamente 100 s@o incriminadas como vetores ou potencias vetores de malaria em
humanos (Harbach 2007, Raghavendra et al. 2011). Sdo caracterizados por apresentarem 0s
palpos maxilares com o comprimento equivalente ao da probdscide e as antenas mais curtas
do que esta. Além disso, apresentam o mesonoto alongado e o escutelo com a margem
arredondada  (Forattini 2002). Do ponto de vista sistematico, distribuem-se em sete
subgéneros (i) Anopheles, (ii) Cellia, (iii) Stethomyia (iv) Nyssorhynchus (v) Kertezia, (vi)
Lophopodomyia e (vii) Baimaia, dos quais Anopheles, Nyssorhynchus e Cellia englobam o
maior nimero de espécies (Forattini 2002, Harbach 2007).

A ocorréncia de determinada espécie em area endémica estd relacionada com a
fitofisionomia da regido. Dessa forma, em diferentes areas, sdo reportadas diferentes espécies
de anofelinos como principal(is) vetor(es) da doenca. Por exemplo, no Sul Asiatico, An.
stephensi, An. culicifacies, An. fluviatilis, An. minimus, An. dirus, An. aconitus e An.
maculates sdo os principais vetores de maléria (Klinkenberg et al. 2004, Sharma et al. 2006);
ja no leste Asiatico as principais espécies sdo An. stephensi, An. arabiensis e An. culicifacies
(Al-Taiar et al. 2009); enquanto que, na Africa, principal continente afetado pela doenca, sdo
encontradas as espécies do complexo Anopheles gambiae (An. gambiae s.s., An. arabiensis)
(Coetzee et al. 2000, Ebenezer et al. 2012) e do complexo Anopheles funestus (Coetzee &

Fontenille 2004) (Figura 5).

20



j:
\_1 > Dominant malaria vectors

Vectors aropavus @D fuviatiis labranchiae
annularis @ cuictaces ) funestus and arabiensis @ e
@  sntopophagus @ g ' funestus, arablensis and gambises.s. @)  messeae
- arabiensis - dirus @ funestus and gambiae s.5. 0 minimus
@  orabiensis and funestus farauti @ corviess @ mutticolor
@D squasalis faviostis ) gambise s.5. and funestus @ uneztovari

Figura 5. Distribuicdo mundial dos principais vetores de malaria. Fonte: Kiszewski et al. 2004)
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No Brasil destacam-se oito espécies como vetores de malaria. An. darlingi é o
principal vetor da doenca no pais, embora em regides de agua salina, como por exemplo, o
estado do Para, An. aquasalis desempenhe papel crucial na epidemiologia da doenca. Espécies
como An. nuneztovari e An. triannulatus séo descritas como vetores secundarios da doenca na
regido norte, enquanto que espécies do complexo An. albitarsis podem transmitir a doenca em
regibes de mata atlantica (Tadei & Dutary Thatcher 2000, Pévoa et al. 2003, 2006, Laporta et
al. 2011). Alem disso, An. bellator e An. cruzii sdo responsaveis pela transmissdo da “malaria
de bromeélia” devido a utilizacdo dessas plantas como criadouro (Gadelha 1994, Forattini et al.
1999).

Quanto a distribuicdo geografica das espécies no pais, An. aquasalis é encontrado em
areas costeiras com planicies que sofrem a influéncia maritima. Embora possa ser encontrados
em localidades com distancia superior a 100 km do litoral devido a elevada quantidade de
cloreto de sodio no solo. A atividade dos adultos é essencialmente crepuscular, se iniciando nas
primeiras horas do anoitecer e podendo se estender por varias horas ap6s o pbr do sol. As
fémeas apresentam preferéncia por se alimentar em animais (zoofilia) e, eventualmente, em
humanos quando ha escassez de animais (Forattini 2002). Apesar do comportamento zodfilo,
apresenta grande importancia vetorial, e em determinadas regides do norte brasileiro, como
Belém (PA) e Amapa, é o principal vetor da malaria (Pdvoa et al. 2003).

Anopheles albitarsis € um complexo formado por quatro espécies (An. albitarsis s.s, An.
daeneorum, An. marajoara, An. albitarsis B) e esta distribuido por todo o continente sul
americano (Wilkerson et al. 1995). As espécies apresentam morfologia similar sendo
distinguidas muitas vezes por aspectos moleculares (Li & Wilkerson 2005). Nas areas onde ¢
encontrado o An. albitaris s.s é considerado como vetor secundario da doenca, sendo que essa
espécie se mostrou suscetivel a infeccdo experimental por P. vivax, mas ndo por P. falciparum

(Klein et al. 1991a, b). O An. deaneorum é incriminado com um importante vetor de malaria no
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oeste da Amazonia e 0 An. marajoara ja foi incriminado por possiveis surtos da doenca em
Costa Marques, RO (Wilkerson et al. 1995).

O An. triannulatus esta distribuido predominantemente na América do Sul, as fémeas
apresentam comportamento zodfilo, sendo encontrada em baixa frequéncia no ambiente
domiciliar. Entretanto, em alguns paises, como por exemplo, Venezuela apresente uma
preferéncia moderada por se alimentar em humanos (antropdfila). Sua importancia
epidemioldgica é controversa, pois mesmo podendo ser encontrada infectada com P. vivax ou
P. falciparum apresentaria um baixo risco de transmissdo devido ao habito zodfilo e exdfilo
(Forattini 2002).

O An. nuneztovari distribui-se pela regido norte da América do Sul. Na regido
amazonica suas fémeas apresentam comportamento, predominantemente, zoofilo e exofilo.
Pode ser considerado vetor secundario da doenca em algumas regides da bacia Amazonica,
uma vez que, individuos infectados naturalmente com P. vivax e P. falciparum foram
encontrados na regido (Martins-Campos et al. 2012).

O An. darlingi é considerado o principal vetor de maléaria no Brasil e encontra-se
distribuido praticamente em todo o territdrio brasileiro s6 ndo estando presente nas areas secas
do nordeste, no extremo sul e nas areas de elevada altitude (Forattini 2002, P6voa et al. 2003,
2006, Hiwat & Bretas 2011). Seu habitat é constituido de grandes colecBes de agua com pouca
matéria organica como lagoas, acudes e represas (Tadei & Dutary Thatcher 2000, Forattini
2002). Frequentemente sdo encontradas se alimentando no intradomicilio, sendo consideradas
espécies com alto grau de antropofilia, embora sejam encontradas em maior quantidade nas
areas externas ao domicilio (peridomicilio) (Gil et al. 2007). E altamente susceptivel a infecgio
por P. vivax e P. falciparum (Martins-Campos et al. 2012) sendo capaz, mesmo quando sua
densidade populacional é baixa, de manter a endemicidade da maléria na regido (Tadei &

Dutary Thatcher 2000).
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A tabela abaixo resume os aspectos e distribuicdo das principais espécies de vetores de

malaria no Brasil (Tabela 1). A erradicacdo de qualquer um dos vetores citados é improvavel,

mas por se tratarem de componentes chave para o combate da malaria, varios esfor¢os tém sido

empregados na busca por medidas para o controle de suas populacdo (malERA 2011,

Raghavendra et al. 2011, Adeogun et al. 2012, Sum et al. 2012, Martins-Campos et al. 2012,

Matowo et al. 2013).

Tabela 1. Principais espécies de anofelinos vetores de Malaria no Brasil.

Espécie Status Ambiente Antropofilia Atividade
Anopheles albitarsis  Capacidade  vetorial lagoas; lagos; campos de _ . Crepuscular
X Baixa
(complexo) depende da localidade arroz /noturna
Vetor primario em Crepuscular
Anopheles aquasalis  regides de  agua Zonas costeiras; Moderada P
/noturna
salobra
Zonas florestais proxima Crepuscular
Anopheles darlingi Vetor primario a habitagdo humana; Elevada /noturna/am
areas rurais e ribeirinhas anhecer
Areas de vérzea; areas
. Capacidade  vetorial Umidas; floresta . Crepuscular
Anopheles marajoara ; L ) Baixa
depende da localidade secundaria e ambientes /noturna
impactados
Anopheles nuneztovari - A '"J“Pa’ fres'ca ecom Crepuscular
Vetor secundério vegetacdo; lagos; tanques Baixa

(complexo)

de peixe

/noturna
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1.3 Controle da malaria

N&o existe vacina para a malaria e o tratamento, embora na maioria das vezes seja
eficiente, vem apresentando alguns problemas no que se refere a resisténcia dos plasmodios aos
medicamentos utilizados.

Medidas como a Terapia baseada em artmisinina, o Tratamento Preventivo na
Gravidez, o uso de “spray” interno de acdo residual e 0 de Mosquiteiros Impregnados de Longa
Duracdo (Okumu, MadumLa, et al. 2010) permanecem como as principais medidas de controle
da doenca. Essas medidas sdo muito efetivas quando utilizadas juntamente com medidas
terapéuticas adequadas e, na Africa tém contribuido para o decréscimo da morbidade e
mortalidade da malaria em criancas (Fegan et al. 2007). No Brasil o controle da doenca se
baseia principalmente no diagndstico precoce e tratamento adequado dos casos positivos, sendo
que medidas que visam o controle do vetor sdo consideradas seletivas, ajustadas a realidade
entomoldgica da area visando a reducdo/interrupcéo da transmisséo.

A terapia baseada em artmisinina € uma alternativa ao tratamento convencional da
maldria, principalmente, em areas onde héa indicios de resisténcias as drogas convencionais
(cloroquina, mefloquina, sulfadoxina, etc). Os derivados de artemisina sdo conhecidos por
amenizarem o0s sintomas e reduzir a circulacdo sanguinea do parasito mais rapidamente do que
as drogas convencionais. Entretanto, por apresentar meia-vida baixa vem sendo usualmente
combinada a alguma outra droga que apresente modo acéo diferente e tenha maior tempo de
meia-vida (Sinclair et al. 2009).

No passado em areas endémicas, o tratamento preventivo na gravidez era realizado com
doses semanais de cloroquina. Entretanto, devido a baixa adesdo das gestantes ou mesmo da
resisténcia apresentada por cepas de P. falciparum a cloroquina, houve alteracdo nesse
tratamento. Atualmente, é realizado com duas doses de sulfadoxina-pirimetina durante o

segundo e terceiro semestre de gestacao (Kayentao et al. 2005).
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Como medida de combate ao vetor, 0 uso de “spray” residual se constitui na aplicacao
de dose efetiva de inseticida, de uma a duas vezes ao ano, no interior das residéncias onde
frequentemente as fémeas de anofelinos repousam ap0s o repasto sanguineo. Esse método é
uma medida de protecdo comunitaria, e para ser eficiente é necessario a aplicacdo do inseticida
no maior nimero residéncias possivel. Os inseticidas recomendados para esse tratamento
pertencem a quatro diferentes classes (i) organoclorados, (ii) organofosforados, (iii) carbamatos
e (iv) piretroides. O uso de uma dessas classes em determinada area é baseado em sua eficécia,
custo, seguranca e tipo de superficie a ser aplicado (Kleinschmidt et al. 2009, Padonou et al.
2012). J& o uso de mosquiteiro impregnado por inseticida de longa duracdo confere protecao
fisica impedindo o contato do mosquito com a pessoa (Kleinschmidt et al. 2009). Ainda podem
ser utilizadas medidas de manejo adequado do ambiente (e.g aterro de criadouros), e 0 uso de
larvicidas. Vale ressaltar que, essas medidas devem ser adotadas levando em consideracédo
conhecimento prévio da area onde serdo aplicadas e da ecologia e comportamento dos vetores.

O combate aos insetos vetores associado a quimioprofilaxia em massa foram uma das
principais causa de sucesso do controle da malaria em determinados paises (Raghavendra et al.
2011). Entretanto, nos altimos anos o desenvolvimento e a adogdo de ferramentas alternativas
para o controle do vetor tém sido excepcionalmente lentos. O fato é que muitas das medidas
ignoram os padrdes de distribuicdo natural do vetor e sdo incapazes de atingir vetores que se
alimentam longe das habitagcbes ou que sobrevivam em hospedeiros ndo humanos (Pates &
Curtis 2005, Chaves et al. 2010). Além disso, o Programa Mundial de Combate a Malaria
enfatiza a necessidade do desenvolvimento de ferramentas e tecnologias sustentaveis (i.e que
possam ser adotadas em regides carentes onde a malaria é endémica) para a prevencao e

reducéo do risco de transmisséo da malaria (WHO 2010).
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1.4 Monitoramento de mosquitos vetores

Em areas endémicas o monitoramento de espécies vetores € de suma importancia, uma
vez que, a populacdo sofre flutuacdes durante as estacGes do ano, e a época mais critica, em
que pode ocorrer maior transmissao, pode ser prevista antecipadamente (Figura 6). Existem
duas maneiras de se realizar o monitoramento dos mosquitos vetores: (i) captura de imaturos e

(ii) captura de adultos.

4, 2000 - H Anofelinos

.81800-

8 1600 - Anopheles darlingi

[<5]

61400_

© 1200 -

[%2]

__glOOO-

gSOO-

8600-

£ 400 -

[<5] -

-5 200 I

o 0 - -

o elelelE|elelelelelelelele|elels|elelelelelelgle

S |2%lg23/53/§2 88 Lge25z3 8828

O 222 - <w‘5mm£g§ = <(CIJSCUCIJ

< o 503|372 518z %
= z|o = A=)

2011 2012

Figura 6. Flutuacdo populacional de adultos de Anopheles amostrados através da coleta por atracdo em
Humanos em Porto Velho-RO. Fonte: SIVEP - Vetores

A captura de formas imaturas é realizada ativamente em grandes cole¢des de agua, com o
auxilio de conchas de coleta ou em pequenos reservatorios naturais, como bromélias, com o
auxilio de conta-gotas ou pipeta de Pasteur (Figura 7). O material coletado € encaminhado a um
laboratério para posterior identificacdo. Esse procedimento além de ser demorado, exige um
grande conhecimento sobre a biologia e ecologia das espécies de interesse para a procura dos

possiveis locais de criadouro (Forattini 2002).
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Figura 7. Coleta de larvas de mosquitos. (A) Coleta em grande colegdo de agua utilizando concha
coletora (B) Coleta em pequenos reservatorios naturais utilizando pipeta de Pasteur.

