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RESUMO

A escolha do criadouro adequado por fémeas Aedes (Stegomyia) aegypti €
influenciada por estimulos visuais, fisicos e quimicos. Buscou-se avaliar a influéncia de
estimulos quimicos (infoquimicos) provenientes de imaturos co-especificos no
comportamento de oviposicdo de A. aegypti que, se identificados, apresentam potencial uso
em armadilha para captura do vetor. Os objetivos do estudo foram avaliar: (a) extratos de
larvas (L3 e Ls) de A. aegypti como estimulantes de oviposicdo; (b) extratos de larvas de A.
aegypti na armadilha adesiva MosquiTRAP® como atraentes de oviposicéo; (c) ovos de A.
aegypti de diferentes idades como estimulantes de oviposicao e (d) comparar o perfil quimico
de extratos de larvas e de ovos com infoquimicos ja identificados. Os testes com estimulantes
de oviposicdo foram realizados em gaiolas (30x30x30 cm) em laboratdrio onde foi observada
uma Unica fémea gravida por teste. Foram avaliados como estimulantes de oviposi¢éo
extratos: (1) &gua de criacdo de larvas (EAL); (2) hexéanicos de agua de criacdo de larvas
(EHAL) e (3) metandlicos do corpo de larvas (EMCL), nas concentracBes de 0,5; 2,0; 3,0 e
6,0 larvas/mL de agua destilada, além de (4) 150 ovos de A. aegypti de 0, 2, 7, 15, 30, 90 ou
180 dias. Em campo, foram realizados testes com armadilhas iscadas com: (1) agua de
torneira; (2) infusdo do capim Panicum maximum a 10%; (3) agua com alimento; (4) agua de
criacdo de larvas com alimento (8 larvas/mL); (5) 4gua de criacdo de larvas sem alimento e
(6) agua de criacdo de larvas sem alimento associada a infusdo. Extratos de larvas e ovos
foram submetidos a cromatografia gasosa e comparados com padrBes sintéticos de
estimulantes e atraentes de oviposicdo (&cido dodecandico, acido tetradecandico e n-
heneicosano). Os resultados demonstraram que o0s extratos de larvas (0,5 larvas/mL)
estimularam a oviposicdo (Qui quadrado, p > 0,05) e ovos com 2, 7, 15 e 30 dias estimularam
a oviposicdo (p < 0,05). Verificou-se a presenca de n-heneicosano em EHAL e em extrato
hexanico do corpo de larvas, enquanto os &cidos dodecandico e tetradecandico foram
encontrados nos extratos metandlicos de ovos. Nos testes de campo, 0 numero de fémeas de
A. aegypti capturadas nas armadilhas com &gua de criacéo de larvas sem alimento foi similar
ao da infusdo (Kruskal Wallis, p > 0,05). Testes com agua de criacdo de larvas associada a
infusdo ndo aumentaram significativamente a captura (p > 0,05). Conclui-se que infoquimicos
produzidos por larvas e ovos interferem na oviposicdo de co-especificos dependendo da

concentracdo de manutencdo das larvas e da idade dos ovos.



ABSTRACT

The choice of a suitable breeding site by Aedes (Stegomyia) aegypti is influenced by
visual, physical and chemical stimuli. We aimed to evaluate the influence of chemical stimuli
(infochemicals) present in waters inhabited by immature conspecifics that, once identified,
have a potential use in A. aegypti gravid traps. The objectives of this study were to evaluate:
(a) larval extracts of 3" and 4™ instars of A. aegypti as oviposition stimulants, (b) larval
extracts of A. aegypti as oviposition attractant in the sticky trap MosquiTRAP™, (c) A. aegypti
eggs at different ages as oviposition stimulants, (d) the chemical profile of larval and eggs
extracts. In the laboratory, tests were set up in cages (30x30x30 cm) where only one A.
aegypti gravid female was evaluated in each test. We evaluated as oviposition stimulant
extracts of (1) larval rearing water (LRW), (2) hexane extracts of larval rearing water
(HLRW) and (3) methanol extracts of the body of larvae (MBL) at concentrations of 0.5, 2.0,
3.0 and 6.0 larvae/ml distilled water, and (4) 150 A. aegypti eggs at different ages (0, 2, 7, 15,
30, 90 and 180 days). In field experiments, MosquiTRAP® were baited with (1) tap water, (2)
grass infusion of Panicum maximum (10%), (3) water and food pet pellet, (4) larval rearing
water with pellet (8 larvae/ml), (5) larval rearing water without pellet and (6) larval rearing
water without ration associated with infusion. Larval and eggs extracts were analyzed by gas
chromatography and compared with standards synthetics oviposition stimulants or attractants
(dodecanoic acid, tetradecanoic acid and n-heneicosane). The results showed that larval
extract at concentration of 0.5 larvae/ml stimulated oviposition (Chi square, p > 0.05). Only
eggs at 2, 7, 15 and 30 days old stimulated oviposition (p <0.05). We identified n-heneicosane
in the body and larval rearing water extracts with hexane, while dodecanoic acid and
tetradecanoic acid were found in methanol extracts of eggs. We observed many other
compounds in larval and eggs extracts that were not identified. In the field, we observed that
the mean number of A. aegypti female captured in traps containing LRW without pet food
pellet was similar to that for the trap with grass infusion (Kruskal Wallis p > 0.05). The
mixture of the extract of LRW with infusion did not significantly increase the capture (p>
0.05). We concluded that infochemicals produced by eggs and larvae interfere in oviposition

of conspecifics, depending on the concentration of larvae and age of eggs.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Considerac0es gerais sobre a biologia de Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) € um
inseto antropofilico, proveniente do velho mundo, possivelmente da regido Etiopica (Nordeste
da Africa). Este inseto foi transportado da Africa Ocidental para 0 novo mundo entre 0s
séculos XV e XVII a bordo dos navios negreiros (Lozovei 2001, Christophers 1960 apud
Lounibos 2002).

O A. aegytpi apresenta desenvolvimento holometabdlico, com ciclo bioldgico que
envolve ovo, larva (Ly, Ly, L3 e Ly4), pupa e adulto. Os ovos séo depositados preferencialmente
nas paredes do criadouro e, eventualmente, diretamente na agua (Gadelha & Toda 1985,
Gomes et al. 2006). O cérion dos ovos é resistente a dessecacdo, permitindo que se
mantenham viaveis na auséncia de agua por até 450 dias. O embrido completa seu
desenvolvimento dois ou trés dias ap0s a oviposicao e, apds este periodo, assim que 0 ovo
entra em contato com a agua, a larva pode eclodir. As larvas se desenvolvem em diferentes
tipos de colecbes de dgua doce parada e passam a maior parte do tempo se alimentando de
detritos organicos e bactérias. A fase larval se completa entre cinco e sete dias ap6s a ecloséo,
sob condicGes ideais de temperatura (25,0 a 29,0 °C), logo apos se inicia a fase de pupa. Este
periodo pode ser ampliado sob condi¢6es adversas (Gadelha & Toda 1985).

Os adultos de A. aegypti (Fig. 1) podem ser facilmente identificados pela coloragédo
escura. O térax apresenta escamas claras formando ornamentos branco-prateados tipicos. Sdo
caracteristicas morfolégicas marcantes da espécie a presenca de duas faixas longitudinais
curvilineas, uma em cada lado do térax, formando um desenho comparado ao instrumento
musical lira, tendo em sua porcdo mediana, duas faixas longitudinais mais estreitas. No
abdémen e nas pernas observam-se ainda manchas branco-prateadas e no clipeo, dois tufos de
escamas também branco-prateadas (Nelson 1986, Lozovei 2001).
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Foto: James Gathany

Figura 1. Fémea de Aedes aegypti em processo de hematofagia.
Fonte: http://www.biolib.cz/en/image/id48792/

Machos e fémeas de culicideos realizam repasto agucarado, nutrindo-se, em condigdes
naturais, de néctar de flores e suco de frutos. Entretanto, fémeas de algumas espécies realizam
0 repasto sangiineo, que é imprescindivel para a maturagdo dos seus ovos. Em geral, a fémea
de culicideo faz uma postura apds cada repasto sangliineo. Entretanto, A. aegypti pode se
alimentar mais de uma vez entre duas oviposi¢cOes sucessivas, especialmente quando
perturbada antes de totalmente ingurgitada. Esta caracteristica aumenta a possibilidade de o
mosquito ingerir e transmitir patdgenos. Sucedendo o0 repasto sanguineo, inicia-se a

ovogénese ou maturacdo dos ovos (Barata et al. 2001).

1.2 Importancia do Aedes aegypti na satde publica

O A. aegypti apresenta importancia na satde publica uma vez que é o vetor da dengue
e da febre amarela urbana. Além disso, também é vetor de outras arboviroses, como o virus do
Mayaro, do Chikungunya, da encefalite eqliina venezuelana e outros (Figueiredo 2007).

A dengue € considerada o principal problema de satde publica internacional. Cerca de
2,5 bilhdes de pessoas correm o risco de serem infectadas (WHO 2008 apud Teo et al. 2009).
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No Brasil, em 2009, foram registrados 529.237 casos suspeitos de dengue. A partir de
novembro, 0s registros de casos apresentaram tendéncia ascendente ultrapassando os nimeros
do mesmo periodo em 2008 (Ministério da Saude 2009a). Em 2010, até a semana
epidemioldgica 13, foram registrados 447.764 casos da enfermidade (Ministério da Saude
2010a). Em agosto deste ano divulgou-se a presenca do sorotipo quatro no Estado de Roraima
que ndo era detectado no Brasil desde 1982. Caso o virus quatro volte a circular no pais,
existem riscos de novas epidemias (Ministério da Sadde 2010b).

O virus causador da dengue, familia Flaviviridae, apresenta quatro sorotipos principais
e é transmitido por mosquitos do género Aedes sp., sendo o A. aegypti o principal vetor em
todo o mundo. Humanos infectados sdo os principais transportadores e amplificadores do
patdgeno, embora ocorra também a transmissdao transovariana nos insetos (Mourya et al.
2001, Joshi et al. 2002, Braga & Valle 2007).

A febre amarela € uma zoonose causada por virus da familia Flaviviridae,
caracterizada pelos ciclos de transmissdo silvestre, mantida entre primatas silvestres por
vetores dos géneros Haemagogus e Sabethes, e urbana, transmitida para os seres humanos
pelo A. aegypti (Monath 2001,Vasconcelos 2003). Anualmente ocorrem aproximadamente
200.000 casos da doenca, sendo 90% na Africa e 10% nas regides tropicais da América do Sul
(Vasconcelos 2002, Barnett 2007). No Brasil, entre setembro de 2008 e setembro de 2009
foram notificados 274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre, com 51 casos
(18,6%) confirmados, dos quais 21 vieram a @bito. (Ministério da Satde 2009b).

Na familia Togaviridae, existem alguns arbovirus do género Alphavirus que podem ser
transmitidos pelo A. aegypti como o virus do Chikungunya, do Mayaro, da encefalite eqiina
venezuelana, entre outros (Figueiredo 2007). O virus do Chikungunya, apesar de ndo ser
comum no Brasil, tem sido observado com cautela em alguns locais do mundo. Endémico em
paises da Africa, ilhas dos oceanos indico e Pacifico, além do Sudeste Asiético (Reiter et al.
2006, Powers & Logue 2007), a arbovirose comecou a atingir areas indenes nos Ultimos anos
(Soumahoro et al. 2009). O surto ocorrido na Italia em 2007, primeiro na Europa, confirmou a
possibilidade da doenca se tornar global, devido ao transporte aéreo (Pialoux et al. 2007,
Tilston et al. 2009).

1.3 Controle do Aedes aegypti

A prevencgdo e o combate a dengue historicamente envolvem o controle do A. aegypti

(FUNASA 2001), visando manter as populacdes do vetor em um tamanho aceitdvel. Nas
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ultimas décadas, vem sendo enfatizado o uso do controle integrado do A. aegypti com
implementacdo descentralizada, envolvendo o poder pablico e a sociedade. O controle
integrado € a combinacao dos métodos de controle disponiveis de forma eficiente, econémica
e segura (WHO 1997, WHO 2006), sendo recomendavel acdes preventivas simples e eficazes
de modo que possam ser adotadas pelas comunidades (Donalisio & Glasser 2002). Séo
medidas do controle integrado: controlar a populagdo de mosquitos a partir de fatores
limitantes a sua sobrevivéncia; educacdo sanitaria, visando a mobilizacdo comunitéaria;
saneamento basico para eliminacdo de potenciais criadouros; controle biolédgico; barreiras
mecéanicas e controle quimico (PAHO 1995). A estratégia de controle integrado demanda o
uso de novos indicadores que sinalizem melhor o risco de transmissdo da doenga como as
armadilhas adesivas MosquiTRAP® (WHO 2006).

1.4 Monitoramento do Aedes aegypti

O monitoramento de insetos vetores consiste em determinar suas mudancas
geograficas e realizar medicGes relativas a populacdo ao longo do tempo, facilitando as
intervencgdes no ambito de salde publica (OPAS 1991 apud Gama 2005). Para o Ministério da
Saude, o monitoramento do A. aegypti é prioritéario para a erradicacdo da febre amarela urbana
e da dengue no Barsil (FUNASA 2001, FUNASA 2002).

O monitoramento pode envolver a coleta de ovos, larvas, pupas e adultos, sendo mais
habitual a realizacdo da pesquisa larvaria. A pesquisa larvaria consiste da inspecdo dos
depdsitos de agua do imoével em busca de formas imaturas. O material coletado é levado para
o laboratério e, a partir destes dados, sdo estimados indices entomolégicos utilizados como
medidas dos niveis de infestacdo e indicadores de risco de transmissdo de dengue (Gomes
1998, FUNASA 2009).

No monitoramento do vetor podem ser empregadas armadilhas. As larvitrampas, por
exemplo, sdo utilizadas para a coleta de larvas e sua finalidade basica € a deteccdo precoce da
introdugdo do vetor em locais vulnerdveis, como portos, aeroportos, terminais rodoviarios,
ferroviarios e outros (Gomes, 1998, FUNASA 2001, FUNASA 2009). Com a ovitrampa
(armadilha de oviposicéo) sdo coletados ovos. Esta armadilha foi desenvolvida na década de
1960 (Fay & Perry 1965, Fay & Eliason 1966) e ainda é ferramenta nos programas de
monitoramento. Consiste num recipiente de plastico preto, com capacidade de 500 mL,
contendo uma palheta de eucatex para coletar os ovos de fémeas de A. aegypti (FUNASA
2001, FUNASA 2009).
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A coleta de adultos pode ser realizada através do uso de armadilhas ou da busca ativa
com o auxilio de capturadores manuais (pucd, capturador de castro e aspirador elétrico)
(Nelson 1994). Ja existem varias armadilhas utilizadas para a captura de insetos vetores, entre
eles 0 A. aegypti, como a CDC (Sudia & Chanberlain 1962), Fay Prince (Fay & Prince 1970),
armadilha Shannon (Shannon 1939 apud Taipe-lagos & Natal 2003), CFG (Kline 1999), BG-
Sentinel (Krockel et al 2006) e MosquiTRAP® (Eiras 2002, WHO 2006, Eiras & Resende
2009).

1.5 MosquiTRAP® e 0 monitoramento inteligente do mosquito da dengue

A MosquiTRAP® foi desenvolvida no Laboratério de Ecologia Quimica de Insetos
Vetores (LabEQ) e patenteada pela UFMG (Eiras 2002) (Fig. 2).

Foto: Caio Leme Gongalves & — ‘ Foto: Laila Heringer Costa

Figura 2. Armadilha MosquiTRAP®: a) Armadilha montada; b) Componentes da armadilha: base (11),

tampa (1), cartdo adesivo (I11), AtrAedes® (IV) e suporte para cartdo adesivo (V).

A armadilha adesiva consiste num recipiente preto com 33 centimetros de altura e 15
centimetros de diametro. A base (Fig. 2a Il) é um reservatdrio para 300 mL de agua. No
interior da armadilha ha um cartdo adesivo(38 x 19 cm) preto e inodoro (Fig. 2a I1l), onde as
fémeas de A. aegypti ficam aderidas ap6s o pouso na superficie interna da armadilha. Dois

suportes para cartdo adesivo (12 cm diametro) (Fig. 2a V) sustentam o cartdo no interior do
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dispositivo (Eiras 2002, Favaro et al. 2006, Gama et al. 2007, Roque & Eiras 2008, Eiras &
Resende 2009). No cart&o adesivo é colocado um atraente sintético de oviposicao (AtrAedes®)
(Fig. 2a 1V), obtido a partir de volateis de infusdo de Panicum maximum (capim-colonido),
especifico para a captura de fémeas de A. aegypti (Sant’ Ana et al. 2006, Roque & Eiras 2008).

As armadilhas devem ser instaladas no peridomicilio, pois foi demonstrado que
armadilhas no entorno das residéncias capturam cerca de cinco vezes mais do que as
instaladas no intradomicilio, possivelmente devido ao habito hematofagico das fémeas no
intradomicilio e a oviposicdo no peridomicilio (Favaro et al. 2006). Além disso, as
MosquiTRAP® devem ser alocadas em local visivel, a uma altura méaxima de 1,5 m acima do
solo, protegido do sol e da chuva, fora do alcance de animais domésticos e criancas. As
vistorias e coletas de dados devem ser semanais (Eiras & Resende 2009).

A principal vantagem da MosquiTRAP® em relacdo a armadilha de oviposicdo
(Ovitrampa) é que a primeira captura adultos enquanto que a segunda coleta ovos. Deste
modo, a MosquiTRAP® permite quantificar e identificar o nimero de fémeas que visitaram a
armadilha em busca de sitio de oviposicdo e estimar a populacdo de adultos em uma
determinada area. Este método reduz o nimero de pessoas envolvidas no monitoramento do
inseto e permite a obtencédo de resultados com maior agilidade que podem ser disponibilizados
no dia da inspecdo das armadilhas. Além disso, a armadilha adesiva também pode ser
utilizada no diagnostico de virus, a partir de gravidas de A. aegypti por ela capturadas (WHO
2006, Eiras & Resende 2009).

O monitoramento inteligente do mosquito da dengue (MI-Dengue) € uma nova
tecnologia que pode ser usada no monitoramento do inseto. Os dados de captura de A. aegypti
e A. albopictus nas armadilhas MosquiTRAP® sdo armazenados num dispositivo eletronico
(palm top ou aparelho celular) contendo software especifico. O sistema permite que os dados
sejam prontamente enviados a uma central e disponibilizados via internet para os gestores de
salde publica. Com os dados coletados sdo realizados mapas georreferenciados do municipio
ou regido, bem como tabelas analiticas dos locais monitorados além do célculo de indice
entomologico. Diante destas informagdes semanais, 0s gestores de satde publica tém a opcéao
de identificar &reas para as quais deverdo ser direcionadas as acOes de controle do vetor.
Resultados preliminares sugerem que a adogdo da estratégia de controle com visitas de casa
em casa em um raio de 200m da armadilha positiva contribuiu para a reducdo dos casos de

dengue nos municipios que adotaram o MI-Dengue (WHO 2006, Eiras & Resende 2009).
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1.6 Comportamentos de oviposi¢ao

A selecdo de sitios de oviposicdo € um fator critico para a sobrevivéncia e dindmica
populacional dos culicideos. Esta selecéo se inicia com a percepcéo de estimulos do ambiente
(visual, tatil ou olfativo), que podem tanto atrair, estimular, repelir ou inibir, limitando as
possibilidades de encontrar locais de oviposigdo. As informacdes fisico-quimicas do possivel
criadouro incluem cor e densidade Optica de agua; textura, umidade, temperatura do recipiente
de oviposicdo, entre outros (Bentley & Day 1989, McCall & Cameron 1995).

Existem muitas semelhancas entre os comportamentos de busca por hospedeiro e sitio
para oviposi¢do, uma vez que ambos exigem percepcdo integrada e complexa de estimulos
fisicos e quimicos pelo inseto. Sinais a longa distancia, provavelmente envolvendo a visdo,
permitem ao inseto identificar diferentes habitats, hospedeiros especificos e caracteristicas dos
sitios de oviposicdo. A medida que os insetos se aproximam do hospedeiro ou do sitio de
oviposi¢do sinais de curto alcance tornam-se importantes, como temperatura e sinais
quimicos. Por exemplo, estimulos olfativos auxiliam na identificacdo de plumas de odores de
hospedeiros ou de volateis do sitio de oviposicdo (Bentley & Day 1989).

No ambiente silvestre original, 0 mosquito A. aegypti estava habituado a realizar a
oviposicdo em buracos de arvores, axilas das folhas, cascas de frutas e sitios similares de
retencdo de agua (Lounibos 1981 apud Reiter 2007). Atualmente, o inseto raramente é
encontrado longe de habitacbes humanas, sendo capaz de depositar seus ovos em uma ampla
gama de recipientes (Reiter 2007). Os criadouros preferenciais de A. aegypti sdo utensilios
artificiais, utilizados pelo homem, como: pneus, latas, vidros, cacos de garrafa, pratos de
vasos de plantas, vasos de cemitério; além de caixas de agua, tonéis, latdes e cisternas
destampadas ou mal tampadas; e até mesmo lagos artificiais, piscinas e aquarios
abandonados. A proliferacdo do A. aegypti ocorre nestes recipientes quando a agua acumulada
esta limpa, com pouca matéria organica em decomposicdo, além de estar acumulada em locais
sombreados com fundo ou paredes escuras (Consoli & Lourenco-de-Oliveira 1994). Tanto
nos criadouros naturais quanto nos artificiais as larvas dependem de uma fonte alimentar que,
freglientemente, esta em quantidade limitada (Reiter 2007).

Além de depositarem os ovos principalmente na superficie interna dos recipientes com
acumulo de agua (Fay & Perry 1965, Gadelha & Toda 1985, Nelson 1986, Chadee & Cobert
1987, Allan & Kline 1998, Clements 1999, Gomes et al. 2006), fémeas de A. aegypti também
depositam seus ovos diretamente na superficie da agua dos recipientes de oviposicao
(Madeira et al. 2002, Gomes et al. 2006, Ponnusamy et al. 2008, Abreu 2010). Ovos deixados
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na agua apresentam rapida capacidade de eclosdo assegurando ao vetor, em condigdes
naturais, a rapida colonizacdo de criadouros disponiveis, mantendo no periodo de estiagem
uma populacdo de insetos flutuante (Madeira et al. 2002, Gomes et al. 2006). Os ovos
anexados ao substrato sélido, perto da borda da agua, podem sobreviver por longos periodos
de estiagem, e eclodem ao serem submergidos por dgua (Gadelha & Toda 1985). O nimero de
ovos em cada postura depende da quantidade de sangue ingerido durante a alimentacéo
sangulinea, mas sabe-se que uma fémea produz em média 120 ovos (Forattini 2002), que sdo
depositados em mais de um criadouro, comportamento denominado “skip oviposition” ou
oviposicdo aos saltos (Chadee et al. 1990, Apostol et al. 1994, Reiter 2007) ou em apenas um
criadouro (Harrington & Edman 2001, Williams et al. 2008).

Gomes e colaboradores (2006) observaram a periodicidade de oviposicdo em
laboratério durante o fotoperiodo, demonstrando que fémeas de A. aegypti tém maior
atividade ao entardecer (15 as 19 h) e no inicio da noite (19 as 21 h). No campo, similarmente,
observa-se que durante a fotofase, o periodo da tarde é o de maior oviposi¢do (13 as 17 h),
enquanto que na escotofase, a maior atividade de oviposicdo foi observada no periodo
crepuscular do entardecer (17 as 19 h). Chadee (2010) também verificou a periodicidade de
oviposicao de A. aegypti em laboratorio observando a auséncia de deposi¢do de ovos durante
a escotofase. Demonstrou também que as oviposi¢cdes ocorrem fundamentalmente a tarde,
entre 14 e 18 horas. No dia seguinte, nas duas primeiras horas de fotofase ocorre um pequeno

pico de oviposicdo, sendo que 0s ovos depositados nesse horario sdo residuos do dia anterior.

1.7 Infoquimicos e a oviposicdo de Aedes aegypti

A comunicacdo entre animais é realizada através do uso de sinais visuais, acusticos,
tateis e/ou gquimicos. Embora todos estes sinais tenham sua importancia para determinada
espécie, sdo os sinais quimicos, de modo geral, os grandes responsaveis pela comunicagéo
entre insetos. Estes compostos agem como gatilhos fisioldgicos de reacdes comportamentais
especificas no individuo receptor da informacio quimica. E através da deteccdo e emissio
destes compostos quimicos que 0s insetos encontram parceiros para o acasalamento, alimento
ou presa, escolhem local de oviposicdo, organizam suas comunidades (insetos sociais) e se
defendem contra predadores (Vilela & Della Lucia 2001).

O termo semioquimico abrange tanto as toxinas quanto as substancias quimicas
responsaveis pelo fornecimento de informagdo, enquanto o termo infoquimico, foi utilizado

por Dicke & Sabelis (1988a apud Vilela & Della Lucia 2001) para enfatizar a diferenca entre
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a categoria de substancias quimicas que transportam informacao e as categorias das toxinas e
dos nutrientes. Portanto, considera-se infoquimicos aquelas substancias que, no contexto
natural, fornecem informacdes, em uma interacdo entre dois individuos, provocando no
receptor um comportamento ou resposta fisiolégica. Quando o composto € mediador de
comunicagdo intraespecifica, ou seja, 0 emissor e o receptor do sinal quimico sdo da mesma
espécie, o semioquimico € denominado feroménio. No entanto, quando oS compostos
intermedeiam comportamentos de individuos de espécies diferentes, numa relacéo
interespecifica, estas substancias sdo classificadas como aleloquimicos (Vilela & Della Lucia
2001)

Os aleloquimicos diferenciam-se de acordo com o tipo de organismo que esta sendo
beneficiado na comunicacdo. Cairom6nios sdo sinais quimicos que, quando liberados,
beneficiam apenas o receptor. Alomonios, ao contrario, sdo sinais quimicos que somente
favorecem o emissor. J& os sinoménios favorecem tanto o agente emissor quanto o receptor
do sinal. Ainda no grupo dos aleloquimicos incluem-se os antiménios e apneuménios (Vilela
& Della Lucia 2001, Corréa & Sant’Ana 2007).

Feromdnios sdo substancias secretadas por um individuo para o ambiente, que
recebidas por um segundo individuo da mesma espécie, provocam uma reacao especifica ou
processo fisioldgico definido. Estes podem incluir diferentes tipos de comportamento, como a
agregacao sexual, disperséo, alarme, territorialidade, fuga, oviposi¢éo e outros. Os feromoénios
podem atuar de forma prolongada na fisiologia e desenvolvimento dos insetos (preparadores)
ou provocarem mudanca imediata no comportamento dos individuos (desencadeadores)
(Vilela & Della Lucia 2001).

Dipteros hematdfagos, como o A. aegypti, de modo geral, ndo exibem cuidado
parental, assim a selecdo de locais para oviposicao é crucial, ndo somente para 0 aumento das
chances de sobrevivéncia de seus descendentes e economia de energia para a localizacao de
criadouros, como também para a emergéncia de um grande nimero de adultos. Assim, o
feromonio de oviposicdo, geralmente liberado pelas formas imaturas de culicideos tem a
funcdo de atrair as fémeas gravidas para um criadouro j& localizado e selecionado por
individuos da mesma espécie (Eiras 2001).

