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RESUMO

O numero de casos de doengas transmitidas pelo Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae) tem aumentado nos ultimos anos, tornando-se um problema de salde
mundial. As epidemias mais recentes de febre amarela, zika virus e chikungunya, além da
dengue e de outras doencas, transmitidas pelo vetor, evidenciam a necessidade do combate
mais eficiente a0 mosquito. A proliferacdo dos mosquitos dos criadouros aquaticos nos
centros urbanos, aliados a resisténcia adquirida a inseticidas como os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretréides fazem com que a populacdo de mosquitos cresca
de maneira vertiginosa. S8 empregados alguns métodos para o controle dos mosquitos
hematofagos vetores de doencas tropicais, sendo 0s principais: 0 mecanico, o bioldgico e o
quimico, no entanto, eficacia desses métodos tém diminuido ao longo dos anos. A existéncia
de substancias volateis nas aguas presentes nos criadouros funciona como atraente de
oviposicdo para as fémeas gravidas do mosquito, e estas aguas vém sendo estudadas pelo
LASIF (laboratério de Sintese e Isolamento de Feroménios) com intuito de identificar
moléculas com potencial atraente de oviposicdo. Este trabalho tem como objetivo o estudo
comportamental da oviposicao das fémeas do mosquito Ae. aegypti, em relacdo as substancias
isoladas e identificadas a partir das dguas de criadouros artificiais e estudadas em diferentes
concentragfes (1, 10 e 100 mg/L), através da realizacdo de bioensaios de campo e de
laboratério com os compostos contidos nessas aguas para verificar a atracdo das fémeas para
oviposicdo; apos a analise os dados obtidos foram estudados, estatisticamente, atraves do teste
t de student, obtendo respostas significativas (p < 0,05) e muito significativas (p < 0,01) para
oviposicdo, indicando como resultado que os compostos isolados e identificados sdo

atraentes para fémeas gravidas.

Palavras-chave: Aedes aegyti; fémeas gravidas; oviposicao; feromonios.



ABSTRACT

The number of Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) cases (Diptera: Culicidae) has
increased in recent years and became a worldwide health problem. The latest epidemic of
yellow fever, zika virus and chikungunya, as well as dengue and other diseases transmitted by
this vector show the need for more efficient mosquito control. The proliferation of aquatic
breeding sites in urban centers, together with resistance to insecticides such as
organochlorines, organophosphates, carbamates and pyrethroids, causes the increase in the
mosquito population. Several approaches have been used to control the mosquito, being the
main ones the mechanical, biological and chemical methods in which the effectiveness of
these methods has weakened over the years. Volatile substances in the water of breeding sites
works as attractive substances for oviposition of mosquito pregnant females and these waters
have been studied by LASIF (Laboratory of Synthesis and Isolation of Pheromones) in order
to identify molecules with attractive oviposition potential. This work aims to study the
behavior of oviposition of female Ae. aegypti mosquito in relation to substances isolated and
identified from the waters of artificial breeding sites in different concentrations (1, 10 and 100
mg/L) through field and laboratory bioassays with the compounds from these waters to verify
the attraction of females to oviposition; using the obtained data, statistical analysis through
the student t test with significant (p < 0.05) and very significant (p < 0.01) data for
oviposition, indicating that the isolated and identified compounds are attractive to pregnant

females.

Keywords: Aedes aegyti; pregnant females; oviposition; pheromones.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos Aedes aegypti (Linnaeus,1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894) séo
0s responsaveis pelas principais arboviroses do mundo, entre elas o virus da dengue, febre
amarela, chikungunya e zika (KRAEMER et al., 2015). O virus é transmitido através das
fémeas infectadas da espécie Ae. aegypti em sua maioria, no entanto, pode também ser
contraido através do mosquito Ae. albopictus (WHO, 2017). Tanto o mosquito Ae. aegypti
quanto o mosquito Ae. albopictus sdo espécies bastante adaptaveis, podendo ocorrer em uma
grande variedade de ambientes naturais, ou mesmo em recipientes aquéticos artificiais (REY;
O’CONNELL, 2014).