O monitoramento de adultos, além de possibilitar uma estimativa mais sensivel da
densidade vetorial, permite também estudos de populacdo em area de transmissdo sob o ponto
de vista de frequéncia, distribuicdo espacial, paridade, desenvolvimento ovariano, contetdo de
intestino médio, suscetibilidade a patdgenos e presenca de resisténcia a inseticidas (Mathenge
et al. 2004, 2005, Govella et al. 2011, Raghavendra et al. 2011).

A captura de formas adultas pode ser realizada utilizando-se métodos atrativos e néo
atrativos. O método ndo atrativo consiste na busca ativa de adultos em repouso ou em Vvoo.
Esses métodos levam em consideracdo o tempo que os individuos permanecem inativos, o que
ocorre basicamente apds a eclosdo, copula ou repasto sanguineo. O maior nimero de fémeas é
encontrado apés a realizacdo do repasto sanguineo e sua captura pode ser realizada
individualmente utilizando mecanismo de aspiragdo manual (e.g capturador de Castro) ou

coletivamente utilizando capturadores mecanicos (e.g capturador de Nasci) (Figura 8).

Figura 8. Métodos de captura ativa ndo atrativa de mosquitos adultos: (A) Capturador de Castro (B)
Capturador mecénico.
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Os métodos atrativos se baseiam na utilizacdo de determinados estimulos (iscas) para a
atracdo dos mosquitos. Os estimulos usados com maior frequéncia sdo os luminosos e 0s
quimicos. Dessa forma, os métodos de coleta mais utilizados sdo: (i) a coleta por atracdo em
humanos (ou animal), (ii) a armadilha luminosa do tipo CDC e (iii) Shannon (Mathenge et al.
2004, 2005). Esses meétodos sdo baseados na biologia dos culicideos, sendo que os atrativos
utilizados nos métodos citados sao, respectivamente, os odores do hospedeiro e a luz (Figura

9).

Figura 9. Métodos de captura ativa de mosquitos adultos utilizando iscas atrativas: (A) Atracdo em humanos,
(B) Armadilha luminosa do tipo CDC, (C) Armadilha de Shannon.

Atualmente, a atracdo humana é o método mais eficiente para captura e monitoramento
de populagbes de mosquitos antropofilicos, incluindo anofelinos (Mathenge et al. 2004, 2005,

Angélla et al. 2007, Hiwat and Bretas 2011). O método consiste na utilizacdo de pessoas
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devidamente treinadas como atrativo para 0 mosquito. Dessa forma, o individuo deve expor
uma de suas pernas, protegida por meia preta, aguardar o mosquito pousar e coleta-lo
utilizando o capturador de castro (Figura 9A).

Esse método permite a indicacdo da presenca do vetor em determinada localidade, além
de fornecer o indice de picada/hora’lhomem (IPHH), parametro usado para estimar a capacidade
vetorial (Mathenge et al. 2004, 2005, Hiwat and Bretas 2011). Entretanto, devido a questdes
éticas e logisticas relacionadas a essa técnica, como por exemplo, a exposi¢cdo do agente de
coleta a mosquitos infectados com patdgenos e diferencas na habilidade de captura, o
desenvolvimento de nova metodologia para amostragem de anofelinos é necessario (Mathenge
et al. 2004, 2005, Govella et al. 2011, Raghavendra et al. 2011, Hiwat et al. 2011a). Neste
sentido, armadilhas iscadas com atraentes fisicos e/ou quimicos se apresentam como uma

alternativa em substituicdo a Atracdo em Humanos.

1.4.1 Respostas a estimulos luminosos

Os fotorreceptores encontrados nos insetos sdo responsaveis pela percepcdo de forma,
distancia, brilho e luz polarizada, auxiliando assim na manutencdo do ritmo circadiano e em
seu funcionamento bioldgico adequado. De uma maneira geral a atracdo a luz é atribuida a uma
desordem no sistema de localizacdo dos mosquitos que fazem com que o mesmo esbarre ou
circundem uma fonte luminosa (Briscoe & Chittka 2001). As armadilhas luminosas se utilizam
dessa caracteristica para a captura de fémeas durante a busca por hospedeiro, embora nao seja
seletiva e ocorra a atracdo de machos (Ramirez et al. 2009).

As armadilhas luminosas mais conhecidas e utilizadas para coleta de mosquitos séo a
Armadilha de Shannon e a CDC-luminosa. A utilizacdo de armadilhas para 0 monitoramento
de vetores € interessante uma vez que ndo oferece riscos ao operador e nem sofre a influéncia

da variagdo de atratividade, como ocorre com a utilizagdo de iscas (humana ou animal).
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Entretanto, ainda tem se observado resultados conflitantes no que diz respeito a atratividade e
eficiéncia de armadilhas luminosas quando comparada a coleta por atracdo em humanos
(Mathenge et al. 2004, 2005).

Forattini e colaboradores (1996) ao realizarem coletas de Anopheles em algumas
localidades no Estado de S&o Paulo observaram que a armadilha de Shannon se mostrou mais
eficiente do que a coleta por atracdo em humanos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Mathenge et al. (2004) que ao compararem a coleta por atracdo em humanos com armadilhas
luminosas em areas endémicas na Africa, observaram maior eficiéncia das armadilhas.
Entretanto, ha trabalhos que contradizem esses resultados, mostrando que a luz ndo € tdo
eficiente quanto os atraentes quimicos naturais (coleta por atracdo em humanos) ou sintéticos
(Mboera LEG et al. 2000, Mathenge et al. 2004, Overgaard et al. 2012), e outros que relatam a
igual eficiéncia desses métodos (Hii et al. 2000, Mathenge et al. 2005, Brown et al. 2008).
Além disso, armadilhas luminosas ndo sdo eficientes para espécies antropdfilas, uma vez que,
essas especies utilizam o odor como principal pista para a localiza¢do do hospedeiro (Takken &
Knols 1999, Mukabana et al. 2002, Dekker et al. 2005, Brown et al. 2008, Okumu et al. 2010a,

Qiu et al. 2011, Smallegange et al. 2013).

1.4.2 Respostas a estimulos quimicos

A busca pela alimentagdo sanguinea (repasto sanguineo) em insetos hemat6fagos envolve
uma série de estratégias que variam intra e interespecificamente e dentro de seus habitats
naturais (Bowen 1991). Assim, o processo de localizacdo do hospedeiro pode ser dividido em
uma série de comportamentos e respostas a estimulos, entre eles o odor (Bowen 1991). O odor
emanado da fonte esta presente no tempo e espaco na forma de “pluma”. A pluma de odor é

uma mistura de moléculas quimicas emanadas de uma fonte que apresenta natureza irregular e
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se movimenta a favor do vento de maneira que o inseto recebe uma série de estimulos
intermitentes (Murlis et al. 1992).

Mais de 100 compostos volateis podem ser emanados pelos diferentes processos
metabolicos realizados pelo corpo humano (Bernier et al. 2000, Curran et al. 2005). Séo
substancias incluidas no grupo dos alcoois, acido carboxilicos, cetonas entre outras, e, gracas
ao desenvolvido sistema olfatorio, os mosquitos antropéfilos sdo capazes de utilizar pequena
quantidade desses compostos para diferenciar e orientar seu voo em direcdo ao hospedeiro
(Bowen 1991, Murlis et al. 1992, Takken & Knols 1999, Mukabana et al. 2002, Smallegange et
al. 2005, 2009, 2013, Li & Wilkerson 2005, Lacroix et al. 2005). Essas substancias recebem o
nome de cairomdnio, uma classe de semioquimico que vem sendo atualmente muito utilizada
em testes com armadilhas para 0 monitoramento de diversos insetos. Por definicdo cairoménio
é uma substancia quimica emanada por um organismo que eliciara reposta comportamental em
outro organismo o qual se beneficiara dessa interacdo (Eiras 2001).

Dentre os principais cairoménios utilizados e testados em armadilhas para a captura de
insetos hematdfagos, destacam-se o acido latico, a acetona, a amdnia, o acido capréico (ou
hexandico), o octenol (1-octen-3-ol) e 0 gas carbbnico (CO,), (Eiras & Jepson 1991, Geier et
al. 1999, Mukabana et al. 2002, Dekker et al. 2005, Njiru et al. 2006, Krockel et al. 20086,
Okumu et al. 2010b, Hiwat et al. 2011).

A primeira substancia isolada e identificada a partir do odor humano foi o &cido latico.
Alguns trabalhos demonstraram que armadilhas iscadas apenas com &cido latico ndo sdo tdo
eficientes, entretanto quando associado a outros cairomonios, principalmente o CO,, essa
eficiéncia aumenta significativamente (Eiras 2001, Qiu et al. 2011). Na década de 90, estudos
de campo avaliando a eficiéncia do octenol verificaram que essa substancia possui um efeito
sinergista junto ao CO, aumentando em até cinco vezes quantidade de Anopheles atropos

coletada (Kline et al. 1990). Posteriormente, Cork & Park (1996) demonstraram através de
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eletroantenografia que antenas intactas de fémeas de An. gambiae s.S apresentam uma reposta
dose-dependente a esse cairomoénio .

Estudo comparando a atratividade de suor fresco e suor incubado (i.e suor coletado e
mantido em freezer por periodo de tempo determinado) demonstrou que fémeas de An.
gambiae s.s apresentam preferéncia pelo suor incubado, fato que pode estar associado a maior
concentracdo de amonia encontrada no suor apos determinado tempo de incubacdo (Braks &
Takken 1999, Smallegange et al. 2005, Dekker et al. 2005). Em condicdes de laboratério e de
semi-campo, o acido latico e amonia foram adicionados a uma mistura de cerca de 10 outros
componentes do suor, armadilhas iscadas com esse blend atrairam até quatro vezes mais An.
gambiae s.s do que a coleta por atragdo em humanos (Verhulst et al. 2010, 2011a).

Uma série de trabalhos relatam a influéncia, positiva, negativa ou neutra, de varios
compostos encontrados no suor humano, respiracao ou do subproduto produzido por bactérias
presente na pele na atracdo de anofelinos (Njiru et al. 2006, Qiu et al. 2007, 2011, Smallegange
et al. 2009, Verhulst et al. 2010, 2011b). Smallegange et al. (2005) verificaram a resposta
olfativa de An. gambiae s.s a compostos presentes no odor humano em olfatometro de dupla
escolha. Nesse caso, a aménia foi atrativo enquanto que o acido latico ndo apresentou nenhum
tipo de efeito. Ja, o odor sintético composto por 12 tipos de acidos carboxilicos tiveram um
efeito repelente nos mosquitos. Okumu et al. (2010a) testando mistura composta de CO,,
amonia e cidos carboxilicos (e.g acido latico) verificaram que o odor sintético capturou de 3 a
5 vezes mais mosquitos do que a atracdo humana quando os tratamentos se encontravam entre
10 e 100m de distancia. Entretanto quando o odor sintético foi testado em um mesmo ponto
onde se encontrava a atragdo humana o mesmo teve desempenho inferior.

A maior parte dos estudos realizados nessa area apresenta como foco principal o
desenvolvimento de atraentes para An. gambiae s.s (Braks & Takken 1999, Dekker et al. 2005,

Govella et al. 2009, Okumu et al. 2010a, Verhulst et al. 2011a, Qiu et al. 2011). Para An.
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darlingi, vetor responsavel pela transmissédo de 90% dos casos de malaria no Brasil, 0 nUmero
de estudos nessa area ainda é escasso. Um dos poucos trabalhos realizados nessa area verificou
que tanto o acido latico quanto a combinacdo de amonia e &cido hexandico apresentou pior
desempenho na média de captura de anofelinos do que a utilizacdo apenas de gas carbdnico

(Gama, 2009).

1.5 O papel do CO, como atrativo

O gés carbonico esta presente na atmosfera a uma concentragdo que varia normalmente
de 0.03 - 0.1% (Berner 1990, Pearson & Palmer 2000, Liithi et al. 2008). E um importante
estimulo quimico para a maioria dos insetos, sendo que a resposta comportamental a esse
composto é altamente espécie-especifica.

Larvas de besouro da familia Elateridae podem se orientar em resposta a quantidade de
CO; liberada durante o processo de respiracdo de plantas hospedeiras (Johnson & Gregory
2006). Mariposas da espécie Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) que se alimentam do
néctar de varias espécies de plantas (e.g Datura wrightii) sdo capazes de avaliar sua qualidade
pela quantidade de gas carbbnico que a flor produz (Thom et al. 2004). Em Drosophila
melanogaster (Diptera: Droshopilidae) concentragdes de 0.1% de CO, acima da concentracao
ambiental funciona como repelente tanto para machos quanto para fémeas (Faucher et al. 2006,
Jones et al. 2007). Em outros grupos, como por exemplo: (i) Muscidae (Warnes & Finlayson
2009), (ii) Glossinidae (Mohamed-Ahmed & Mihok 2007), (iii) Tabanidae (Vale 2009), (iv)
Simulidae (Sutcliffe 1986), (v) Triatominae (Barrozo & Lazzari 2004) e Culicidae (Healy &
Copland 1995) ja foi comprovada a eficiéncia da atracdo que o CO, exerce, desempenhando
importante papel, principalmente, na busca pela alimentagéo sanguinea.