Os primeiros pesquisadores que desenvolveram a hipoOtese de existéncia de um
feromonio estimulante de oviposi¢do foram Hudson & Mclintock (1967). Mais tarde, Osgood
(1971) verificou tal hipbtese ao estudar o comportamento de fémeas gravidas de Culex

tarsalis, identificando a preferéncia por oviposicdo em &gua com co-especificos em
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detrimento da agua destilada. No ano seguinte, Starratt & Osgood (1972) identificaram a
mistura de 1,3- diglicerideos associados & deposi¢éo de ovos pelo C. tarsalis.

Diferentes autores verificaram que as substancias quimicas provenientes de formas
imaturas (ovos e larvas) tornam o ambiente aquatico co-especifico mais estimulante a
deposicdo de ovos (Soman & Reuben 1970, Allan & Kline 1998, Serpa et al. 2008) por
gravidas de A. aegypti. Mendki e colaboradores (2000) isolaram e identificaram cinco
compostos (miristato isopropilico, octadecano, heneicosano, docosano e nonacosano)
relacionados ao A. aegypti, analisando a agua onde suas larvas se desenvolveram, destacando
a acdo do n-heneicosano. Seenivasagan e colaboradores (2009) observaram, em olfatdmetro
em Y, que o n-heneicosano é um atraente de oviposicao para A. aegypti, € que a resposta ao
hidrocarboneto e dose dependente.

Ganesan e colaboradores (2006), usando extratos metandlicos de ovos de A. aegypti,
identificaram os acidos dodecandico, tetradecanoico, hexadecandico, (Z)-9-hexadecendico,
octadecandico e (Z)-9-octadecendico, além de metil dodecanoato, metil tetradecanoato, metil
hexadecanoato, metil octadecanoato, metil (Z) -9 -hexadecenoato metil-(Z)-9-octadecenoato e
6-hexanolactona. Estes autores verificaram em bioensaios laboratoriais, os efeitos destas
substancias no comportamento de oviposicao de fémeas gravidas de A. aegypti. Dentre 0s
compostos listados, o acido dodecandico e o acido (Z)-9-hexadecendico demonstraram acao
estimulante para oviposicdo em diferentes concentragdes, enquanto os ésteres demonstraram
efeito de repeléncia para oviposicao. Sharma e colaboradores (2008) avaliaram as respostas de
oviposicdo de A. aegypti e A. albopictus a varios ésteres de 21 carbonos. Eles observaram que
hexadecil pentanoato, tetradecil octanoato e tridecil octanoato induziram significativa
repeléncia a oviposicdo para as duas espécies, enquanto que o propil-octadecanoato
apresentou-se como um atraente de oviposicao para A. aegypti.

Efeitos repelentes de oviposi¢cdo foram descritos em resposta a agua de larvas
contendo superpopulagdes, larvas famintas (Zahiri & Rau 1998) ou larvas infectadas com o
parasito Plagiorchis elegans (Zahiri et al.1997).

1.8 Atraentes e estimulantes de oviposi¢ao

Os fatores responsaveis pela atragdo de fémeas gravidas a longa distancia sdo
constituidos por estimulos visuais (ex.: cor), fisicos (ex.: temperatura, umidade) e quimicos
(ex.: odores) que auxiliam as fémeas na localizagdo dos sitios de oviposi¢do (Clements 1999,

Eiras & Mafra-Neto 2001). Os compostos quimicos que estimulam os insetos a locomoverem-
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se em direcdo a fonte de odor a longa distancia (maior que 1 m) sdo denominados atraentes e
sdo comumente utilizados em armadilhas para atrai-los. Em culicideos, varios compostos
volateis presentes em criadouros orientam as fémeas gravidas em direcdo a fonte de odor
(Millar et al. 1992, Eiras & Mafra-Neto 2001). Os estimulantes de oviposi¢éo sdo substancias
que induzem o comportamento de oviposicéo apds as fémeas terem localizado a fonte de odor
(no caso criadouro), sendo responsavel pela resposta de curta distancia (resposta por contato)
(Isoe & Millar 1995). Portanto, é muito importante conhecer como as fémeas gravidas de A.
aegypti respondem aos compostos identificados em extratos de larvas e em ovos co-
especificos.

Mendki e colaboradores (2000) e Ganesan e colaboradores (2006) identificaram
compostos presentes nos ovos e extratos de larvas de A. aegypti, respectivamente. No entanto,
0s testes de comportamento com fémeas gravidas de A. aegypti foram conduzidos no interior
de uma gaiola, onde o inseto tinha como opc¢éo a escolha de colocar os ovos em uma placa de
Petri contendo &gua com feroménio ou no controle (apenas agua). Este tipo de teste de
comportamento apenas elucida os compostos estimulantes de oviposi¢éo, ndo discriminando,
portanto 0os compostos que atuam a longa distancia (atraente) (Eiras & Mafra-Neto 2001)
Seenivasagan e colaboradores (2009), por outro lado, avaliaram a influéncia do n-heneicosano
em diferentes concentragdes no olfatbmetro em Y e identificaram concentracdes atraentes

para o composto, sugerindo inclusive seu uso em armadilhas para o vetor.

1.9 Percepcéo olfativa de insetos

Os insetos apresentam um sistema sensorial complexo, composto por
quimiorreceptores, mecanorreceptores, higrorreceptores e termorreceptores (Mordue 2003
apud Navarro-Silva et al. 2009). A percepc¢ao de estimulos quimicos por insetos se da através
de células quimiorreceptoras localizadas nas sensilas olfativas, presentes nas antenas, pegas
bucais, pernas, asas, ovipositor e outras partes (Davis 1976, Van der Goes van Naters &
Carlson 2006, Corkum & Belanger 2007).

As antenas sdo o principal 6rgdo sensorial periférico em insetos. Cada antena de
Culicinae consiste de 13 flagelémeros unidos a um pedicelo, que contém o 6rgéo de
Johnston’s, que se conecta a cabega através do escapo. O 6rgao de Johnston’s ¢ um aparato
sensorial que funciona como érgdo auditivo, consistindo de milhares de mecanorreceptores
radialmente dispostos (7500 em fémeas 15000 em machos). Observa-se um dimorfismo

sexual nas antenas dos mosquitos, pois na antena dos machos todas as sensilas olfativas estao
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presentes nos dois segmentos distais, enquanto que nas fémeas, elas sdo relativamente
distribuidas em todos os flageldmeros (Mclver 1982, Clements 1999).

Estima-se que a maioria dos neur6nios sensoriais presentes nas antenas dos mosquitos
apresentem funcao olfativa. Além disso, estdo presentes ainda receptores mecanicos, de
temperatura e umidade. A sensila é uma estrutura na qual o estimulo externo é transformado
em informacdo transmissivel, na forma de um impulso nervoso que é traduzido em uma
resposta comportamental (Van der Goes van Naters & Carlson 2006). Elas sdo amplamente
modificadas para a sensibilizacdo térmica, quimica, mecanica, bem como alteracGes visuais e
de umidade. As sensilas antenais sdo diferenciadas baseando-se em caracteristicas
morfoldgicas, padrdes de enervacdo neuronal e fungdes. As respostas dos insetos a diferentes
odores estdo relacionadas ao nimero e aos tipos de receptores presentes nas antenas, ou seja, a
resposta a determinado composto é proporcional ao nimero de receptores capazes de
sensibilizagdo diante de cada sinal (Mclver 1982).

O desencadeamento de um comportamento diante de determinado infoquimico esta
relacionado a percepc¢do pelo inseto. O processo compreendido entre a percepcao e a resposta
envolve uma série de eventos neurofisioldégicos que irdo capacitd-lo a responder a
determinado odor. Comeca com a recepcao do estimulo pelo sistema sensorial periférico,
sendo sucedido pela decodificacdo e integracdo pelo sistema nervoso central da informacao
recebida. Em seguida, ocorre a ativacdo do sistema eferente apropriado, resultando na
resposta do individuo. A resposta ird depender ainda de fatores do ambiente, como
temperatura, movimentacdo e umidade relativa do ar (Mclver 1982, Van der Goes van Naters
& Carlson 2006).

1.10 Extracéo de infoquimicos

Os infoquimicos, substancias envolvidas na comunicagdo entre insetos, normalmente
agem em concentracdes baixas e costumam influenciar quase todos os aspectos da vida das
espécies envolvidas. O estudo quimico destas substancias, aliados as observacGes
comportamentais, possibilita um maior entendimento em relagdo & comunicacdo quimica
entre organismos. Tal conhecimento serve de base para a pesquisa aplicada, viabilizando o
uso de infoquimicos como metodologia no manejo e controle de insetos, por meio de
manipulacdo comportamental (Vilela & Della Lucia 2001, Sant’Ana & Stein 2007, Navarro-
Silva et al. 2009).
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Existe uma variedade de métodos e técnicas para extracdo e identificacdo de
infoquimicos. A metodologia mais apropriada ir&4 depender do tipo de material em estudo e da
disponibilidade de equipamentos adequados. Os métodos utilizados para a coleta de
feromonios sdo basicamente dois: aeragdo e extragdo por solvente (Zarbin 2001, Sant’Ana &
Stein 2007).

A aeracdo permite a coleta de volateis emitidos pelo inseto, incluindo os feromonios.
As diversas técnicas deste método envolvem um fluxo de ar que purga as substancias volateis,
emitidas pela amostra, a um adsorvente. Os compostos sdo adsorvidos em polimeros especiais
e a dessorcdo é realizada com solventes, como diclorometano, hexano e éter com elevado grau
de pureza. A preferéncia por tais solventes se relaciona a volatilidade dos mesmos, que
possibilita a evaporacdo sem que 0s materiais coletados sejam expostos a altas temperaturas.
O processo de dessor¢do dos volateis deve ser realizado utilizando-se uma pequena
quantidade de solvente, pois, desta forma, aumenta-se o rendimento da extracdo e diminui-se
0 grau de impurezas do extrato (Millar & Haynes 1998, Zarbin 2001).

A extracdo por solventes €, indubitavelmente, a metodologia mais utilizada para a
coleta de feroménios, pois, além da praticidade, requer um tempo muito menor para a
obtengdo do material do que a aeracdo. E efetuada via processo simples de contato do
solvente com a superficie da amostra. Analitos soltveis na fase orgéanica séo distribuidos entre
a substancia e o solvente extrator, estando a eficiéncia do processo diretamente relacionada a
solubilidade dos compostos no solvente utilizado (Eiras et al. 1999, Zarbin 2001, Subchev &
Jurenka 2001, Batista-Pereira et al. 2006, Sant’ Ana & Stein 2007).

As substancias feromonais sdo, em geral, moléculas apolares com alta volatilidade.
Solventes apolares comuns, como hidrocarbonetos e hidrocarbonetos clorados, sé&o
apropriados para a extracdo porque as substancias volateis ativas possuem uma alta
solubilidade nesses solventes. No entanto, utilizando-se a extracdo com solvente, o material
coletado apresentara sempre uma quantidade maior de impurezas, como hidrocarbonetos,
acidos graxos e outros, visto que tecidos de todo o inseto estdo sendo extraidos, incluindo
gorduras e cuticulas (Zarbin 2001, Sant’Ana & Stein 2007).

ApOs a extracdo, é necessario remover o solvente, sendo um momento critico do
processo. A volatilidade dos compostos, associadas as pequenas quantidades, faz com que as
perdas do material sejam freqlentes, diminuindo o rendimento da extragdo. H& dois
procedimentos principais de concentracdo: destilagdo do solvente ou evaporacéo sob fluxo de
gés inerte. A destilagdo do solvente pode degradar a amostra com processos de oxidagao,

desidratacéo, rearranjos ou polimerizacdo. A evaporacdo do solvente sob fluxo de gas inerte,
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por outro lado, apresenta menores efeitos de degradagéo. Consiste em passar um leve fluxo de
gas inerte (nitrogénio ou argdnio) sobre a superficie do solvente, até que seja atingida a
concentracdo desejada. Para tal, um frasco de iguais dimens@es, contendo um volume
conhecido do solvente, deve ser usado como referéncia (Millar & Haynes 1998, Zarbin 2001,
Sant’Ana & Stein 2007).

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de infoquimicos provenientes de imaturos (larvas e ovos) de
Aedes aegypti no comportamento de oviposicdo de fémeas gravidas co-especificas em

condigdes de laborat6rio e em campo.
2.2 Objetivos especificos

v’ Avaliar os extratos de agua de criacio de larvas de A. aegypti associados @ MosquiTRAP®
como atraentes de oviposicéo para fémeas co-especificas em campo;

v’ Avaliar a influéncia dos extratos de larvas e agua de criacdo de larvas, em diferentes
concentracdes, como estimulantes de oviposicao para gravidas de A. aegypti em condicbes de
laboratorio;

v" Analisar pela cromatografia gasosa extratos de larvas e agua de criacdo de larvas;

v'Verificar como os ovos de A. aegypti, de diferentes idades, influenciam na oviposicdo de
co-especificas em laboratério;

v Identificar, por cromatografia gasosa, as alteracdes na composicdo quimica dos volateis
emitidos por ovos, de diferentes idades, e relaciond-los com o experimento de

comportamento.



Capitulo |

Avaliacdo de infoquimicos presentes em larvas e agua de criacéo de larvas de Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) como atraentes e/ou

estimulantes de oviposi¢do para gravidas co-especificas
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RESUMO

Estimulos fisicos e quimicos influenciam na escolha de criadouros adequados por
fémeas de Aedes (Stegomyia) aegypti, entre eles infoquimicos presentes em aguas habitadas
por larvas co-especificas. Os objetivos deste estudo foram avaliar: (a) extratos de larvas - Lz e
L, - de A. aegypti em diferentes concentracbes como estimulantes de oviposicdo em
laboratdrio, (b) extratos de larvas de A. aegypti na armadilha MosquiTRAP® como atraentes
de oviposicdo no campo e (c) analisar pela cromatografia gasosa extratos de larvas e agua de
criacdo de larvas. O nimero de larvas dos extratos foi estimado a partir do peso médio de 600
larvas de 3° e 4° instares (N=30). Foram realizados testes de dupla escolha em gaiolas
(30x30x30 cm) no laboratério. Foram preparados, nas concentracbes 0,5; 2,0; 3,0 e 6,0
larvas/mL de agua destilada, os extratos : (1) agua de criacdo de larvas; (2) hexanicos de agua
de criacdo de larvas e (3) metandlicos do corpo de larvas. Em campo, os extratos foram
adicionados & armadilha adesiva MosquiTRAP® para atrairem fémeas de A. aegypti, sendo
avaliados os tratamentos: (1) agua de torneira, (2) infusdo de Panicum maximum a 10%, (3)
agua com racao para répteis aquaticos, (4) agua de criacdo de larvas sem racdo (8 larvas/mL
de agua destilada), (5) agua de criacdo de larvas com racdo (8 larvas/mL) e (6) agua de
criagdo de larvas sem racéo (8 larvas/mL) com infusdo. Os resultados indicaram que 0 peso
médio de 600 larvas foi 1,0 + 0,03 g. Os extratos dgua de criacdo de larvas, hexanico de agua
de criacdo de larvas e metandlico do corpo das larvas, concentracdo de 0,5 larvas/mL, foram
mais estimulantes do que seus respectivos controles (Qui Quadrado, p > 0,05). O extrato
metandlico do corpo de larvas (2,0 larvas/mL) foi inibidor a oviposicdo (p < 0,05) quando
comparado a seu controle. Verificou-se o n-heneicosano, estimulante e atraente de oviposigéo,
em extratos hexanicos do corpo e da agua de criacdo de larvas, ndo sendo encontrado em
extratos metanolicos do corpo das larvas. Outros compostos ainda ndao foram identificados.
Em campo, o numero de fémeas de A. aegypti capturadas em armadilhas com infusdo foi
similar ao das armadilhas com agua de criagéo de larvas sem racdo (Kruskal Wallis, p > 0,05).
A avaliagdo de agua de criacdo de larvas com infusdo ndo indicou efeito de adigdo ou sinergia
da mistura. Concluiu-se que infoquimicos de origem larval foram atraentes, estimulantes ou
inibidores de oviposicdo para A. aegypti. Identificou-se que larvas de populacGes brasileiras
de A. aegypti produzem o n-heneicosano, sugerindo-se que este feroménio pode ser mais bem
estudado como atraente e estimulante para o vetor. Futuramente estes compostos poderéo ser

identificados e avaliados em armadilhas para captura de fémeas co-especificas.
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1.1 INTRODUCAO

A terminologia e 0s conceitos empregados em avaliacbes comportamentais de
oviposicdo precisam ser bem definidos para a determinacdo de sua real influéncia no
comportamento de culicideos. Substancias que, no contexto natural, fornecem informacGes
em uma interacdo entre dois individuos, provocando no receptor um comportamento ou
resposta fisiolégica sd@o denominados infoquimicos (Vilela & Della Lucia 2001). Os
infoquimicos envolvidos no comportamento de escolha por sitios de oviposicdo podem atuar
como atraentes ou estimulantes, bem como inibidores ou repelentes. Os atraentes de
oviposicao sdo responsaveis por induzir os insetos a se locomoverem grandes distancias em
direcdo a fonte de odor enquanto que os estimulantes desencadeiam o comportamento de
oviposicdo apos as fémeas ja terem localizado o criadouro, sendo a acdo normalmente
induzida por contato. Os repelentes de oviposi¢do podem atuar a longa disténcia, fazendo com
que os insetos se desloquem para longe da fonte de estimulo, desencadeando um
comportamento de evitar o criadouro. Os inibidores, no entanto, evocam resposta ap6s 0
contato do inseto com o estimulo. As fémeas gravidas de culicideos voam em direcdo oposta a
fonte de infoquimicos repelentes enquanto que os inibidores sdo responsaveis por impedir a
deposicdo de ovos em um substrato, quando as fémeas gravidas ja localizaram o criadouro
(Dethier et al. 1960, Osgood & Kempster 1971, Isoe & Millar 1995, Isoe et al. 1995).

A separacdo entre os sinalizadores com acao estimulante ou atraente é complexa, uma
vez que estes podem se sobrepor. O uso de metodologias diferentes para distinguir
estimulantes e atraentes é fundamental para compreender a acdo de cada um, sendo que
ambos podem ocorrer em conseqliéncia de um mesmo estimulo (Mendki et al. 2000,
Seenivasagan et al. 2009). Geralmente, testes de laboratorio em ambientes confinados (ex.:
gaiolas 30 x 30 x 30 cm), onde os insetos deslocam poucos centimetros de distancia até os
recipientes de oviposicdo e podem entrar em contato com os infoquimicos, indicam,
principalmente, a acdo estimulante de oviposicdo (Isoe & Millar 1995, Isoe et al. 1995).
Experimentos em campo, em que os infoquimicos presentes nos criadouros ficam submetidos
a correntes de ar e sdo percebidos a longas distancias por fémeas gravidas de culicideos,
determinam a funcdo atrativa destas substancias.

A escolha pelo sitio de oviposicdo adequado tem importante influéncia no sucesso
reprodutivo das espécies que apresentam larvas aquaticas. Esta sele¢do é importante uma vez
que as formas imaturas ndo podem se deslocar para um criadouro mais apropriado se as

condicdes se tornarem desfavoraveis (Onyabe & Roitberg 1997, Spencer et al. 2002). Assim,
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a habilidade de fémeas reconhecerem se um sitio dard ou nao suporte ao desenvolvimento e
sobrevivéncia de sua progénie é um fator critico na manutencdo das populagdes de mosquitos.
Uma escolha errada pode resultar na morte de muitos imaturos e na perda do investimento
reprodutivo da fémea (Zahiri & Rau 1998).

O vetor apresenta varias estratégias de oviposi¢do, sendo a maioria dos ovos
depositada na parede do criadouro e uma minoria deixada diretamente na dgua (Fay & Perry
1965, Gadelha & Toda 1985, Nelson 1986, Chadee & Cobert 1987, Allan & Kline 1998,
Clements 1999, Gomes et al. 2006). As fémeas de A. aegypti podem tanto depositar os ovos
de um Unico lote em criadouros diferentes (Reiter 2007, Chadee 2009), comportamento
denominado “skip oviposition”, ou oviposi¢do aos saltos, (Mogi & Morky 1980 apud Chadee
2009) quanto colocar todos 0s ovos num unico criadouro (Harrington & Edman 2001,
Williams et al. 2008).

Diversos sdo os fatores fisicos e quimicos envolvidos no reconhecimento de um
criadouro adequado por fémeas de culicideos, entre eles a presenca de infoquimicos
provenientes de ambientes anteriormente habitados por imaturos co-especificos (Bentley &
Day 1989). Varios autores ja verificaram que substancias quimicas provenientes de aguas
previamente habitadas por larvas de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera:
Culicidae) tornam o ambiente mais propicio a deposicdo de ovos por fémeas da espécie
(Soman & Reuben 1970, Mendki et al. 2000, Serpa et al. 2008). Fémeas de A. aegypti
também sdo influenciadas por quimicos de outras espécies e preferem depositar seus ovos em
aguas onde larvas de A. albopictus se desenvolveram (Allan & Kline 1998, Serpa et al. 2008).

Mendki e colaboradores (2000) identificaram cinco dos compostos presentes em agua
de criacdo de larvas de A. aegypti. Observaram ainda que entre estes, 0 n-heneicosano é um
estimulante de oviposi¢do, pois foi responsavel pelo maior niumero de ovos depositados num
criadouro em condicBes confinadas de laboratério. Seenivasagan e colaboradores (2009)
demonstraram pela técnica de olfatometria, que este hidrocarboneto também atua como
atraente de oviposicdo para fémeas de A. aegypti, ndo descartando, entretanto, sua agéo
estimulante.

Outras espécies de culicideos também s&o influenciadas pela presenca de infoquimicos
provenientes de aguas previamente habitadas por imaturos co-especificos, como A. togoi
(Trimble & Wellington 1980), A. triseriatus (Bentley et al. 1976, McDaniel et al. 1979), A.
atropalpus (Maire 1985), A. fluviatilis (Consoli & Teixeira 1988), Culex quinquefasciatus,
Ochlerotatus australis (Mokany & Shine 2003).
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A mensagem quimica liberada no ambiente aquético por larvas de A. aegypti pode ser
modulada para refletir o estado nutricional ou parasitolégico dos imaturos (Zahiri et al. 1997).
Aguas habitadas por A. aegypti, por exemplo, sdo ambientes atrativos para fémeas co-
especificas (Soman & Reuben 1970, Mendki et al. 2000, Serpa et al. 2008). No entanto, se as
larvas estdo famintas, submetidas a excesso populacional ou infectadas com o parasito
Plagiorchis elegans Rudolphi, 0 ambiente se torna extremamente repelente. Suspeita-se que a
inducdo de repeléncia decorre de resposta ao estresse a que 0s imaturos estdo submetidos
(Zahiri et al. 1997, Zahiri & Rau 1998), por isso € relevante distinguir situacGes em que as
concentragOes de larvas num criadouro sinalizaram, com estimulantes e/ou atraentes, um sitio
adequado para oviposicdo. Neste aspecto, as informacdes disponiveis para A. aegypti em
relacdo a avaliacdo de agua de criacdo de larvas mantidas em diferentes concentracfes sdo
divergentes. Zahiri e Rau (1998), por exemplo, verificaram que agua de criacdo de larvas,
concentracdo de 0,5 larvas/mL de agua destilada, sdo estimulantes de oviposicao, enquanto
que Ivo e Eiras (1999) verificaram que a concentra¢cdo mais estimulante foi de 3,0 larvas/mL
de agua destilada. Outros grupos verificaram que agua de criacdo de larvas mantidas nas
concentracdes de 0,33 (Allan e Kline 1998) e 0,28 larvas/mL de agua destilada (Serpa et al.
2008) foram mais estimulantes do que &gua pura para a oviposi¢ao de A. aegypti.

A elucidagdo da atratividade e/ou estimulacdo a oviposicdo pode levar ao
desenvolvimento de iscas para armadilhas, utilizando extratos de imaturos co-especificos
como atraentes para fémeas gravidas de Aedes sp. Esta ferramenta pode ser Gtil no
monitoramento e, até mesmo, o controle da espécie (Barbosa & Silva 2002, Navarro-Silva et
al. 2009). Assim, o presente estudo teve como objetivo selecionar os extratos de larvas co-
especificas que induzam preferéncia de oviposicdo por A. aegypti, em condicGes de

laboratdrio e em campo.

1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Criacdo e manutencao da coldnia de Aedes aegypti em laboratdrio

A coldnia de A. aegypti utilizada nos experimentos é mantida no insetario do
Laboratorio de Ecologia Quimica de Insetos vetores (LabEQ) do Departamento de
Parasitologia (ICB/UFMG). A col6nia foi estabelecida em janeiro de 2007 a partir de ovos
coletados em armadilhas de oviposicdo (Ovitrampa) instaladas no Campus Pampulha da

UFMG. Os ovos provenientes das armadilhas foram mantidos em bandejas de plastico até o
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quarto instar para a identificagdo especifica (Sant”Ana 2003). Ap6s a identificacdo, amostras
(n=50) de larvas de quarto instar de cada bandeja foram submetidas a RT-PCR no Laboratorio
de Virologia (Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG) para verificar a presenca dos
diferentes sorotipos do virus do dengue. Apenas as bandejas contendo larvas livres do virus
da dengue foram utilizadas para o estabelecimento da colénia (Roque 2002, Sant”Ana 2003,
Roque 2007). Desde o estabelecimento, a criagdo dos insetos foi realizada sob condicdes
ambientais controladas (27 + 2 °C, 75 a 80% U.R. e 12 horas de fotofase) (Eiras 1991).

Papéis de filtro contendo ovos de A. aegypti foram colocados em potes plasticos
contendo 400 mL de &gua desclorada até a eclosdo das larvas. Posteriormente, as larvas foram
transferidas para cubas plésticas contendo 1.800 mL de agua desclorada (Roque 2002). Como
alimento, foi adicionado racdo para peixes (Goldfish, Alcon®) em cubas com larvas de
primeiro instar e racdo para répteis aquaticos (Reptofile, Alcon®) em cubas contendo larvas de
segundo, terceiro e quarto instares.

As pupas foram retiradas diariamente das bandejas de criacdo e transferidas para
gaiolas de polipropileno teladas (30 x 30 x 30 cm) (Bugdorm-1, Mega View Science
Education Services, Taiwan). Os adultos foram mantidos nestas gaiolas e alimentados com
solugdo agucarada (10 % sacarose). Para a manutencdo da colonia e realizacdo dos
experimentos, as fémeas realizaram o repasto sanguineo em alimentador artificial (Ahmed
1999 apud Roque 2002) (Fig.3).
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Foto: Caio Leme Goncalves

Figura 3. Esquema de alimentag&o artificial utilizado para fémeas de Aedes aegypti. (a) Banho-Maria
mantido a 38°C, placa de acrilico e potes telados para o aprisionamento de fémeas e para possibilitar a
introducdo de suas probdscides nos alimentadores artificiais. (b) Detalhe de como o sangue é colocado

no alimentador artificial.