O indice crescente da populacdo de mosquitos ocorre devido ao alto nimero de
criadouros aquaticos presentes nas areas urbanas e rurais e ainda pela capacidade de se
desenvolverem em aguas com indices de polui¢do cada vez maiores (BESERRA et al., 2009).
Outro fator importante a ser considerado € 0 aumento na resisténcia geneética desenvolvida
pelos mosquitos ao uso de inseticidas (BRAGA; VALLE, 2007).

Os organismos fazem uso de alguma forma de comunicacéo quimica, para isso fazem
uso de sinais sendo chamados de semioquimicos e ainda podendo ser caracterizados como
feromonios, quando a comunicacao ocorre entre individuos da mesma espécie (PICKETT et
al., 2014).

A atracdo gerada por estimulos oriundos da pele humana é acentuada entre os
mosquitos, no entanto, algumas espécies como o Ae. aegypti possui maior seletividade com
relacdo ao seu hospedeiro, quando em comparacdo com outras espécies de mosquito
(FERNANDEZ-GRANDON et al., 2015). Estimulos como a liberacio de compostos volateis,
aliados ao calor e a umidade permitem que as fémeas do Ae. aegypti encontrem seu
hospedeiro especifico (CABRINI; ANDRADE, 2006).

Outro fator de atracdo para as mesmas € a presenca de CO; associados com o acido
latico. A partir de altas concentragGes de CO,, em associagdo com baixas concentra¢fes do
acido latico ocasionam uma resposta de pouso das fémeas da espécie sobre a fonte de atracao
(EIRAS; JEPSON, 1991).

Em virtude da preocupagdo com o meio ambiente, existe a necessidade do uso de
atraentes e feroménios como alternativa ecolégica para o controle e a vigilancia de mosquitos
(KLINE, 1994). Desta forma, a agua proveniente de criadouros larvais tem sido estudada

como potencial atraente para oviposi¢do das fémeas, pelo fato de liberar substancias volateis



no qual foram obtidos resultados positivos quanto & oviposicdo das fémeas (BENTLEY;
DAY, 1889).

Faz-se necessario entdo, o estudo de novos atraentes quanto a oviposicdo do
mosquito Ae. aegypti, permitindo que ocorra a possibilidade de controle da espécie. O
laboratorio de Sintese isolamento de Feroménios (LaSIF) faz uso de uma metodologia
desenvolvida com relagdo ao isolamento e identificacdo de possiveis feromonios e atraentes
para a oviposicdo das fémeas do mosquito. O presente trabalho tem como objetivo o
isolamento e identificacdo de substancias com potencial de atracdo para oviposi¢cdo de fémeas

em fase de postura do Ae. aegypti.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Realizar o isolamento, identificacdo e analise de semioquimicos com potencial de

atracdo para fémeas gravidas do mosquito Ae. aegypti em fase de postura visando a

construcdo de armadilhas de oviposicao.

2.2 Especificos:

Formacdo e manutencao das col6nias do mosquito Ae. Aegypti;

Preparacao das matrizes aquosas estimulantes de oviposicéo;

Bioensaios de oviposicdo com fémeas gravidas do mosquito Ae. aegypti utilizando
diferentes matrizes aquosas em campo e em laboratério;

Anélise bioestatistica do comportamento de oviposi¢do do mosquito Ae. aegypti frente
as matrizes aquosas;

Preparacdo de amostras organicas a partir das matrizes aquosas biologicamente ativas
através da técnica de SPME (microextracdo em fase sélida);

Identificacdo dos atraentes e/ou estimulantes de oviposicdo contidos nos extratos
biologicamente ativos através da utilizacdo de equipamento de cromatografia gasosa
(GCI/FID) e de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS);
Bioensaios comportamentais de oviposicdo em laboratério com as substancias
(atraentes identificados) nas diferentes concentragdes: 1, 10 e 100 mg/L, e andlise
bioestatistica;

Construgdo de armadilhas de oviposicdo para a realizacdo de bioensaios

comportamentais de oviposi¢cdo no campo.