O CO; e um componente natural eliminado durante o processo de respiracdo de

vertebrados. Em humanos a concentragdo desse gas na respiracdo é de aproximadamente 5%,
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ou seja, tem que ser diluida cera de 130 vezes para atingir a concentracdo atmosférica (Nicolas
& Sillans 1989). Dessa forma, é considerado o principal cairoménio utilizado por muitas
fémeas de culicideos, uma vez que, pode ser percebido a longa distancia e assim orientar 0 voo
na busca pelo hospedeiro (Eiras & Jepson 1991, Takken & Knols 1999, Gillies 2009). Estudos
demonstraram que fémeas de An. gambiae sdo capazes de detectar variagdes de cerca de 0.01%
na concentracdo de CO, presente no ambiente, sendo capazes de orientar 0 voo em direcdo a
fonte (Healy & Copland 1995).

Atualmente o CO, utilizado como atraente em armadilhas pode ser obtido de quatro
principais maneiras: (i) liqguido em cilindros metalicos (Verhulst et al. 2011a), (ii) no processo
de combustéo do propano (Brown et al. 2008, Rubio-Palis et al. 2012), (iii) sélido na forma de
gelo seco (Jones et al. 2004, Oli et al. 2005) e (iv) no processo de fermentacdo do agucar por
leveduras (Saitoh et al. 2004, Smallegange et al. 2010).

Liquido em cilindros metalicos: A utilizacdo de cilindros industriais para a liberacdo de
CO, em armadilhas apresenta como importante ponto positivo a capacidade de regular o
volume de gas liberado, em contrapartida, € uma método caro e de dificil logistica de campo,
uma vez, que os cilindros sdo metalicos e alguns deles chegam a pesar até 100 Kkg.
Normalmente é utilizado para obter taxas de liberacdo de 500mL/min a qual, em campo, €
capaz de atrair espécies como An. arabienesis, An. funestus entre outras (Smallegange et al.
2010, Verhulst et al. 2011a, Matowo et al. 2013).

Processo de combustdo do propano: Determinadas armadilhas tem a capacidade de
converter o propano (CsHg) em CO,, calor e vapor de agua, através do processo de combustdo.
Nesse caso, 0 uso dessa fonte apresenta as mesmas limitages de cilindros industriais. Em
campo sdo capazes de liberar taxas de até 500mL/min, sendo que estudos relataram que
armadilhas iscadas com essa fonte foram capazes de capturar significativamente mais

Anopheles punctipennis do armadilhas que utilizavam gelo seco (Brown et al. 2008).
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Gelo seco: O uso de gelo seco € uma oOtima alternativa as fontes convencionais de
obtencdo de CO,, uma vez que apresenta baixo custo e facil manuseio em campo. Entretanto,
esse método apresenta meia vida curta necessitando de reabastecimento diario, ainda a
quantidade de CO; liberada ndo pode ser controlada e aumenta ou diminui de acordo com a
quantidade de gelo seco utilizada, tipo de recipiente utilizado como liberador entre outros
fatores. Testes em campo indicaram que armadilhas iscadas com gelo seco apresentam
eficiéncia cerca de 50% maior na captura de anofelinos do que armadilhas controle (Jones et al.
2004, Oli et al. 2005).

Fermentacdo do aclcar por leveduras: algumas espécies de leveduras (e.g
Saccharomyces cerevisiae) sao capazes de produzir CO, e alcool como subproduto de seu
processo de respiracdo (i.e fermentacdo) necessitando para isso apenas de agucar e agua. Esse
método € extremamente barato e de facil utilizacdo em campo, embora apresente limitaces
qguanto a taxa de gas liberada (Guerenstein et al. 1995, Saitoh et al. 2004, Oli et al. 2005,
Smallegange et al. 2010). O uso dessa técnica é capaz de produzir até 135mL/min de CO,,
sendo que ndo foi verificada diferenca significativa na coleta de An. gambiae quando
comparado armadilhas iscadas com levedura e armadilhas iscadas com cilindro de CO,
(Smallegange et al. 2010).

Vaérios trabalhos relatam o efeito positivo do uso de CO; na captura de anofelinos, sendo
que, a adigdo dessa substancia em armadilhas a diferentes concentragdes (i) 135 mL/min
(Okumu et al. 2010a) (ii)) 200mL/min (Kline et al. 1990); (iii) 500mL/min (Matowo et al.
2013); (iv) 800mL/min (Dekker & Takken 1998) aumenta significativamente a quantidade de
anofelinos coletados quando comparadas a armadilha controle (i.e sem adi¢cdo de CO,). Dessa
forma, o CO, é considerado um dos mais eficientes compostos utilizados em armadilhas para

vetores (Kline et al. 1990, 1991, Mboera LEG et al. 2000, Gillies 2009, Kweka et al. 2013).
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Entretanto, em areas carentes, onde a malaria € endémica existe uma dificuldade na obtencéo

de fontes CO, confiaveis e de longa duracéo.

1.6 Armadilhas para captura de anofelinos

Vaérias armadilhas tém sido desenvolvidas e avaliadas para a captura de anofelinos em
substituicdo a coleta por atracdo humana, essas podem ser divididas em: (i) ativas: utilizam
fluxo de ar para a suc¢do do mosquito (Qiu et al. 2007, Xue et al. 2008, Rubio-Palis et al. 2012,
Gama et al. 2013) e (ii) passivas: capturam os mosquitos sem artefatos mecanicos de succao
(Okumu, MadumLa, et al. 2010, Kweka et al. 2013, Matowo et al. 2013, Ritchie et al. 2013,
Sikaala et al. 2013). Aléem disso, é possivel incorporar a armadilha atraente natural (i.e odor
humano ou animal) ou sintético (e.g CO,).

Recentemente pesquisadores do Ifakara Health Institute, localizado na Tanzénia,
desenvolveram armadilha passiva que, se baseia na importancia dos atrativos emanados do
odor humano, para a coleta de anofelinos. A armadilha, denominada Ifakara Tent Trap (ITT),
consiste em uma estrutura de madeira/ferro revestida por lona onde sdo inseridas trés aberturas
circulares para a entrada dos mosquitos. Para que funcione é necessario que uma pessoa fique
deitada na parte inferior armadilha para atrair e capturar os mosquitos (Figura 10). Testes de
campo demostraram que, embora utilize uma pessoa (odor humano) como atraente, a armadilha
apresenta apenas 25% da eficiéncia obtida quando se utiliza a atragdo humana (Govella et al.
2011). Ainda, por necessitar de uma pessoa para o funcionamento esta sujeito a viés de erro e

questdes éticas semelhantes a atracdo humana.
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Figura 10. Ifakara tent trap: (A) Parte externa da armadilha, (B) Desenho esquematico da armadilha. Fonte
Govellaetal. 2011.

Outra armadilha passiva é a Resting Box (RB) que consiste em uma caixa (45cm X
30cm x 45cm) revestida internamente com lona preta e diferente da ITT se baseia na utilizagdo
de odores animais (e.g urina de gado) e sintéticos (e.g CO,) (Figura 11) (Kweka et al. 2009).
Em campo RB iscadas com CO, apresentaram melhor desempenho na coleta de An. gambiae s.1

do que armadilhas do tipo CDC (Kweka et al. 2013) e, quando iscadas com urina bovina

coletaram até cinco vezes mais mosquitos do que a atracdo humana (Kweka et al. 2009).

Figura 11. Resting box: (A) Armadilha e liberador de CO, (B) Posicionamento da armadilha em campo.
Fonte: Kweka et al. 2013.

O fato é que os métodos de coleta que utilizam odor natural humano ou animal estdo
sujeitos a viés de erro, uma vez que, pode existir diferenca de atratividade entre os individuos
utilizados. Nesse contexto a utilizagdo de armadilhas que utilizem atraentes sintéticos é uma

importante alternativa a essas metodologias.
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Um exemplo de armadilha que utiliza odor sintético € a Mosquito Landing Box (MLB).
A MLB ¢é uma armadilha ativa que foi desenvolvida para a coleta de mosquitos exofilicos.
Consiste em caixa de madeira (0.7 x 0.7 x 0.8 m) posicionada acima de pés de 10 cm de
comprimento (Figura 12). O atraente é dissipado através de um tubo de PVC de 20 cm de
comprimento e 5.7 cm de diametro localizado no interior da armadilha, um ventilador é
utilizado para sugar o ar externo para que 0 mesmo entre em contato com o atraente e produza
a pluma de odor. Estudo realizado na Tanzénia indicou que a armadilha poderia ser
incorporada em programas de combate ao vetor, uma vez que tem a capacidade de atrair as
mesmas populacdes de mosquitos que se alimentam em humanos (i.e An. arabiensis e An.

funestus) (Matowo et al. 2013).
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Figura 12. Mosquito landing box. (A) Desenho da armadilha, (B) Armadilha em campo. Fonte: Matowo et al.
2013.

Outras duas importantes armadilhas ativa que utilizam atraente sintético sdo a BG-
Sentinel (Geier et al. 1999, Krockel et al. 2006) e a MM-X trap (Njiru et al. 2006, Qiu et al.
2007). A MM-X é composta por um recipiente plastico acoplado a um tubo central, possui dois
ventiladores, um para liberar o ar e formar a pluma de odor e outro para a suc¢do dos
mosquitos que se aproximam da entrada da armadilha (Figura 13). J& a BGS apresenta uma
forma cilindrica e coloragdo branca, o odor sintético é dissipado para 0 meio atraves de

ventilador interno que aspira o ar de fora da armadilha para o interior fazendo com que esse
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entre em contato com o atraente sintético e saia da armadilha pela parte superior (Kréckel et al.

2006) (Figura 14).
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Figura 14. Armadilha BG-Sentinel: (A) Foto, (B) Desenho esquematico da armadilha. G = Malha de cobertura;
CB = Funil de entrada; T = Tubo preto; F= Ventilador de 12 V; BGL = Atraente sintético. Setas indicam o
fluxo de ar

Schmied et al. (2008) compararam a taxa de captura de anofelinos entre a armadilha
BGS e a MM-X, ambas iscadas com odor humano do pé e CO,. O experimento foi realizado

em uma area de semi-campo onde as duas armadilhas foram dispostas a aproximadamente 10
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m de distancia. Cada noite 200 fémeas de An gambiae eram liberadas e, ao final do
experimento foi verificada que a quantidade de mosquitos coletados na armadilha BGS foi
significativamente superior a observada nas MM-X.

Embora essa lista ainda possa ser estendida (ver: Sithiprasasna et al. 2004, Okumu,
MadumLa, et al. 2010, Sikaala et al. 2013) dois importantes aspectos devem ser ressaltados: (i)
as armadilhas sdo desenvolvidas e testadas para anofelinos africanos levando em consideragéo
aspectos da ecologia e comportamento dessas espécies e, (ii) escassez de trabalhos para An.
darlingi, uma vez que, essa especie ndo ocorre no continente africano sua coleta é feita apenas

com armadilhas generalistas.

1.7 Armadilhas para captura de Anopheles darlingi

Na América do Sul o An. darlingi é considerado o principal vetor da malaria desde a
década de 30 (Tadei et al. 1998, Tadei & Dutary Thatcher 2000, Oliveira-Ferreira et al. 2010) e
até o presente momento ndo existe armadilha eficiente para a coleta e monitoramento desse
vetor. Existem armadilhas generalistas disponiveis, tais como a CDC luminosa, Shannon,
MMX-Trap, MLB, RB entre outras. No entanto, essas armadilhas foram desenvolvidas e
avaliadas para anofelinos africanos (Mathenge et al. 2004, 2005, Xue et al. 2008, Hiwat et al.
2011a), o que faz com que seu uso em programas de monitoramento no continente sul
americano possa fornecer dados de qualidade duvidosa.

Os principais trabalhos realizados na América do Sul foram desenvolvidos nos anos de
2008 (Rubio-Palis et al. 2012) e 2009 (Hiwat et al. 2011b), utilizando, respectivamente as
armadilhas Mosquito Magnet Liberty Plus (MMLP) e BGS. No trabalho de Rubio-Palis et al.
(2012) a quantidade de An. darlingi coletada em armadilhas MMLP foi aproximadamente trés

vezes menor do que a observada na atracdo humana. Resultado similar foi observado no
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trabalho Hiwat, Rijk, et al. (2011) no qual a média de An. darlingi coletada diariamente na
atracdo humana foi significativamente superior a observada em aramdilhas BGS.

No Brasil, 0 nimero de trabalhos visando o desenvolvimento de armadilhas € escasso,
sendo que a grande maioria dos estudos visa o levantamento da fauna local e utilizam
armadilhas luminosas do tipo CDC ou Shannon (Gomes & Forattini 1987, Guimaraes & Mello
1997, Duarte et al. 2013). Gomes et al. (2007) utilizaram diversas metodologias de coleta para
culicideos, entre elas armadilhas do tipo CDC e Shannon, sendo que os resultados
demonstraram que a frequéncia de captura An. darlingi nessas metodologias foi muito baixa (<
1%). Ja Kleber et al. (2013) utilizando armadilhas de Shannon para amostrar a fauna de
anofelinos na Reserva Biologica de Sorotema Vila Valério - ES coletaram sete diferentes
espécies de anofelinos entre elas An. darlingi. Entretanto em ambos os trabalhos ndo foi
realizada comparacdo entre as metodologias de coleta ou mesmo entre armadilhas e a atracdo
humana.