Para o repasto sanguineo foi utilizado um sistema artificial, constituido por uma placa
de acrilico (83,0 x 25,0 cm) e oito cilindros de vidro (alimentadores artificiais), conectados
em série por tubos de borracha, por onde circulava dgua aquecida em banho Maria (Fig. 3a).
No interior do banho Maria foi colocada uma bomba de aquério (Better 650) com a finalidade

de impulsionar a agua a 38°C para as mangueiras que unem os alimentadores artificiais,
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garantindo o aquecimento do sangue no interior dos cilindros. A extremidade inferior dos
alimentadores artificiais foi revestida por uma fita de teflon (politetrafluoretileno) do tipo
veda rosca (Pulvitec, 18 mm x 50 m) (Lima 2005). Na extremidade superior, foi acrescentado
1 mL de sangue de galinha contendo o anticoagulante heparina (0,1 mL de heparina/250 ml
de sangue) (Fig. 3b). Fémeas de A. aegypti foram acondicionadas em potes plasticos (250 mL)
com tampa telada que foram fixados em suporte de madeira. Sobre a tampa telada dos potes
com fémeas foram colocados os alimentadores artificiais (Fig. 3a). As fémeas ficaram em
contato com o alimentador artificial por duas horas e, para se ingurgitarem de sangue,
introduziram o aparelho bucal na tela do pote e furaram a membrana do alimentador artificial.
Somente fémeas com 10 a 20 dias de idade cronoldgica e trés a quatro dias ap0s o repasto
sanguineo (periodo necessario para a maturacdo dos ovos) foram utilizadas nos experimentos
(Roque 2002, Gomes 2003, Roque 2007).

No interior de cada gaiola de manutencdo foi colocado um recipiente de oviposigéo
(copo de vidro contendo 100 mL de &gua desclorada) com papel cartdo branco (papel de
oviposicdo) para a deposicdo de ovos. Os papéis contendo ovos foram mantidos em pote
plastico tampado contendo solucdo de KOH 10% que mantém a umidade relativa do ar

adequada para a conservacao dos ovos (Roque 2002, Gomes et al. 2006).
1.2.2 Peso médio de 600 larvas de terceiro e quarto instares de Aedes aegypti

Devido a necessidade de realizar inumeros extratos de larvas, optou-se por estimar o
namero de larvas utilizadas nos experimentos a partir do peso médio de imaturos de terceiro e
quarto instares. Assim, para padronizar o peso médio de 600 larvas de terceiro e quarto
instares contabilizou-se 36.000 larvas. Este procedimento viabilizou a producdo dos inimeros
extratos de larvas avaliados no presente estudo, em campo e em laboratério.

Com o objetivo de garantir o desenvolvimento homogéneo das larvas até o terceiro e
quarto instares, em diferentes cubas, padronizou-se uma metodologia de criacdo de larvas.
Cerca de 700 ovos foram colocados em cada cuba de plastico contendo 1.800 mL de agua
desclorada e trés unidades trituradas de racdo para répteis aquaticos (Reptolife, Alcon®). Nos
dias subsequentes, cada cuba recebeu diariamente cinco unidades da racdo para alimentacao
das larvas. Ao atingirem terceiro e quarto instares, foram quantificadas 600 larvas e pesadas
em balanca de precisdo (Sartorius BP221S, Germany). Um béquer contendo 20 mL de agua

destilada foi colocado sobre a balanca e o valor do seu peso zerado. A este béquer foram
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acrescentadas as larvas e o valor do peso destas anotado. Este procedimento foi realizado 30
vezes, sendo cada repeticdo com amostras de larvas diferentes.

A partir do peso médio e do erro padrdo de 600 larvas foi realizado o processo inverso,
onde as larvas, criadas conforme a metodologia descrita anteriormente, foram pesadas e

posteriormente contadas para verificar se a estimativa foi realizada de forma adequada.

1.2.3 Extratos de larvas de Aedes aegypti

Preparacéo de extratos avaliados como estimulantes de oviposi¢édo

Foram avaliados trés tipos de extratos como estimulantes de oviposicdo para fémeas
de A. aegypti: (1) extrato de agua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares (EAL), (2)
extrato hexanico de &gua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares (EHAL) e (3)
extrato metandlico do corpo de larvas de terceiro e quarto instares (EMCL). Os trés extratos
foram preparados com larvas mantidas por 24 horas em quatro concentracdes diferentes: 0,5;
2,0; 3,0 e 6,0 larvas/mL de agua destilada (Trimble & Wellington 1980, Maire 1985, Consoli
& Teixeira 1988, McDaniel et al. 1979, Zahiri & Rau 1998, Ivo & Eiras 1999).

1.2.3.1 Preparacdo do material

Larvas de terceiro e quarto instares de A. aegypti foram retiradas da criacéo, sendo o
namero de larvas utilizado em cada extrato estimado através do seu peso médio (item: “Peso
médio de 600 larvas de terceiro e quarto instares de Aedes aegypti”’). Os imaturos foram
lavados em agua destilada. Com uma peneira de plastico (10 x 15 cm), as larvas foram
separadas da agua e transferidas para um béquer contendo 400 mL de agua destilada. O
procedimento foi realizado trés vezes, sendo que a cada repeticéo, as larvas foram transferidas
para um bequer contendo agua destilada limpa. Em seguida as larvas foram transferidas para
um béquer de 600 mL contendo agua destilada, onde foram mantidas sem acréscimo de
alimento por 24 horas (Trimble & Wellington 1980, Consoli & Teixeira 1988, Ivo & Eiras
1999). Apoés estes procedimentos as larvas foram utilizadas para a produgdo do extrato
metanolico do corpo de larvas (EMCL), enquanto a solucdo foi empregada na producdo de
extrato de &gua de criacdo de larvas (EAL) e extrato hexanico de agua de cria¢do de larvas

(EHAL), conforme descrito a seguir.
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O material foi preparado de forma que foram produzidos oito extratos de 30 mL em um
mesmo béquer, totalizando um volume final de 240 mL de &gua destilada. Os béqueres
continham diferentes quantidades de larvas, correspondendo as quatro concentracdes

avaliadas (0,5; 2,0; 3,0 e 6,0 larvas/mL de agua destilada).

1.2.3.2 Extrato de dgua de criacdo de larvas de terceiro e guarto instares (EAL)

Ap0s o procedimento descrito em “Prepara¢do do material”, as larvas foram mantidas
por 24 horas em &gua destilada num béquer tampado com papel aluminio. Apds este periodo,
a agua contendo larvas foi filtrada em papel de filtro, armazenada em um frasco de 500 mL e
estocada a -20 °C para posterior utilizacdo (Trimble & Wellington 1980, Consoli & Teixeira
1988, Ivo & Eiras 1999).

1.2.3.3 Extrato hexanico de agua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares

(EHAL)

Para a producéo do extrato hexanico de agua de criacdo de larvas (EHAL) foi utilizada
a técnica de extracdo liquido-liquido. Apos a preparacdo do material, a 4gua de criacdo de
larvas foi filtrada em papel de filtro e a solugdo sem larvas utilizada no processo de extracao.
Uma amostra de 100 mL de agua previamente habitada por larvas de terceiro e quarto instares
de A. aegypti foi colocada no funil de decantacdo. A solucdo presente no funil foram
acrescentados 30 mL de hexano (EMD, 99,90 % pureza), ou seja, um volume de solvente
correspondente a 30% do volume de agua. A mistura foi agitada por trés minutos e deixada
em decantacdo por 30 minutos (Fig. 4). Logo apds a separacdo das fases, foi retirado o
sobrenadante, ao qual foi acrescentado 1 ou 2 mL de acido acético para aprimorar a separacao
entre a agua residual e acidos graxos. A mistura foi agitada por trés minutos e submetida a
nova decantacdo de dez minutos. O sobrenadante (hexano e compostos quimicos das larvas)
foi armazenado para posterior utilizagdo. O mesmo processo foi realizado para a produgéo do
controle, sendo a agua destilada utilizada ao invés de dgua de criacdo de larvas (Ivo & Eiras
1999, Mendki et al. 2000, Sant”Ana 2003).
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Figura 4. Funil de decantacdo e extracdo liquido-liquido de compostos provenientes da dgua de criagcdo

de larvas.

1.2.3.4 Extrato metandlico do corpo de larvas de terceiro e quarto instares (EMCL)

A 4gua onde as larvas de 3° e 4° instares se desenvolveram por 24 horas foi filtrada. As
larvas foram transferidas para um frasco, ao qual foram acrescentados 5 mL de metanol (EM
Science, 99,90 % de pureza). Larvas e metanol permaneceram em contato por 30 minutos sob
temperatura de -20 °C (McDaniel et al. 1979).

Todo o material proveniente dos EHAL e EMCL foi concentrado em gas nitrogénio
até o volume de 400 pL (Zarbin 2001). Para evitar degradacdes, que poderiam desencadear
perda da atividade dos extratos, estes foram mantidos em freezer (-20 °C) até a realizacdo dos

bioensaios.
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Preparacdo de extratos avaliados no cromatdgrafo a gas

1.2.3.5 Extrato hexanico de dgua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares para

avaliacdo no cromatdgrafo a gas (EHALCG)

O EHALCG foi produzido de acordo com a metodologia descrita em “Extrato
hexanico de 4gua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares (EHAL)”, com

modificacdes descritas adiante.

1.2.3.6 Extrato hexanico do corpo de larvas de terceiro e quarto instares para avaliacdo

no cromatografo a gas (EHCLCG)

O EHCLCG foi produzido conforme descrito em “Extrato metanolico do corpo de
larvas de terceiro e quarto instares (EMCL)”, com algumas modifica¢fes, incluindo a

substituicdo do solvente metanol por hexano.

1.2.3.7 Extrato metandlico do corpo de larvas de terceiro e quarto instares para

avaliacdo no cromatéqgrafo a gas (EMCLCG)

O EMCLCG foi produzido conforme descrito em “Extrato metanolico do corpo de

larvas de terceiro e quarto instares (EMCL)”, com modificagdes.

Para a producdo destes extratos foram realizadas alteracbes nas metodologias de
extracdo utilizadas em “Preparacdo de extratos avaliados como estimulantes de oviposigao”,
devido a acuidade da técnica de cromatografia gasosa.

Foram produzidos cinco extratos contendo 1.200 larvas (nimero estimado a partir do
peso médio destes imaturos) mantidas por 24 horas em 100 mL de agua destilada. No
processo de extragdo foram utilizados o metanol (Merck, grau HPLC), para EMCLCG, e 0
hexano (Merck, grau HPLC), para EHALCG e EHCLCG. Apos a extragdo, a mistura de
solvente e compostos quimicos foi transferida para um frasco de vidro (Supelco, capacidade
de 5 mL) e seca com sulfato de anidro (Na;SO,) (Sant’Ana 2003). Todo 0 material foi
concentrado em gas nitrogénio até um volume aproximado de 30 pL, transferido para outro

recipiente de vidro contendo um microcapilar de vidro (Micro insert Supelco, 100 uL); o
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solvente foi completamente evaporado em g&s nitrogénio e, posteriormente, o extrato

armazenado no freezer (-20 °C) até 0 momento da injecdo no cromatdgrafo.

Preparacao de extratos avaliados como atraentes de oviposicéo

1.2.3.8 Extrato de aqgua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares sem acréscimo
de alimento (EALSA)

A preparacdo deste extrato foi realizada de acordo com a metodologia descrita no item
“Extrato de agua de criagdo de larvas de terceiro e quarto instares (EAL)”. Foram produzidos
cinco extratos de 100 mL simultaneamente. As larvas foram mantidas por 24 horas, na
concentracdo de 8 larvas/mL de agua destilada, em béquer de vidro contendo 500 mL de agua
(Ivo & Eiras 1999).

1.2.3.9 Extrato de dgua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares com acréscimo
de alimento (EALCA)

A preparacédo deste extrato foi realizada de acordo com a metodologia descrita no item
“Extrato de agua de cria¢do de larvas de terceiro e quarto instares (EAL)”. Cerca de 4.000
larvas foram mantidas na concentracdo de 8 larvas/mL de &gua destilada (Ivo & Eiras 1999)
em béquer contendo 500 mL de agua, ao qual foram adicionados 20 unidades de racdo para

répteis aquaticos (Reptolife, Alcon®).

1.2.3.10 Aqua destilada com acréscimo de alimento (ACA)

Os extratos foram preparados deixando 500 mL de agua destilada em contato com 20
unidades de racdo para répteis aquaticos triturados.

Apbs 24 horas, os extratos (EALSA, EALCA e ACA) foram filtrados em papel de
filtro, acondicionados em recipientes com tampa com capacidade para 500 mL e mantidos em

freezer (-20 °C) por no maximo trés semanas até a realizagdo dos bioensaios.
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1.2.3.11 Infusdo de Panicum maximum (10%)

Amostras de 42,5 g de folhas de P. maximum (capim-colonido) foram cortadas em
pequenos pedacos (cerca de 5 cm) e colocados dentro de um galdo plastico contendo 5 L de
agua de torneira. O material foi fermentado durante 10 dias e diluido para uma concentragdo
de 10% (Sant’Ana 2003, Sant’Ana et al. 2006, Roque 2007).

1.2.4 Indice de Atividade de Oviposicdo (1AO)

A base para medir a resposta do Experimento | foi o numero de ovos depositados nos
recipientes controle e tratamento. Esta atividade de oviposicdo foi determinada através do
indice de Atividade de Oviposicdo (IAO), calculado pela formula: IAO = (Nt-Nc)/(Nt+Nc),
em que Nt = média de ovos depositados no recipiente tratamento e Nc = média de ovos
depositados no recipiente controle. Os valores de IAO variam de +1 (atracdo/estimulacdo) a -
1 (repulsdo/inibicdo). Valores positivos e préximos de +1 indicam que maior nimero de ovos
foi depositado por gravidas de A. aegypti no recipiente tratamento do que no controle,
sinalizando estimulagédo/atracdo do tratamento. Enquanto que maior deposi¢do de ovos no
recipiente controle em relagdo ao tratamento resulta em valores de IAO negativos, indicando

que o tratamento € inibidor/repelente (Kramer & Mulla, 1979).

1.2.5 Experimento I: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti como estimulantes

de oviposi¢cdo em laboratorio

Todos os trés extratos (EAL, EHAL, EMCL) foram produzidos nas concentracdes de
0,5; 2,0; 3,0; 6,0 larvas/mL de agua destilada e foram avaliados em recipientes para
oviposicdo em laboratdrio (Zahiri & Rau 1998, Ganesan et al. 2006). Foi utilizado o
delineamento experimental de quadrado latino (4 x 4) com 32 repeticbes para cada
concentracéo de extrato na avaliagdo de EAL. Nos testes com EHAL e EMCL foi utilizado o
delineamento de quadrado latino (5 x 5) com 30 repeti¢Ges para cada concentracdo de extrato.
Os testes de dupla escolha (controle x tratamento) foram conduzidos em gaiolas de
polipropileno teladas (Bugdorm-1, 30 x 30 x 30 cm) contendo dois recipientes para
oviposicéo (Fig. 5).
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Foto: Caio Leme Gongalves

Figura 5. Gaiola de polipropileno (com a parte superior removida) utilizada para os testes de dupla

escolha contendo dois recipientes para oviposi¢do e uma Unica fémea/teste de Aedes aegypti.

Os recipientes de oviposicdo foram posicionados no centro da gaiola, eqlidistantes 15
cm e os bioensaios realizados em condigdes de laboratério mantido a 27 + 2 °C, 75 a 80%
URA e 12 h de fotofase. Para cada teste, foi liberada apenas uma fémea gravida de A. aegypti,
trés a quatro dias apos o repasto sanguineo (Ponnusamy 2008), das geracGes F-60 a F-64 da
coldnia estabelecida no LabEQ. Os testes, com 22 horas de duragdo, comecaram as 12 horas e
terminaram as 10 horas da manha seguinte (Gomes et al. 2006, Chadee 2010). Apds o final do
teste de comportamento, as fémeas foram anestesiadas em freezer (-20 °© C) durante 10 min e
dissecadas sob um estereomicroscopio (40x) para verificar o nimero de ovos no interior dos
ovarios (Detinova 1962, Sucharit & Tumrasvin 1981, Williams et al. 2008). Para eliminar a
influéncia das posicOes dos recipientes nas gaiolas de teste, estes foram reorganizados
diariamente de modo a passarem pelo menos uma vez nas duas posi¢cdes em todas as gaiolas
avaliadas.

Cada recipiente para oviposi¢do consistia de um béquer de 50 mL contendo 30 mL de
agua destilada, revestido internamente por papel cartdo branco (5 x 13 cm). Nos experimentos
com extratos metandlicos (EMCL) e hexanicos (EHAL), no recipiente controle foram
adicionados 50 pL do respectivo solvente, enquanto que no recipiente tratamento foram
acrescentados 50 pL do extrato. Para verificar a interferéncia do solvente no comportamento
de oviposicdo, foi avaliado o tratamento agua destilada em comparacdo com o recipiente
controle, contendo agua destilada e 50 puL do solvente. Os extratos e 0s solventes foram



47

adicionados diretamente na dgua e mantidos por 20 minutos na capela (para volatilizacéo do
solvente), antes de serem levados para as gaiolas de teste. Nos bioensaios com &gua de criacdo
de larvas (EAL), no recipiente controle foram acrescentados 30 mL de agua destilada e, no

tratamento, 30 mL de extrato.

1.2.6 Avaliacdo cromatogréafica de extratos de larvas e 4gua de criacdo de larvas

Os extratos metandlicos e hexanicos do corpo de larvas, assim como 0s extratos
hexanicos de &gua de criacdo de larvas de A. aegypti foram avaliados pela técnica analitica de
cromatografia gasosa. Os extratos foram produzidos de acordo com a metodologia descrita em
“Preparagéo de extratos avaliados no cromatografo a gas”.

Para andlise em cromatdgrafo a gas os extratos metandlicos e hexanicos foram re-
suspendidos em 10 pL. de metanol (Merck, grau HPLC) ou hexano (Merck, grau HPLC),
respectivamente. Foi injetado 1 uL de cada extrato diretamente no cromatografo utilizando
uma seringa de vidro (Hamilton, 10 pL, Nevada). Os extratos foram analisados em CG
Shimadzu 17A equipado com uma coluna DB-1 (100 % dimetilpolisiloxano , 30m x 0,25 mm
I.D., 0,25 pum de espessura do filme, J & W Scientific), usando hélio como gés de arraste. A
temperatura do injetor foi 300 °C e do detector 310 °C. O programa de temperatura utilizado
iniciou-se a 60 °C, com aquecimento de 10 °C/min até 180 °C, mantido por 2 min, um
aguecimento numa taxa de 5 °C/min até 280 °C, mantidos por 25 min; injecdo no modo
Splitless. Tempo Total de 59 min. Velocidade linear (31,757); pressdo da coluna (110,0 KPa)
e fluxo de gas (1,6 mL/min a 60 °C) (Ganesan et al. 2006).

1.2.6.1 Investigacdo da presenca de n-heneicosano nos extratos de larvas da populacédo

brasileira de Aedes aeqypti

A investigacdo da presenca do n-heneicosano (Cy;His) (Mendki et al. 2000,
Seenivasagan et al. 2009) nos extratos de larvas da populacdo brasileira de A. aegypti foi
realizada conforme a metodologia do item anterior. Primeiro, foi injetado 1 puL do extrato de
larvas. Uma segunda injecdo foi realizada com 1 plL do padrio de n-heneicosano a 0,1
mg/mL. Portanto, realizou-se a comparacdo do tempo de retencdo do pico da amostra
(extrato) com o pico do padrdo (n-heneicosano). Posteriormente, foi realizada a co-inje¢éo, ou
seja, a injecdo simultanea do extrato de larvas (1 uL) com o padrdo (1 uL) (Batista-Pereira et

al. 2006). A técnica da co-injecdo possibilita observar no cromatograma a ocorréncia do
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aumento da &rea do pico correspondente ao padrdo, isso se no extrato de larvas estiver

presente o n-heneicosano, indicando assim a presenca indubitavel deste composto.

1.2.7 Experimento I1: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti como atraente de

0Viposi¢do em campo

Cinco tratamentos foram estabelecidos para a avaliacdo em campo: (1) agua de
torneira; (2) infusdo de P. maximum (capim colonido) diluido a 10%; (3) agua com acréscimo
de alimento (ACA); (4) extrato de dgua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares sem
acréscimo de alimento (EALSA) (8 larvas/mL de &gua destilada) e (5) extrato de &gua de
criacdo de larvas de terceiro e quarto instares com acréscimo de alimento (EALCA) (8
larvas/mL de 4gua destilada) (Ivo e Eiras 1999, Roque 2002, Sant’Ana et al., 2006, Roque
2007).

Os tratamentos foram adicionados & armadilha adesiva MosquiTRAP® (Vide:
“MosquiTRAP® e o monitoramento inteligente do mosquito da dengue” - Introducéo geral).
Esta armadilha é especifica para a captura de fémeas gravidas de A. aegypti. Consiste hum
recipiente preto com 33 centimetros de altura e 15 centimetros de didmetro. A base é um
reservatorio para 300 mL de &gua que é fechada com uma tampa que apresenta um funil. No
interior da armadilha h& um cartdo adesivo inodoro (38 x 19 cm) preto, onde as fémeas de A.
aegypti ficam retidas, apds o pouso na superficie interna da armadilha. Ao cartdo adesivo é
aderido 0 AtrAedes®, atraente de oviposicdo sintético, desenvolvido a partir de compostos
isolados de infuséo de P. maximum (10%). Duas telas de suporte (12 cm didmetro) sustentam
0 cartdo adesivo no interior do dispositivo (Eiras 2002, Favaro et al. 2006, Gama et al. 2007,
Rogue & Eiras 2008, Eiras & Resende 2009).

A base de cada armadilha adesiva MosquiTRAP® foi adicionado 100 mL de um dos
tratamentos citados anteriormente. Como a capacidade da base desta armadilha é de 300 mL,
suas bordas foram circundadas com tiras de cartGes adesivos para garantir a captura de fémeas
que eventualmente pousassem nestas bordas. Os experimentos foram conduzidos no Campus
Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) usando o delineamento
experimental de quadrado latino (5 x 5) com 50 repeti¢cdes. Foram escolhidas quatro areas
experimentais na Faculdade de Letras (FALE) e uma area no Instituto de Ciéncias Biologicas
(ICB). As armadilhas foram instaladas no chdo, em locais sombreados e protegidos de chuva,

animais e pessoas (Eiras & Resende 2009). As leituras foram realizadas a cada 24 horas (entre
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11 e 12 horas) e os tratamentos substituidos a cada leitura. Os cartGes adesivos foram
substituidos a cada cinco dias de teste.

1.2.8 Experimento Ill: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti associados a

infusdo de Panicum maximum como atraentes de oviposi¢do em campo

Devido aos resultados encontrados no experimento “Avaliagdao de extratos de larvas de
Aedes aegypti como atraente de oviposi¢do em campo” foram realizados novos testes no
campo. Foram estabelecidos quatro tratamentos: (1) agua de torneira; (2) infusdo de P.
maximum (capim colonido) 10%; (3) extrato de &gua de criacdo de larvas de terceiro e quarto
instares sem acréscimo de alimento (EALSA) (8 larvas/mL de agua destilada) e (4) extrato de
agua de criacdo de larvas de terceiro e quarto instares sem acréscimo de alimento (EALSA) (8
larvas/mL de agua destilada) associado a infusdo de P. maximum (lvo & Eiras 1999, Roque
2002, Sant’Ana 2003, Sant’Ana et al. 2006, Roque 2007). A base de cada MosquiTRAP® foi
adicionado um volume final de 100 mL de um dos tratamentos citados a cima. Foram
utilizados 50 mL de EALSA e 50 mL de infusdo de P. maximum no tratamento que consistiu
da associacéo dos dois.

Os testes foram realizados de forma semelhante ao que foi executado no experimento
“Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti como atraente de oviposi¢do em campo”,
usando o delineamento experimental de quadrado latino com 80 repeti¢cdes. Os testes foram
conduzidos em cinco areas experimentais na Faculdade de Letras e cinco areas no Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, localizadas no Campus Pampulha da Universidade Federal de Minas
Gerais.

1.2.9 Anélises estatisticas

Os percentuais de ovos depositados nos recipientes de oviposicao (experimento I) e o
nimero de fémeas capturadas em armadilhas MosquiTRAP® (experimentos 11 e I11) foram
submetidos ao teste de normalidade de Lilliefors (a = 0,05) e ndo apresentaram distribuicéo
normal. Os dados do experimento | sofreram transformacdo arcoseno e os dados dos
experimentos 1l e 111, transformacéo logaritimica. Novamente foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors e verificou-se que eles ndo apresentaram distribuicdo normal.
Assim, no experimento |, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal

Wallis seguido do teste Dunn (o= 5%) para verificar as diferengas entre o percentual de ovos
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depositados em cada tratamento. Para comparar as diferencas entre deposi¢cdes de ovos no
recipiente tratamento e no respectivo controle foi utilizado o teste Qui Quadrado (o= 5%).
Nos experimentos Il e Ill, os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis seguido do teste Dunn (o= 5%). As andlises estatisticas foram realizados com o
programa Bioestat versao 5.0.

Dados de fémeas que nédo realizaram oviposicdo em nenhum dos recipientes de
oviposicdo (experimento 1) foram apresentados integralmente nos Apéndices 1, 2 e 3, porém

omitidos nas analises estatisticas.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Peso médio de 600 larvas de terceiro e quarto instares de Aedes aegypti

Na Tabela 1, observa-se que 0 peso médio e o erro padrdo de 600 larvas de A. aegypti

de terceiro e quarto instares foi de 1,0 + 0, 03 g.

Tabela 1. Peso (g) de 600 larvas de terceiro e quarto instares de Aedes aegypti criadas em laboratério
(n=30) (27,2 £ 0,15°C, 63,2 £ 1,18 % URA, fotofase: 12 horas).

Peso das Peso das Peso das

Amostragem  larvas (g) | Amostragem larvas (g) | Amostragem larvas (g)
1 0,807 11 1,147 21 1,152
2 0,738 12 1,075 22 1,063
3 0,934 13 1,009 23 1,036
4 0,785 14 0,953 24 0,903
5 1,023 15 1,091 25 0,883
6 1,003 16 1,007 26 1,080
7 1,034 17 1,163 27 1,010
8 1,355 18 0,993 28 1,300
9 1,118 19 1,110 29 1,201
10 1,051 20 0,953 30 1,132

Média + EP 1,0+ 0,03




51

A partir da mensuragdo do peso médio de 600 larvas foi realizado o processo inverso,
ou seja, pesou-se 1,0 g de larvas de terceiro e quarto instares, e posteriormente essas larvas
foram quantificadas com o intuito de verificar se a estimativa foi realizada de forma

adequada. Os valores encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. NUmero e peso (g) de larvas de terceiro e quarto instares de Aedes aegypti apos a pesagem
com base no valor do peso médio de 600 individuos (n=30) (27,2 + 0,15 °C, 63,2 + 1,18 % URA,
fotofase: 12 horas).