3. REVISAO LITERARIA

3.1 Principais doencas transmitidas pelo vetor Ae. aegypti
3.1.1 Dengue

A dengue é uma doenca viral que se alastrou rapidamente pelo mundo (BRAGA,
VALLE, 2007). Nos altimos 50 anos, a incidéncia da doenga aumentou em cerca de trinta
vezes, sendo associado com a expansao geografica de alguns paises (WHO, 2017). Calcula-se
que ocorram cerca de 390 milhdes de infec¢Ges anualmente, onde existe aproximadamente 2,5
bilhdes de habitantes nos paises onde esta é endémica (MS, 2017). A dengue configura-se
entre as ultimas décadas como uma das principais causas de mortalidade e morbidade tanto no
Brasil quanto no mundo, atingindo desde zonas tropicais até zonas mais frias ou subtropicais
(VIANNA; IGNOTTI, 2013).

O virus da dengue é transmitido através da picada do mosquito Ae. aegypti, sendo
este 0 vetor dos quatros sorotipos distintos do virus (Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4)
(FIOCRUZ, 2002). Os sintomas da dengue podem variar desde uma sindrome viral
inespecifica benigna, até um quadro mais grave no qual a doenca se manifesta na forma
hemorréagica podendo levar a morte. Os fatores que levam as formas mais graves da doenca
ndo estdo bem claros. Existem teorias que levam em consideracdo a viruléncia das cepas do
virus infectante, ou ainda, fatores como a sequéncia de infeccdes causadas pelos sorotipos
bem como fatores relacionados a saude do individuo (TAUIL, 2002).

O virus é transmitido pelos mosquitos fémeas da espécie Ae. aegypti em sua maioria.
No entanto, pode também ser contraido de forma menos frequente através do Ae. albopictus.
Recentemente, foi descoberto ainda, que o mosquito Ae. aegypti pode transmitir a
chikungunya e a infeccéo por Zika (WHO, 2017). Ja foram registrados casos destes virus em
todos os continentes (figura 1).

A doenca € considerada uma epidemia letal, e seu combate é caracterizado por um
contexto histérico em que ocorreu com a participacdo de todas as classes da sociedade, com o
auxilio de orgaos e instituicdes de ensino que ajudaram de maneira complementar no processo
(MENDONCA et al., 2009).

A existéncia de uma vacina (ainda em fase experimental), apresentando resultados
promissores no combate a arbovirose, porém, ainda ndo se encontra disponivel para a
populacdo. O manejo da doenga, de maneira geral, baseia-se na reducdo do transmissor a
partir da eliminag&o dos criadouros larvais existentes (ARDUINO; AVILA, 2015).



Figura 1: Mapa da presenga do zika virus, virus chikungunya e o virus da dengue

» ZIKA VIRUS © CHIKUNGUNYA @ DENGUE

Fonte: https://rededengue.fiocruz.br/noticias/31-zika-chikungunya-e-dengue-entenda-as-
diferencas. Acessado em 20/12/17.

3.1.2 Zika virus

A febre pelo virus Zika é uma doenca pouco conhecida e sua descricao € feita através
de um ndmero limitado de relatos de casos e investigacdes de surtos (OLIVEIRA, 2015).
Essa doenca causa ndo s6 um estado clinico de risco ao organismo infectado, mas também
esta associada aos recentes casos de microcefalia quando contraida por gestantes (ROMANO,
2017).

Os casos da doenga registrados no Brasil foram causados por um arbovirus
encontrado na Africa e Asia, sendo que sua transmissdo ocorre pelos mosquitos do género
Aedes. A ocorréncia dos mosquitos em toda América Latina, em conjunto com as condicdes
climéticas favoraveis ao seu desenvolvimento, ocasionaram uma epidemia do virus no pais
(ECDC, 2015).

Os sintomas da doenga ocorrem na maioria das vezes de maneira leve, durando de 2
a 7 dias. Este tipo de infeccdo pode ndo ser reconhecida ou ser mal diagnosticada como
dengue, chikungunya ou outro tipo de infec¢do viral com sintomas comuns como febre e
erupcao cutdnea (DUFFY et al., 2009). A doenca apresenta ainda, alguns aspectos clinicos
como: artralgia, mialgia, dor de cabeca, tosse, vomitos entre outros. O tratamento dos casos
sintomaticos é baseado no uso de acetaminofeno (paracetamol) indicado para febre e dor. Por
sua vez, para as erupg¢des pruriginosas, os anti-histaminicos sdo aconselhados (OLIVEIRA,
2015).