Um dos poucos trabalhos realizado no Brasil visando a utilizacdo de armadilhas na
substituicdo da atracdo humana foi realizado em localidades rurais de Porto Velho. O trabalho
envolveu mudancas e adaptacGes na armadilna BGS (Gama et al. 2013). AdaptacGes fisicas
(presenca/auséncia de luz, tipo de luz, cor, posicdo, altura do solo) e quimicas (CO, e odor
humano natural) foram realizadas de modo que a nova armadilha recebeu o nome de BG-
Malaria.

A armadilha BG-Maléria difere da BG-Sentinel quanto ao padrdo de coloracdo e a
posicdo de instalacdo, sendo a mesma instalada com a abertura e o fluxo de ar voltado para
baixo, invertendo assim a direcdo de suc¢do dos mosquitos pelo ventilador. Utiliza como isca o
CO,, 0 qual € liberado a uma taxa de 25g/h (Biogents 2012), sendo dissipado para 0 ambiente
com o auxilio do ventilador interno, que aspira o ar de fora da armadilha para o interior e

promove a sua saida pela parte inferior da mesma, formando assim uma pluma de odor
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proximo a abertura de captura da armadilha. Os insetos atraidos por essa pluma sdo sugados

pela corrente de ar e permanecem presos em sacos de nylon posicionado anteriormente ao

ventilador (Figura 15) (Gama et al. 2013).
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Figura 15. Armadilha BG-Malaria: (A) Instalagdo em campo, (B) Esquema de funcionamento.

Em campo Gama et al. (2013) compararam a armadilha BG-Malaria com outras

armadilhas presentes no mercado (e.g CDC, CFG e Fay Prince) e os resultados demonstraram

que a nova armadilha capturou significativamente maior nimero de An. darlingi em

comparacdo as demais armadilhas. Em condicGes de campo, comparando a armadilha BG-

Malaria com a atracdo humana ndo foi encontrada diferenca significativa na taxa de captura de

anofelinos entre os dois métodos, sugerindo que esta armadilha poderia ser uma importante

alternativa a coleta por Atracdo humana (Gama et al. 2013). Entretanto, mais da metade dos

insetos coletados ndo puderam ser identificados devido a danos causados em suas pernas

posteriores. Ainda, o numero de anofelinos coletados pela armadilha foi superior nas trés

primeiras horas de coleta, sendo que apds esse periodo houve diminuicdo da eficiéncia da

armadilha quando comparada a atracdo humana (Gama et al. 2013).
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2. Justificativa

Por serem os principais elos na transmissdo da malaria, 0os mosquitos do género
Anopheles merecem atencéo especial nas acBes de controle e prevencdo dessa doenca. O seu
monitoramento constante além de fornecer informacGes da distribuicdo e densidade das
especies presentes em determinada area é de suma importancia para a predicdo de riscos de
transmissdo. Dentre as medidas atuais de monitoramento, a coleta por atracdo em humanos
ainda é a mais eficiente metodologia para a coleta de anofelinos. Esta metodologia além de
expor os trabalhadores a picadas de fémeas de Anopheles que podem estar infectadas pode
produzir resultados conflitantes devido as diferencas no grau de atratividade e na habilidade
dos capturadores.

Algumas armadilhas (e.g MLB, RB MMLP) podem ser utilizadas no monitoramento
desse mosquito, entretanto por terem sido desenvolvidas baseadas na biologia e comportamento
de anofelinos africanos podem néo ser tdo eficazes a ponto de substituir a atracdo humana na
coleta de An. darlingi. Os resultados promissores obtidos com a armadilha BG-Malaria em
testes de campo sugerem que a mesma pode se tornar uma importante ferramenta no auxilio do
combate a malaria em regiGes da América do Sul.

O desenvolvimento de uma armadilha especifica e sensivel na deteccdo de variagcdes na
densidade populacional da espécie alvo, seria uma valiosa ferramenta, principalmente em areas
com elevada transmissdo. Ainda, a utilizacdo de tal metodologia em substituicdo a coleta por
atracdo em humanos diminuiria os riscos de infeccdo a que os agentes de captura se expdem,
amenizando os problemas logisticos e éticos existentes para monitoramento de anofelinos.

Embora os resultados de campo tenham demonstrado ndo haver diferenca significativa
na quantidade de anofelinos coletados entre a BG-Malaria e a atragdo humana, cerca de 80%
dos mosquitos coletados na BG-Malaria ndo puderam ser identificados devido a perda de

importantes estruturas morfoldgicas (e.g pernas posteriores). Além disso, o nuimero de
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mosquitos coletados na BG-Malaria ap0s os trés primeiros horarios de amostragem sofre uma
reducdo quando comparado a atracdo humana, o que poderia indicar uma insuficiéncia na
quantidade de CO; liberada. Uma vez que a armadilha BG-Maléria utiliza o gelo seco como
fonte de obtencdo de CO, o que pode causar problemas logisticos devido a dificuldade de
aquisicdo dessa substancia em areas endémicas da doenca € necessario desenvolver fontes
alternativas de producéo e liberacdo de CO..

Portanto, o presente trabalho foi direcionado para desenvolver novos prototipos da BG-
Malaria visando solucionar as trés limitacGes do uso da armadilha: (i) sistema de contencdo de
insetos, (ii) durabilidade do atrativo utilizado e (iii) procurar fonte alternativa de producéo de
CO,. Portanto o objetivo do presente trabalho foi continuar o aprimoramento da BG-Malaria de

maneira gque a mesma possa ser incorporada aos programas de monitoramento de An. darlingi.
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3. OBJETIVO GERAL
Esse estudo teve como objetivo o aprimoramento e avaliacdo da eficiéncia de um novo
prototipo da armadilha BG-Maléria para a captura de adultos de Anopheles darlingi como uma

possivel alternativa de substituicdo da coleta por atracdo em humanos.

3.1 Objetivos especificos

- Aprimoramento do sistema de retencdo dos mosquitos na armadilha para evitar injurias que
dificultam a identificacdo taxonémica dos insetos capturados;

- Avaliacdo em campo do uso de diferentes taxas de CO, como atraente de anofelinos em
armadilhas BG-Maléria;

- Comparar a taxa de captura de An. darlingi entre o CO; proveniente de gelo seco e 0
liberado durante o processo de fermentacdo do aglcar por Sacharomyces cerevisiae;

- Comparar a captura de An. darlingi entre armadilhas BG-Malaria iscada com a melhor fonte

de CO2 com a coleta por atracdo em humanos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Area de trabalho
O trabalho foi desenvolvido em trés diferentes localidades, sendo uma localizada em

Belém (PA) e duas pertencentes ao estado de Rondonia.

Em Belém o trabalho foi realizado no Parque Ambiental do Utinga (W 01°23” 13°> a S
01 26° 02°”). O Parque apresenta floresta aberta de igap0, vegetacdo primaria e secundaria em
areas mais antropizadas, ocupando aproximadamente 1.340 hectares. Os experimentos
ocorreram na Unidade Experimental Dr. Felisberto Camargo da Embrapa Amazonia Oriental,
localizada no interior do parque, que se constitui em uma fazenda de criacdo de bdfalos

apresentando um lago coberto de macréfitas adjacente aos currais de manejo.

Em Porto Velho o trabalho foi realizado na Chacara Boa Esperanca (S 08° 52” 39.1° W
64° 03” 45") e Fazenda Recanto dos Sonhos (S 08° 52” 25" W 64° 03” 38.3") pertencentes a
zona rural denominada Cachoeira do Teotdnio localizada a aproximadamente 27 km do centro
urbano de Porto Velho. A vegetacdo é classificada como Floresta Tropical Aberta, a
temperatura média anual varia entre 23 a 25 °C e a precipitacdo média na regido ¢é de
aproximadamente 2.500 mm, com 180 dias de chuvas por ano. A umidade relativa do ar varia

de 90% em janeiro a 75% em julho, ficando a média anual em torno de 85%.

4.2 Armadilha BG-Malaria

A BG-Maléria apresenta formato cilindrico com coloracéo branca tendo a parte superior
coberta com um tecido preto no qual hd uma abertura circular onde € inserido o tubo coletor.
Utiliza como isca o CO, o qual é armazenado em um recipiente acoplado a uma mangueira
pléstica de 2 mm de didmetro. Em campo a armadilha é instalada com a abertura e o fluxo de
ar voltado para baixo a aproximadamente 40 cm de distancia do solo (Gama et al. 2013, Figura

15).
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4.3 Aprimoramento do sistema de retencdo dos mosquitos na armadilha
4.3.1 Desenvolvimento de diferentes prototipos de tubo coletor

Visando minimizar os danos causados aos mosquitos capturados trés novos protétipos
de tubos coletores foram desenvolvidos e comparados ao coletor padrao (P):
Tubo Coletor - 1 “Sem funil” (SF): consistiu no funil de captura da BG-Malaria (12,2cm de
altura, didmetros superior de 12cm e inferior de 10cm) onde removeu-se 0 saco coletor
fechando a extremidade inferior com tela de nylon, impedindo a passagem do inseto para o
interior da armadilha (Figura 16A).
Tubo Coletor - 2 “Rigido Curto” (RC): consistiu de um cilindro de acrilico transparente de
7.5 cm de comprimento e 11 cm de didametro. A extremidade inferior do tubo foi fechada com
tela de nylon e a extremidade superior apresentava rosca que permitia acopla-los ao funil de
captura na entrada da armadilha (Figura 16B).
Tubo Coletor - 3 “Rigido Longo” (RL): tubo semelhante ao RS, porém com o comprimento
de 15 cm (Figura 16C).
Tubo Coletor Padrdo — (P): bolsa coletora apresentando um pequeno funil na entrada,
confeccionada toda em nylon e totalmente flexivel que constitui o coletor convencional da

armadilha (Figura 16D).
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Figura 16. Protétipos dos coletores avaliados em armadilhas BG-Malaria. (A) — Padréo; (B) Sem Funil;

(C) Rigido Curto; (D) Rigido Longo. Seta Preta - Funil de entrada do coletor; Seta Branca tracejada -

Funil de nylon; Seta preta tracejada - Bolsa coletora; (a) Cobertura de nylon; (b) Cilindro acrilico.

4.3.2 Avaliagdo em campo dos prototipos de tubos coletores

Os tubos coletores foram avaliados em trés diferentes areas, (a) Parque Ambiental do
Utinga — Belém, PA; (b) Chéacara Boa Esperanca — Porto Velho, RO; (c) Fazenda Recanto dos
Sonhos — Porto Velho, RO.

Em Belém — PA quatro armadilhas BG-Malaria utilizando um dos diferentes modelos
de coletores foram instaladas a aproximadamente 40 cm do solo respeitando a distancia minima
de 10 m entre os pontos amostrados. As armadilhas foram equipadas com liberadores de CO,
(taxa de liberacdo de 25g/h) e instaladas as 18:00 permanecendo por periodo de 3 horas nos

pontos de coleta (Gama et al. 2013). Utilizou-se desenho experimental tipo Quadrado Latino
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(4x4), o qual foi repetido trés vezes. Ja em Porto Velho RO foram utilizadas trés armadilhas,
uma vez que, nessa localidade néo foi utilizado o coletor SF, assim nessa localidade utilizou-se
o0 desenho experimental de quadrado latino (3x3) o qual foi repetido quatro vezes.

Cada noite os mosquitos capturados foram triados, contados, verificado o nimero de
pernas e identificados com o auxilio de chave dicotdmica (Forattini 2002). O numero de
mosquitos capturados e danificados foi utilizado como pardmetro para comparar a eficiéncia

dos diferentes tubos coletores.

4.3.3 Avaliacdo dos protétipos coletores em laboratorio: influéncia do tempo de permanéncia
do mosquito no tubo coletor na quantidade de danos sofrida pelo inseto

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Parasitologia da Universidade
Federal do Para (UFPA). A armadilha utilizada foi instalada em sala (4 x 5 x 2,5m) mantida a
28°C e aproximadamente 70% de umidade relativa do ar. Adaptacbes nas portas e janelas
foram realizadas visando evitar a fuga dos mosquitos.

Para observar e comparar 0os danos causados aos mosquitos nos diferentes protétipos de
tubos coletores e a influéncia do tempo nesse dano 50 fémeas de Anopheles sp de laboratorio
foram inseridas no interior do tubo coletor da armadilha em funcionamento onde permaneciam
por diferentes intervalos de tempo. Foram realizados experimentos com duracdo de 30, 60, 120
e 360 minutos. Para cada modelo de tubo coletor foram realizadas cinco réplicas de cada
experimento, totalizando 250 mosquitos por experimento. Os mosquitos utilizados nesta fase
do estudo eram verificados antes do experimento para confirmacdo de sua integridade, de

forma que os danos observados posteriormente eram considerados efeitos da armadilha.
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4.4 — Aprimoramento dos liberadores de CO,
4.4.1 Desenvolvimento de novos protétipos liberadores de CO,

Prototipos de isopor (R): Visando a obtencéo de liberadores de gas carbénico a partir
de gelo seco de facil manuseio em campo e que mantivessem uma taxa de liberagcdo constante
foram desenvolvidos liberadores de CO, baseados no liberador padréo, porém com mangueiras
de diametro diferentes. Assim, foram utilizadas garrafas de isopor apresentando em sua parte
superior um furo onde era acoplada uma mangueira plastica de silicone com um dos diferentes
diametros: (i) 2,00mm, (ii) 4,00mm, (iii) 6,62mm e (iv) 9,65mm. Para aferir a taxa de liberacao
foi adicionada de 200 — 350g de gelo seco aos liberadores e trés réplicas de cada modelo de
liberador foram deixados evaporar em ambiente aberto.