NUmero Peso das NUmero Peso das

Amostragem  de larvas larvas (g) | Amostragem  de larvas larvas (Q)
1 528 1,028 16 584 1,042
2 459 1,052 17 534 1,057
3 523 1,050 18 569 1,048
4 521 1,028 19 629 1,043
5 544 1,025 20 574 1,052
6 470 1,052 21 634 1,030
7 652 1,055 22 652 1,027
8 643 1,042 23 631 1,049
9 639 1,051 24 597 1,041
10 631 1,036 25 648 1,044
11 660 1,025 26 612 1,037
12 634 1,039 27 647 1,050
13 526 1,043 28 601 1,031
14 456 1,038 29 656 1,036
15 550 1,053 30 671 1,043
Média+ EP 607,0+ 11,70 larvas

Observou-se que o nimero médio de larvas pesadas foi 607,0 £ 11,70. Em apenas trés
amostragens notou-se que o namero de larvas foi muito inferior a 600 larvas, variando entre
456 a 470.

As larvas utilizadas apresentavam-se entre quatro e sete dias de idade, sendo que em
cada grupo predominavam larvas de terceiro instar, contendo alguns imaturos de quarto instar

no momento da pesagem.
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1.3.2 Experimento I: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti como estimulantes

de oviposi¢cdo em laboratorio

1.3.2.1 Extrato de dgua de criacdo de larvas de terceiro e guarto instares (EAL)

Foram utilizadas 128 fémeas de A. aegypti nos experimentos com EAL, sendo que 25
destas (19,5 %) ndo depositaram ovos em nenhum dos recipientes de oviposicao e apenas uma
possuia ovos nos ovarios apos a dissecacdao. Das 103 (80,5 %) fémeas que depositaram ovos
em algum dos recipientes constatou-se, através da dissecacdo dos ovarios, que apenas quatro
(3,9 %) apresentaram ovos ap0s as 22 horas de teste. Observou-se ainda que, entre as 103
fémeas que depositaram ovos, 54 (52,4 %) utilizaram os dois recipientes de oviposi¢do
disponiveis na gaiola, 25 (24,3 %) depositaram todos 0s ovos no recipiente controle e 24 (23,3
%) depositaram ovos apenas no recipiente tratamento. O nimero médio de ovos depositados
pelas fémeas de A. aegypti foi de 87,6 + 3,15.

A comparacdo entre o percentual médio de ovos depositados em cada um dos quatro
tratamentos n&o sugeriu diferenca significatica entre eles (Kruskal Wallis, H = 1,48, p = 0,69).

O percentual médio de ovos (62,1 + 8,22 %) depositados por fémeas de A. aegypti no
recipiente contendo EAL, concentragdo de 0,5 larvas/mL, foi maior do que o percentual
médio de ovos no seu controle contendo apenas agua destilada (37,9 * 8,22 %). No entanto,
os resultados ndo diferiram pelo teste Qui Quadrado. Os percentuais médios de ovos
depositados nos recipientes contendo os demais tratamentos (2,0; 3,0 e 6,0 larvas/mL) foram
similares aos percentuais médios dos respectivos controles (Qui Quadrado, p > 0,05),

conforme a Figura 6.
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Figura 6. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por Aedes aegypti em recipientes de
oviposi¢do contendo extrato de &gua de criacdo de larvas co-especificas de 3° e 4° instares, em
diferentes concentragdes, e respectivo controle (dgua destilada), em condicGes de laboratério (27,4 +
0,32 °C, 60,9 = 1,96 % URA, fotofase: 12 horas) (Teste Qui Quadrado, p < 0,05).

Foi depositado o total de 9.020 ovos pelas 103 fémeas de A. aegypti, sendo que 6.495
ovos (72,0 %) foram colocados diretamente na 4gua, enquanto que 2.525 ovos (28,0 %) foram
deixados no papel de oviposi¢do. Notou-se que em todos o0s recipientes de oviposi¢cdo a
deposicdo de ovos foi maior na agua do que no papel (Tab. 3). Observou-se que nos
recipientes contendo EAL (0,5; 2,0 e 3,0 larvas/mL) ocorreu significativamente maior

deposicao de ovos na dgua do que no papel de oviposicado (Qui Quadrado, p < 0,05) (Tab. 3).
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Tabela 3. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por Aedes aegypti na dgua e no papel dos
recipientes de oviposi¢do contendo extrato de agua de criacdo de larvas co-especificas de 3° e 4°
instares, em diferentes concentracdes, e respectivo controle (adgua destilada), em condicGes de
laboratorio (27,4 £ 0,32 °C, 60,9 + 1,96 % URA, fotofase: 12 horas).

Recipiente de Local de deposicdo  Percentual médio de Valor de p
Oviposicao N dos ovos ovos (£EP) (Qui Quadrado)
Controle 27 Agua 26,7 + 6,64 0,070
Papel 11,2+4,13
0,5 larvas/mL Agua 45,0 +7,13* 0,007
Papel 17,1 +4,71*
Controle 22 Agua 31,3+6,59 0,196
Papel 18,2 + 4,97
2,0 larvas/mL Agua 36,6 + 7,10* 0,017
Papel 13,9 + 4,29*
Controle 27 Agua 37,3 +7,44* 0,001
Papel 8,8 + 2,26*
3,0 larvas/mL Agua 419 +7,31* 0,002
Papel 12,0 + 3,83*
Controle 27 Agua 33,7+ 7,00 0,072
Papel 16,2 + 4,33
6,0 larvas/mL Agua 29,4 +5,87 0,440
Papel 20,8 £ 4,64

* Indica diferenca significativa - Teste Qui Quadrado, p < 0,05.

1.3.2.2 Extrato hexanico de agua de criacdo de larvas de terceiro e gquarto instares

(EHAL)

Das 150 fémeas individualmente avaliadas, 44 (29,3 %) ndo realizaram oviposi¢do em
nenhum dos recipientes disponiveis e apenas duas apresentaram ovos nos ovarios apos a
dissecacdo. Das 106 (70,7%) fémeas que depositaram ovos constatou-se, através da
dissecacdo dos ovarios, que apenas seis (5,7%) ndo depositaram todos 0s ovos que possuiam
durante as 22 horas de teste. Notou-se que entre estas 106 fémeas, 61 (57,5 %) depositaram
ovos nos dois recipientes de oviposicdo, 23 (21,7 %) realizaram a oviposi¢cdo apenas no
recipiente controle e 22 (20,8 %) apenas no tratamento. O nimero médio de ovos depositados

pelas gravidas de A. aegypti foi de 90,5 + 3,61.
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A comparagdo entre o percentual médio de ovos depositados em cada tratamento ndo
sugeriu diferenca significatica entre eles (Kruskal Wallis, H = 6,00, p = 0,20).

Observou-se que o hexano presente no extrato ndao estimulou ou inibiu a deposicédo de
ovos nos recipientes disponibilizados, pois os percentuais de ovos depositados por fémeas de
A. aegypti no recipiente controle contendo agua e solvente (54,1 + 8,33 %) e no tratamento
contendo apenas &gua destilada (45,9 £ 8,33 %) foram similares (Qui quadrado, p > 0,05).
Verificou-se que a média percentual de ovos depositados no recipiente contendo EHAL na
concentracdo de 0,5 larvas/mL (60,6 = 8,82 %) foi maior do que a média de ovos no seu
controle (39,4 + 8,82 %). O percentual médio de ovos no recipiente contendo EHAL na
concentragéo de 3,0 larvas/mL (40,9 £ 8,91 %), por outro lado, foi menor do que o percentual
médio no seu controle (59,13 + 8,91 %). No entanto, os resultados nao diferiram
estatisticamente (Qui Quadrado, p > 0,05). As médias percentuais de ovos depositados nos
recipientes contendo extratos nas concentragfes de 2,0 e 6,0 larvas/mL foram similares aos

seus respectivos controles (Fig. 7).
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Figura 7. Percentual médio (x EP) de ovos depositados por Aedes aegypti em recipientes de
oviposicdo contendo extrato hexanico de agua de criacdo de larvas co-especificas de 3° e 4° instares,
em diferentes concentraces, e respectivo controle (agua destilada e hexano), em condi¢cdes de
laboratorio (27,0 + 0,13 °C, 56,7 + 0,94 % URA, fotofase: 12 horas) (Teste Qui Quadrado, p < 0,05).
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As 106 fémeas de A. aegypti depositaram o total de 9.589 ovos, sendo que 6.492 (67,7
%) destes ovos foram colocados diretamente na &gua, enquanto que 3.097 ovos (32,3 %)
foram alocados no papel de oviposi¢cdo. Os dados da tabela 4 indicam que o percentual médio
de ovos depositados na agua foi superior na maioria dos recipientes de oviposicao, exceto nos
recipientes contendo EHAL nas concentragdes de 3,0 e 6,0 larvas/mL de &gua destilada, cujos
valores foram similares. O percentual médio de ovos depositado na agua dos recipientes
contendo EHAL (0,5 e 2,0 larvas/mL de agua) e agua destilada pura foi significativamente

maior do que o numero de ovos colocados no papel de oviposicado (Qui Quadrado, p < 0,05).

Tabela 4. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por Aedes aegypti na dgua ou no papel dos
recipientes de oviposicdo contendo extrato hexanico de agua de criacdo de larvas co-especificas de 3°
e 4° instares, em diferentes concentracOes, e respectivo controle (Agua destilada com hexano) em
condigdes de laboratorio (27,0 + 0,13 °C, 56,7 + 0,94 % URA, fotofase: 12 horas).

Recipiente de Local de deposicdo  Percentual médio de Valor de p
Oviposicao N dos ovos ovos (£EP) (Qui Quadrado)

Controle 24 Agua 39,3+ 7,74* 0,012
Papel 14,8 £ 5,24*

Agua destilada 24 Agua 34,5+ 7,37 0,010
Papel 114+£471*

Controle 21 Agua 29,0 +7,16* 0,028
Papel 10,4 £ 3,36*

0,5 larvas/mL 21 Agua 41,7 £ 8,38* 0,030
Papel 18,9 £ 5,98*

Controle 24 Agua 29,5+5,72 0,151
Papel 15,7 +4,71

2,0 larvas/mL 24 Agua 38,4 +7,83* 0.026
Papel 16,3 £ 4,38*

Controle 20 Agua 38,4 +7,83 0,096
Papel 20,7 £5,22

3,0 larvas/mL 20 Agua 19,9 + 6,46 0,940
Papel 21,0£5,72

Controle 17 Agua 39,0 + 7,50* 0,003
Papel 11,2 + 3,97*

6,0 larvas/mL 17 Agua 25,5+ 8,52 0,951
Papel 24,4 + 8,07

* Indica diferenca significativa - Teste Qui Quadrado, p < 0,05.



57

1.3.2.3 Extrato metandlico do corpo de larvas de terceiro e quarto instares (EMCL)

Nos testes com extratos metandélicos do corpo de larvas de terceiro e quarto instares de
A. aegypti (EMCL) foram observadas 150 fémeas co-especificas, sendo que 31 (20,7 %) nédo
depositaram ovos em nenhum nos recipientes de oviposicdo e nove (29,0 %) destas fémeas
apresentaram ovos nos ovarios ap6s a dissecacdo. Observou-se que 119 fémeas (79,3 %)
depositaram ovos em pelo menos um dos recipientes presentes nas gaiolas de teste, sendo que
79 (66,4%) utilizaram os dois recipientes disponiveis, 21 (17,7%) realizaram a oviposicao
apenas no recipiente controle, enquanto que 19 (16,0 %) usaram somente 0S recipientes
contendo os tratamentos. Das 119 fémeas consideradas nas analises, apenas duas
apresentaram ovos nos ovarios apos o termino do teste. O nimero médio de ovos depositados
por estas fémeas foi 96,4 + 2,56.

A comparagdo entre o percentual medio de ovos depositados em cada tratamento ndo
sugeriu diferenca significatica entre eles (Kruskal Wallis, p < 0,05).

A média percentual de ovos depositados no recipiente controle, contendo agua
destilada e metanol, (65,4 + 7,26 %) foi maior do que no tratamento, contendo apenas agua
destilada (34,6 £+ 7,26 %), porém ndo diferiram estatisticamente (Qui Quadrado, p > 0,05). O
percentual médio de ovos depositados por fémeas de A. aegypti no recipiente contendo EMCL
(61,6 + 7,55 %), na concentracdo de 0,5 larvas/mL, foi maior do que a média de ovos no
recipiente controle contendo &gua destilada e metanol (38,4 + 7,55 %) (p > 0,05). Por outro
lado, o percentual médio de ovos (33,0 + 8,38 %) depositados por fémeas de A. aegypti no
recipiente com EMCL de 2,0 larvas/mL foi significativamente menor do que a média de ovos
no controle (67,0 + 8,38 %, p < 0,05). As médias percentuais de ovos depositados nos demais
tratamentos (3,0 e 6,0 larvas/mL) e nos respectivos controles foram similares (p > 0,05) (Fig.
8).
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Figura 8. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por fémeas de Aedes aegypti em recipientes de
oviposi¢do contendo extrato metandlico do corpo de larvas de 3° e 4° instares, em diferentes
concentragdes, e respectivo controle (agua destilada e metanol) em condigdes de laboratdrio (26,1 +
0,43 °C, 52,8 + 0,85 %URA, fotofase: 12 horas) (Teste Qui Quadrado, p < 0,05. * sobre as barras

indicam diferenga significativa entre tratamento e controle).

Foi depositado o total de 11.475 ovos durante o bioensaio, sendo que 8.704 (75,9 %)
destes ovos foram alocados diretamente na &gua, enquanto que 2.771 (24,1 %) foram
colocados no papel de oviposi¢do. Os dados apresentados na tabela 5 demonstraram que a
tendéncia de maior oviposicao na dgua do que no papel foi observada em todos os recipientes
de oviposicdo, tanto nos controles quanto nos tratamentos. Notou-se que nos tratamentos
contendo &gua destilada pura e EMCL nas concentracdes de 0,5; 3,0 e 6,0 larvas/mL de agua
destilada a oviposicao foi significativamente maior na agua do que no papel (Qui Quadrado, p
<0,05).
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Tabela 5. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por Aedes aegypti na agua ou no papel dos
recipientes de oviposicdo contendo extrato metandlico do corpo de larvas co-especificas de 3° e 4°
instares, em diferentes concentracfes, e respectivo controle (dgua destilada com metanol) em
condi¢des de laboratorio (26,1 + 0,43 °C, 52,8 + 0,85 %URA, fotofase: 12 horas).

Recipiente de Local de deposicdo  Percentual médio de Valor de p
Oviposicao N dos ovos ovos (£EP) (Qui Quadrado)
Controle 24 Agua 56,0 +7,18* < 0,0001
Papel 94+251*
Agua destilada 24 Agua 28,0 + 6,20* 0,005
Papel 6,6 + 2,16*
Controle 21 Agua 25,7 £ 6,06 0,068
Papel 12,7 + 4,06
0,5 larvas/mL 21 Agua 42,1 +6,33* 0,028
Papel 19,5 + 4,55*
Controle 24 Agua 54,5 + 7,96* < 0,0001
Papel 12,5+2,97*
2,0 larvas/mL 24 Agua 22,0+6,28 0,190
Papel 11,0 + 4,36
Controle 20 Agua 32,1 +6,44* 0,018
Papel 11,3 + 3,48*
3,0 larvas/mL 20 Agua 42,5+ 6,93* 0,004
Papel 14,1 + 4,08*
Controle 17 Agua 32,6 +6,77 0,132
Papel 17,6 £ 5,59
6,0 larvas/mL 17 Agua 38,2 + 7,49* 0,004
Papel 11,6 + 3,39*

* Indica diferenca significativa - Teste Qui Quadrado, p < 0,05.

1.3.2.4 Valores dos indices de Atividade de Oviposicdo (IAO) dos extratos avaliados

como estimulantes de oviposicdo

Os valores dos Indices de Atividade de Oviposicdo (IAO) calculados a partir dos
numeros medios de ovos depositados nos recipientes de oviposicdo nos experimentos em
laboratdrio estdo apresentados na Figura 9. O valor de 1AO obtido na comparacdo entre o
numero médio de ovos depositados nos recipientes com agua destilada e hexano em relacao a
agua pura (tratamento) foi proximo de zero (- 0,01), enquanto que o valor de IAO na

comparacdo entre recipientes contendo &gua destilada e metanol em relacdo a agua pura
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(tratamento) foi negativo (-0.26). Os valores de IAO foram positivos em todos 0s extratos
avaliados na concentracdo de 0,5 larvas/mL de agua destilada: (EAL: +0,32), (EHAL: +0,21)
e (EMCL.: +0,26). Os valores do IAO foram similares em cada um dos trés tipos de extratos
EAL, EHAL, EMCL avaliados nas concentracfes de 3,0 e 6,0 larvas/mL de agua destilada,
sendo: (EAL: +0,04 e +0,05), (EHAL, -0,11 e -0,10) e (EMCL: +0,12 e +0,10),
respectivamente.

Observou-se que os perfis dos graficos dos valores de IAO correspondentes a
avaliacdo de EAL (Fig 9 A) e EMCL (Fig 9 C) foram parecidos, sendo os valores dos Indices
acentuados na avaliacdo dos extratos metandlicos. Notou-se uma reducdo do valor de I1AO
qguando aumentou a concentragéo das larvas de 0,5 para 2,0 larvas/mL e esta reducédo foi mais
expressiva nos EMCL do que nos EAL. Quando a concentracdo das larvas aumentou de 2,0
para 3,0, o valor de IAO no EAL tornou-se ligeiramente maior, enquanto que em EMCL esse
aumento foi expressivamente observado. Os valores dos Indices dos EAL (3,0 e 6,0
larvas/mL) foram um pouco maiores do que na concentracdo de 2,0 larvas/mL, isto também
foi evidenciado nos valores dos indices de Atividade de Oviposicdo dos EMCL.

Por outro lado, o IAO correspondente ao EHAL (Fig. 9 B) apresentou perfil diferente.
Os valores dos indices de EAL foram positivos e similares nas concentragdes de 0,5 (+0,21) e
2,0 larvas/mL (+0,20) de agua destilada. Entretanto, os valores dos Indices decresceram com

0 aumento da concentracdo de larvas (3,0 a 6,0 larvas/mL).
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Figura 9. Indices de Atividade de Oviposicdo (IAO) obtidos na avaliagio de diferentes extratos como
estimulantes de oviposi¢do no comportamento de fémeas individualizadas de Aedes aegypti em
laboratério. A) extrato de &gua de criacdo de larvas de 3° e 4° instares (EAL), B) Extrato hexanico de
agua de criacgdo de larvas de 3° e 4° instares (EHAL), C) Extrato metanolico do corpo de larvas de 3° e
4° instares (EMCL).
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1.3.3 Avaliacao de extratos no cromatografo a gas

Foram constatados nos cromatogramas de extratos hexanicos (EHCLCG) e
metanolicos (EMCLCG) do corpo de larvas, assim como em extratos hexanicos de agua de
criacdo de larvas (EHALCG), vérios picos relacionados aos compostos quimicos extraidos
com solvente (Fig. 10, 11 e 12). Observou-se que os EHALCG e EHCLCG apresentaram
perfis cromatogréaficos diferentes, pois nos cromatogramas do EHALCG 0s compostos (picos)
eluiram de forma homogénea durante toda a corrida cromatografica, enquanto que no
EHCLCG a eluicdo dos compostos ficou concentrada ao inicio da corrida, antes dos 20
minutos (Fig. 10 e 11).

Foram identificados picos correspondentes ao n-heneicosano na sobreposi¢do do
cromatograma do padrao sintético com os cromatogramas dos extratos hexanicos (EHALCG e
EHCLCG), porém ndo foram encontrados picos deste hidrocarboneto na sobreposi¢do com 0s
cromatogramas dos extratos metanolicos do corpo de larvas. A presenca desse composto nos
EHALCG e EHCLCG foi confirmada através da co-injecdo dos extratos com o padrdo
sintético do n-heneicosano. Os demais compostos presentes nos EHALCG, EHCLCG e
EMCLCG ainda ndo foram identificados (Fig. 10, 11 e 12).
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Figura 10. Cromatogramas sobrepostos do extrato hexanico da agua de 1.200 larvas (Ls/L,) de Aedes
aegypti (linha preta), padrdo sintético do n-heneicosano a 0,1 mg/mL (linha vermelha) e co-inje¢éo do
extrato hexanico da agua de 1.200 larvas de Aedes aegypti acrescido do padrdo n-heneicosano (linha
rosa). No detalhe, regido ampliada do cromatograma em que a elipse verde indica 0s picos

correspondentes ao n-heneicosano dos trés cromatogramas.



64

. ﬂ
15

104
. |
I )
|
|
il ||
I 'l--‘.- LLN_‘L;_ N Ll e W T s el NV Fa
0+ —
0 20 40 min

Figura 11. Cromatogramas sobrepostos do extrato hexanico do corpo de 1.200 larvas (Ls/L4) de Aedes
aegypti (linha preta), padrdo sintético do n-heneicosano a 0,1 mg/mL (linha vermelha) e co-inje¢éo do
extrato hexanico do corpo de 1.200 larvas de Aedes aegypti acrescido do padrdo n-heneicosano (linha
rosa). No detalhe, regido ampliada do cromatograma em que a elipse verde indica 0s picos

correspondentes ao n-heneicosano dos trés cromatogramas.
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Figura 12: Cromatogr;?nas sobrepostos (2100 extrato metanc')lginco do corpo de 14500 larvas (Ls/L4) de
Aedes aegypti (linha preta), padrdo sintético do n-heneicosano a 0,1 mg/mL (linha vermelha) e co-
injecdo do extrato metandlico do corpo de 1200 larvas de Aedes aegypti acrescido do padrdo n-
heneicosano (linha rosa). No detalhe, regido ampliada do cromatograma em que a elipse verde indica

0s picos correspondentes ao n-heneicosano de dois cromatogramas.

1.3.4 Experimento Il: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti como atraentes de

oVviposi¢cdo em campo

Nos experimentos em campo, utilizando diferentes estimulos na armadilha adesiva
MosquiTRAP® foram capturadas 218 fémeas de A. aegypti. Constatou-se que o nimero
médio de fémeas de A. aegypti capturadas em armadilhas contendo infusdo de gramineas (1,3
+ 0,18) foi significativamente maior do que nas armadilhas contendo ACA (0,6 £ 0,12 ) e
EALCA (0,8 + 0,19) (Kruskal Wallis, p < 0,05). Entretanto, a captura média de fémeas de A.
aegypti nas armadilhas contendo EALSA (0,9 = 0,17) foi similar a média da armadilha com

infusdo e com &gua de torneira (p > 0,05) (Fig. 13).
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Figura 13. Média (+ EP) de fémeas capturadas em armadilhas adesivas MosquiTRAP® contendo
diferentes estimulos em testes no Campus Pampulha da UFMG, margo e abril de 2010 (n=50) (24,1 +
0,25 °C, 50,9 + 1,07 % URA) (Kruskal Wallis, p < 0,05. Letras diferentes sobre as barras indicam

diferenca significativa).

Durante os testes, nas armadilhas adesivas foram capturadas nove fémeas de Culex sp.,
sendo cinco nas armadilhas contendo infusdo de P. maximum, uma na armadilha com extrato
de &gua de larvas acrescida de ragdo e uma na armadilha associada a agua pura. N&o foi
capturado nenhum espécime de A. albopictus.

1.3.5 Experimento Il11: Avaliacdo de extratos de larvas de Aedes aegypti associados a

infusdo de Panicum maximum como atraentes de oviposi¢cdo em campo

Nos experimentos em campo, para a avaliagdo do efeito aditivo de EALSA com
infusdo observou-se uma pequena captura de fémeas de A. aegypti (75 individuos). O nimero

médio de fémeas capturadas nas armadilhas com infuséo de P. maximum (0,3 + 0,06) foi
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similar as iscadas com EALSA (0,2 + 0,06) e EALSA em combinacdo com infusdo (0,3 *
0,06). Apesar de o nimero médio de fémeas capturadas em armadilhas com agua destilada
(controle) ter sido menor que nos demais tratamentos (0,2 + 0,04), ndo foi detectada diferenca
significativa (Kruskal Wallis, p < 0,05) (Fig. 14).

O namero total de fémeas de A. aegypti capturadas em armadilhas adesivas neste
experimento distribuiu-se assim: 12 fémeas (armadilhas adesivas com &gua), 24 (infusdo), 18
(EALSA) e 21 (EALSA com infusao).
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Figura 14. Média (+ EP) de fémeas capturadas em armadilhas adesivas MosquiTRAP® contendo
diferentes estimulos em testes no Campus Pampulha da UFMG, setembro de 2010 (n=80) (23,3 + 0,79
°C; 38,9 + 0,92% URA) (Kruskal Wallis, p < 0,05).

Além das fémeas de A. aegypti, foram capturadas 11 fémeas de Culex sp.. nas
armadilhas iscadas com agua de torneira (duas fémeas), com infusdo (duas fémeas), com

EALSA (cinco fémeas) e com EALSA combinada com infusdo (duas fémeas). Foram
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capturados ainda cinco machos de Culex sp., sendo dois nas armadilhas com &gua de torneira

e trés nas associadas a infusdo de P. maximum.

1.4 DISCUSSAO

Os comportamentos de pré-oviposicdo e oviposi¢do consistem em uma seqliéncia de
acles que se sobrepdem, resultantes de varios sinalizadores que induzem o inicio do v6o, o
voo orientado em resposta aos atraentes de oviposicdo, a localizacdo dos criadouros, a
exploracdo e aceitacdo dos criadouros mais adequados e, finalmente, a deposi¢cdo de ovos.
Como os comportamentos se sobrepdem, torna-se complicado elucidar o detalhado
mecanismo de acdo dos estimulos exdgenos em cada fase que atuam. A atracdo para um
potencial criadouro é mediada por sinais que podem ser detectados a distancia, como odores
volateis e caracteristicas visuais (ex.: cor, textura, etc.), enquanto que a exploracdo do
criadouro e a oviposi¢do parecem ser mais incitadas por contato, como com estimulantes de
oviposicdo (Bentley & Day 1989, Isoe et al. 1995).

Os resultados de estudos que envolvem comportamentos de oviposicdo sdo dificeis de
interpretar devido a dificuldade de distincdo entre os comportamentos de atracdo e
estimulagdo. Infoquimicos que interferem na atracdo devem ser volateis para serem
percebidos a longas distancias, enquanto os que atuam na estimulacdo, com acéo
desencadeada por contato, normalmente ndo sdo volateis. Em conseqiéncia do uso
equivocado destes conceitos, muitas substancias ndo volateis algumas vezes sdo referidas
erroneamente como atraentes de oviposi¢cao. Ambigiidade andloga ocorre com as definicdes
de repelentes, volateis que atuam a distancia, e inibidores de oviposicao, estimulos quimicos
ndo volateis com acgdo desencadeada por contato (Isoe & Millar 1995, Isoe et al. 1995, Eiras
& Mafra-Neto, 2001).