3.1.3 Chikungunya



O virus Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus transmitido pelos mosquitos da
familia togaviridae, tendo sido isolado pela primeira vez em 1952, na Tanzénia. Este virus
passou por um processo de mutacdo mais recentemente, aumentando seu grau de infeccédo
passando a ser transmitido tanto pelo Ae. aegypti quanto pelo Ae. albopictus (CAGLIOTI et
al., 2013).

Os sintomas da doenga sdo muito parecidos com aqueles apresentados pela dengue
(febre, dores articulares e musculares, cefaléia, nausea, fadiga, dentre outros). O sintoma
caracteristico da doenca sdo as fortes dores nas articulagdes, podendo estar acompanhadas
com edemas. A doenga pode evoluir de duas maneiras, uma fase aguda ou uma fase cronica.
A febre de chikungunya possui carater epidémico apresentando altas taxas de morbidade
associada no atrofiamento das articulagdes, reduzindo a mobilidade e qualidade na vida do
individuo (SVS, 2017).

Figura 2: Sintomas das principais doencgas transmitidas pelo vetor

Sintomas Dengue Chikungunya zika
Febre Sempre presente, altae  Quase sempre presente; Pode estar presente;
de inicio imediato alta e deinicioimediato  baixa
Dores nas Quase sempre Presenteem 90%dos  Pode estar presente;
articulacbes presente;dores casos; dores intensas dores leves
moderadas
Manchas Pode estar presente Pode estar presente Quase sempre presente
vermelhas na pele
Prurido Pode estar presente Presenteem 50%dos  Pode estar presente; de
casos; leve leve a intenso
Vermelhiddonos  Nao estd presente Pode estar presente Pode estar presente

olhos
Fonte: http://www.diarioonline.com.br/noticias/para/noticia-361175-.html. Acessado em
20/06/18

3.1.4 Febre amarela

A febre amarela caracteriza-se por ser uma doenca nao infecciosa, sendo endémica
nas florestas tropicais da América e da Africa, sendo registrados periodicamente casos da
doenca. E transmitida ao homem através da picada de mosquitos da familia Culicidae,
destacando-se 0s géneros Aedes e Haemagogus (MONATH, 2001).

No Brasil, os primeiros casos foram registrados em 1685 ocorridos em Recife. No
século XIX, a doenca teve seu primeiro surto, onde cerca de 4 mil pessoas morreram em

Salvador. Em 1850, através de uma grande campanha realizada pelo governo imperial a


http://www.diarioonline.com.br/noticias/para/noticia-361175-.html

doenca foi controlada atraveés de medidas como a desinfeccdo de navios, isolamento ou
quarentena, aterramento de valas e limpeza de esgotos.

O virus caracteriza-se por apresentar dois ciclos caracteristicos de transmissédo
(silvestre e urbano). No ciclo urbano, o principal vetor é o Ae. aegypti, onde a transmissao
ocorre diretamente através da picada do mosquito ao homem. No ciclo silvestre, a febre
amarela é uma zoonose, transmitida por mosquitos dos géneros Haemagogus (H. janthinomys
e H. albomaculatus) e Sabethes (S. chloropterus), sendo que a principal fonte de infeccdo da
doenca sdo os primatas. Os seres humanos ndo apresentam imunidade e podem ser infectados,

acidentalmente, ao entrarem em zonas enzoéticas (CHEBABO et al., 2017).

Figura 3: Ciclos epidemioldgicos da febre amarela no Brasil
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Fonte: http://u.saude.gov.br/index.php/informacoes-tecnicas-febreamarela.
Acessado em 06/02/18.

A vacinacdo é medida de controle mais utilizada no combate a doenca, é fornecida
em dose Unica e conferindo protecdo permanente, sendo distribuida, gratuitamente, na rede
publica de satde. O uso da vacina é indicado a partir dos 9 meses de idade com refor¢o a cada
10 anos em regides consideradas endémicas, bem como, a qualquer pessoa que se desloque a
essas regides (MS, 2018).