Prototipos de isopor e metal (L): Um segundo experimento utilizando diferentes tipos
de liberadores foi realizado. Os novos liberadores foram compostos por garrafas metalicas de
500mL acopladas a mangueiras plasticas de silicone com os seguintes diametros: (i) 2,00mm,
(i) 6,62mm e (iii) 9,65mm. Esta garrafa era encerrada dentro de uma de isopor cuja tampa era
furada de acordo com o didametro da mangueira utilizada, permitindo a liberacdo do CO, no
ambiente.

Para aferir a taxa de liberacdo deste sistema foram adicionadas de 200 — 350g de gelo
seco aos liberadores e a cada hora, durante o periodo de 6 horas, os liberadores foram pesados
em balanca analitica, e a diferenca entre o peso final e o peso inicial foi utilizada para obter a
taxa de liberacdo de CO,. Além disso, dados de temperatura e umidade foram verificados a

cada hora, para verificar o efeito dessas variaveis na taxa de liberacéo de gas carbonico.
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4.4.2 Avaliacdo em campo do uso de diferentes prototipos de liberadores de CO, como

atraente de anofelinos na BG-Malaria;

A avaliacdo dos diferentes protétipos de liberadores de CO, ocorreram em dois
diferentes experimentos: (Experimento 1): Avaliacdo do prototipos R (isopor com mangueiras
de diferentes diametros) foi realizada em Porto Velho — RO; (Experimento 2): Avaliacdo do
prototipos L (isopor, garrafa de aluminio com mangueiras de diferentes diametros) realizada
em Belem — PA e Porto Velho — RO. Ambos 0s experimentos seguiram delineamento
experimental de quadrado latino, sendo que as armadilhas foram instaladas em campo as 18:00

h permanecendo por periodo de trés horas.

4.5 Utilizacdo de leveduras como atraente em armadilhas BG-Malaria
4.5.1 Desenvolvimento de liberadores de CO, utilizando o processo de fermentacdo do agucar
por leveduras

Seis diferentes solucdes foram utilizadas: (Y1) 10g levedura + 2509 de acucar cristal,
(Yla) 10g de levedura + 500g de acucar cristal, (Y2) 20g de levedura + 2509 de acUcar cristal,
(YY2a) 20g de levedura + 500g de acucar cristal, (Y3) 30g de levedura + 2509 de agucar cristal e
(YY3a) 30g de levedura + 500¢g de acucar cristal. As solucbes foram preparadas em garrafas pet
de 5L nas quais na parte superior (tampa) foi acoplada a mangueira de 7mm de diametro. Cada
solucdo foi preparada em 2| de &gua e a levedura da espécie S. cerevisiae da marca Dr.
Oetker™™ foi utilizada.

Para verificar a taxa de liberacdo de gas carbdnico pelo processo de fermentacdo foi
utilizado o método de deslocamento de 4gua. O método consiste na liberagdo do gas em um
recipiente graduado submergido em um container com agua (Figura 17). O gas desloca a 4gua
do recipiente graduado para o container e o tempo que o liberador leva para deslocar 100mL da

agua é cronometrado, sendo utilizado para obter a taxa de liberagdo em mL/min (Saitoh et al.,
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2004; Smallegange et al., 2010). Além disso, os dados de temperatura e umidade foram

coletados durante as medidas para verificar a influéncia desses fatores na taxa de liberacédo de

CO..

Mangueira 2mm @

Liberador de CO2

Recipiente com agua
Erlenmever 500ml

Figure 17- Sistema de quantificacdo da taxa de liberagcdo de CO, em mL/min.

4.5.2 Avaliacdo da taxa de captura de anofelinos em armadilhas BG-Maléaria utilizando
liberadores de CO, a partir de gelo seco e leveduras
A solucdo que apresentou a melhor taxa de liberagdo de gés carbonico foi testada em
campo e comparada com os liberadores de gelo seco. Dessa forma, os liberadores foram
testados junto as armadilhas BG-Maléria de modo que quatro diferentes tratamentos foram
utilizados: (i) Controle — sem adi¢do de CO,, (ii) L2 — garrafa metalica e mangueira de 2,00mm
de didametro, (iii) L4 - garrafa metalica e mangueira de 9,65mm de didmetro e (iv) Levedura -

garrafa 5L pet e mangueira de 7,00mm de didmetro. As coletas foram realizadas em Candeias
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do Jamari — RO, seguindo o delineamento experimental de Quadrado Latino (4 x 4), sendo

respeitado a distancia minima de 10m entre cada tratamento.

4.6 — Comparacao do novo protétipo da armadilha BG-Malaria com a coleta por atragao
em humanos

4.6.1 Comparacdo da taxa de captura de An. darlingi em armadilhas BG-Malaria com a coleta
por atragcdo em humanos.

Visando comparar a taxa de captura de An. darlingi das armadilhas BG - Malaria iscada
com a melhor fonte de CO, (L2 — prototipo de liberador de metal com mangueira plastica de
2mm) com a coleta por atracdo em humanos foram realizadas coletas de quatro horas (18:00 —
22:00h) em Candeias do Jamari, RO.

O delineamento experimental de quadrado latino (2 x 2) foi utilizado, sendo que havia
uma distancia minima de 10m entre a armadilha e a pessoa que estava realizando a Atracao
humana. A atracdo humana foi realizada por trés diferentes individuos do sexo masculino com
idade entre 25 a 35 anos, os quais fazem parte da equipe do Laboratorio de Entomologia da
FIOCRUZ/RO. Nessa instituicdo fazem parte do projeto de Monitoramento de Insetos Vetores
o qual foi aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisas (CAAE 02285812.3.0000.0011),
onde realizam a atracdo humana rotineiramente.

Os mosquitos foram coletados utilizando capturador de castro e armazenados em copos
plasticos de 10cm de altura com a parte superior coberta com tela fina 2mm. Nos copos foram
anotados os dados de data e hora da captura, coletor, temperatura e umidade. A cada hora o
tubo de contencdo da armadilha e o copo de coleta da atracdo humana foram substituidos e os
dados de temperatura e umidade registrados. Os mosquitos coletados foram levados para

laboratdrio e identificados em esteriomicroscopio com o auxilio de chave dicotdmica.
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4.7 Andlise de dados

Os dados obtidos foram analisados no software estatistico gratuito R (R Development
Core Team 2007) utilizando GLM (Modelos Lineares Generalizados). Quando a variavel
explicativa (x) se tratava de variavel categdrica os dados foram analisados utilizando ANOVA,
quando a variavel resposta (y) apresentou mais de um nivel os dados foram submetidos a
analise de contraste. Quando varidvel explicativa (x) se tratava de varidvel continua os dados
foram ajustados a Regressdo, e o tipo de regressdo utilizada (i.e logistica, quadrada ou
continua) era selecionado de acordo com a variavel resposta.

A distribuicdo de erros foi ajustada de acordo com o tipo de dado obtido: (i) Poisson —
dados de contagem, (ii) Binomial — dados de proporcéo e (iii) Gaussiam — dados normais, além
disso, os modelos foram checados para sob ou sobredispersdo e quando necessario os dados
ajustados para quasipoisson, quasibinomial ou binomial negativa.

Quando haviam co-variaveis (e.g temperatura, umidade etc), as mesmas eram
incorporadas de forma que as analises foram realizadas com o modelo mais complexo até
atingir o MMA (Modelo Minimo Adequado) (Crawley 2007, Bolker et al. 2009, O’Hara &

Kotze 2010, Warton & Hui 2011, Lindén & Mantyniemi 2011).
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5 RESULTADOS
5.1 Resultados Gerais

Durante o periodo de realizacdo do projeto foram coletados 11345 anofelinos em trés
diferentes localidades: (i) Belém — PA, (ii) Porto Velho — RO e (iii) Candeias do Jamari — RO
(Tabela 2). Em Belém foi coletada maior diversidade de espécies (9), entretanto nessa
localidade houve predominancia de An. triannulatus, enquanto que nas cidades do Estado de
Rondonia foram coletadas seis espécies, sendo que nessas localidades An. darlingi representou

95% do total de anofelinos coletados.

Tabela 2. Espécies de anofelinos coletados entre Marco de 2010 a Fevereiro de 2013

Area
Belém Porto Velho Candeias do Jamari
Anopheles darlingi 4 3361 6750
Anopheles triannulatus 322 110 0
Anopheles nuneztovari 243 9 28
Anopheles aquasalis 43 0 0
Anopheles evansae 39 0 0
Anopheles benarrochi 37 0 0
Anopheles intermedius 14 0 0
Anopheles konderi 0 2 7
Anopheles minor 0 0 2
Anopheles argyritarsis 2 0 0
Anopheles sp. 40 220 112

5.2 Aprimoramento do sistema de retencdo dos mosquitos na armadilha

5.2.1 Avaliacdo em campo dos protétipos de tubos coletores

Nos experimentos realizados na area pertencente a Belém-PA foram coletadas 488
fémeas de Anopheles, pertencentes a cinco diferente espécies. A espécie coletada em maior
abundancia foi Anopheles nuneztovari representando cerca de 50% do total de mosquitos

coletados seguida por An. triannulatus com 28,5% do total coletado. Dos individuos coletados
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apenas 40 ndo puderam ser identificados devido a danos nas pernas posteriores, 0 que

representa menos de 10% do total de mosquitos coletados (Tabela 3).

Tabela 3. Espécies de anofelinos coletados nos diferentes modelos de tubos coletores durante o
experimento realizado em Belém-PA. RC= Ridigo Curto; RL= Rigido Longo; SF= Sem Funil, P=
Padréo

Tubos Coletores

TOTAL
RC RL SF P

Anopheles nuneztovari 72 55 50 54 231
Anopheles triannulatus 49 16 28 46 139
Anopheles evansae 14 5 10 8 39
Anopheles benarrochi 13 12 7 7 37
Anopheles argyritarsis 0 0 1 1 2

Anopheles sp. 5 5 10 20 40
TOTAL 153 93 106 136 488

A quantidade média de mosquitos coletados diferiu significativamente entre 0s
coletores, sendo que a analise de contraste indicou que os prot6tipos Sem funil e Rigido longo
capturaram significativamente menos mosquitos do que o coletor Rigido curto (ANOVA -
¥*=4.75, df = 35, p< 0.05). Além disso, diferente dos demais tubos coletores o SF ndo apresenta
funil em seu interior apresentando maior dificuldade para manutencdo dos mosquitos
capturados quando a armadilha era desligada, sendo, portanto, excluido dos experimentos
posteriores em Porto Velho-RO. Quando considerado o dano aos insetos foi observado a maior
proporcdo de mosquitos danificados foi encontrada no coletor Padrdo (4,00 + 1,24; x*= -2.82;
df=44; p=0.01) seguido por Sem funil (2.25 = 0.77), Rigido curto (1,66 £ 0,63) e Rigido longo
(0,91 £ 0,48), embora nédo tenha sido observada diferenca significativa entre os modelos Rigido
curto e Rigido longo (x*=-0.07; df=43; p=0.62; Figura 18).
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Figura 18. Boxplot de anofelinos danificados nos diferentes protétipos de coletores da armadilha BG-
Maléria (Belém, PA). Colunas seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa p<0.05.

No experimento realizado em Porto Velho foi coletado um total de 1796 fémeas de
Anopheles sp das quais 1604 (89%) foram identificadas como An. darlingi. Dos mosquitos
coletados 192 ndo puderam ser identificados devido a danos ocorridos nas pernas posteriores
(Tabela 4). Nesse caso, a quantidade de mosquitos danificados foi de cerca de 10%, similar a

observada em Belém-PA.

Tabela 4. Espécies de anofelinos coletados nos diferentes modelos de tubos coletores durante o
experimento realizado em Porto Velho-RO. P=Padréo; RC= Ridigo Curto e RL= Rigido Longo.

Tubo Coletor

TOTAL
P RC RL
Anopheles darlingi 514 481 609 1604
Anopheles sp. 135 30 27 192
TOTAL 649 511 636 1796

A média de mosquitos coletados diferiu significativamente entre os coletores (ANOVA,

df= 34; x*= -7.70; p<0.01), sendo que a anélise de contraste indicou ndo haver diferenca apenas
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entre os coletores Padrdo e Rigido longo (x*= -0.31; df= 33; p=0.57). Entretanto, quando
considerado a proporc¢do de insetos danificados foi observado diferenca significativa entre 0s
protétipos utilizados (ANOVA; df = 32; x* = 5.48; p<0.05), sendo que a anélise de contraste
indicou que a maior proporcao de anofelinos danificados foi encontrada no coletor Padréo (x =

4.7587; df=33 p>0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Proporgdo de anofelinos danificados nos diferentes prototipos de coletores da armadilha BG-
Malaria (Porto Velho, RO). Colunas seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa p<0.05.

Além disso, nos experimentos realizados em Porto Velho foi observado que a
guantidade de insetos capturados influenciou significativamente a quantidade de insetos
danificados em todos os modelos de tubos coletores avaliados (Regressao logistica, df= 34; x*=
-251.40; p<0.01), entretanto, esse efeito foi mais evidenciado no coletor Padrdo (ANCOVA,

df= 33; x?= -379.57; p<0.01; Figura 20).
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Figura 20. Numero de anofelinos danificados em funcdo da densidade de insetos capturados nos coletores na
armadilha BG-Malaria. P = Padrdo, RC = Rigido curto, RL = Rigido Longo (Regressdo D.F = 12; p<0.05).