Freqientemente, as classificacGes incluem as respostas com acdo de curto e longo
alcance de maneira relativamente arbitraria. Eiras e Mafra-Neto (2001) explicam que,
geralmente, quando o estimulo é quimico, a divisdo entre respostas de curta e longa distancia
é correlacionada com o espaco onde as mudancgas nas estruturas da pluma ou a dispersdo de
odores ocorrem. Quando se trata de difusdo molecular dos compostos a acdo evocada é de
curta distancia e quando o espaco onde a dispersdo do odor ocorre é definida pela turbuléncia
do ar, estamos diante de uma acéo a longa distancia.

A pluma de odor consiste de uma série de pacotes de odores dispersos no ar de forma

intermitente e que variam de intensidade e duracdo de acordo com a distancia da fonte (Murlis
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& Jones 1981). Dois processos interferem na dispersdo da pluma: difusdo molecular e
turbuléncia do ar. A difusdo molecular ocorre de forma gradual e aleatoria, sendo influenciada
principalmente pelas caracteristicas das moléculas de odores, enquanto na difusdo por
turbuléncia, as nuvens de moléculas sdo dispersas pela acéo fisica das correntes de ar. Assim,
as escalas temporais e espaciais dos dois processos sdo diferentes. Difusdo molecular é um
processo lento e de pequena escala enquanto a difusdo por turbuléncia é vigorosa, abrangendo
amplas escalas temporais e espaciais. A Ultima predomina no desenvolvimento da estrutura da
pluma de odor, determinando diferencas contrastantes desta estrutura em ambientes com
movimentacao de ar distintas (Murlis et al. 1992).

Os testes realizados no presente estudo forneceram informacdes sobre os extratos de
agua de criacdo de larvas bem como do corpo das larvas que exercem influéncia no
comportamento de oviposicdo de gravidas de A. aegypti. Os resultados dos testes em
ambientes confinados e sem movimentacdo de ar (ex.: gaiolas 30 x 30 x 30 cm) indicaram,
principalmente, a acdo estimulante dos infoquimicos nos extratos de larvas, uma vez que 0s
insetos estdo limitados a um pequeno espaco, ndo realizam longos deslocamentos até os
recipientes, e podem entrar em contato direto com os compostos. Por outro lado, 0s
experimentos de campo demonstraram 0 comportamento de longo alcance, onde o potencial
atrativo dos extratos de agua de criacdo de larvas pode ser bem definido. Os testes foram
realizados ao ar livre, portanto 0s compostos presentes nos extratos estavam submetidos ao
fluxo de ar, com conseqliente dispersdo por turbuléncia dos mesmos. Nestas condicGes, as
fémeas que foram capturadas nas armadilhas adesivas MosquiTRAP® poderiam ser atraidas
para os mais diversos criadouros disponiveis no ambiente. No entanto, foram atraidas para as
armadilhas através de estimulos de longo alcance e foram capturadas. De acordo com Isoe e
colaboradores (1995), a mensuracao do numero de fémeas retidas no recipiente de oviposicdo
fornece informacdes sobre a atratividade do mesmo. Tendo em vista 0 uso de metodologias
diferentes, foi possivel avaliar no presente trabalho fundamentalmente a acdo estimulante dos
extratos de larvas em condi¢cfes de laboratério e a atratividade da agua de criacdo de larvas
em campo.

A pré-existéncia de imaturos co-especificos em um criadouro é um sinalizador
importante para as fémeas, uma vez que indica que o criadouro seja viavel para a reproducéo
da espécie, ja& que apresenta alimento, condicGes ideais de oxigenacdo, temperatura e pH
(Barbosa & Silva 2002). Por outro lado, a existéncia prévia de larvas submetidas a situagdes
de estresse induzem em co-especificos um comportamento de repeléncia ou inibicdo de

oviposicdo. Por exemplo, a presenca de patdgenos e restricdo alimentar sdo fatores
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estressantes para larvas de A. aegypti (Zahiri & Rau 1998). Esta comunicacéo é relevante na
dindmica populacional de culicideos, uma vez que a escolha pelo sitio adequado é
fundamental para garantir o sucesso da prole que ndo poderd se deslocar ativamente para
outro sitio mais adequado (Bentley & Day 1989, Onyabe & Roitberg 1997, Spencer et al.
2002).

No presente estudo observou-se que, em laboratério, cerca de 2/3 dos ovos
depositados pelas fémeas foram colocados diretamente na dgua e apenas 1/3 foi deixado na
superficie do criadouro (Tab. 3, 4 e 5). Os resultados se repetiram tanto nos recipientes
tratamentos quanto nos controles, sendo que apenas 0s recipientes contendo EHAL nas
concentragOes de 3,0 e 6,0 larvas/mL apresentaram uma distribuicdo homogénea entre o
nimero de ovos no papel de oviposicdo e na adgua (Tab. 4). Neste caso, provavelmente 0s
extratos de larvas forneceram dicas quimicas as gravidas de A. aegypti sinalizando criadouros
com excesso de larvas. Possivelmente estas fémeas distribuiram um pouco dos ovos no papel
de oviposicgéo, evitando a emergéncia imediata das larvas num ambiente com chances de
competicdo intra-especifica por recursos alimentares.

A observacdo do maior numero de ovos depositados na &gua em detrimento da parede
do criadouro neste trabalho, estd em desacordo com outros autores que verificaram tanto em
ovitrampas (Fay & Perry 1965, Nelson 1986, Chadee & Cobert 1987), assim como em
recipientes de oviposicdo (frasco com agua e papel) (Allan & Kline 1998, Gomes 2003,
Santos et al. 2010), que a maioria dos ovos foi depositada nas palhetas (ovitrampas) ou no
papel de oviposicdo revestindo internamente as paredes do recipiente (substrato de
oviposicdo). De acordo com estes autores, uma quantidade insignificante de ovos pode ser
deixada na dgua. No entanto, Ponnusamy e colaboradores (2008) verificaram que 0s ovos de
A. aegypti foram depositados diretamente na superficie da agua, ndo sendo relatada a presenca
de ovos nas paredes lisas dos copos plasticos. Esses autores realizaram testes em laboratério
com recipientes de oviposic¢do que consistiam apenas de copo de plastico e 4gua destilada.

Observou-se no presente trabalho que cerca de metade das fémeas que depositaram
ovos exploraram os dois recipientes disponiveis realizando “skip oviposition” ou oviposi¢ao
aos saltos. Abreu (2010) observou que fémeas de A. aegypti distribuem seus ovos em varios
criadouros quando estes estdo disponiveis, no entanto o comportamento ndo é obrigatorio e
algumas vezes as fémeas podem utilizar apenas um dos criadouros. Mesmo quando ha o
comportamento de oviposi¢do aos saltos, observa-se a existéncia de um criadouro predileto,
onde a maioria dos ovos € depositada. No presente trabalho, notou-se que entre as fémeas que

exploraram apenas um dos criadouros, cerca de metade depositou todos 0s 0vos no recipiente
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controle e metade realizou a oviposicdo apenas no tratamento. Observou-se assim que a
estratégia de oviposi¢do aos saltos ndo foi a Unica adotada pelo vetor nos experimentos de
laboratdrio. A caracteristica de fémeas depositarem ovos num unico criadouro também esta
descrita na literatura, tanto em campo (Harrington & Edman 2001), quanto em laboratério
(Williams et al. 2008).

No presente trabalho, tendo em vista o grande nimero de extratos avaliados, optou-se
por padronizar o nimero de larvas em cada um dos extratos pela estimativa do peso médio
destes imaturos (Tab. 1 e 2). Uma vez que a criacdo foi realizada de forma homogénea e
controlada, encontrou-se 0 peso médio de 30 grupos de 600 larvas (1,0 +£0,03) e este foi
aferido com a pesagem e posterior contagem de larvas (607,0 + 11,70). Observou-se que a
variacdo encontrada entre o numero de larvas ideal (600) e o numero de larvas real foi
pequena. Diante da praticidade e agilidade na execucdo, além da concordancia entre 0s
nameros, optou-se por adotar a estimativa do nimero de larvas. A determinacdo do peso
médio de larvas ocorreu a partir da contagem de cerca de 36.000 larvas no total. O trabalho
inicial evitou que fossem contadas individualmente, cerca de 207.740 larvas para a execugédo
dos testes de campo e de laboratdrio. Além disso, 0 numero estabelecido no presente trabalho
podera ser utilizado em outros estudos que requisitarem a contagem de um grande ndmero de
larvas, desde que os insetos sejam criados de maneira homogénea.

Nos bioensaios de laboratdrio foram analisados extratos de agua de criacéo de larvas e
do corpo das larvas mantidas em diferentes concentracGes de larvas/mL de agua destilada por
24 horas. Com isso, buscou-se avaliar a influéncia do ndmero de larvas presentes num
criadouro no comportamento de deposi¢cdo de ovos por fémeas de A. aegypti. Dois tipos
destes extratos (extrato metanélico do corpo de larvas e extrato hexanico de agua de criacdo
de larvas) envolveram o uso de solventes organicos, metanol e hexano, respectivamente. A
escolha do metanol e hexano como solventes foi baseada em estudos anteriores (Mendki et al.
2000, Ganesan et al. 2006, Ponnusamy et al. 2008, Seenivasagan et al.2009) em que néo foi
relatada a interferéncia destas substancias no comportamento de oviposigdo do A. aegypti.

No atual trabalho foi avaliado se os solventes estimularam ou inibiram o
comportamento de oviposicdo de A. aegypti, quando foi comparado o numero de ovos
depositados em um recipiente contendo apenas agua destilada (tratamento) e outro contendo
4gua destilada e solvente (hexano ou metanol) como controle. Os valores do Indice de
Atividade de Oviposi¢do indicaram que o hexano ndo interferiu no comportamento de
oviposi¢cdo (IAO = - 0,01), enquanto que o metanol apresentou uma acgdo estimulante de

oviposi¢cdo em detrimento da agua pura (IAO = - 0,26) (Fig. 9). Estes resultados refutam o



72

observado por Ganesan e colaboradores (2006) e Ponnusamy e colaboladores (2008), que
trabalharam com o metanol em bioensaios semelhantes aos deste estudo e ndo observaram sua
acao estimulante de oviposicdo para fémeas de A. aegypti. Como 0s recipientes controle
continham a mesma quantidade de metanol que o0s recipientes tratamento, esta estimulagéo
interferiu de forma semelhante nos dois recipientes disponibilizados para a oviposigéo.

Em geral, os extratos provenientes de larvas mantidas nas concentragfes de 0,5
larvas/mL estimularam a atividade de oviposicdo de fémeas de A. aegypti, resultados que
corroboram com os estudos de Zahiri & Rau (1998). Na avaliacdo de EAL, EHAL e EMCL
na concentracdo de 0,5 larvas/mL observou-se uma maior deposi¢do de ovos nos recipientes
contendo os extratos do que nos respectivos controles. Apesar destas diferencas ndo serem
significativas (p < 0,05), os valores positivos de IAO (EAL = +0,32, EHAL = +0,21, EMCL =
+0,26) sugerem que os extratos foram mais estimulantes a oviposicdo do que seus controles.
Assim, infere-se que a presenca de poucas larvas num recipiente de oviposicdo pode estimular
a oviposicdo de A. aegypti, indicando um ambiente com condigBes propicias para o
desenvolvimento de imaturos (Bentley & Day 1989, Zahiri & Rau 1998, Barbosa & Silva
2002). No campo, o reconhecimento rapido e eficiente de um criadouro adequado garante que
as fémeas tenham menor gasto energético e figuem menos vulneraveis a predacdo ou fatores
que possam leva-las a morte, aumentando as chances de sucesso reprodutivo (Bentley & Day
1989, Eiras 2001, Harrington & Edman 2001).

Os extratos provenientes de material em que larvas foram mantidas na concentracdo de
2,0 larvas/mL de agua destilada apresentaram um efeito diferente no comportamento do vetor.
Enquanto o EAL né&o influenciou na oviposi¢do, 0 EHAL apresentou-se como um estimulante
(IAO + 0,20) e 0 EMCL foi significativamente inibidor a deposi¢do de ovos. De acordo com
os valores de IAO os extratos de agua de criacdo de larvas (EAL e EHAL) mantidos nas
concentracdes de 3,0 e 6,0 larvas/mL pouco interferiram no numero médio de ovos
depositados em cada recipiente, tendo apresentado algum efeito inibidor (EHAL) e
estimulante (EMCL). Em cada um dos extratos avaliados (EAL, EHAL e EMCL), observou-
se que extratos mantidos na concentracdo de 3,0 e 6,0 larvas/mL de &gua destilada
desempenharam uma agao similar no comportamento de oviposic¢ao do vetor.

Observou-se que, nos EMCL, os valores de IAO foram positivos nas concentragdes de
0,5 (+0,26), 3,0 (+0,12) e 6,0 (+0,10) larvas/mL de &gua destilada. Por outro lado, o extrato na
concentragdo de 2,0 larvas/mL foi significativamente inibidor & oviposicdo. Como existem
relatos na bibliografia (Consoli & Teixeira 1988, Zahiri & Rau 1998, Ivo & Eiras 1999) de

que a concentracdo da criacdo de larvas num local influencia a deposi¢do subseqiente dos
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ovos, diante dos resultados obtidos esperava-se que 0s extratos com concentragdes superiores
a 2,0 larvas/mL de agua destilada apresentassem algum efeito inibidor a deposi¢do de ovos, 0
que ndo foi verificado.

O efeito da agua de criacdo de larvas em diferentes concentracdes ja foi abordado em
outros trabalhos com culicideos e os resultados foram divergentes. Consoli e Teixeira (1988)
avaliaram o comportamento de oviposicdo de 200 fémeas de A. fluviatilis mantidas com 200
machos co-especificos. Foram analisados extratos de agua de criacdo de larvas nas
concentracdes de 3,0 e 10,0 larvas/mL de agua e, em ambas as concentracdes, 0s extratos
foram mais estimulantes do que agua pura. Zahiri e Rau (1998) analisaram o comportamento
de 100 fémeas mantidas com 100 machos em resposta a diferentes concentragcdes de extratos
de agua de criacdo de larvas de A. aegypyti em bioensaios similares ao presente estudo.
Verificaram que agua de criacdo de larvas, tanto de terceiro quanto de quarto instares,
mantidas na concentracdo de 0,5 larvas/mL interferiram na atividade de oviposicéo
aumentando o nimero de ovos depositados. Por outro lado, extratos na concentracdo de 2,0 e
3,0 larvas/mL apresentaram-se como inibidores de oviposicdo, sendo esta influéncia
proporcional ao aumento da concentracdo. Ivo e Eiras (1999) avaliaram ovitrampas contendo
extratos de agua de criacdo de larvas de quarto instar de A. aegypti em laborat6rio. A resposta
de oviposicdo de 20 fémeas co-especificas foi avaliada aos extratos nas concentragdes de 0,5;
2,0; 3,0; 5,0; 6,0 e 7,0 larvas/mL de agua destilada. Eles observaram que o extrato de 0,5
larvas/mL foi tdo estimulante quanto o controle contendo apenas agua destilada. No entanto,
extratos na concentracao de 3 larvas/mL foram os mais estimulantes a deposicdo de ovos € a
partir desta concentracdo ocorreu uma reducdo no nimero de ovos depositados, sendo estes
valores inferiores ao controle. Estas diferencas entre trabalhos de diversos autores decorrem
das disparidades entre as metodologias utilizadas na producdo dos extratos, as caracteristicas
da espécie envolvida e ao nimero de fémeas avaliadas numa Unica repeticdo. Quando sao
avaliadas mais de uma fémea simultaneamente num bioensaio, existe a possibilidade dos
resultados serem duvidosos, devido aos efeitos de interagdes entre 0s insetos-teste
(Ponnusamy 2008). Portanto, o presente trabalho avaliou 0 comportamento de apenas uma
Unica gravida de A. aegypti, evitando assim o efeito de interacGes entre individuos.

O hidrocarboneto n-heneicosano, foi identificado como atraente e estimulante de
oviposicdo para populacgdes indianas de A. aegypti (Mendki et al. 2000). Na presente pesquisa,
foi verificada pela primeira vez a presenca deste alcano em extratos hexanicos de corpo de
larvas e extratos hexanicos de &gua de criagdo de larvas de populacBes brasileiras de A.

aegypti. Mendki e colaboradores (2000) identificaram cinco compostos que interferiram na
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atividade de oviposicdo de fémeas gravidas de A. aegypti: quatro alcanos (octadecano, n-
heneicosano, docosano e nonacosano) e um éster (miristato de isopropila). Estes foram
identificados a partir de EHAL e extrato hexanico do corpo de larvas. Bioensaios foram
realizados em gaiolas semelhantes as utilizadas no presente estudo com as substancias
identificadas e 0 n-heneicosano foi sinalizado como um estimulante de oviposi¢ao.

Seenivasagan e colaboradores (2009) verificaram através de testes em gaiolas de
criacdo e em olfatbmetro em Y, que o comportamento do inseto em resposta ao feroménio n-
heneicosano é dose-dependente. Assim, as fémeas foram repelidas no olfatdmetro quando
expostas a elevadas concentragdes deste hidrocarboneto e evitaram depositar seus ovos em
recipientes (testes de gaiolas) contendo o composto em grande quantidade (107 g). Nos testes
em olfatdmetro, quantidades intermediarias de n-heneicosano (10 10° g) atuaram como
atraentes de oviposicdo, enquanto quantidades pequenas (1077) foram responséaveis por
auséncia de atratividade, como nos controles. Desta forma evidenciou-se que n-heneicosano é
um composto atraente de oviposicao, porém, quando em elevadas concentracbes pode atuar
como um repelente. A reducdo observada na resposta de oviposicdo a estas elevadas doses
sugere que as gravidas percebem o recipiente com elevadas concentra¢fes do hidrocarboneto
como um local com excesso de larvas, com possibilidade de competi¢do intra-especifica, e
entdo evitam a oviposi¢do como uma estratégia de cuidado parental (Seenivasagan 2009).

Ganesan e colaboradores (2006) relataram que alguns acidos graxos provenientes de
ovos de A. aegypti atuam como repelentes acima de determinadas concentracdes. Sharma e
colaboradores (2008) verificaram que ésteres de 21 carbonos em elevadas concentracfes sao
repelentes de oviposicdo para A. aegypti, sendo muitas vezes a agdo potencializada com o
aumento da concentracdo. Portanto, apesar de no presente trabalho nédo ter sido realizada a
identificacdo quimica de todos os compostos, os resultados sugerem que existem quantidades
de infoquimicos presentes nos extratos de 0,5 larvas/mL de agua destilada, que podem atuar
como estimulantes de oviposicdo para fémeas de A. aegypti em condicGes de laboratério.
Entretanto, o excesso destes infoquimicos em um criadouro (EHAL na concentracdo de 3,0
larvas/smL e EMCL na concentracdo de 2,0 larvas/mL) pode indicar para fémeas co-
especificas a existéncia de um criadouro com elevado nimero de larvas, o que levaria a uma
competicéo intra-especifica por recursos. Conseqiientemente, as fémeas tenderiam a evitar a
deposicdo de ovos nestes locais (Ganesan et al. 2000, Seenivasagan et al. 2009).

No presente trabalho, em experimentos de campo, foram avaliados dois tipos de
extratos de larvas na concentracdo de 8,0 larvas/mL de agua destilada associados & armadilha

adesiva MosquiTRAP®. Esta concentracdo foi escolhida porque Ivo e Eiras (1999)
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determinaram em testes de campo que extratos de agua de criacdo de larvas nesta
concentracdo foram mais atraentes e/ ou estimulantes quando associados a ovitrampa
(armadilha de oviposicdo) do que outras concentracdes avaliadas (0,5; 2,0 e 6,0 larvas/mL).
Segundo Ivo (2000), em campo, extratos apresentando elevadas concentracdes de compostos
quimicos desempenham uma agdo mais expressiva na atracdo e/ou estimulacdo para
oviposigéo

No presente estudo, os resultados do primeiro teste de campo (Fig.13) demonstraram
que as armadilhas MosquiTRAP® iscadas com infusdo de P. maximum apresentaram a maior
captura de fémeas gréavidas de A. aegypti. Provavelmente, esta maior captura nas armadilhas
com infusdo ocorreu devido aos microrganismos presentes que, em decorréncia do Seu
metabolismo, produzem e liberam substancias que atraem ou estimulam as fémeas gravidas
para a oviposicdo (Kramer & Mulla, 1979). Os estudos sobre a estimulacdo e atratividade dos
compostos provenientes de infusdo de gramineas, como o P. maximum ja estdo bem
consolidados, com muito trabalhos realizados pelo grupo do LabEQ. Infoquimicos
provenientes destas infusdes ja foram identificados e avaliados em armadilhas de oviposicao
(ovitrampas) como atraentes e/ou estimulantes (Sant’Ana 2003, Sant’Ana et al. 2006) , assim
como atraentes em armadilhas adesivas (MosquiTRAP®) para a captura de fémeas gréavidas do
vetor (Roque 2007). A partir destes estudos foi desenvolvido um atraente de oviposi¢do
sintético (AtrAedes®), além de outros estimulantes e/ou atraentes de oviposicdo para fémeas
de A. aegypti que estdo sendo empregados na armadilha MosquiTRAP®.

As armadilhas adesivas iscadas com EALSA (extrato de agua de criacdo de larvas sem
acréscimo de alimento) na concentracdo de 8 larvas/mL capturaram um numero maior de
fémeas do que as armadilhas contendo apenas &gua, porém menor do que nas iscadas com
infusdo (Fig. 13) Apesar de os dados serem estatisticamente iguais, a maior captura nas
armadilhas com extratos de agua de criacdo de larvas em relacdo as com &gua pura sugerem a
presenca de infoquimicos procedentes da dgua de criacdo de larvas que interferiram na atracéo
de co-especificos. Verificou-se que a captura em armadilhas iscadas com o EALCA (extrato
de &gua de criacdo de larvas com acréscimo de alimento, 8 larvas/mL) foi significativamente
inferior & captura em MosquiTRAP® com infusdo de graminea, sugerindo que a combinagao
de infoquimicos liberados pelas larvas de A. aegypti, produtos do metabolismo bacteriano e
excretas provenientes das larvas (Trimble & Wellington 1980) ndo foram atraentes para
gravidas de A. aegypti em campo.

As capturas de fémeas nas armadilhas iscadas com infusdo foram significativamente

maiores do que as capturas em armadilhas associadas ao extrato de agua destilada com
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acréscimo de alimento (ACA) e extrato de &gua previamente habitada por larvas com
acréscimo de alimento (EALCA) (Fig. 13). A avaliacdo de ACA visou verificar a influéncia
dos compostos emanados pela racdo que, eventualmente, poderiam atrair fémeas para
oviposicdo, sinalizando presenca de alimento naquele local. Observou-se que a captura de
fémeas de A. aegypti em armadilhas iscadas com este extrato foi semelhante & captura em
armadilhas com 4gua e significativamente inferior a da infusdo, sugerindo que as substancias
emanadas pela agua contendo racdo ndo atrairam as fémeas para aquela armadilha.

Diante destas observacdes foi realizado um novo experimento de campo com o
objetivo de avaliar o efeito da associagdo de infusdo de P. maximum e extrato de agua de
criacdo de larvas sem acréscimo de alimento (EALSA, 8,0 larvas/mL). O nimero total de
fémeas capturadas nas armadilhas foi reduzido, porém foi possivel observar que ndo ocorreu
um efeito aditivo ou sinergistico entre a infusdo e o extrato de larvas (Fig. 14).

Ivo (2000) a partir de filmagens de fémeas individualizadas, durante 12 horas (8 h as
20 h) sugeriu diferencas entre os nimeros de ovos depositados em quatro ovitrampas em
condicdes de laboratdrio. As armadilhas de oviposicdo foram colocadas simultaneamente na
mesma gaiola (40 x 40 x 40 cm) de acrilico sendo que cada uma delas apresentava um
substrato liquido diferente. Foi observado uma maior deposicdo de ovos em ovitrampas
contendo infusdo de graminea (56,2 + 22,84), quando comparado com 0 extrato de agua de
criacdo de larvas (3,0 larvas/mLde &gua destilada) (44,0 + 14,53), infusdo de graminea com
extrato de agua de criacdo de larvas (40,6 £ 20,57) e agua (35,7 = 15,63). Estes resultados
foram diferentes dos encontrados por Ivo & Eiras (1999) que observaram o comportamento de
20 fémeas de A. aegypti em cada teste de laboratério e verificaram uma maior deposicdo de
ovos quando ha a presenca simultdnea do extrato de larvas e infusdo de graminea na
ovitrampa. Segundo Ivo (2000), provavelmente houve uma interacdo entre as fémeas no teste
realizado por Ivo e Eiras (1999) que, de alguma forma, proporcionou a diferenca nos
comportamentos observados nos dois experimentos. Em nenhum dos trabalhos foram
realizados bioensaios em campo para avaliar a combinacdo do extrato de agua de criacdo de
larvas com infusdo em campo.

O atraente e/ou estimulante de oviposicdo que provavelmente esta associado a larvas
de 3° e 4° instares pode ser proveniente de (1) metabdlitos produzidos por bactérias aderidas a
superficie das larvas durante a incubacéo; (2) excrecdes larvais que mimetizam estimulantes
naturais produzidos por matéria organica em decomposi¢édo e (3) quimicos produzidos pelas
larvas com a fungdo especifica de atuar como estimulantes de oviposi¢cdo (Trimble &

Wellington 1980). No entanto, existem evidéncias de que a agua de criacdo de larvas, livre de
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microrganismos e sem contaminacdo por excretas, também atua como estimulante de
oviposicédo (Trimble & Wellington 1980, Maire 1985).

Com os resultados do presente trabalho ndo foi possivel identificar a origem dos
compostos que influenciaram no comportamento do vetor No entanto, pode-se sugerir a
presenca de infoquimicos que atuaram como estimulantes de oviposic¢éo no extrato de agua de
criacdo de larvas e do corpo de larvas, como demonstrado em todos os extratos de larvas
mantidas na concentracdo de 0,5 larvas/mL. Os cromatogramas demonstraram a existéncia de
inimeros picos correspondentes aos compostos isolados, que quando identificados,
possivelmente poderdo ser usados como atraentes sintéticos em armadilhas para a captura de
fémeas do vetor (Allan & Kline 1998, Navarro-Silva et al. 2009). A comprovacdo da
producdo do feromdnio n- heneicosano, por larvas de A. aegypti com origem brasileira, indica
que este hidrocarboneto também pode influenciar na oviposicdo de vetores brasileiros,

sugerindo estudos mais detalhados com este feromonio.
1.5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a estimativa do numero de larvas através do seu
peso médio é uma alternativa viavel quando é necessario trabalhar com a mensuracao de uma
quantidade elevada de larvas de A. aegypti.

Demonstrou evidéncias da existéncia de infoquimicos que atuam como atraentes e
estimulantes de oviposicdo de A. aegypti em extratos de larvas de terceiro e quarto instares e
extratos de agua de criacdo de larvas co-especificas. Estes infoquimicos estdo presentes em
concentragdes estimulantes de oviposi¢do quando as larvas s&o mantidas na concentragéo de
0,5 larvas/mL em condic¢des de laboratdrio.