A maioria das pessoas que ndo passaram pelo processo de imunizagdo ao entrarem
em contato com o virus da doenca podem apresentar dois quadros clinicos distintos:
assintomatico ou o individuo desenvolve um quadro de sintomas como dor de cabeca, febre,
fadiga muscular, vomito, entre outros; durante um periodo de até 3 dias. Cerca de 15% das
pessoas ao contrairem o virus desenvolvem a doenga na forma mais grave a qual pode levar
ao Obito (FAPESPE, 2017).


http://u.saude.gov.br/index.php/informacoes-tecnicas-febreamarela

3.2 Mosquito Aedes aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) é um
inseto com caracteristicas antropofilicas, oriundo do continente africano, o qual espalhou-se
pelas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Sua dispersdo ocorreu através do
transporte em navios negreiros durante o periodo colonial, sendo levado para todo o mundo
inclusive para o Brasil (LOZOVEI, 2001). A ocorréncia do mosquito Ae. aegypti estende-se
desde a Asia, passando pela Africa e América do sul. Sendo este o vetor responséavel pela
transmissdo do virus do género Flavivirus que € causador de doencas em humanos como a
febre amarela e a dengue (ROBERTS, 2002). Sabe-se ainda, que a proliferacdo deste
mosquito esta ligada diretamente a presenca das chuvas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

O ciclo bioldgico consiste na fase imatura, caracterizada por ovos, larvas (L, L, Lze
L,) e pupas, a fase adulta (figura 4) (GADELHA; TODA, 1985).

Figura 4: Ciclo de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti
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Fonte: https://aedesaegyptiblog.files.wordpress.com/2016/04/page.jpg?w=640.
Acessado em 21/06/18.

Chegando a fase adulta, os mosquitos Ae. aegypti podem ser facilmente
reconhecidos por apresentarem uma coloracdo escura. Seu tdrax apresenta escamas claras
criando ornamentos prateados caracteristicos. Apresentam ainda, faixas longitudinais
curvilineas em ambos os lados do térax. No abdémen e nas pernas ocorrem manchas branco-
prateadas (LOZOVEI, 2001). Alimentam-se de fontes de carboidratos, encontrados em
substancias acucaradas como o néctar das flores e agucares das frutas, permitindo, entdo, que
possam desenvolver-se e realizar fungbes para sua sobrevivéncia, como o voo. Por Gltimo, as
fémeas buscam fontes proteicas necessarias para a maturacdo dos ovos, obtendo através do
sangue de vertebrados, nos quais podem ser incluidos os humanos (figura 5) (FORATTINI,
2002).



Figura 5: Fémea do Ae. aegypti em processo de hematofagia.

Fonte: Rothamsted Research

O Ae. aegypti apresenta habitos diurnos e realiza uma estratégia de rastreamento
ativo combinado com a permanéncia em locais frequentados pelos hospedeiros. Sendo entéo,
atraidos por estimulos quimicos (EDMAN, 1979).

Os ovos sdo depositados pelas fémeas na fase adulta, preferencialmente, na
superficie da parede dos criadouros um pouco acima da superficie aquosa. No entanto,
ocasionalmente sdo depositados diretamente na agua. O desenvolvimento da fase embrionaria
dura entre 2 e 3 dias, ap0s isso 0s ovos tornam-se resistentes a dessecacdo causada pelo
ambiente. Os ovos permanecem férteis por um periodo de aproximadamente um ano, mesmo
Secos e sujeitos a contaminacdo. Através do contato com a agua, ocorre o estimulo para a

eclosdo, iniciando-se entdo, um novo ciclo (NATAL, 2002).

3.3 Controle do vetor

As medidas aplicadas ao controle de mosquitos podem ser direcionadas as larvas ou
para os adultos. No que diz respeito as larvas, abrangem a eliminacdo ou modificacdo do
criadouro, até a aplicacdo de larvicidas nestes ambientes. J& para os adultos ocorrem medidas
preventivas como 0 uso de roupas, repelentes, telas protetoras ou mesmo a aplicacdo de
inseticidas (BORROR & DELONG, 1988). Os principais métodos para o controle utilizados
no combate ao vetor sdo: o fisico, o biologico e quimico. Os inseticidas mais utilizados para
este fim sdo os organofosforados, carbamatos, e os piretroides (LUNA et al., 2004). Porém,
nas Gltimas décadas os métodos de controle utilizados no combate aos insetos fizeram uso de
menores quantidades de inseticidas, tornando a atividade mais racional e diminuindo seu uso
de forma indiscriminada (BOS, 1992).