5.2.2 Avaliacdo em laboratério dos prototipos coletores: influéncia do tempo de permanéncia
do mosquito no tubo coletor na quantidade de danos sofrida pelo inseto

Os resultados obtidos nos experimentos de laboratério foram semelhantes aos
observados em campo, demonstrando que 0s protétipos coletores rigidos (Rigido curto e
Rigido longo) danificaram significativamente menos insetos que o coletor padrdo. Além disso,
foi observado um efeito positivo do tempo de permanéncia do mosquito no interior da
armadilha e a quantidade de insetos danificados, sendo que, esse efeito foi mais pronunciado no

coletor Padrdo (ANCOVA,; d.f = 56, p = 0.017; Figura 21).
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Figura 21. ANCOVA indicando a influéncia do tempo na propor¢do de anofelinos danificados nos diferentes
prototipos de coletores. P = Padrdo; RC= Rigido curto; RL = Rigido Longo.

5.3 Aprimoramento dos liberadores de CO;
5.3.1 Desenvolvimento de novos protétipos liberadores de CO,

Nos experimentos realizados com os liberadores compostos apenas por garrafa de
isopor e mangueiras plasticas ndo foi observada diferenca significativa (ANOVA) na taxa
média de liberagdo de CO; sendo as taxas obtidas de: 24.93 g/h em R1 (controle — 2mm), 23.62
g/hem R2 (3.6mm), 22.97 g/h em R3 (6.62mm) e 22.19 g/h em R4 (9.65mm) (Figura 22).

30

25 - T

20 -

15 A

10

Taxa média de liberagdo de CO2

R1 R2 R3 R4

Figura 22. Taxa de liberacdo de CO, g/h em liberadores composto por isopor, e mangueira plastica.
Didmetro das mangueiras de liberacdo: R1 = 2.00mm; R2 = 3.6; R3= 6.62; R4 = de 9.65.



Ao considerar o comportamento de liberacdo ao longo das seis horas de experimento,
foi possivel observar que a taxa de liberacdo diminuiu significativamente com o tempo
(ANOVA, F;47= 33.41, p<0.01), sendo que na primeira hora do experimento essa reducéo foi
de aproximadamente 35%. Posteriormente a cada 60 min a taxa de CO, reduzia em cerca de
10%, sendo que apos quatro horas de experimento menos de 50% CO, era liberada. Outro dado
importante € que ndo houve interacdo significativa entre o tempo e o didmetro da mangueira
utilizada na taxa de liberacdo de CO, (ANOVA F347= 0.75, p=0.52), ou seja, diferente do

esperado, o tempo foi a Unica varidvel a influenciar a quantidade de CO, liberada (Figura 23).
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Figura 23. Taxa de liberacdo de CO, em liberadores composto por isopor, e mangueira pléstica ao longo do
tempo. R1 = mangueira 2.00mm; R2 = mangueira 3.6; R3= mangueira 6.62; R4 = mangueira de 9.65.

Quando adicionado ao modelo o efeito da temperatura e umidade foi observado que a
taxa de liberagdo aumenta significativamente com a temperatura (ANOVA, F4,=49.93,
p<0.0001; Figura 24A) e diminui significativamente com a umidade (ANOVA, F;4,=32.83,

p<0.0001; Figura 24B).
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Figura 24. Efeito da temperatura (A) e da umidade (B) na taxa de liberagdo de CO, em liberadores de isopor e
mangueira plastica.

Quando considerado os prot6tipos de liberadores que utilizavam garrafa de metal foi
observada diferenca significativa entre as taxas médias de liberacdo, ou seja, a quantidade de
CO, liberada aumenta de acordo com didmetro da mangueira utilizada (F354=29.94, p<0.01).
Nesse caso, o liberador L4 apresentou a maior taxa de liberagdo de CO, (65,72g/h), a qual foi
cerca de duas vezes maior do que a obtida com o L1 (27.4g/h), liberador padréo utilizado na

armadilha (Figura 25).
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Figura 25. Taxa de liberagdo de CO, em liberadores composto por isopor, garrafa de aluminio e
mangueira plastica. Barras seguidas por letras diferentes indicam diferenca estatistica (Fsy 3= 29,984; p <
0.05) L1 = mangueira 2,00mm sem garrafa metélica; L2 = mangueira 2,00mm; L3= mangueira 6.62mm;
L4 = mangueira de 9.65mm.
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De maneira similar ao observado para os liberadores de isopor, nos liberadores que
apresentavam garrafa de metal o tempo influenciou negativamente na taxa de liberagdo, ou seja, a

medida que o tempo passou diminui a quantidade de CO, liberada (Figura 26).
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Figura 26. Taxa de liberacdo de CO, em liberadores composto por isopor, garrafa de aluminio e
mangueira plastica.

5.3.2 Avaliacdo em campo do uso de diferentes taxas de CO, como atraente de anofelinos na
BG-Malaria

Em campo utilizando os protétipos R (mangueira plastica e recipiente de isopor) foram
capturadas 1336 fémeas de Anopheles das quais 1293 foram identificadas como An. darlingi.
O maior nimero de mosquitos foi coletado em armadilhas BG-Malaria iscada com o liberador
R4 (37.50 + 8.43) e 0 menor nimero nas armadilhas que utilizavam R2 (20.08 £ 5.99), sendo
essa diferenga estatisticamente significativa (ANOVA d.f =47, XZZ -84.46, p<0.0001, Figura
27). Vale ressaltar que devido a inconsisténcias observadas (i.e taxas de liberagdo similar) os

prototipos R ndo foram testados em Belém PA.
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Figura 27. Média de fémeas de Anopheles darlingi coletada por noite utilizando armadilhas BG-Malaria com
diferentes liberadores. R1 = mangueira 2.00mm; R2 = mangueira 3.6; R3= mangueira 6.62; R4 = mangueira
de 9.65. Barras seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa.

Quando os protétipos L (garrafa de metal + recipiente de isopor + mangueira plastica)
foram testados em Belém-PA foram capturados 289 anofelinos. A espécie coletada em maior
abundancia foi An. trianulatus (183) seguido por An. aquasalis (43), Anopheles intermedius
(14), An. nuneztovari (12) e An. darlingi (4). Além disso, foram coletadas 32 (11,8%) fémeas

gue ndo puderam ser identificadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Especies de anofelinos coletadas utilizando os diferentes liberadores Beléem-PA

Liberadores

L1 L2 L3 L4 TOTAL
Anopheles triannulatus 33 39 43 68 183
Anopheles aquasalis 4 14 12 13 43
Anopheles intermedius 3 0 1 10 14
Anopheles nuneztovari 4 1 0 7 12
Anopheles darlingi 2 1 0 1 4

L1 = mangueira 2,00mm sem garrafa metalica; L2 = mangueira 2,00; L3= mangueira 6.62mm; L4 =
mangueira de 9.65mm.

A média de anofelinos capturados por noite em armadilhas que utilizavam o liberador
L4 foi significantemente superior a encontra nas demais armadilhas (ANOVA * = -32.61,

p<0.001; Figura 28).
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Figura 28. Boxplot de anofelinos capturados por noite com armadilhas BG-Malaria utilizando diferentes
liberadores. L1 = mangueira 2,00mm sem garrafa metalica; L2 = mangueira 2,00mm; L3= mangueira
6.62mm; L4 = mangueira de 9.65mm. * indica diferenga significativa (p<0.05).

Ja, nos experimentos de avaliacdo dos liberadores de metal realizado em Candeias do
Jamari (RO) foram capturados 1686 anofelinos pertencentes a quatro diferentes espécies An. darlingi

(1632), An. nuneztovari (28), An. konderi (2) e An. minor (2). A espécie coleta em maior abundancia foi
An. darlingi representando mais de 95% do total de mosquitos coletados e apenas 22 mosquitos ndo

foram identificados até nivel de espécie (Tabela 6).
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Tabela 6. Especies de anofelinos coletadas utilizando os diferentes liberadores em Candeias do

Jamari — RO
Liberadores

L1 L2 L3 L4 TOTAL
Anopheles darlingi 218 529 443 442 1632
Anopheles konderi 0 2 0 0 2
Anopheles minor 0 0 1 1 2
Anopheles nuneztovari 0 14 9 5 28
Anopheles sp 6 4 8 4 22

L1 = mangueira 2,00mm sem garrafa metalica; L2 = mangueira 2,00mm; L3= mangueira 6.62mm; L4 =

mangueira de 9.65mm.

Foi observado que o numero de mosquitos coletados nos diferentes tratamentos foi

significativamente diferente (ANOVA d.f=64, y* = -143.35, p<0.0001). Nesse caso, a analise

de contraste indicou que a maior quantidade de An. darlingi foi coletada no liberador L2 (32.43

+ 9.33) e ndo diferiu entre os liberadores L3 e L4 (Figura 29).
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Figura 29. Boxplot de anofelinos capturados por noite em Candeias do Jamari — RO utilizando armadilhas BG-
Malaria com os diferentes liberadores. L1 = mangueira 2,00mm sem garrafa metalica; L2 = mangueira 2,00;
L3= mangueira 6.62mm; L4 = mangueira de 9.65mm. Colunas seguidas por letras diferentes indicam diferenca

significativa (p<0.05).

67



5.4 Utilizacéo de leveduras como atraente em armadilhas BG-Malaria
5.4.1 Desenvolvimento de liberadores de CO, utilizando o processo de fermentacéo do aclcar
por leveduras

A taxa de liberacdo de CO; no processo de fermentacdo ndo ultrapassou 100 mL/min,
sendo a maior taxa observada no liberador Y2a (68.98mL/min) e a menor em Y1 (22.46)
(Tabela 7). Foi observado que liberadores que utilizaram 5009 de acgUcar para o processo de
fermentacao liberaram significativamente mais CO, do que liberadores que utilizaram 200g
(ANOVA F143=13.52, p<0.01). Ainda foi verificado que quando utilizada 200g de acUcar a
guantidade de CO; produzida aumentou significativamente com a quantidade de levedura
utilizada (ANOVA F;43=31.08, p<0.01), fato que ndo ocorreu nos liberadores com 500g de
acucar (Figura 30).

Tabela 7. Taxa de liberacdo de CO, utilizando o processo de fermentagéo por S. cerevisiae

— . < Liberacdo
Cddigo Levedura(g) Acucar(g) Agua(L) (ml_/mign)
Y1 10 250 2 22.46
Yla 10 500 2 28.43
v2 20 250 2 36.86
Y2a 20 500 2 68.98
Y3 30 250 2 54.11
Y3a 30 500 2 53.21

80

B 2509 of sugar
O 500g of sugar

g0
1

Taxa de liberagdo de gas carbdnico (mlfmin)
40
l

10 20 30

Quantidade de leveduras (g)

Figura 30. Taxa de liberacéo de gas carbdnico nas diferentes concentragdes de agucar e levedura.
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Quando acrescentada ao modelo a variavel temperatura foi observado que nos
liberadores Y2, Y2a e Y3 quanto maior a temperatura maior a quantidade de CO, produzida
(ANOVA Fs5g5=5.06, p<0.01. J& para os liberadores Y1, Yla e Y3 a temperatura apresentou
efeito negativo. Foi observado que ndo houve diferenca significativa na taxa de liberacdo de

CO; entre os liberadores Y1 e Yla (ANOVA, F,g=1.31, p=0.27 ) (Figura 31).
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Figura 31. Influéncia da temperatura na taxa de liberagcdo de géas carbonico nos diferentes liberadores. Y1
=10g S. cerevisiae + 250g agUlcar; Y1la = 10g S. cerevisiae + 500g agUcar; Y2 = 20g S. cerevisiae + 250g
aclcar; Y2a = 20g S. cerevisiae + 5009 acUcar; Y3 = 30g S. cerevisiae + 2509 acucar; Y3a = 30g S.
cerevisiae + 5009 agUcar

Nos liberadores Y1, Ylae Y2 a quantidade de CO; produzida aumentou de acordo com
0 tempo de exposicdo da solugcdo em campo, enquanto que para os demais liberadores (Y2a,Y3

e Y3a) a producdo de CO, diminui com o tempo (ANOVA, F1194=12.53, p<0.01) (Figura 32).
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Figura 32. Influéncia do tempo na taxa de liberacdo de gas carbonico nos diferentes liberadores. Y1 = 10g

S. cerevisiae + 2509 acUcar; Yla = 10g S. cerevisiae + 5009 agUcar; Y2 = 20g S. cerevisiae + 2509
aclcar; Y2a = 20g S. cerevisiae + 5009 acUlcar; Y3 = 30g S. cerevisiae + 2509 acucar; Y3a =30g S. 69
cerevisiae + 5009 agUcar



5.4.2 Comparacao da taxa de captura de anofelinos entre armadilhas BG-Malaria utilizando
liberadores de CO, a partir de gelo seco e leveduras

Apenas o liberador Y2a foi testado em campo, uma vez que foi o que apresentou a
maior taxa de liberacdo de gas carbbnico. Nesses experimentos foram coletadas cinco
diferentes espécies de anofelinos, das quais An. darlingi foi a espécie capturada em maior
abundancia (1757 individuos), seguido por An.triannulatus (110 individuos) e Anopheles sp

(28 individuos)(Tabela 8).

Tabela 8. Espécies de mosquitos coletados em Porto Velho (RO) e Candeias do Jamari (RO)

Controle L2 L4  Levedura
Anopheles darlingi 14 857 792 94
Anopheles triannulatus 0 52 56 2
Anopheles konderi 0 0 2 0
Anopheles nuneztovari 0 3 6 0
Anopheles sp 0 11 17 0
Total 17 1181 1145 193

Tratamentos utilizados: Controle = armadilha BG-Malaria sem CO,; L2 = Armadilha BG-Malaria
utilizando L2 iscadas com CO, a 220mL/min; L4 = Armadilhas BG-MALARIA iscadas com CO, a
450mL/min e Y2a = Armadilhas BG-MALARIA iscadas com CO, = 70mL/min.