Em condig8es de campo, armadilhas adesivas MosquiTRAP® iscadas com extratos de
larvas de A. aegypti na concentracdo de 8 larvas/mL foram atraentes de oviposicdo para
fémeas co-especificas e tiveram uma performance semelhante a infusdo de folhas de

gramineas P. maximum.



Capitulo 11

Influéncia de ovos de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) de

diferentes idades na oviposicdo de co-especificas em condicdes de laboratério
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RESUMO

O processo de busca e selecdo de sitios de oviposicao por Aedes (Stegomyia) aegypti é
mediado por diversos sinalizadores quimicos e fisicos, entre os quais se destacam 0s
infoquimicos provenientes de ovos do vetor. O objetivo deste estudo foi avaliar como ovos de
A. aegypti, com diferentes idades, influenciaram no comportamento de oviposi¢édo de co-
especificos em condi¢cdes de laboratério. Testes de dupla escolha foram conduzidos em
gaiolas (30 x 30 x 30 cm) contendo dois recipientes de oviposi¢cdo (copo de vidro contendo
100 mL de &gua destilada e papel cartdo branco), posicionados equidistantes 10 cm, em
condicdes controladas (27 + 2 °C, 75 a 80% U.R. e 12 h de fotofase). Cada gaiola recebeu um
recipiente de oviposicdo controle e um tratamento. Os tratamentos consistiram de recipientes
de oviposicdo contendo 150 ovos de 0, 2, 7, 15, 30, 90 ou 180 dias. Para cada teste, apenas
uma fémea gravida de A. aegypti, trés a quatro dias apos o repasto sanguineo, foi liberada em
uma gaiola e apds 22 horas de teste, quantificado o nimero de ovos depositados. Extratos
metanolicos dos ovos com diferentes idades foram avaliados por cromatografia gasosa, sendo
comparados com padr@es sintéticos de compostos considerados estimulantes de oviposicdo
para a especie (&cido dodecandico, &cido tetradecandico e n-heneicosano). Os resultados
obtidos sugerem o efeito estimulante de oviposi¢do dos ovos com dois, sete, 15 e 30 dias de
idade (Qui Quadrado, p < 0,05). Ovos com 90 dias nédo influenciaram na escolha por
criadouros e ovos de 180 dias parecem inibir a oviposi¢do. Andlises cromatograficas de
extratos metandlicos de ovos nas diferentes idades indicaram a presenca dos &cidos
dodecandico e tetradecandico e a auséncia de n-heneicosano, além da existéncia de outros
compostos ainda ndo identificados. Os acidos carboxilicos apresentaram proporcdes relativas
similares nos ovos com idades entre zero e 30 dias, enquanto foram detectados somente tracos
dos compostos em extratos de ovos mais velhos (90 e 180 dias). Conclui-se que 150 ovos de
A. aegypti, com idade entre dois a 30 dias, foram significativamente estimulantes de
oviposicdo para fémeas co-especificas em condicGes de laboratorio e que a medida que os
ovos envelhecem, o perfil quimico dos compostos provenientes desses ovos é alterado,

modificando a influéncia na deposicao de ovos no criadouro.
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I1.1 INTRODUCAO

Para a sobrevivéncia e dindmica populacional dos culicideos é de crucial importancia a
selecdo de sitios de oviposi¢cdo adequados. A escolha por criadouros envolve uma complexa
rede de percepcdo de estimulos quimicos e fisicos através de respostas visuais, tateis e
olfatdrias (Bentley & Day 1989, McCall & Cameron 1995). Apesar de cada um ter sua
importancia especifica, sdo os infoquimicos os principais responsaveis pela comunicagéo
entre insetos. Os infoquimicos sdo substancias que, em contexto natural, fornecem
informagBes em uma interacdo entre dois individuos, provocando no receptor um
comportamento ou resposta fisiologica (Vilela & Della Lucia 2001, Corréa & Sant’Ana
2007). Infoquimicos envolvidos no comportamento de oviposicdo de culicideos séo
classificados como atraentes ou repelentes (com acdo a longa distancia) e estimulantes ou
inibidores (acdo a curta distancia, desencadeada por contato) (Dethier et al. 1960, Osgood &
Kempster 1971, Isoe & Millar 1995, Isoe et al. 1995).

Extracdo, separacdo, identificacdo e sintese dos compostos quimicos que
intermedeiam a comunicacao entre insetos sao processos essenciais nas pesquisas e aplicacdo
dos conhecimentos em ecologia quimica (Zarbin 2001). Varias sdo as técnicas utilizadas
nestes procedimentos, sendo a cromatografia gasosa um método fisico-quimico de separacéao
muito empregado em ecologia quimica. Esta técnica é fundamentada na migragéo diferencial
dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes entre as fases
imisciveis, fase movel (gas inerte) e estacionaria (um material, liquido ou solido, que propicia
a separacao da mistura através de processos fisicos e quimicos) e as diferentes pressbes de
vapor dos constituintes da mistura, ou seja, quanto mais volatil a substancia, mais
rapidamente ela se desloca pela coluna. A cromatografia gasosa apresenta um grande poder de
resolucdo o que permite que pequenas quantidades de amostra possam ser analisadas. A
cromatografia gasosa também é de grande aplicabilidade podendo ser utilizada para a
separacdo de componentes de uma mistura; para a identificacio de compostos, pela
comparacdo com padrdes previamente existentes e para a purificagio de compostos,
apartando as substancias indesejaveis (Degani et al. 1998, Millar & Haynes, 1998).

Para a realizacdo da cromatografia gasosa uma pequena quantidade da amostra é
injetada no cromatdgrafo e, devido a elevada temperatura no injetor, é vaporizada. A mistura
percorre toda coluna cromatografica ao ser arrastada por um gas inerte. Os componentes da
mistura sdo separados por causa das diferentes interacbes com a fase estacionaria e

volatilidades, chegando ao final da coluna em momentos diferentes. Ao concluirem o
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percurso passam por um detector de ionizagdo em chamas (FID) que gera um sinal elétrico
proporcional a quantidade de material eluido. O registro deste sinal em fungdo do tempo é o
cromatograma, sendo que as substancias aparecem como picos com area proporcional a sua
massa, 0 que possibilita a analise quantitativa (Degani et al. 1998, Pereira & Aquino Neto
2000, Zarbin 2001, Ganesan et al. 2006, Sant’Ana & Stein 2007, Seenivasagan et al. 2009 ).

Fémeas de Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) apresentam varias estratégias
de oviposicdo quando um criadouro adequado é encontrado, sendo incluida a dispersédo de
ovos de um unico lote em criadouros diferentes (Reiter 2007, Chadee 2009), comportamento
denominado “skip oviposition” (ou oviposi¢do aos saltos) (Mogi & Morky 1980 apud Chadee
2009). Fémeas do vetor também podem depositar todos os ovos num Gnico criadouro
(Harrington & Edman 2001, Williams et al. 2008). Além disso, observa-se que a maioria dos
ovos € depositada na parede do criadouro, sendo uma minoria deixada diretamente na agua
(Gadelha & Toda 1985, Clements 1999, Gomes et al. 2003).

Substéncias quimicas provenientes de formas imaturas (ovos, larvas e pupas) tornam o
ambiente aquatico co-especifico mais estimulante a deposicdo de ovos (Soman & Reuben
1970, Allan & Kline 1998, Serpa et al. 2008). No entanto, ainda pouco se sabe sobre a
influéncia de ovos co-especificos pré-existentes nas oviposices subsequentes de A. aegypti.
De acordo com Chadee e colaboradores (1990), fémeas de A. aegypti evitam a oviposi¢do em
locais contendo ovos co-especificos. Apostol e colaboradores (1994) apresentaram evidéncias
de que a densidade de ovos num criadouro pode afetar o nimero de ovos depositados por
fémeas de A. aegypti. Allan e Kline (1998) demonstraram que fémeas de A. aegypti
selecionam recipientes onde previamente foram depositados ovos da espécie ou de A.
albopictus. Ganesan e colaboradores (2006) identificaram varios compostos originarios de
ovos de A. aegypti, observando que os éacidos dodecandico, (Z)-9-hexadecendico e
tetradecandico apresentaram-se como estimulantes de oviposi¢cdo enquanto ésteres atuaram
como repelentes ou inibidores de oviposicéo.

Segundo Chadee (2009) a idade dos ovos de A. aegypti influencia nos marcadores
bioquimicos (&cidos graxos e ésteres) e/ou suas concentracdes, indicando que ovos mais
velhos podem ter um efeito diferente de ovos mais jovens na oviposi¢do de co-especificos.
Assim, a finalidade do estudo foi avaliar o comportamento de fémeas gravidas de A. aegypti

diante de sitios de oviposi¢do com ovos pré-existentes de diferentes idades.
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1.2 METODOLOGIA
11.2.1 Criacéo e manutencéo da colonia de Aedes aegypti em laboratorio

A criacdo de A. aegypti foi realizada no insetério do Laboratorio de Ecologia Quimica
(LaBEQ) conforme metodologia descrita no Capitulo I (vide: “Criagdo e manutencdo da
col6nia de Aedes aegypti em laboratério”). A coldnia, livre de todos os sorotipos do virus da
dengue, foi estabelecida em janeiro de 2007 e, desde entdo, foi mantida sob condicdes
ambientais controladas (27 + 1 °C, 75 a 80% U.R. e 12 horas de fotofase) (Eiras 1991). Os
papéis de oviposicdo contendo ovos provenientes da criacdo foram armazenados em potes
plasticos com tampa. As larvas foram criadas em cubas plasticas contendo 1.800 mL de agua
desclorada e como alimento, foi fornecido racdo para peixes (Goldfish, Alcon®) ou para
répteis aquéticos (Reptolife, Alcon®). Assim que as larvas se transformaram em pupas, foram
transferidas para potes plasticos contendo dgua e deixadas em gaiolas de criacdo (Bugdorm-1,
Mega View Science Education Services, Taiwan - 30x30x30 cm). Os adultos foram
alimentados com solucdo acucarada (10 % sucrose). As fémeas utilizadas nos testes e na
manutencdo da coldnia receberam alimentacdo sanguinea em um alimentador artificial. Nos
experimentos foram utilizadas fémeas de trés a quatro dias ap0s o repasto sanguineo e com
idade entre 10 e 20 dias (Roque 2002, Gomes 2003, Roque 2007).

11.2.2 Experimento I: Influéncia de ovos de Aedes aegypti de diferentes idades na

oviposicao de co-especificos em laboratdrio

A resposta de oviposicao de fémeas gravidas de A. aegypti a criadouros contendo 150
ovos co-especificos de diferentes idades foi avaliada em testes de dupla escolha (controle x
tratamento) em condi¢des de laboratério. Foi utilizado o delineamento experimental de
quadrado latino (7 x 7) com 28 repeti¢cOes para cada tratamento avaliado. Os testes foram
conduzidos em gaiolas de polipropileno teladas (Bugdorm-1, 30 x 30 x 30 cm) contendo dois
recipientes para oviposicdo (Fig. 5) que consistiram de dois copos de vidro com capacidade de
150 mL, papel cartéo branco revestindo internamente as bordas do copo (papel de oviposicao,
21,0 x 7,5 cm), 100 mL de agua destilada e um clipe de metal. Ao papel de oviposi¢do do
recipiente tratamento foi fixada, com o clipe, uma tira de papel de oviposi¢do contendo 150
ovos de A. aegypti (Fig. 15 b) (Allan & Kline 1998). Os ovos utilizados como tratamentos

apresentavam diferentes idades: 0, 2, 7, 15, 30, 90 e 180 dias ap6s a oviposi¢do. Os
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recipientes para oviposi¢do foram colocados no centro da gaiola, a 10 cm de distancia um do

outro e equidistantes da abertura da gaiola (Fig. 15 a).

Figura 15. Bioensaio de avaliacdo da influéncia de ovos de Aedes aegypti na oviposi¢cdo de co-
especificos em laboratério. a) Gaiola de polipropileno (com a parte superior removida) em que foram
realizados os testes contendo dois recipientes para oviposicdo; b) Recipientes para oviposi¢do: a
esquerda o recipiente tratamento contendo 150 ovos (indicados pela seta vermelha) e a direita, o
controle (sem ovos).

Foi considerado “ovo de zero dia”, os ovos que estavam no interior dos ovarios do
inseto. Os ovos utilizados neste tratamento foram provenientes da dissecagdo dos ovarios de
fémeas (Detinova 1962) no quarto dia apds o repasto sanguineo, sendo o seu ndmero
quantificado. Vinte fémeas foram dissecadas e o nimero de ovos contabilizados sob
estereomicroscopio para estimar o numero médio de ovos presentes nos ovarios. Ovos
utilizados no tratamento “dois dias ap0s a oviposi¢dao” foram obtidos a partir de papéis de
oviposicdo deixados dentro das gaiolas de manutencao da col6nia durante o dia que antecedeu
0 teste. Os ovos dos demais tratamentos foram provenientes do estoque de ovos do insetario.
Como rotina, papéis de oviposicao retirados das gaiolas de manutencdo foram mantidos num
pote plastico tampado contendo solucdo de KOH 10%, que mantém a umidade relativa
adequada para a conservacao dos ovos (Roque 2002, Gomes et al. 2006). Todos 0s papéis de
oviposicdo foram datados antes de serem armazenados. A idade dos ovos (7, 15, 30, 90 e 180

dias) utilizados nos bioensaios variou em um dia a mais ou a menos do especificado.
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Os testes foram realizados em condigGes controladas de laboratério, (27 + 2 °C, 75 a
80 % URA e 12 horas de fotofase) (Eiras 1991). Cada experimento foi iniciado as 12 h e
encerrado as 10 h da manhd do dia seguinte, com duracdo de 22 horas (Allan & Kline 1998,
Gomes et al. 2003, Chadee 2010). Para cada teste foi usada apenas uma gravida de A. aegypti
(geracdo F-56 a F-59 da criacdo estabelecida no LabEQ) trés a quatro dias ap0s o0 repasto
sanguineo, que foi liberada em uma gaiola contendo os dois recipientes de oviposi¢do. O
numero de ovos depositados no papel e na agua dos recipientes foi quantificado ap6s 22 horas
(Ponnusamy et al. 2008). Para eliminar a influéncia das posicdes dos recipientes nas gaiolas
de teste, estes foram reorganizados diariamente de modo a passarem duas vezes por todas as
posicdes em todas as gaiolas avaliadas. Apds o final de cada teste, as fémeas foram
anestesiadas em freezer (-20° C) durante 10 min e dissecadas sob um estereomicroscépio. O
namero de ovos contidos no interior dos ovarios foi contabilizado com auxilio de um contador
manual (Detinova 1962, Sucharit & Tumrasvin 1981, Williams et al. 2008).

Apos a realizacdo dos testes, as tiras de papel contendo 150 ovos de A. aegypti
utilizadas nos bioensaios foram colocadas em copos de plastico transparentes contendo 150
mL de agua desclorada, para verificacdo da taxa de viabilidade destes ovos. Ap6s cinco ou
seis dias da eclosdo das larvas, as larvas de 3° e 4° instares foram contadas a olho nu com

auxilio de contador manual.

11.2.3 Indice de Atividade de Oviposicio

A atividade de oviposicdo foi expressa através do indice de Atividade de Oviposicao
(IAO) (Kramer & Mulla, 1979), que ¢é dado pela formula: IAO = (Nt-Nc)/(Nt+Nc), em que Nt
corresponde ao nimero medio de ovos depositados no recipiente tratamento e Nc ao numero
médio de ovos depositados no controle (vide: Capitulo I “Indice de Atividade de Oviposicio
(TAO)”).

11.2.4 Extratos metandlicos de ovos de Aedes aegypti

Extratos metandlicos de ovos de A. aegypti com diferentes idades (0, 2, 7, 15, 30, 90,
180 dias) foram produzidos para avaliagdo no cromatdgrafo a gas (N=5). Para cada extrato
foram utilizados 1.000 ovos, sendo cada extrato realizado com ovos de diferentes papéis de
oviposi¢do. Os ovos foram retirados do papel com auxilio de pincel, transferidos para uma

placa de Petri de vidro e contados sob estereomicroscopio. Em seguida foram transferidos
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para um frasco de vidro com tampa (Supelco, capacidade de 2 mL), ao qual foram
acrescentados 100 pL de metanol (Merck, grau HPLC). Ovos e solvente foram deixados por
30 minutos no freezer (-20°C) para extracdo dos compostos (Ganesan et al. 2006). Apos este
periodo, a solucédo foi transferida para outro recipiente de vidro e o material foi concentrado
em géas nitrogénio até um volume de cerca de 30 pL. Em seguida, o extrato foi transferido
para outro recipiente de vidro contendo um microcapilar de vidro (Micro insert Supelco, 100
pL); o solvente foi completamente evaporado em gas nitrogénio e posteriormente armazenado

no freezer (-20°C) até o momento da injecdo no cromatografo a gas.

11.2.5 Experimento Il: Avaliacdo cromatografica dos extratos de ovos com diferentes

idades ap0s a oviposi¢ao

Os extratos metandlicos de ovos de A. aegypti com diferentes idades (0, 2, 7, 15, 30,
90 ou 180 dias) foram analisados pela técnica analitica de cromatografia gasosa. Foram
produzidos extratos conforme descrito anteriormente (“Extratos metandlicos de ovos de Aedes
aegypti’) para cada um dos sete tratamentos avaliados.

Para analise em cromatografo a gas (CG) os extratos de ovos de A. aegypti foram re-
suspendidos em 10 pL de metanol (Merck, grau HPLC), dos quais 1 pL foi injetado no
cromatdgrafo utilizando uma seringa de vidro (Hamilton, 10 ul, Nevada). Os extratos foram
analisados em CG Shimadzu 17A equipado com uma coluna DB-1 (100 %
dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm 1.D., 0,25 um de espessura do filme, J & W Scientific),
utilisando hélio como gas de arraste. A temperatura do injetor foi 300 °C e do detector 310°C.
O programa de temperatura utilizado iniciou-se a 60 °C, com aquecimento de 10 °C/min até
180 °C, mantido por 2 min, um aquecimento numa taxa de 5 °C/min até 280 °C, mantidos por
25 min; injecdo no modo Splitless. Tempo total de 59 min. Velocidade linear (31,757);
pressao da coluna (110,0 KPa) e fluxo de gas (1,6 mL/min a 60 °C) (Ganesan et al. 2006).

11.2.5.1 Investigacdo da presenca dos compostos: &acido dodecandico, &acido

tetradecandico e n-heneicosano nos extratos de ovos da populacdo brasileira de Aedes aegypti

A investigacdo da presenca de acido dodecanoico, acido tetradecanoico (Ganesan et al
2006) e n-heneicosano (Mendki et al. 2000, Seenivasagan et al. 2009) nos extratos de ovos de
insetos provenientes da populacdo brasileira de A. aegypti foi realizada conforme a

metodologia do item anterior. Foram realizadas injecdes isoladas no CG de extratos
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metandlicos de ovos de A. aegypti, correspondentes aos sete tratamentos dos bioensaios: ovos
com 0, 2, 7, 15, 30, 90 e 180 dias. Inicialmente foi injetado o extrato, depois a mistura de
padrdes sintéticos (&cido dodecandico, acido tetradecanoico e n-heneicosano a 0,1 mg/mL).
Com os cromatogramas obtidos foram comparados os tempos de retencdo dos picos dos
extratos com os picos dos padrdes. Posteriormente, foi realizada a co-injecéo, ou seja, injecéo
simultanea do extrato de ovos com os padrdes sintéticos. As areas dos picos correspondentes
aos compostos identificados nos extratos de ovos de sete idades diferentes (N=5) foram

analisadas quantitativamente.

11.2.6 Analises Estatisticas

Os percentuais de ovos depositados nos recipientes de oviposicdo foram submetidos
ao teste de normalidade de Lilliefors (a = 0,05) ¢ ndo apresentaram distribuicdo normal. Os
dados sofreram transformacdo arcoseno e novamente foram submetidos ao teste de
normalidade de Lilliefors. Verificou-se que eles ndo apresentaram distribuicdo normal. Assim,
os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguido do teste Dunn
(o= 5%) para verificar as diferencas entre o percentual de ovos depositados em cada
tratamento. Para comparar as variacfes entre deposicdes de ovos no recipiente tratamento e
respectivo controle foi utilizado o teste Qui Quadrado (o= 5%). As andlises foram realizadas
com o programa Bioestat 5.0.

Algumas fémeas ndo depositaram ovos em nenhum dos recipientes de oviposicao,
sendo assim, dados referentes a estas fémeas foram omitidos das analises, porém apresentados

integralmente no apéndice 4.

1.5 RESULTADOS

11.5.1 Experimento I: Influéncia de ovos de Aedes aegypti de diferentes idades na

oviposicdo de co-especificos em laboratério

Foram utilizadas 196 fémeas de A. aegypti nos experimentos de avaliagdo da
influéncia da idade dos ovos no comportamento de oviposi¢do do vetor. Observou-se que das
196 fémeas, 35 individuos (17,9 %) ndo depositaram ovos em nenhum dos recipientes de
oviposicdo e nove destas 35 fémeas (25,7 %) apresentaram OVOS NOS Ovarios apos a

dissecacdo. Entre as 161 fémeas que realizaram a oviposic¢éo, 93 (57,8 %) utilizaram os dois
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recipientes de oviposi¢do para colocarem seus ovos, 16 (9,9 %) depositaram ovos apenas no
recipiente controle e 52 (32,3 %) colocaram todos 0s ovos no recipiente tratamento. Das 161
fémeas que realizaram oviposicao 19 (11,8 %) ndo depositaram todos 0s ovos que possuiam,
apresentando retencdo de ovos nos ovarios apos as 22 horas de teste (Harrington & Edman
2001, Williams et al. 2008). Destas 19 fémeas, notou-se que 12 utilizaram apenas um dos
recipientes de oviposicao disponiveis. O numero médio de ovos depositados por fémea foi de
83,8 £ 3,26.

A comparacdo entre o percentual médio de ovos depositados em cada um dos sete
tratamentos ndo sugeriu diferenca significativa entre eles (Kruskal Wallis, H = 8,68, p =
0,19).

Verificou-se que o percentual médio de ovos depositados por fémeas de A. aegypti nos
recipientes contendo ovos foi maior do que nos respectivos controles em todos os tratamentos,
exceto nos recipientes contendo ovos de 90 dias (Fig. 16). A média percentual (57,3 + 9,19
%) de ovos depositados no recipiente contendo 0 tratamento de “ovos com zero dia” foi maior
gue no seu controle (42,7 £ 9,19 %) (Qui Quadrado, p > 0,05). As médias percentuais de ovos
depositados em recipientes contendo ovos co-especificos de dois, sete, 15 e 30 dias de idade
(779 = 6,50; 70,0 = 7,33; 739 £ 6,42; 69,8 £ 891 %, respectivamente) foram
significativamente maiores do que nos controles (22,0 + 6,50; 30,0 + 7,33; 26,2 £ 6,42, 30,2 +
8,91 %, respectivamente) (Fig. 16).
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Figura 16. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por fémeas de Aedes aegypti em recipientes
de oviposicao contendo 150 ovos co-especificos de diferentes idades e respectivo controle (sem ovos),
em condicOes de laboratério (25,4 + 0,21 °C, 62,7 £ 1,28 % URA, fotofase: 12 horas) (Teste Qui

Quadrado, p < 0,05. * Indicam diferenca estatistica entre controle e respectivo tratamento).

Notou-se que a maioria dos 150 ovos utilizados como tratamento nos recipientes
contendo ovos com 180 dias estavam inférteis, uma vez que apenas 1,6 % destes eclodiram.
Os ovos utilizados como tratamento nos recipientes com 2, 7, 15, 30 e 90 dias, apresentaram
uma porcentagem de eclosdo similar, em que, respectivamente, 39,3; 22,3; 27,0; 39,5 e 38,5
% dos 150 ovos eclodiram.

Para estimar o namero médio de ovos presentes nos ovarios de fémeas de A. aegypti
quatro dias apds o repasto sanguineo foram dissecadas 20 fémeas. A média de ovos
encontrada foi de 82,7 + 6,82 ovos/fémea. Diante desta estimativa, foram utilizados ovos
provenientes dos ovarios de 12 fémeas dissecadas para a producdo dos extratos metandlicos
de “1.000 ovos com zero dia” para as analises cromatograficas, ¢ 0vos oriundos da dissecacao
de duas fémeas para a avaliacdo comportamental dos insetos.

Os valores do Indice de Atividade de Oviposicdo foram positivos e indicaram a ag&o

estimulante da presenca de ovos com idades entre zero e 30 dias num recipiente de
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oviposicao. Por outro lado o valor do Indice calculado a partir de recipientes contendo ovos
de 90 dias foi préximo de zero (-0,03) e o IAO foi negativo para ovos com 180 dias (Fig. 17).

0.6
0.4 A

0.2 1

0.0

IAO

-0.2 0 2 7 15 30 90 180

-0.4

0.6 -
Idade dos ovos (dias)

Figura 17. indices de Atividade de Oviposi¢io (IAO) obtidos na avaliagdo de ovos com diferentes
idades como estimulantes de oviposi¢do no comportamento de fémeas individualizadas de A. aegypti

em laboratorio.

Foi depositado o total de 13.491 ovos, sendo que 9.801 (72,7 %) foram deixados
diretamente na agua, enquanto que 3.690 (27,3 %) foram colocados no papel de oviposicéao.
Observou-se que em todos 0s recipientes de oviposicdo o percentual médio de ovos
depositados na agua foi maior do que no papel de oviposicdo (Tab. 6). Os recipientes
contendo ovos de 7, 15, 30 e 90 dias apresentaram significativamente maior percentual médio

de ovos na agua do que no papel de oviposicdo(Teste Qui Quadrado, p < 0,05).
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Tabela 6. Percentual médio (+ EP) de ovos depositados por Aedes aegypti na agua ou no papel dos

recipientes de oviposi¢do contendo ovos co-especificos de diferentes idades e respectivo controle em
laboratério (27,4 £ 0,32 °C, 60,9 + 1,96 % URA, fotofase: 12 horas).