3.3.1 Controle quimico
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Este método de controle faz uso de produtos quimicos para que haja a eliminagdo
de pragas e dos vetores de doencas. E a Gltima forma de controle a ser utilizada, agdes menos
agressivas devem ser utilizadas de maneira prioritaria. O uso de inseticidas produz inimeras
desvantagens, considerando seus efeitos diversos, dentre eles podem ser destacados:
contaminacdo ambiental, destruicdo genética da fauna, e ainda, a geracdo de produtos
bioacumalativos. Por outro lado, este tipo de controle oferece alguns beneficios como a

rapidez e facilidade com que combatem os alvos (SILVA, 2011).
3.3.2 Uso de inseticidas no controle do Ae. aegypti

3.3.2.1 Organoclorados

O controle quimico é aplicado a todas as fases de desenvolvimento do mosquito. O
tratamento do tipo focal tem como caracteristica a aplicacdo de larvicidas (inseticidas
quimico, bioldgicos ou hormonais), nos criadouros (FUNASA, 2001b).

O uso de compostos organoclorados foi a principal forma de controle do Ae. aegypti
adotado no século passado, no entanto, por permanecer durante longo tempo no meio
ambiente ndo pode ser mais utilizado. Entre os organoclorados o DDT (1,1,1-tricloro-2,2-
bis(4-clorofenil)etano) foi o mais utilizado. O uso desses compostos foi proibido pelo fato de
ndo serem biodegradaveis ficando acumulados nas gorduras dos animais de sangue quente
(ALDRID, 1979). Apesar da proibicdo de seu uso no restante do mundo, o DDT vem sendo
empregado no continente africano no combate a malaria nos Gltimos anos (OMS, 2018).

Figura 6: Estrutura quimica do DDT
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3.3.2.2 Organofosforados

Os inseticidas pertencentes a esta classe sdo todos aqueles que apresentam o fésforo
em sua estrutura. Estes compostos foram descobertos depois dos organoclorados, em virtude
da resisténcia adquirida pelos vetores ao seu uso prolongado (BROGDON, 1998).

S&o divididos em dois principais grupos quanto a sua estrutura: os alifaticos
(malation, vidrin, etc) e os derivados dos grupos fenilicos (paration, fenitrotion, etc). Este tipo

de composto apresenta vantagens se comparados aos organoclorados, a principal delas,
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consiste em serem biodegradaveis, ndo sendo armazenados no interior dos tecidos
(PALCHICK, 1996).

Figura 7: Estrutura quimica do malation
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(0,0,0,0-tetrametil-O,0O-tiodi-p-fenileno-bis fosforotiato), esse composto comegou a
serutilizado na década de 60, nos EUA, visando o controle dos mosquitos na agricultura.
Seumecanismo de acdo atua sobre as enzimas colinesterases, inibindo os impulsos nervosos.
Seusefeitos aplicam-se aos insetos e mamiferos podendo ser absorvido pela pele, vias
respiratoriase ainda, pela boca, no entanto, possui baixa toxicidade. E um dos larvicidas mais
utilizadas atéhoje pelo mundo, no controle do mosquito, no entanto ndo apresenta
atividade adulticida
(TAYLOR; SCHOOF, 1971). A partir da década de 90 foi constatada a resisténcia ao
larvicida adquirida pelo vetor, fazendo com que seu uso fosse restringido, até que em 2014
tivesse seu uso proibido pelo ministério da saude.

Atualmente, a relacdo dos compostos organofosforados e o céncer vém sendo
bastante estudada, ha indicio do favorecimento da doenca em testes realizados em animais.
No entanto, em humanos ainda ndo foi comprovado, sendo entdo classificados como

provaveis cancerigenos (GUYTON et al., 2015).