Foi observado que, embora o processo de fermentacdo capture mais mosquitos que a
armadilha controle (sem adi¢do de CO,) quando comparado a adi¢do de gelo seco, 0 mesmo

captura cerca de 10 vezes menos mosquitos que as demais armadilhas (Figura 33).
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Figura 33. Boxplot de Anopheles darlingi coletado em Candeias do Jamari e Porto Velho — RO. Colunas
seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0.05). Controle = sem adigdo de CO,; L2 =5
220mL/min; L4= 450 mL/min; Lev = 70 mL/min



5.5 Comparacdo do novo protétipo da armadilha BG-Malaria com a coleta por atragdo
em humanos
5.5.1Comparacéao da taxa de captura de An. darlingi em armadilhas BG-Maléaria com a coleta

por atragdo em humanos.

Apdbs os testes para definir o novo coletor, a taxa de liberacdo de CO, e a fonte de
liberacdo (i.e levedura ou gelo seco), a armadilhna BG-Maléaria foi comparada a coleta por
atracdo em humanos. Foram coletados o total de 5213 Anofelinos, dos quais 5118 (98%) foram

identificados como An. darlingi (Tabela 9).

Tabela 9. Quantidade de anofelinos coletados em Candeias do Jamari (RO)

Espécies coletadas Total
Anopheles Anopheles Anopeheles
darlingi konderi sp
BG-Maléria 1671 1 28 1700
Coleta por atracdo em Humanos 3447 4 62 3513
Total 5118 5 90 5213

Ao comparar 0 numero de mosquitos coletados em armadilhas BG-Maléria e na
Atracdo humana, incorporando a varidvel horéaria a analise, foi verificada diferenca
significativa entre as metodologias (ANOVA; d.f=61, ¥*=16.88, p<0.01). O nlmero de
mosquitos coletados na Atracdo humana foi duas vezes maior do que o coletado com
armadilhas BG-Maléria. Posteriormente, a analise de contraste indicou que o numero de
mosquitos capturados difere significativamente entre os horarios (ANOVA d.f=61, y°=6.41,
p=0.01) sendo que o maior nimero de mosquitos é coletado no horério de 21:00 a 22:00 he o
menor ndmero no horério de 18:00 a 19:00 h (Figura 34). N&o foi verificada diferenca na
quantidade de mosquitos coletados entre as metodologias apenas no horario de 20:00 a 21:00

(ANOVA d.f=9, ¥°=0.04, p=0.83).
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Figura 34. Anopheles darlingi coletados nos diferetitefindeddetiem Candeias do Jamari RO em Julho de 2012

e Margo de 2013 utilizando armadilhas BG-Malaria e coleta por atracdo em humanos.

A quantidade de mosquitos coletados em cada metodologia est4d correlaciona

positivamente com a densidade de mosquitos (r=0.86, d.f=64 p<0.01; Figura 34), ou seja tanto

a armadilhas BG-Maléria quanto a coleta por atracdo em humanos sdo mais eficientes quando

h& maior nimero de mosquitos em campo.
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Figura 35. Correlagdo entre a densidade de anofelinos na area e a quantidade de Anopheles darlingi
coletada utilizando armadilhas BG-Malaria (A) e Atracdo humana (B) em Candeias do Jamari-RO em
Julho de 2012 e Margo de 2013. Nota. A quantidade de anofelinos na &rea foi considerada a soma de
mosquitos coletadas nas duas diferentes metodologias.
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6 DISCUSSAO

O trabalho foi realizado em trés diferentes localidades que apresentam fauna anofélica
diversificada. A fauna de Belém (PA) é composta basicamente por espécies zoofilicas (e.g An.
evansae, An. argyritarsis, An. triannulatus e An. intermedius) das quais An. triannulatus foi a
espeécie coletada em maior abundancia, enquanto que nas localidades de Porto Velho (RO) foi
composta predominantemente por An. darlingi, espécie que apresenta elevado grau de
antropofilia, cuja a predominancia dessa espécie na regido ja havia sido relatada (Herman et al.
2007, Cruz et al. 2009 e Katsuragawa et al. 2010).

Das espécies coletadas An. darlingi e An. aquasalis sdo considerados o0s principais
vetores da doenca na regido Amazonica e areas costeiras, respectivamente (Tadei & Dutary
Thatcher 2000, Povoa et al. 2003, Hiwat & Bretas 2011). Espécies como An. triannulatus e
An. nuneztovari ja foram encontradas infectadas naturalmente com P. vivax, P. falciparum ou
infecdo mista, entretanto, no Brasil sdo considerados vetores secundarios da doenca (Tadei &
Dutary Thatcher 2000, Martins-Campos et al. 2012, Duarte et al. 2013).

Nos ultimos anos, pouco sucesso foi obtido no desenvolvimento de armadilhas
eficientes para a coleta de vetores da malaria (Govella et al. 2009, Okumu, Killeen, et al. 2010,
Okumu, MadumLa, et al. 2010, Raghavendra et al. 2011). No Brasil, a modificacdo da
armadilha BG-Sentinel (Krockel et al. 2006) para a coleta de anofelinos, em especial de An.
darlingi, demonstrou grande potencial produzindo coletas semelhantes as obtidas com a isca
humana (Gama et al. 2013). Entretanto, novas adaptacGes, principalmente quanto ao coletor
utilizado e a taxa de liberacdo de gas carbbnico se tornaram necessarias, para que a mesma
possa ser potencialmente incorporada em programas de monitoramento de adultos de An.
darlingi. No presente trabalho, as avaliacbes preliminares dos quatro diferentes protétipos de
tubos coletores (Padréo, Sem funil, Rigido longo e Rigido curto) foram realizadas em Belém e

os resultados indicaram que a escolha de um determinado protétipo ndo altera a taxa de
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anofelinos capturados, embora 0 menor nimero de insetos tenha sido coletado utilizando o
prototipo Sem funil. Esse ultimo coletor apresentou problemas quanto a retencdo dos insetos
capturados em seu manuseio para a retirada da armadilha. Embora nédo tenha sido observada
diferenca na quantidade de insetos coletados, foi observada diferenca na integridade dos
anofelinos coletados nos diferentes coletores (i.e., mosquitos sem as pernas posteriores).

Nos experimentos realizados em Belém, o prototipo Padrdo apresentou a maior
proporcdo de anofelinos danificados (aproximadamente 40%), sugerindo que este ndo é o
coletor mais adequado para armadilhas BG-Malaria, possivelmente devido a sua composi¢édo
muito flexivel e a sua constituicdo de nylon. Nos protétipos Rigido longo e Rigido curto o
namero de anofelinos danificados foi de aproximadamente 10%, indicando haver diminuicdo
significativa na proporcdo de mosquitos danificados. Embora os protétipos tenham sido
desenvolvidos em acrilico, 0 mesmo pode ser substituido por qualquer outro material que nao
apresente custo elevado. No presente trabalho, o acrilico foi utilizado por permitir uma
visualizacdo dos mosquitos coletados devido a sua transparéncia, embora essa variavel nao
afete a quantidade de mosquitos coletados e ou danificados, mas apenas para facilitar a
visualizacdo no interior do coletor.

Em Porto Velho, o protétipo Sem Funil ndo foi avaliado, devido as dificuldades
encontradas no uso de coletor nos experimentos realizados em Belém. O resultado obtido
utilizando os demais protétipos foi similar ao experimento anterior, onde a maior proporc¢édo de
anofelinos coletados foi observada no coletor Padréo (aproximadamente 40%), enquanto que a
menor proporcdo de insetos danificados foi observada nos coletores Rigido curto e Rigido
longo (aproximadamente 10%). Entretanto o protétipo Rigido longo foi o mais indicado para
utilizacdo na armadilha, uma vez que foi observado que, independente do prototipo utilizado, o
numero de mosquitos coletados influencia significativamente o nimero de mosquitos

danificados. Assim, as dimensdes do prototipo Rigido longo podem auxiliar na reducédo do
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dano, uma vez que, esse protdtipo apresenta um maior espaco para a retencdao dos anofelinos
coletados.

Diversos trabalhos objetivando a substituicdo da coleta por atracdo em humanos na
captura de anofelinos no continente Africano, utilizando armadilhas como CDC (Mathenge et
al. 2004, 2005), Ifakara (Okumu, MadumLa, et al. 2010), MMX (Schmied et al. 2008),
“Window exit trap” (Govella et al. 2011) ou mesmo a BG-Sentinel (Schmied et al. 2008, Hiwat
et al. 2011a) foram desenvolvidos, porém nenhum deles avaliou a quantidade de insetos
danificados. Embora a informacéo sobre a propor¢cdo de mosquitos danificados nos diferentes
modelos de armadilhas seja incomum, este parametro é essencial, pois esses insetos séo
extremamente delicados, e a perda de caracteres morfoldgicos pode tornar impossivel a sua
identificacdo. Para anofelinos este € um problema critico, uma vez que, a identificacdo deste
grupo é feita com base nas caracteristicas morfologicas das pernas posteriores, as quais sdo
facilmente perdidas.

Os resultados das observacGes de comportamento em laboratorio sobre as partes dos
anofelinos danificados no interior da armadilha BG-Maléria corroboraram os dados de campo,
em que os protdtipos Rigido curto e Rigido longo apresentaram a menor proporcao de insetos
danificados. Além disso, nas observacdes de laboratorio foi possivel observar que o dano nos
mosquitos capturados esta relacionado com o tempo que permanecem nos tubos coletores. Uma
vez que a coleta de An. darlingi ocorre principalmente nas quarto primeiras horas da escotofase
(Tadei & Dutary Thatcher 2000), demonstramos nos experimentos de laboratério que no final
de seis horas a quantidade de insetos danificados no coletor Rigido longo ndo havia atingido
10%, quantidade trés vezes menor a observada no coletor padréo.

Os parédmetros acima mencionados ainda ndo haviam sido observados para outras

armadilhas. Assim, pode-se inferir que 0s tubos coletores rigidos e com maior espago,
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permitam que a armadilha BG-Malaria possa ser utilizada como uma importante ferramenta
para 0 monitoramento de insetos sem que haja um grande numero de insetos danificados.

A maioria das ferramentas de amostragem de insetos hematofagos utiliza o CO, como
estimulo atrativo. Em geral, a adicdo desse cairoménio em armadilhas na taxa de
aproximadamente 500 mL/min, aumenta significativamente a captura de espécies de mosquitos
antropofilicas (Kline et al. 1991, Mboera LEG et al. 2000, Dekker et al. 2005, Hiwat et al.
2011a). O CO, também reduz o limiar de resposta na percep¢do de outros odores emanados
pela pele (e.g &cido latico e amonia) que sdo comumente utilizados avaliados em armadilhas
(Russell 2004, Xue et al. 2008, Okumu et al. 2010a, Matowo et al. 2013).

Originalmente as armadilhas BG-Maléria utiliza liberador (R1) a base de gelo seco
liberando cerca de 25g/h de CO, como atrativo (Gama et al. 2013). Essa taxa € inferior a
liberada por hora na respiracdo humana, a qual é de aproximadamente 41 g/h (Biogents, 2013).
Os primeiros experimentos visando a substituicdo dessa taxa apresentaram resultados
contraditérios, uma vez que, em campo foi observado uma maior média de captura de An.
darlingi no prot6tipo R4. Entretanto, em condi¢des de laboratério, a taxa de CO; liberada pelo
liberador R4 ndo ultrapassou 23 g/h, quantidade inferior a encontrada tanto na respiracéo
humana quanto a obtida com o liberador R1. Além disso, a diferenca de CO; liberada entre R1e
R4 ndo chega a 10% o que em teoria ndo seria o suficiente para explicar uma diferenca de
captura acima 95%, utilizada como base de testes estatisticos para indicar diferenca
significativa. Dessa forma, o desenvolvimento de novos liberadores foi necessario.

Os novos prototipos produzidos em garrafa de metal (i.e L2, L3 e L4) apresentaram taxa
de liberagéo de gas carbbnico estaveis. Por exemplo, mesmo apos seis horas em campo, a taxa
de CO; liberada por L4 ainda era cerca de duas vezes maior do que a observada no liberador

padrdo da BG-Malaria. Para esses liberadores foi possivel verificar que a quantidade de CO,
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liberada pode ser controlada de acordo com o didmetro de abertura da mangueira utilizada, fato
que ndo foi observado nos liberadores R.

Em campo, observou-se que espécies zodfilas (ex: An. triannulatus) foram coletadas em
maior frequéncia em liberadores L4, enquanto que espécies antropdfilas (ex: An. darlingi)
tiveram preferéncia por liberadores do tipo L2. Assim, a taxa de captura de An. darlingi ndo
aumentou significativamente com o aumento da quantidade de CO; liberada, sendo que a maior
quantidade desse mosquito foi capturada em uma taxa de aproximadamente 40 g/h (L2), a qual
equivale a 200 — 220 mL/min, ou seja similar a encontrada na respiragdo humana (Dekker &
Takken 1998, Takken & Knols 1999). Fato semelhante ja havia sido descrito na literatura, por
exemplo, a captura de An. quadriannulatus, espécie considerada zoofilica, € maior em
armadilhas iscadas com taxa de liberacdo de CO; elevadas (i.e 600 mL/min ou 120g/h) (Dekker
et al. 1998). Ja espécies do complexo An. gambiae, apesar do elevado grau de antropofilia ndo
necessitam de grandes quantidades de CO, para a localizacdo do hospedeiro (i.e 135 mL/min
ou 30g/h) (Mboera LEG et al. 2000, Okumu et al. 2010a).