Recipiente de Local de deposicdo  Percentual médio de Valor de p
Oviposicdo N dos ovos ovos (xEP) (Qui Quadrado)
Controle 24 Agua 26,9 + 7,50 0,251
Papel 15,8 +5,92
Ovos de 0 dia Agua 40,1 + 8,16* 0,023
Papel 17,1 +5,00*
Controle 22 Agua 17,4 £5,94 0,053
Papel 4,7+1,79
Ovos de 2 dias Agua 49,9 + 6,76 0,068
Papel 28,0 £6,11
Controle 24 Agua 21,5+6,30 0,093
Papel 8,5+ 2,87
Ovos de 7 dias Agua 56,4 + 6,79* <0,0001
Papel 13,6 + 2,53*
Controle 25 Agua 18,4 + 5,32 0,158
Papel 7,8 £ 3,56
Ovos de 15 dias Agua 58,9 + 6,53* <0,0001
Papel 14,9 + 3,60*
Controle 20 Agua 20,8 +7,97 0,153
Papel 9,4 + 4,47
Ovos de 30 dias Agua 60,1 + 8,71* <0,0001
Papel 9,7 +2,80*
Controle 21 Agua 32,6 +7,18 0,170
Papel 18,6 + 5,26
Ovos de 90 dias Agua 37,8 £ 6,66* 0,003
Papel 10,9 + 3,81*
Controle 25 Agua 36,5 + 7,58* 0,005
Papel 11,0 + 3,50*
Ovos de 180 dias Agua 31,1+6,80 0,381
Papel 21,4 +5,69

* Indica diferenca significativa - Teste Qui Quadrado, p < 0,05.
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11.5.2 Experimento Il: Avaliagdo cromatografica dos extratos de ovos com diferentes

idades apds a oviposicéo

Foram constatados em todos os cromatogramas dos extratos metandlicos de ovos nas
diferentes idades (0, 2, 7, 15, 30, 90 e 180 dias) varios picos relacionados aos compostos
quimicos extraidos em solvente. Foram encontrados picos correspondentes ao acido
dodecanoico (A) e ao &cido tetradecanoico (B), ndo sendo verificado o hidrocarboneto n-
heneicosano (C) (Fig.18 a 25). A presenca desses compostos, em todos os extratos, foi
confirmada através da co-injecdo dos extratos com seus respectivos padrdes sintéticos, como
exemplificado na Figura 19, referente ao extrato de ovos com “zero dia” de idade. Os outros

compostos quimicos presentes nos extratos ainda ndo foram identificados.

i Ovos de zero dia
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Figura 18. Cromatogramas sobrepostos do extrato metanolico de 1.000 ovos de Aedes aegypti
com “zero dia” de idade (linha vermelha); mistura de padrdes sintéticos (A - acido
dodecandico, B - acido tetradecandico e C - n-heneicosano (linha preta); e co-injecdo do
extrato metandlico de 1.000 ovos acrescido da mistura com os trés padrbes sintéticos (linha

rosa).
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As figuras 19 a 25 representam os cromatogramas tipicos de cada extrato, em que a

linha preta corresponde a cada um dos extratos e a cor-de-rosa corresponde a mistura dos

padrdes sintéticos injetados (acido dodecandico, acido tetradecandico e n-heneicosano).

'
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Figura 19. Cromatogramas sobrepostos do extrato metanolico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com

“zero dia” de idade (linha preta) e da mistura dos trés padroes sintéticos a 0,2mg/mL (linha rosa): (A)

acido dodecandico, (B) acido tetradecandico e (C) n-heneicosano.
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m Ovos de dois dias

1'5 2'0 mir

Figura 20. Cromatogramas sobrepostos do extrato metanélico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com
dois dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padrdes sintéticos a 0,1mg/mL (linha rosa): (A)
acido dodecandico, (B) acido tetradecandico e (C) n-heneicosano.

i Ovos de sete dias

Figura 21. Cromatogramas sobrepostos do extrato metanélico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com
sete dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padrbes sintéticos (linha rosa): (A) acido

dodecandico, (B) acido tetradecandico e (C) n-heneicosano.
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Ovos de 15 dias
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Figura 22. Cromatogramas sobrepostos do extrato metanolico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com 15

dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padrdes sintéticos (linha rosa): (A) acido dodecandico,

(B) acido tetradecanoico e (C) n-heneicosano.

W Ovos de 30 dias
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Figura 23. Cromatogramas sobrepostos do extrato metandlico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com 30
dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padrdes sintéticos (linha rosa): (A) &cido dodecandico,

(B) acido tetradecanoico e (C) n-heneicosano.
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v Ovos de 90 dias
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Figura 24. Cromatogramas sobrepostos do extrato metandélico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com 90
dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padr&es sintéticos (linha rosa): (A) &cido dodecandico,

(B) acido tetradecanoico e (C) n-heneicosano.
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Figura 25. Cromatogramas sobrepostos do extrato metandlico de 1.000 ovos de Aedes aegypti com

180 dias de idade (linha preta) e da mistura dos trés padrdes sintéticos (linha rosa): (A) acido

dodecandico, (B) acido tetradecandico e (C) n-heneicosano.
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Nos cromatogramas analisados averiguou-se que a propor¢édo relativa dos compostos
acido dodecandico e &cido tetradecandico foi semelhante para os extratos de zero, dois, sete,
15, 30 dias. Como estes compostos estavam presentes apenas em quantidades muito pequenas
nos extratos de ovos com 90 e 180 dias nao foi possivel quantifica-los. Observou-se que a
proporcéo relativa do acido tetradecandico nos extratos metanolicos de ovos de 0 a 30 dias de
idade foi maior do que a do &cido dodecandico (Tab. 7). Constatou-se que as quantidades
absolutas de ambos 0s compostos aumentaram até os ovos atingirem 15 dias de idade, depois
decresceram (30 dias) até serem registradas em quantidades muito pequenas (“tracos™) nos

extratos de ovos de 90 e 180 dias de idade (dados néo registrados na tabela 7).

Tabela 7. Proporcgoes relativas das quantidades (mV) de acido dodecandico e tetradecanoico presentes

nos extratos metanélicos de ovos de diferentes idades (0, 2, 7, 15, 30, 90, e 180 dias) (N=5).

Idade dos ovos Proporcéo relativa (mV)
(dias) Acido dodecandico Acido tetradecandico

0 37,6 62,4
2 37,4 62,6
7 36,4 63,6

15 38,7 61,7

30 33,2 66,8

90 Tracos Tracos

180 Tracos Tracos

I1. 6 DISCUSSAO

Infoquimicos que atuam como atraentes ou estimulantes de oviposicdo algumas vezes
sdo abordados como sinénimos. De fato, os atraentes de oviposi¢do induzem os insetos a se
locomoverem grandes distancias em diregdo a fonte de odor. Por outro lado, os estimulantes
desencadeiam o comportamento de oviposicdo apds as fémeas ja terem localizado o
criadouro, sendo a acdo normalmente induzida por contato, por exemplo, com o estimulo. Os
resultados apresentados neste estudo elucidam principalmente a funcdo estimulante da
presenca de ovos co-especificos nas oviposicdes subseqiientes de A. aegypti, uma vez que 0s

testes foram realizados em ambientes sem movimentacgdo de ar, com insetos confinados num
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pequeno espacgo, onde realizaram deslocamentos curtos até os recipientes, com 0s quais
poderiam entrar em contato direto (Dethier et al. 1960, Osgood & Kempster 1971, Isoe &
Millar 1995, Isoe et al. 1995).

No atual estudo foi demonstrado que a presenca de 150 ovos, com 2 a 30 dias de
idade, estimulou significativamente a deposicdo de ovos por fémeas co-especificas. Esses
resultados corroboram Allan e Kline (1998), que relataram um maior nimero de ovos
depositado por gravidas de A. aegypti em recipientes que continham quantidade similar de
ovos co-especificos ou ovos de A. albopictus. Os pesquisadores utilizaram papéis de
oviposicao recolhidos das gaiolas de manutencdo imediatamente antes do inicio dos testes,
contendo ovos com idade aproximada de 1 dia. Williams e colaboradores (2008) também
constataram que ovos co-especificos (3 a 10 dias de idade) estimularam a oviposicdo de A.
aegypti em laboratorio, apesar de 0 nimero de ovos considerado estimulante ter sido inferior
ao do presente estudo. Estes autores demonstraram que um numero intermediario de ovos (11
a 38) foi mais estimulante a oviposicdo do que recipientes contendo concentragcdes maiores
(39 a 74) ou nenhum ovo pré-existente. Verificaram ainda que, quando disponibilizado apenas
um recipiente contendo ovos (0 a 110) nao foi observada inibi¢do a oviposi¢des subsequentes.

Existem estudos, entretanto, que contestam o observado nesta pesquisa. Chadee e
colaboradores (1990), por exemplo, analisaram o comportamento de fémeas de A. aegypti
individualmente em laboratério e verificaram que elas evitam depositar seus ovos em
recipientes onde ja existem ovos co-especificos. Em situacdes onde recipientes sem ovos nao
foram disponibilizados, as fémeas optaram pela oviposicdo em recipientes contendo ovos de
outras fémeas em detrimento dos que continham seus proprios ovos. Os autores ndo citam, no
entanto, a quantidade de ovos apresentada nos recipientes de oviposicao, apesar de afirmarem
que era baixa. Apostol e colaboradores (1994) endossaram o observado por Chadee e
colaboradores (1990) ao analisarem a variabilidade genética de adultos provenientes de ovos
coletados em ovitrampas, pela técnica de RAPD-PCR. Inferiram que fémeas evitam depositar
ovos em recipientes onde eles ja estdo presentes e exploram varios sitios depositando uma
média de 11 ovos por criadouro. Verificaram que a variabilidade genética diminui a medida
gue o numero de ovos na armadilha aumenta e entdo formularam duas hipdteses.
Provavelmente a presenca de ovos na armadilha podia desempenhar um efeito inibitorio nas
oviposigOes subseqiientes ou uma fémea, ao visitar um criadouro sem ovos, depositaria
apenas alguns ovos no local que, posteriormente, induziriam outras fémeas a colocarem um

grande namero de ovos ali.
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No presente trabalho notou-se que, fémeas avaliadas individualmente em laboratdrio,
exibem tanto o comportamento de oviposi¢cdo aos saltos, quanto a deposi¢cdo de ovos num
unico criadouro. Isto porque 42,2 % das fémeas depositaram seus ovos em apenas um
recipiente (controle ou tratamento), enquanto que 57,8% utilizaram os dois recipientes
disponiveis. Ja foi verificado em laboratério (Fay & Perry 1965, Chadee et al. 1990, Reiter
2007, Abreu 2010) e em campo (Apostol et al.1994) que fémeas de A. aegypti exibem o
comportamento de “skip oviposition”, ou oviposi¢do aos saltos, ao depositarem seus ovos em
varios criadouros, ao invés de realizarem a oviposicdo em apenas um local. Alguns
pesquisadores (Chadee et al.1990, Apostol et al. 1994) defendem que a presenca de ovos num
criadouro seria um estimulo relevante para desencadear o “skip oviposition”.

A oviposicdo aos saltos, entretanto, ndo é a Unica maneira de fémeas de A. aegypti
dispersarem seus ovos. Elas podem depositar todos 0os ovos num Unico criadouro quando
condicBes adequadas sdo encontradas, evitando o desgaste energético das fémeas, assim como
as possibilidades de predagdo ou morte por outras causas no processo de busca e selecdo por
criadouros diferentes (Harrington & Edman 2001). O mesmo € observado em situagcdes onde
apenas um recipiente de oviposicdo € disponibilizado para fémeas de A. aegypti (Williams et
al. 2008).

A retengdo de ovos nos ovarios ¢ um fendmeno importante no processo de “skip
oviposition”, pois permite que os insetos interrompam a oviposicdo num certo local e se
desloguem em busca de outros criadouros (Harrington & Edman 2001, Williams et al. 2008).
No presente estudo, observou-se que, das 17 fémeas analisadas que retiveram seus ovos, 12
depositaram ovos em Unico recipiente. Baseando nos relatos de Harrington & Edman (2001) e
Williams et al. (2008), sugere-se que por algum motivo, as fémeas que depositaram todos os
seus ovos num unico criadouro, cessaram a oviposicdao naquele local e, possivelmente, iriam
depositar o restante dos ovos no outro recipiente disponivel. Como a duracédo dos testes foi de
apenas 22 horas, talvez ndo tenha existido tempo suficiente para as fémeas depositarem o
restante dos ovos. Estas observacdes sugerem que ocorreria o “skip oviposition” também
nestas fémeas.

Abreu (2010) analisou o comportamento de oviposi¢cdo aos saltos de A. aegypti
individualizadas em laboratorio e semi-campo. Observou que, mesmo quando os criadouros
disponiveis foram idénticos e variaram em quantidades (2, 4, 8 e 16 criadouros), houve uma
tendéncia das fémeas depositarem a maioria dos ovos em apenas um criadouro e esta
tendéncia foi acentuada quando foram oferecidos apenas dois criadouros, como no presente

trabalho. No presente estudo, possivelmente, a presenca de 150 ovos com idade entre 2 e 30



99

dias atuou como um estimulo que influenciou na escolha deste criadouro em laboratério, uma
vez que os dois recipientes de oviposi¢do foram idénticos, exceto pela presenca de ovos no
recipiente tratamento.

A presenca de ovos co-especificos também interfere na oviposicdo de outras espécies
de dipteros, e os resultados demonstram que os efeitos estimulantes e/ou atraentes decorrem
de uma mistura de compostos. A pré existéncia de ovos em recipientes estimula a agregacao
de oviposicdo no borrachudo Simulium damnosumn, devido a uma mistura de substancias
provenientes, tanto da extracdo de ovos ap0s a oviposi¢cdo quanto de ovarios contendo ovos
maduros (McCall et al. 1997). Alves e colaboradores (2003) verificaram que extratos
hexanicos de 1.000 ovos do flebotomineo Lutzomyia (Lutzomyia) renei foram atraentes para a
oviposicdo de co-especificas. A analise dos extratos em CG-MS (cromatdgrafo a gas acoplado
ao espectrometro de massas) indicou a presenca de inimeros acidos graxos provenientes da
superficie dos ovos, e os autores acreditam que a resposta comportamental observada seja
decorrente da mistura de alguns destes. Outro flebotomineo, o L. (L.) longipalpis, produz
feromo6nio de oviposicdo nas glandulas acessorias que é secretado nos ovos durante a
oviposicdo. A substancia foi identificada como acido dodecanoico. Apresentou resposta dose-
dependente e forte interagdo aditiva com apneumdnios ja conhecidos como atraentes de
oviposicao para a espécie: hexanal e 2-metil-2-butanol (Dougherty & Hamilton 1997).

Enguanto o comportamento de A. aegypti é claramente influenciado por ovos pré-
existentes num criadouro (Chadee et al. 1990, Apostol et al. 1994, Allan & Kline 1998,
Williams et al. 2008), o comportamento de oviposicdo de A. albopictus, parece ser mais
influenciado pela presenca de compostos provenientes de larvas e pupas do que de ovos co-
especificos (Marques & Miranda 1992). A presenca de imaturos de A. albopictus estimula a
oviposicdo de fémeas co-especificas, sendo que a proporcdo de ovos depositados aumenta de
acordo com o avanco do estagio evolutivo dos imaturos (Barbosa & Silva 2002).

O presente estudo indica que a idade dos ovos influenciou na escolha de recipientes de
oviposicdo por fémeas de A. aegypti. O efeito de estimulo de oviposicdo desencadeado por
ovos foi observado em decorréncia da presenca de ovos de 2 a 30 dias de idade. Ovos mais
velhos ndo estimularam a escolha por recipientes de oviposi¢do em condigdes de laboratorio.

Observou-se, em laboratério, que ovos com 90 dias parecem ndo interferir no
comportamento de oviposicdo de A. aegypti uma vez que 0s percentuais de ovos depositados
no controle foram similares aos do tratamento e o valor do 1AO foi quase 0. Entretanto, apesar

de recipientes contendo ovos de 180 dias terem recebido um percentual de ovos similar ao seu
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controle, o valor de 1AO, dado pelo nimero de ovos depositado nos recipientes e nao pelo seu
percentual, foi negativo, indicando inibigéo deste tratamento.

De acordo com Chadee (2009) os marcadores bioquimicos (acidos graxos e ésteres)
presentes em ovos de A. aegypti sdo modificados a medida que os ovos envelhecem. A partir
das andlises dos cromatogramas dos extratos de ovos com as sete diferentes idades testadas (0,
2, 7, 15, 30, 90 e 180 dias) realizados no presente estudo, constatou-se que as proporcoes
relativas dos dois compostos identificados (acido dodecandico e acido tetradecanoico) foram
similares nos ovos entre zero e 30 dias, sendo que nos ovos de 90 e 180 dias estes compostos
estavam presentes em quantidades infimas, ou seja, em “tragos”. O n-heneicosano nédo foi
encontrado em extratos metanodlicos de ovos de A. aegypti. A auséncia do hidrocarboneto
provavelmente esta relacionada a polaridade do solvente (metanol) usado na extracdo, uma
vez que em extratos de ovos de A. aegypti realizados com hexano (solvente apolar) a presenca
desse composto foi constatada (Batista-Pereira, L. comunicagéo pessoal).

Os resultados dos testes comportamentais encontrados nesta pesquisa podem estar
relacionados com a presenca dos &cidos dodecandico e tetradecandico mensurados nos
extratos de ovos de zero a 30 dias de idade. Notou-se que o0s recipientes contendo ovos que
foram estimulantes de oviposicdo para fémeas de A. aegypti coincidiram com o0s extratos
metandlicos de ovos que apresentaram quantidades mensuraveis dos acidos dodecandico e
tetradecandico. Uma vez que ambos os acidos ja foram identificados como estimulantes de
oviposicdo (Ganesan et al. 2006), sugere-se a influéncia deles no comportamento de
oviposicdo de fémeas de A. aegypti neste estudo. No entanto, considera-se ainda que outros
compostos ndo identificados (Fig. 19 a 26), ou até mesmo ndo extraidos pelo metanol,
também possam ter influenciado no comportamento das fémeas, assim como a combinacgéo
destas substancias, uma vez que 0s testes comportamentais foram realizados com ovos
inteiros.

Ganesan e colaboradores (2006) identificaram 13 das 25 substancias extraidas a partir
de extratos metanolicos de ovos de A. aegypti, com idade ndo especificada. Posteriormente,
realizaram bioensaios com cada um dos compostos sintéticos em diferentes concentracoes,
sugerindo tanto a presenca de estimulantes quanto de repelentes do oviposi¢cdo para co-
especificos. Observaram que o &cido dodecandico atua como estimulantes de oviposi¢do nas
trés concentracdes avaliadas (1, 10 e 100 mg/L) e que a estimulacdo aumenta com o0 aumento
da concentracdo. O acido tetradecandico, por outro lado, foi estimulante de oviposicao apenas
nas duas menores concentracdes avaliadas (1, 10 mg/L). A maioria dos ésteres apresentou

efeito de repeléncia a oviposi¢édo de A. aegypti, sendo a acdo dose dependente verificada para
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todos os compostos. Portanto, de acordo com os resultados do presente estudo, pode-se inferir
que os acidos dodecandico e tetradecandico possam também estimular o comportamento de
oviposicdo de fémeas de A. aegypti da populacdo brasileira, confirmando Ganesan et. al
(2006). A confirmacdo de producdo dos compostos pelas populacées brasileiras, assim como
as indianas, é relevante porque a composicao feromonal pode ser alterada em decorréncia do
isolamento geografico (Batista-Pereira et al. 2006). Para certificar tal inferéncia sugere-se a
realizacdo de bioensaios com os compostos individualizados. E importante ressaltar que
existem compostos nos extratos da presente pesquisa que ndo foram identificados e que
podem ter interferido no comportamento de oviposi¢cdo da espécie em laboratério. Além
disso, podem existir ainda compostos que ndo foram extraidos com eficiéncia pelo metanol,
portanto ndo existem picos correspondentes a eles nos cromatogramas, mas que podem ter
interferido no comportamento do vetor, devido a maneira como o0s estimulos foram
apresentados (ovos inteiros). Um exemplo seria 0o n-heneicosano, constatado em extratos
hexanicos de ovos, porém ausente em extratos metanolicos (Batista-Pereira, L. comunicacgéo
pessoal).

A influéncia do &cido tetradecandico no comportamento de oviposicdo de fémeas de
A. aegypti também foi verificada por Ponnusamy e colaboradores (2008). Os pesquisadores
identificaram o composto como estimulante de oviposicao a partir de extratos metandlicos de
bactérias de infusGes de folhas de bamboo (Arundinaria giganteae) e de carvalho branco
(Quercus alba). Verificaram que o acido tetradecandico € um cairdmonio, infoquimico com
acao inter-especifica, estimulante para oviposicdo em A. aegypti quando apresentado
isoladamente (10 ng composto/30mL agua destilada) ou em combinacdo com outras duas
substancias (&cido nonandico e éster metilado de acido tetradecandico). No entanto, o acido
tetradecandico é inibidor de oviposicdo quando apresentado em elevada concentracdo (100ng
composto/30mL agua destilada). O acido dodecandico, atraente de oviposicdo para L.
longipalpis (Dougherty & Hamilton 1997), foi avaliado por Hwang e colaboradores (1982)
como estimulante de oviposicdo para A. aegypti. Os pesquisadores verificaram que o
composto ndo interferiu no comportamento de oviposicdo de A. aegpyti, enquanto outros
acidos carboxilicos de cadeias carbonicas menores (Cs a Cy9) foram inibidores de oviposig&o.
O n-heneicosano, apesar de ndo ter sido identificado nos extratos metanolicos de ovos é
estimulante (Mendki et al. 2000) e atraente (Seenivasagan et al. 2009) de oviposicdo para
fémeas de A. aegypti.

Como nos bioensaios foram utilizados ovos ao invés de extratos ou compostos

sintéticos, pode-se associar o estimulo visual (presenca de ovos) ao estimulo quimico nos
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resultados obtidos. A visualizacdo de larvas co-especificas sem a presenca do estimulo
quimico n&o influencia na escolha por sitios de oviposic¢do por fémeas de A. aegypti. Por outro
lado, compostos quimicos provenientes de larvas sem a influéncia do estimulo visual incitam
a deposicdo de ovos (Soman & Reuben 1970). Bruno e Laurence (1979) avaliaram a
influéncia de protétipos que imitavam jangadas e demonstraram que o estimulo visual ndo
influenciou na escolha por sitios de oviposi¢cdo em Culex pipens, sendo o estimulo quimico
proveniente de compostos da goticula apical importante neste comportamento. Além disso, 0s
resultados do presente estudo demonstraram que, aparentemente o estimulo visual € menos
importante no comportamento de oviposi¢cdo do que o quimico, uma vez que ovos mais
velhos ndo estimularam ou até mesmo inibiram a oviposicao de co-especificos. Diante destas
evidéncias, acredita-se que o estimulo visual tenha sido pouco importante ou até mesmo
irrelevante nos resultados destes bioensaios.

E importante ressaltar que os ovos apresentados no tratamento de 180 dias ndo
estavam viaveis (larvas de 1,61% deles eclodiram). Provavelmente a inibigdo a deposicéo por
co-especificos, demonstrada pelo 1AO, ocorreu devido a composi¢do quimica dos ovos mais
velhos que inibiu a deposicao dos ovos e/ou a percepcdo de inviabilidade dos ovos que pode
ter sinalizado o criadouro como um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento da espécie.

Os resultados correspondentes as 35 fémeas de A. aegypti que ndo depositaram ovos
em nenhum dos substratos de oviposicao foram retirados das analises. A maioria das fémeas
(26 individuos) ndo apresentou ovos nos ovarios apos a dissecacdo, portanto, inferiu-se que
estas fémeas ndo colocaram ovos porque ndo tinham como fazé-lo. Apenas nove fémeas que
ndo realizaram a oviposigdo apresentaram ovos nos ovarios. Como estes ovos poderiam estar
em fase de desenvolvimento, convencionou retirar estes resultados das analises. Os insetos
gue ndo realizaram a oviposicdo podem ndo ter copulado, ndo ter realizado o repasto
sanguineo adequadamente ou, por variacfes intrinsecas do individuo, podem ter demorado
mais do que trés dias para completarem a maturacdo dos ovos (no caso das fémeas com ovos
nos ovarios). Diante destas consideracdes sobre a biologia do vetor, foi mais coerente, que 0s
dados fossem omitidos das andlises.

No presente trabalho verificou-se que a maioria dos ovos foi depositada diretamente
na agua e apenas 1/3 destes foram colocados nas paredes dos criadouros (papel de
oviposicdo). Estas observagdes ndo corraboram com outros trabalhos, uma vez que sempre é
relatada a preferéncia da parede do criadouro para oviposi¢do (Gadelha & Toda 1985, Nelson
1986, Clements 1999). Gomes e colaboradores (2003) verificaram em laboratério que fémeas

de A. aegypti depositaram ovos tanto nas bordas dos recipientes de oviposicdo quanto
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diretamente na superficie da 4gua, sendo 0 maior numero de ovos depositados diretamente no
papel de postura. Em experimentos similares, avaliando a influéncia de ovos pré-existentes na
deposicdo de co-especificos registrou-se que a maioria dos ovos foi depositada diretamente na
parede do criadouro (Allan & Kline 1998, Wiliams et al. 2008). Ponnusamy e colaboradores
(2008), por outro lado, verificaram que todos os ovos foram depositados na agua, em
bioensaio similar, com recipientes de oviposi¢ao que consistiam apenas de copos pléasticos.

Ovos depositados diretamente na dgua apresentam rapida capacidade de eclosédo (30
horas no méximo). No meio ambiente, esta caracteristica pode assegurar rapida colonizacéo
dos criadouros disponiveis. Além disso, 0s ovos depositados diretamente na agua
possivelmente apresentam um efeito de predacdo menor no ambiente em relagdo aqueles que
aguardam as épocas de chuva e menor comprometimento da viabilidade. Dados como estes se
tornam relevantes nos programas de monitoramento e controle de A. aegypti quanto a
remocao de criadouros remanescentes presentes no ambiente (Gomes et al. 2003, Madeira et
al. 2002).

Diante do exposto, infere-se que, em um criadouro, ovos co-especificos em pequenas
densidades e em idades de 2 a 30 dias fornecem um estimulo para fémeas gravidas de A.
aegypti depositarem seus ovos, uma vez que eles sinalizam indiretamente um local adequado

para reproducao, representando auséncia de predadores no ambiente (Williams et al. 2008).

11.7 CONSIDERACOES FINAIS

Ovos pré-existentes de A. aegypti num criadouro interferem no comportamento de
oviposicdo de co-especificos em condic¢des de laboratdrio.

A oviposicdo é estimulada diante da presenca de ovos com idades entre 2 a 30 dias.
Ovos com 90 dias apds oviposicdo ndo estimulam as gravidas de A. aegypti a depositarem
Seus 0vos no criadouro.

A medida que os ovos envelhecem, o perfil quimico dos &cidos dodecandico e
tetradecanoico proveniente de ovos é alterado, minimizando a influéncia na deposi¢éo de ovos
no criadouro.

Existem outros compostos ainda ndo identificados que podem interferir no
comportamento de oviposi¢do, ou até mesmo a mistura deles.