3.3.2.3 Carbamatos

Os carbamatos sdo compostos derivados do &cido carbamico e sua comercializacéo
teve inicio por volta dos anos de 1960. Possui uma réapida eficicia contra insetos mesmo
possuindo um curto poder residual, em que seu periodo de decomposicdo dura de 1 a 4 dias.
Sao moléculas bastante soltveis em agua, o0 que faz com que tenham atuagdo sistémica em
plantas. (BRAGA; VALLE, 2007).
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Figura 8: Estrutura quimica do Carbaril
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3.3.2.4 Piretréides

A expresséo piretroide € utilizada, usualmente para nomear os inseticidas fabricados
a partir da derivacdo na estrutura das piretrinas (CARNEIRO, 2006). Os piretroides atuam de
maneira similar ao DDT, em que atuam mantendo os canais de sodio abertos presentes nas
membranas dos neurdnios (PALCHICK, 1996). Dentre 0os compostos pertencentes a esta
categoria, destacam-se como mais utilizados a cipermetrina e a deltametrina. Esses sé@o
compostos sdo produzidos sinteticamente a partir de uma substancia chamada piretro, obtida
do crisantemo. Tem como caracteristica ainda, ndo serem acumulativos, biodegradaveis e
possuirem baixa toxicidade a mamiferos e aves. Sua maior vantagem, consiste em sua
atividade satisfatéria mesmo fazendo o uso de baixas concentracbes (BRAGA; VALLE,
2007).

Figura 9: Estrutura quimica da cipermetrina
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3.3.2 Controle fisico

Este tipo de controle se caracteriza pelo uso de elementos fisicos ou mesmo
intervencdes no meio ambiente, para 0 combate do vetor. S&o utilizadas na maioria dos casos,
armadilhas como forma de controle, em que o principal objetivo € a eliminacdo dos
criadouros (EMDEN; SERVICE, 2004).

3.3.2.1 Telas e uniformes

Uma alternativa fisica para o controle consiste no uso de uniformes ou telas

impregnados com inseticidas, tendo como principal objetivo, evitar a picada dos mosquitos.
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Os uniformes ja s&o utilizados em campanhas militares em selva para prote¢do dos soldados.
As telas por sua vez, estdo sendo utilizados nas portas e janelas das residéncias, escolas e
unidades de saude. A essas telas € adicionado o inseticida deltametrina, como sdo implantadas
na parte externa das edificacbes contam ainda com a protecdo ultravioleta aumentando sua
eficacia (ZARA et al., 2016)

3.3.2.2 Armadilha de oviposic¢éo

O uso de armadilhas de oviposi¢cdo mostrou-se um método mais eficaz na detecgéo e
monitoramento tanto do Ae. aegypti quanto do Ae. albopictus (RAWLINS et al., 1998).
Trabalhos existentes na literatura relatam a eficiéncia desse método em comparacéo a outros
existentes, como por exemplo, o método de pesquisa larvéria (BRAGA et al., 2000).

O desenvolvimento de novas armadilhas (figura 10) para a captura de individuos na
fase adulta tem sido cada vez mais bem sucedido apresentando resultados favoraveis para a
captura em testes realizados tanto no campo quanto em laboratério (DONATTI; GOMES,
2007).

Figura 10: Armadilha Adultrap

Fonte: Disponivel em: <http://www.jornaldocampus.usp.br/index.php/2010/10/combate-a-

dengue-na-usp-nao-atinge-crusp/>. Acessado em 27/12/17.

Existe ainda, outro tipo de armadilha que fazem uso de fitas adesivas como forma de
captura para as fémeas em fase de postura do mosquito. Essa armadilha é confeccionada em
material plastico de cor escura, com forma cilindrica de modo a reproduzir as condigdes
encontradas em um criadouro natural. Em seu interior esta contido um cartdo adesivo inodoro

de cor preta, responsavel pela captura das fémeas. S&o atraidas fazendo uso de uma solucéo
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obtida através de infusdes de gramineas (Panicum maximum) adicionadas ao cartdo (EIRAS;
SANT’ANA, 2001).