Outro fator que poderia justificar a maior quantidade de An. darlingi em armadilhas
com a menor quantidade de CO, seria a seletividade a sitios de picadas. A literatura relata que
os diferentes odores emanados pelos hospedeiros podem guiar os mosquitos a diferentes locais
do corpo para que possam realizar o repasto sanguineo (Dekker et al. 1998). Por exemplo,
Anopheles atroporvus, preferem picar a regido proxima ao nariz, jA& An. gambiae s.s exibe
preferencia por regides proximas aos pés (De Jong & Knols 1995). Indicando que em An.
atroporvus o CO, é o principal odor percebido para o repasto sanguineo enquanto que em An.
gambiae s.s outros odores (e.g acidos graxos) seriam mais importantes do que o CO,. Dessa
forma, como An. darlingi apresenta preferencia por picar a regido dos pés é possivel que outros

odores sejam mais importantes do que o CO, para a localizacdo do hospedeiro.
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Armadilhas como a MM-X, a MLB utilizam o CO, proveniente de cilindros acoplados a
mangueira de silicone de 7 mm de espessura e fluxémetro para manter a taxa de liberacdo em
500 mL/min (Kline et al. 1991, Mboera LEG et al. 2000, Hiwat & Bretas 2011, Verhulst et al.
2011a). O uso do cilindro encarece a adocdo de armadilhas em sistemas de monitoramento e
dificulta a logistica de campo devido a dificuldade de transporte. Portanto, a utilizacdo de
liberadores confeccionados de garrafa de isopor/metal dispensa o uso de fluxémetro e o fluxo
de géas carbonico liberado pode ser controlado pela espessura da mangueira utilizada, sendo
possivel manter a armadilha funcionando por até seis horas utilizando apenas 300 gramas de
gelo seco. Embora a utilizacdo de gelo seco diminua os custos da utilizacdo da armadilha, essa
metodologia apresenta grandes problemas logisticos, principalmente no que diz respeito a
dificuldade de aquisicdo do material em areas remotas onde a malaria € endémica, mesmo que
ndo tenha o custo elevado.

Uma possivel alternativa ao uso de gelo seco seria a utilizacdo de S. cerevisiae para a
producdo de CO, a partir do processo de fermentacdo do acglUcar (Guerenstein et al. 1995,
Lorenzo et al. 1998, 1999, Pires et al. 2000, Saitoh et al. 2004, Smallegange et al. 2010).
Verhulst et al. (2010) utilizando bactérias fermentadoras para a producdo de CO, obtiveram
taxa de liberacdo de aproximadamente 135mL/min e relataram ndo haver diferenca
significativa na de captura de An. gambiae s.s quando compararam essa taxa a de 500mL/min.
Resultado similar foi obtido para outras espécies de culicideos, como por exemplo, Aedes
albopictus, Culex pipiens e Ochlerotatus japonicus (Saitoh et al. 2004). Essa metodologia ja
havia sido testada com outros insetos hemat6fagos, como por exemplo, Triatoma brasiliensis,
Panstrogylus megistus e Rhodnius prolixus (Guerenstein et al. 1995, Lorenzo et al. 1998,
1999, Pires et al. 2000, Pimenta et al. 2007), apresentando ser uma eficiente alternativa as
metodologias convencionas de obtencdo de CO,. O que motivou 0 seu teste no uso para a

coleta de An. darlingi.
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No presente trabalho, a maior taxa de liberacdo de CO, encontrada foi de 68.98mL/min
e ocorreu utilizando 500g de aclcar e 20 g de levedura. Essa taxa é cerca de cinco vezes menor
do que a obtida por Smallegange et al. (2010), onde os autores relatam ser possivel obter taxas
de até 300mL/min utilizando 35 g de S. cerevisiae (Marca Dr. Oeteker) e 5009 de acucar.
Entretanto, Saitoh et al. (2004) utilizando 18 g de S. cerevisiae e 250g de agUcar obtiveram taxa
de liberacdo de CO, de 40 mL/min. Essas diferencas ocorrem provavelmente devido de se
tratar de um processo biologico (i.e fermentacdo) realizada em locais diferentes, com cepas
diferentes de leveduras, sob diferentes temperaturas. Por exemplo, a variacdo de temperatura
no trabalho de Saitoh et al. (2004) foi de 25 a 27°C e no de Smallegange et al. (2010) de 22 a
25°C, enquanto que no presente trabalho essa variacao foi de 25 — 41°C.

O numero de An. darlingi coletado em armadilhas utilizando CO; a aproximadamente
200 mL/min (L2 — gelo seco) foi cerca de oito vezes maior do que o obtido em armadilhas que
utilizavam aproximadamente 70mL/min (Y2a — levedura). Esses resultados diferem dos
encontrados por Smallegange et al. (2010) no qual a quantidade de An. arabiensis coletada ndo
diferiu entre armadilhas iscadas com CO, industrial e com S. cerevisiae. Entretanto, 0s
resultados aqui presentes, sdo similares aos obtidos por Oli et al. (2005) e Jawara et al. (2009)
onde os autores relatam que armadilhas iscadas com gelo seco capturam significativamente
mais mosquitos, embora nesses trabalhos ndo tenham sido coletados anofelinos.

Devido a sensibilidade dos receptores neuro-olfativos os mosquitos sdo capazes de
perceber pequenas variacdes de CO, no ambiente. Assim a taxa de liberacdo obtida com
leveduras poderia ser suficiente para ativar o comportamento de busca do hospedeiro sendo
necessaria a adicdo de outros compostos para tornar a armadilha mais eficiente (Dekker et al.
1998, 2001, Smallegange et al. 2010). Outro importante fator € que S. cerevisiae, bacteria
utilizada no processo de fermentagéo, pode produzir etanol caso haja quantidade suficiente de

acucar disponivel (van Dijken et al. 1993). Rajkumar and Jebanesan (2007) demonstraram que
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0 etanol é capaz de exercer atividade repelente em An. stephensi. Nesse caso, é possivel que a
producdo de etanol tenha influenciado negativamente a captura de An. darlingi. Entretanto
novos estudos sdo necessarios para essa averiguacdo, bem como para o teste de novas
formulacGes de atraentes a base de levedura para a BG-Malaria.

O novo prototipo da armadilha BG-Malaria que obteve melhores respostas na coleta de
An. darlingi (coletor rigido RL e o liberador de CO, L2 = garrafa de metal + garrafa de isopor
+ mangueira de 2mm de diametro) foi comparado a Atracdo humana. Os resultados
demonstraram que o nimero de anofelinos coletados na Atracdo humana foi significativamente
superior ao encontrado em armadilhas BG-Malaria.

Gama et al. (2013) realizando o trabalho que deu origem a primeira versdo da armadilha
BG-Malaria relataram ndo haver diferenca significativa com Atracdo humana, entretanto, o0s
autores realizaram apenas duas coletas e, portanto os resultados obtidos devem ser utilizados
apenas como indicador. Além disso, uma série de fatores pode ser atribuida a essa diferenca: (i)
diferenca na habilidade dos capturadores — no trabalho de Gama et al. (2013) a média de
anofelinos coletado por hora através da Atracdo humana foi de 42.7 enguanto que em nosso
trabalho essa média foi de 134.75, ou seja, trés vezes maior; (ii) sazonalidade dos mosquitos —
as coletas de anofelinos foram realizadas nos meses de abril a junho, meses de elevada
densidade populacional de mosquito em campo (Gil et al. 2007, Katsuragawa et al. 2010) o que
aumenta a sensibilidade da Atracdo humana, ja Gama et al. (2013) realizaram as coletas em
junho e julho meses em que ha uma queda de anofelinos em campo; (iii) area de realizacdo do
trabalho — embora ambos os trabalhos tenham sido realizados em Rondonia, um dos trabalhos
foi realizado em area rural (Gama et al. 2013), enquanto que o outro foi realizado em area
urbana. Ha ainda uma série de outras variaveis que ndo sdo controladas em trabalhos de
campo, como por exemplo, temperatura, umidade, velocidade e direcdo do vento. O que faz

com que resultados contraditorios utilizando metodologias similares sejam comuns na
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literatura. Por exemplo, Mathenge et al. (2004) relataram que armadilhas luminosas do tipo
CDC coletaram duas vezes mais An. gambiae do que a Atracdo humana, enquanto que
Mathenge et al. (2005) relataram que armadilhas do tipo CDC apresentaram apenas 56% da
eficiéncia encontrada para Atracdo humana na coleta de An. arabiensis. Ainda, é possivel que
uma mesma armadilha seja mais eficiente do que a Atracdo humana em altas densidades
populacionais dos vetores e menos eficiente quando estes apresentam populacdo baixa no
campo (Hii et al. 2000). Isso pode ocorrer, pois, em elevadas densidades populacionais 0s
individuos tendem a ser menos seletivo, facilitando a sua captura em armadilhas. Nesse caso,
dois importantes conceitos ecoldgicos podem estar influenciando esse comportamento, o
modelo ecologico, e/ou a selecdo de habitats alimentares.

O modelo densidade dependente para a selecdo de fonte alimentar foi mostrado para
outros grupos de insetos (e.g Siphonaptera). Krasnov et al. (2007) trabalhando com Xenopsylla
conformis e Xenopsylla ramesis testaram a hipotese de que o sucesso de alimentacdo das pulgas
diminui com o aumento populacional. Nesse caso, 0s autores relataram que a quantidade de
fémeas ingurgitadas e a quantidade de sangue ingerida por cada fémea dependem do numero de
pulgas presente no hospedeiro. Assim em hospedeiros com maior nimero de pulgas 0 sucesso
alimentar de X. conformis é menor.

O comportamento de um ser vivo é direcionado para a maximizacdo de seu tempo de
vida e sucesso reprodutivo. Um dos mecanismos que aperfeicoa o sucesso reprodutivo é a
selecdo de hébitats que garantem um maior fitness. Assim a teoria da sele¢do de habitats se
baseia em mecanismo de distribuicdo ideal que prediz uma interacdo negativa entre fitness e
densidade populacional, consequentemente essa relagdo refletird a abundancia dos individuos
nos habitats (Kelly & Thompson 2000, Krasnov et al. 2003, 2007). Fato que, no caso dos
insetos hematdfagos, pode ser extrapolado para a selecdo de hospedeiros, uma vez que nichos

estédo relacionados a disponibilidade de recursos (e.g alimentos) para os individuos.
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Embora a armadilhas BG-Malaria e a Atracdo humana tenham apresentado diferenca na
quantidade de individuos coletados, ambas apresentaram resultados similar quanto ao pico de
captura, sendo que ambos ocorrem no quarto horario da escotofase (21:00 — 22:00). Gama et al.
(2013), observaram picos de captura de anofelinos nos dois primeiros horarios da escotofase
(18:00 — 20:00), sendo que apos esse horario os autores relataram haver uma diminui¢do no
numero de individuos coletados. A literatura relata que a maior atividade hematofagica de An.
darlingi ocorre nas quatro primeiras horas da escotofase (18:00 — 22:00) sendo dentro desse
periodo comum observar variacdo no horario em que ocorre o pico de captura (Tadei & Dutary
Thatcher 2000, Moutinho et al. 2011).

Finalmente, os resultados apresentados ao longo dos experimentos para o0
desenvolvimento do segundo protétipo da armadilha BG-Malaria podem ser de subsidios para
estudos futuros, uma vez que, (i) quando comparada ao primeiro prototipo houve uma reducao
significativa na quantidade de insetos danificados; (ii) o novo liberador de CO, é capaz de
liberar quantidade similar de gas carb6nico do que a respiracdo humana. Entretanto, quando
comparada a Atracdo humana a armadilha BG-Malaria coletou significativamente menos
insetos, indicando a necessidade de trabalhos futuros para o seu completo desenvolvimento e
avaliacdo. Nesse caso, seria interessante a realizacdo de trabalhos com outras populacdes de
An. darlingi, como por exemplo, coletas em Manaus. Ainda, seria interessante a comparacéo da
BG-Maléria versdo 1, BG-Maléria versdo 2 e Atracdo humana para verificar se o padrdo de

reposta encontrado por Gama et al. (2013) e no presente trabalho serd o0 mesmo.
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7 CONCLUSOES

que:

Com a metodologia utilizada e nas areas onde o trabalho foi realizado foi possivel concluir

A substituicdo do coletor da armadilha BG-Malaria por coletores rigidos e cilindricos
ndo afetam a quantidade de mosquitos coletados. Entretanto o uso dos coletores rigidos
diminui significativamente o numero de anofelinos com as pernas posteriores
danificadas. Ainda, a quantidade de anofelinos danificados estd relacionada a: (i)
densidade de anofelinos coletados e (ii) ao tempo de permanéncia dos mosquitos no
interior da armadilha em funcionamento.

A captura de An. darlingi ndo aumenta com a quantidade de CO,, ou seja essa espécie
ndo resposta dose-dependente ao gas carbbnico. Dessa forma, é possivel que existe um
limiar de CO, que ativa 0 comportamento de busca do repasto sanguineo e qualquer
quantidade acima desse limiar ndo afetara a quantidade de mosquitos coletados.
Armadilhas BG-Maléria iscadas com gelo seco sdo mais eficientes do que armadilhas
iscadas com S. cerevisiae para a captura de An. darlingi, sendo que a quantidade de
mosquitos coletadas em armadilhas iscadas com gelo seco é de aproximadamente oito
vezes maior do que com leveduras.

Quando comparado com a coleta por atracdo em humanos a armadilha BG-Maléria néo
se mostrou uma ferramenta eficiente, o ndmero de anofelinos capturados com a
armadilha foi duas vezes menor do que o observado com a isca humana, evidenciando a

necessidade de estudos futuros para seu completo desenvolvimento.
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