Compostos quimicos provenientes de ovos apresentam um potencial para serem
utilizados como estimulantes/atraentes de oviposi¢cdo em armadilhas para a captura de adultos

ou pelo uso de substancias repelentes/inibidoras de oviposi¢cdo em colec¢des de dgua.
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Sugere-se a continuacdo dos estudos para identificacdo e avaliacdo individualizada dos

outros compostos presentes nos extratos de ovos como estimulantes e atraentes de oviposicao.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os bioensaios que envolvem atracdo, estimulacdo, inibicdo e repulsdo a oviposi¢do
precisam ser bem estabelecidos para diferenciar a interferéncia dos infoquimicos no
comportamento de gravidas de A. aegypti. De modo geral, alguns autores se referem de forma
equivocada a estes conceitos, dificultando a interpretacdo dos resultados das pesquisas.
Mendki e colaboradores (2000), por exemplo, relataram o n-heneicosano como atraente de
oviposi¢do a partir de bioensaios em pequenas gaiolas, como as utilizadas no presente
trabalho. A atratividade deste hidrocarboneto, entretanto, sé foi determinada por Seenivasagan
e colaboradores (2009) ao avaliarem este composto em bioensaios que envolviam longos
deslocamentos até a fonte de estimulo, por meio de testes em olfatdmetro em “Y”. Embora
muitos compostos provenientes de ovos e larvas tenham sido identificados e avaliados
isoladamente em pequenas gaiolas de criagdo, estes compostos ainda ndo foram testados em
campo.

No presente trabalho, a pré-existéncia de imaturos de A. aegypti num recipiente, em
condicBes de laboratorio, interferiu no comportamento de oviposicdo de gravidas co-
especificas, seja pela percepcdo de infoquimicos de origem larval ou de ovos inteiros,
corroborando com estudos anteriores (Soman & Reuben 1970, Chadee et al. 1990, Apostol et
al. 1994, Allan & Kline 1998, Zahiri & Rau 1998, Ivo & Eiras 1999, Ivo 2000, Mendki et al.
2000, Ganesan et al. 2006, Serpa et al. 2008, Williams et al. 2008, Seenivasagan et al. 2009)

Os testes com diferentes concentracbes de larvas em cada recipiente de oviposi¢do
visavam determinar uma concentracdo ideal de larvas estimulante em condicGes de
laboratdrio. Observou-se que extratos (EAL, EHAL, EMCL) de agua e de corpo de larvas,
mantidos por 24 horas na concentragcdo de 0,5 larvas/mL, estimularam a oviposi¢do de co-
especificos. Esta concentracdo de manutencdo de larvas ndo € considerada alta (Gama et al.
2005, Serpa et al . 2008) e pode sinalizar a presenca de um recipiente de oviposicao adequado,
previamente selecionado por outras fémeas, indicando ser um ambiente ideal para o
desenvolvimento de imaturos co-especificos. Observou-se que a concentracdo de larvas
influencia no comportamento de oviposi¢do, ora estimulando, ora inibindo a oviposicéo
sendo, portanto, dose-dependente. Demonstrou-se a existéncia de varios compostos quimicos
provenientes de larvas e de agua de criagdo de larvas, entre estes o hidrocarboneto n-
heneicosano, considerado atraente e estimulante de oviposicdo para populacdes de A. aegypti
da india (Mendki et al. 2000, Seenivasagan et al. 2009).
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O presente trabalho demonstrou que ovos pré-existentes de co-especificos de
diferentes idades interferiram de forma desigual no comportamento de oviposi¢cdo de A.
aegypti em condicdes de laboratorio. A deposicdo de ovos foi significativamente estimulada
qguando ovos co-especificos de dois, sete, 15 e 30 dias foram colocados nos recipientes de
oviposic¢do. Entretanto, ovos com 90 dias ndo interferiram neste comportamento enquanto que
ovos de 180 dias inibiram a oviposi¢do de co-especificos em laboratorio.

Os acidos dodecanoico e tetradecanoico, considerados estimulantes de oviposicdo para
populacdes de A. aegypti da india (Ganesan et al. 2006) foram identificados no presente
trabalho em extratos metanolicos de ovos de A. aegypti. As propor¢des relativas dos dois
acidos carboxilicos foram similares nos extratos de ovos que estimularam a oviposi¢do nos
bioensaios (0, 2, 7, 15 e 30 dias). Provavelmente, os acidos dodecandico e tetradecandico
estimularam a oviposicdo em recipientes contendo ovos com até 30 dias. Contudo, para
certificar esta inferéncia, seriam necessarios bioensaios com 0s compostos sintéticos
individualizados e/ou misturados. Deve-se ressaltar que os outros infoquimicos presentes nos
ovos também podem ter interferido neste comportamento. Os &cidos dodecandico e
tetradecanoico foram verificados em concentrac@es infimas nos extratos correspondentes aos
ovos com idades que ndo influenciaram a oviposicdo (90 dias) ou a inibiram (180 dias).
Provavelmente, a perda de compostos e/ou a presenca de compostos podem ter inibido o
comportamento de oviposi¢do. Somente futuros trabalhos de identificagdo de compostos
presentes nos ovos de 90 e 180 dias poderao elucidar este comportamento.

Assim, a observacdo de que infoquimicos presentes nos extratos de larvas e de ovos
sdo capazes de estimular ou inibir a deposicdo de ovos em condigdes de laboratério, bem
como o registro de inimeros picos nos cromatogramas destes extratos fornecem evidéncias
para futuras pesquisas de identificacdo destes compostos como estimulantes de oviposicéo.
Futuros estudos comportamentais devem ser realizados com extratos de imaturos co-
especificos, concomitantemente com a identificacdo dos compostos biologicamente ativos
para A. aegypti.

Os testes de campo indicaram uma atratividade de gravidas de A. aegypti similar entre
armadilhas iscadas com infuséo de P. maximum a 10% e extratos de agua de cria¢do de larvas
mantidas na concentracdo de 8 larvas/mL de &gua destilada. No entanto, ndo foi verificado
efeito sinergistico ou aditivo da associagdo de ambos. Como na comparacdo da associagdo
destas solucdes foram capturados poucos mosquitos em todas as armadilhas, sugere-se a
repeticdo destes experimentos em um futuro estudo. Recomenda-se também avaliacOes

futuras em campo ou semi-campo, dos extratos larvais (metandlicos e hexanicos) e dos
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extratos de ovos, para verificagdo das suas atratividades em armadilhas adesivas
MosquiTRAP®.

O n-heneicosano, infoquimico proveniente de larvas de A. aegypti, foi avaliado mais
intensivamente do que os outros compostos identificados a partir de imaturos co-especificos
por ser considerado tanto estimulante quanto atraente de oviposicdo para gravidas de A.
aegypti da India (Mendki et al. 2000, Seenivasagan et al. 2009). Assim, é possivel que outros
compostos provenientes de ovos e larvas também possam atuar como estimulantes e atraentes.

Se os infoquimicos provenientes de ovos e de larvas apresentarem acdo a longas
distancias, ou seja, se forem atraentes de oviposicdo, fornecerdo subsidios para serem usados
também como iscas em armadilhas de captura de adultos & procura de sitios de oviposicao.
Portanto, sugere-se também avalia¢cdes futuras em armadilhas adesivas, dos infoquimicos
avaliados no presente trabalho, em combinacdo com o AtrAedes®, atraente sintético de
oviposicdo para A. aegypti identificado a partir de infusbes do capim P. maximum (Eiras
2002). Estes testes teriam como finalidade verificar os efeitos sinergisticos ou aditivos da
mistura de compostos de origem dos imaturos e da degradacdo de matéria organica
(Dougherty & Hamilton 1997, Braks et al. 2007).
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APENDICE 1: Avaliacdo de extratos de agua de criacio de larvas (EAL) de Aedes aegypti como estimulantes de oviposicdo - Dados integrais

Quadro 1: EAL na concentracdo 0,5 larvas/ mL agua destilada Quadro 2: EAL na concentracdo 2,0 larvas/ mL agua destilada
NUmero de ovos Nidmero de ovos
Controle Tratamento Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovarios Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovarios

1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
2 84 25 0 0 0 2 114 4 10 2 0
3 0 0 76 25 0 3 0 0 3 21 0
4 0 0 100 0 0 4 26 71 0 1 0
5 47 1 43 5 0 5 97 0 0 0 0
6 0 0 16 67 0 6 2 0 81 12 0
7 0 0 33 91 0 7 28 58 33 36 0
8 19 4 45 0 0 8 9 2 76 15 0
9 0 0 0 0 0 9 76 37 0 0 0
10 5 0 67 20 0 10 8 7 21 19 0
11 0 0 0 0 0 11 13 25 38 17 0
12 25 62 0 0 0 12 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 13 0 0 0 0 0
14 12 14 29 44 0 14 9 2 28 26 0
115 27 4 0 0 0 15 20 5 23 5 0
16 0 0 0 0 0 16 14 48 0 0 0
17 14 6 0 0 0 17 3 3 3 0 0
18 0 0 118 20 0 18 0 0 0 0 0
19 4 0 117 2 0 19 1 3 91 2 0
20 0 0 9 15 0 20 0 0 0 0 0
21 0 0 121 16 0 21 94 11 0 0 0
22 12 0 112 0 0 22 69 2 48 10 0
23 7 74 0 5 0 23 34 47 6 23 0
24 0 0 24 4 0 24 0 0 0 0 0
25 98 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0
26 51 0 0 0 0 26 20 12 8 0 0
27 13 20 64 0 0 27 0 0 91 7 0
28 0 0 76 8 8 28 0 0 85 21 0
29 4 3 30 11 0 29 0 0 0 0 0
30 41 0 65 15 0 30 0 0 0 0 0
31 3 2 7 16 17 31 19 2 83 7 0
32 74 22 0 0 0 32 0 0 0 0 0
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Quadro 3: EAL na concentracdo 3,0 larvas/ mL agua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem Agua  Papel Agua Papel  Ovérios
1 0 0 0 0 0
2 122 0 0 0 0
3 109 32 0 0 0
4 105 3 0 0 0
5 0 0 68 0 0
6 84 29 0 7 0
7 4 18 106 0 0
8 16 15 48 46 0
9 0 0 45 17 0
10 89 37 0 0 0
11 13 3 37 3 0
12 0 0 0 0 0
13 14 6 50 35 0
14 27 34 19 24 0
15 53 1 0 0 0
16 13 0 64 3 0
17 0 0 103 15 0
18 2 0 96 4 0
19 0 0 0 0 47
20 13 0 64 3 0
21 0 0 2 29 0
22 6 0 81 17 0
23 52 3 60 9 0
24 0 0 0 0 0
25 52 1 0 0 0
26 0 0 89 4 0
27 16 3 66 5 0
28 16 40 27 36 0
29 52 7 0 0 0
30 0 0 0 0 0
31 23 36 47 12 0
32 79 3 0 0 0

Quadro 4: EAL na concentracdo 6,0 larvas/ mL agua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua  Papel Ovarios
1 0 0 0 0 0
2 25 7 22 16 0
3 0 0 59 0 4
4 0 0 77 56 0
5 0 14 24 61 0
6 0 0 88 7 0
7 11 65 7 8 0
8 0 0 53 19 0
9 51 0 0 0 0
10 65 0 0 0 0
11 39 5 51 9 0
12 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0
14 33 7 0 1 0
15 68 22 0 0 0
16 82 9 2 2 0
17 9 13 55 44 0
18 0 0 2 21 0
19 55 0 69 0 0
20 0 0 0 0 0
21 0 0 41 31 0
22 84 17 0 0 0
23 0 0 38 70 0
24 16 7 38 8 0
25 0 0 0 0 0
26 34 1 15 6 0
27 4 18 51 46 4
28 7 59 0 24 0
29 4 10 10 12 0
30 57 8 0 0 0
31 16 49 0 19 0
32 25 50 0 0 0
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APENDICE 2: Avaliagio de extratos hexanicos de dgua de criagdo de larvas (EHAL) de Aedes aegypti como estimulantes de oviposicdo - Dados integrais

Quadro 5: EHAL na concentragdo 0,5 larvas/ mL &gua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios
1 0 0 64 4 0
2 60 36 0 0 0
3 22 17 52 14 0
4 0 0 0 1 0
5 72 1 0 0 0
6 0 0 78 2 0
7 4 2 32 12 0
8 0 0 40 97 0
9 0 0 0 0 0
10 27 5 61 2 0
11 20 26 12 3 0
12 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 54 13 7 39 0
16 19 11 0 0 39
17 23 7 82 0 0
18 0 0 95 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 62 50 0
21 0 0 0 0 0
22 90 0 1 0 0
23 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
25 0 0 82 1 0
26 27 12 22 73 0
27 99 7 16 20 0
28 0 0 50 10 0
29 28 32 8 6 0
30 0 0 0 0 0

Quadro 6: EHAL na concentragdo 2,0 larvas/ mL &gua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua  Papel Ovarios
1 18 60 13 6 12
2 48 5 43 29 0
3 60 3 47 1 0
4 10 2 78 19 0
5 0 0 0 0 29
6 0 0 86 7 0
7 1 6 0 0 0
8 0 0 68 7 0
9 41 3 0 0 0
10 13 7 29 6 0
11 6 41 6 22 0
12 80 7 11 10 0
13 0 0 0 0 0
14 50 7 37 7 0
15 0 0 0 0 0
16 29 18 36 23 0
17 0 0 6 128 0
18 57 5 45 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 58 9 0
21 0 0 154 2 0
22 17 9 111 2 0
23 0 0 0 0 0
24 37 9 11 5 0
25 29 1 11 8 0
26 27 62 16 51 0
27 1 46 3 70 0
28 0 0 0 0 0
29 21 6 51 7 0
30 72 4 12 14 0
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Quadro 7: EHAL na concentragdo 3,0 larvas/ mL &gua destilada Quadro 8: EHAL na concentracdo 6,0 larvas/ mL &gua destilada

Numero de ovos NUmero de ovos
Controle Tratamento Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios Amostragem  Agua Papel Agua  Papel Ovarios

1 115 19 0 0 20 1 28 3 89 3 0
2 27 23 36 30 0 2 58 71 0 0 0
3 41 3 0 0 0 3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 5 111 0 17 2 0
6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0
7 61 18 0 0 0 7 4 0 10 0 0
8 0 0 0 0 0 8 0 0 0 23 0
9 0 0 0 0 0 9 7 1 0 16 11
10 66 2 14 0 0 10 52 1 0 0 0
11 0 0 69 8 0 11 57 19 8 38 0
12 56 33 11 39 0 12 3 12 2 73 0
13 0 0 12 44 0 13 0 0 0 0 0
14 2 26 12 16 0 14 3 0 23 0 0
15 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 0
16 80 12 2 6 0 16 2 0 57 17 0
17 1 1 0 0 38 17 0 0 0 0 15
18 78 16 0 0 0 18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 19 13 10 0 0 0
20 9 1 23 95 0 20 82 11 0 0 0
21 0 0 0 0 0 21 0 0 0 0 0
22 0 0 161 2 0 22 12 8 98 4 0

23 31 46 7 32 0 23 0 0 0 0 0
24 73 7 24 14 0 24 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 25 0 0 0 0 0
26 9 25 13 72 0 26 34 3 0 75 0
27 47 45 0 23 0 27 63 4 8 26 0
28 7 84 0 0 0 28 0 0 0 0 0
29 0 0 43 37 0 29 49 33 18 15 0
30 0 0 0 0 0 30 0 0 0 0 0
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Quadro 9: Hexano + agua destilada (controle) x agua destilada (tratamento)

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios

1 3 35 0 0 0
2 129 0 0 0 0
3 0 0 64 0 0
4 73 7 42 0 0
5 24 0 93 0 0
6 46 5 0 0 0
7 1 22 7 66 0

8 25 23 22 4 0
9 46 0 0 0 27
10 39 3 69 5 0
11 95 1 0 0 0
12 0 0 98 0 0
13 2 26 4 93 0
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
16 1 7 98 81 0
17 67 25 25 4 0
18 58 11 27 2 0
19 35 0 0 0 0
20 13 76 0 0 0
21 0 0 0 0 0
22 90 3 32 1 0
23 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
25 17 0 39 1 0
26 0 0 46 57 0
27 0 0 42 5 0
28 7 0 59 3 0
29 58 47 0 0 0
30 0 0 0 0 0
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APENDICE 3: Avaliacio de extratos metandlicos dos corpos de larvas (EMCL) de Aedes aegypti como estimulantes de oviposicao - Dados integrais

Quadro 10: EMCL na concentragao 0,5 larvas/ mL agua destilada Quadro 11: EMCL na concentragdo 2,0 larvas/ mL &gua destilada
Numero de ovos Nidmero de ovos
Controle Tratamento Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios Amostragem Agua  Papel Agua  Papel  Ovarios
1 16 4 47 8 0 1 0 0 0 0 0
2 16 14 50 4 0 2 0 0 0 0 0
3 92 5 9 3 0 3 84 2 0 0 0
4 3 7 35 50 0 4 0 0 0 0 0
5 9 6 82 0 0 5 0 0 29 31 0
6 0 0 75 3 0 6 0 0 0 0 42
7 0 0 84 19 0 7 1 14 12 40 0
8 0 0 121 31 0 8 102 18 0 0 0
9 14 24 2 4 0 9 52 1 37 7 0
10 70 1 55 2 0 10 0 0 0 0 8
11 77 0 0 0 0 11 49 4 57 7 0
12 23 9 64 3 0 12 0 0 0 0 0
13 8 7 36 54 0 13 12 7 69 6 0
14 0 0 25 68 0 14 0 0 0 0 0
15 63 0 48 0 0 15 81 20 0 0 0
16 0 0 0 0 25 16 34 5 12 6 0
17 0 0 0 0 0 17 0 0 0 0 0
18 109 6 2 0 0 18 79 52 0 0 0
19 0 1 93 21 0 19 133 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0
21 18 27 15 64 0 21 65 0 8 11 0
22 0 0 27 77 0 22 3 8 100 6 0
23 23 63 1 2 0 23 79 22 2 0 0
24 0 0 42 46 0 24 0 0 0 0 4
25 69 40 0 0 0 25 0 0 0 0 0
26 0 26 72 46 0 26 52 0 50 1 0
27 0 0 95 3 0 27 108 44 0 3 0
28 74 8 21 23 0 28 6 30 32 58 0
29 0 0 84 23 0 29 39 22 0 0 0
30 26 71 0 2 0 30 99 2 0 0 0
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Quadro 12: EMCL na concentragao 3,0 larvas/ mL agua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios
1 0 0 0 0 56
2 2 1 65 16 0
3 0 0 0 0 83
4 39 48 7 14 0
5 0 0 0 0 0
6 57 23 2 3 0
7 56 1 34 0 0
8 44 12 16 7 0
9 0 0 5 31 0
10 0 0 102 31 0
11 4 1 109 0 0
12 2 13 62 11 0
13 0 0 70 30 0
14 19 84 0 8 0
15 59 0 17 0 0
16 39 2 20 4 0
17 0 0 0 0 0
18 14 2 88 8 0
19 83 8 0 0 0
20 94 19 4 0 0
21 66 4 26 1 0
22 12 6 96 17 0
23 3 6 41 15 0
24 0 0 0 0 38
25 93 14 0 0 0
26 0 3 98 1 0
27 8 12 3 17 0
28 39 2 73 4 0
29 0 0 56 5 0
30 47 17 55 0 0

Quadro 13: EMCL na concentragao 6,0 larvas/ mL &gua destilada

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem Agua  Papel Agua  Papel  Ovarios
1 0 0 93 3 0
2 0 0 0 0 0
3 44 25 7 13 0
4 0 0 115 0 0
5 0 0 0 0 61
6 4 68 82 43 0
7 12 13 14 10 0
8 35 1 6 10 0
9 47 1 51 7 0
10 22 0 46 0 0
11 0 0 88 22 0
12 0 0 0 0 0
13 35 1 83 2 0
14 0 0 0 0 2
15 116 6 5 2 0
16 0 1 92 20 0
17 0 0 0 0 0
18 5 11 0 0 19
19 85 12 0 0 0
20 0 0 106 2 0
21 38 12 33 32 0
22 16 25 18 51 0
23 37 4 13 0 0
24 6 1 28 67 0
25 3 4 87 9 0
26 16 59 0 0 0
27 0 30 0 0 0
28 124 22 1 1 0
29 0 0 0 0 0
30 92 4 0 0 0
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Quadro 14: Metanol + agua destilada (controle) x agua destilada (tratamento)

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem  Agua Papel Agua Papel  Ovérios
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 28 0 64 5 0
4 122 11 2 0 0
5 41 0 0 0 0
6 0 0 73 23 0
7 22 3 44 4 0
8 56 3 59 3 0
9 0 0 0 0 0
10 36 18 17 20 0
11 46 2 51 2 0
12 53 0 5 0 0
13 66 1 48 0 0
14 72 11 0 0 0
15 44 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0
18 95 8 0 0 0
19 1 0 81 9 0
20 93 31 2 6 0
21 54 10 0 0 0
22 48 9 24 7 0
23 57 18 1 0 0
24 57 13 11 3 0
25 79 5 13 2 0
26 0 0 57 33 0
27 6 18 89 1 0
28 1 14 3 8 20
29 0 0 0 0 0
30 66 3 2 0 0
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APENDICE 4: Influéncia de ovos de Aedes aegypti de diferentes idades na oviposicio de co-especificos em laboratério — Dados Integrais

Quadro 15: Ovos com zero dia Quadro 16: Ovos com dois dias
NUmero de ovos NUmero de ovos
Controle Tratamento Controle Tratamento
Amostragem Agua Papel Agua  Papel Ovarios Amostragem Agua Papel Agua Papel Ovarios
1 0 0 63 79 0 1 0 0 18 113 0
2 5 11 5 18 0 2 0 0 22 85 0
3 38 20 11 16 0 3 19 12 73 12 0
4 0 0 88 10 95 4 3 0 72 25 0
5 28 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0
6 0 11 0 0 72 6 8 1 25 14 0
7 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 39
8 0 0 0 0 0 8 0 0 8 1 0
9 5 0 97 8 0 9 0 0 55 21 0
10 0 0 0 0 0 10 27 12 62 30 0
11 2 0 70 0 0 11 18 6 128 18 0
12 1 6 69 2 0 12 0 0 75 0 0
13 43 58 0 0 0 13 81 9 14 1 0
14 24 14 31 21 0 14 3 0 84 22 0
15 0 0 57 48 0 15 0 0 89 21 0
16 0 0 126 12 0 16 109 8 8 1 0
17 1 1 10 81 0 17 0 0 10 59 37
18 0 0 26 45 0 18 0 0 87 6 11
19 11 6 0 0 56 19 0 0 0 0 0
20 108 11 0 0 0 20 0 0 0 0 0
21 0 0 83 3 0 21 7 4 53 10 0
22 0 0 66 16 0 22 7 1 16 8 11
23 69 0 12 0 0 23 54 1 8 0 0
24 55 6 9 17 0 24 14 42 2 56 0
25 0 0 0 0 0 25 1 0 22 81 0
26 62 0 0 0 0 26 0 0 0 0 0
27 4 75 0 0 0 27 0 0 0 0 0
28 0 0 1 0 0 28 10 8 26 8 0
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Quadro 17: Ovos com sete dias

Ndmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem Agua Papel Agua  Papel Ovarios
1 0 0 46 26 0
2 31 0 82 24 0
3 60 64 7 2 0
4 3 1 34 19 0
5 2 18 34 13 0
6 0 0 0 0 35
7 0 0 0 0 23
8 0 0 1 0 52
9 0 0 0 0 0
10 0 0 76 27 0
11 17 1 57 11 0
12 0 0 68 0 0
13 18 5 46 18 0
14 1 0 0 0 0
15 1 0 78 48 0
16 0 0 89 5 0
17 0 0 35 1 42
18 0 0 144 6 5
19 6 1 67 11 0
20 0 0 0 0 0
21 15 12 21 7 0
22 11 1 59 5 0
23 1 1 75 24 0
24 20 12 58 8 0
25 119 0 1 0 0
26 18 3 0 0 0
27 26 29 35 16 0
28 2 4 1 3 12

Quadro 18: Ovos com 15 dias

Ndmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem Agua Papel Agua Papel Ovarios
1 2 1 37 14 0
2 0 0 49 35 2
3 17 11 85 10 0
4 7 3 94 15 0
5 85 1 7 0 0
6 36 24 8 31 0
7 0 0 0 0 67
8 8 0 51 6 0
9 28 3 83 4 0
10 4 45 104 7 0
11 0 0 107 41 0
12 9 4 32 4 0
13 0 0 39 1 0
14 0 0 82 13 0
15 0 0 39 5 10
16 5 10 15 98 0
17 2 2 103 0 19
18 43 9 37 5 0
19 0 0 0 0 0
20 22 0 101 1 0
21 17 2 79 9 43
22 0 0 45 27 0
23 0 0 54 2 0
24 61 10 5 34 0
25 5 1 97 11 0
26 58 0 5 0 0
27 0 0 0 0 15
28 1 6 0 0 0
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Quadro 19: Ovos com 30 dias Quadro 20: Ovos com 90 dias

NUmero de ovos NUmero de ovos
Controle Tratamento Controle Tratamento
Amostragem Agua  Papel Agua Papel  Ovarios Amostragem Agua Papel Agua Papel Ovarios
1 37 28 41 41 0 1 7 12 40 1 0
2 0 0 23 4 0 2 5 9 44 0 0
3 0 0 0 0 0 3 109 3 0 0 0
4 2 0 97 0 0 4 10 11 1 0 0
5 0 0 0 0 0 5 29 8 9 2 56
6 0 0 0 0 0 6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0 0
8 0 0 145 1 0 8 80 3 3 0 0
9 0 0 137 71 0 9 12 58 29 27 0
10 108 8 0 0 0 10 0 0 121 5 0
11 6 66 29 54 0 11 17 30 30 14 0
12 0 0 31 1 0 12 0 0 0 0 0
13 5 20 29 2 0 13 15 5 75 1 0
14 13 68 2 6 0 14 12 21 48 26 0
15 0 0 86 11 0 15 78 1 32 1 0
16 105 1 26 2 0 16 3 116 3 1 0
17 0 0 2 0 27 17 48 64 35 0 0
18 0 0 66 10 0 18 26 20 5 12 0
19 0 0 62 6 0 19 0 0 0 0 42
20 0 0 0 0 0 20 0 0 79 23 0
21 61 1 0 0 0 21 0 0 0 0 55
22 4 2 62 0 0 22 0 0 51 32 0
23 0 0 0 0 0 23 73 0 31 1 0
24 54 1 8 0 0 24 22 2 93 1 0
25 0 0 42 20 0 25 67 0 14 3 0
26 0 0 0 0 0 26 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 21 27 0 0 0 0 0
28 0 0 98 2 0 28 0 2 7 21 39
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Quadro 21: Ovos com 180 dias

NUmero de ovos

Controle Tratamento
Amostragem Agua Papel Agua Papel Ovarios
1 2 0 31 48 0
2 0 0 124 5 0
3 72 2 58 3 0
4 136 3 2 1 0
5 0 0 6 2 0
6 0 0 0 0 59
7 0 0 0 0 0
8 2 0 0 0 0
9 79 40 0 0 0
10 5 61 6 20 0
11 0 0 35 24 0
12 0 0 1 0 0
13 0 0 3 2 0
14 63 59 4 2 0
15 34 17 22 13 0
16 60 22 7 4 0
17 0 0 2 1 0
18 35 10 32 12 0
19 0 0 0 4 0
20 119 4 1 0 3
21 42 21 0 0 0
22 0 0 0 0 0
23 4 2 26 57 0
24 72 22 0 22 0
25 93 1 23 0 0
26 8 1 0 0 0
27 0 0 13 1 44
28 0 0 4 20 0
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