3.3.3 Controle biologico

O controle bioldgico se caracteriza por sua menor toxicidade para os seres vivos e 0
meio ambiente, sendo uma técnica natural e biodegradavel, impossibilitando o
desenvolvimento de resisténcia pelo vetor (BARRETO, 2006). Dentre as alternativas
encontradas para o uso deste tipo de controle podem ser utilizados peixes larvofagos como o
Gambusia affinis ou mesmo larvas de outros mosquitos predadores.

Outro tipo de micro-organismo utilizado para o controle, atuando como
bioinseticidas, sdo as bactérias do género Bacillus, em especial, o Thuringiensis israelesis.
Este micro-organismo libera toxinas ao serem ingeridas pelas larvas do mosquito impedindo
que ocorra o transporte de ions na regido do intestino, levando, consequentemente a sua morte
(MARCONDES, 2001).

3.4 Atraentes de oviposic¢ao

Os organismos fazem uso de alguma forma de comunicacdo quimica, para isso fazem
uso de sinais que sdo os chamados semioquimicos e feromdnios quando sdo utilizados para
comunicacdo entre individuos da mesma espécie (PICKETT et al., 2014). Estimulos como a
liberacdo de compostos volateis, aliados ao calor e a umidade permitem que as fémeas do Ae.
aegypti encontrem seu hospedeiro especifico (CABRINI; ANDRADE, 2006).

A atracdo gerada por estimulos oriundos da pele humana é acentuada entre 0s
mosquitos. No entanto, algumas espécies como o Ae. aegypti possuem maior seletividade com
relacdo ao seu hospedeiro, quando em comparagdo com outras espécies de mosquito. A
hereditariedade € outro fator que possui influéncia na atracdo das fémeas dos mosquitos,
individuos gémeos idénticos sdo capazes de atrai-las mais facilmente em comparacdo com
aqueles ndo idénticos demonstrando que através de seu olfato as fémeas podem detectar
componentes genéticos (FERNANDEZ-GRANDON et al., 2015).

Outra forma de atracdo associada as mesmas ocorre na presenca de CO, em conjunto
com o &cido latico. A partir de altas concentracdes de CO, em associagdo com baixas
concentragfes do &cido ocasiona uma resposta de pouso das fémeas da espécie sobre a fonte
de atracdo (EIRAS; JEPSON, 1991).

Mais recentemente, o uso da matriz aquosa no qual 0 mosquito realiza seu ciclo de
desenvolvimento vem sendo amplamente estudada. Apds a transicdo de fase, sdo liberadas

substancias que atuam como atraentes para a oviposi¢cdo de fémeas em fase de postura.



15

Trabalhos realizados anteriormente mostram que o0s extratos obtidos das larvas do mosquito
no terceiro e quarto estagios (L3 e Ls) (COSTA, 2010), assim como aquele obtido apds o
término do ciclo completo de desenvolvimento, possuem a capacidade de atragdo quanto a
oviposicdo das fémeas (SANTOS, 2013).

3.5 Técnicas de preparo de amostras organicas
3.5.1 Extracdo em fase sélida (SPE)

Dentre as técnicas utilizadas, atualmente para a extracdo e concentracdo de analitos
oriundos de matrizes consideradas complexas, a extracdo em fase solida € uma das mais
utilizadas. Os analitos mesmo em concentragdes muito baixas podem ser detectados pelos
métodos cromatograficos podendo utilizar técnicas como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) ou mesmo a cromatografia gasosa (CG) combinada a esse tipo de extracédo
(JARDIM, 2010).

A técnica consiste na separacdo liquido-sélido que é baseada em mecanismos
semelhantes aqueles empregados pela cromatografia liquida de baixa pressao, sua principal
aplicacdo consiste no isolamento dos analitos presentes em matrizes complexas (LANCAS,
2004).

Na SPE os analitos presentes na matriz aquosa sdo retidos ap0s atravessarem um
cartucho contendo o sorvente. Em seguida, um solvente organico é utilizado para eluir o0s
analitos contidos na fase sélida (figura 11) (BARRIONUEVO; LANCAS, 2001).

Para a escolha do sorvente que venha a ser utilizado deve-se levar em consideracéo
as caracteristicas dos compostos de interesse, assim como, a natureza da matriz e das
impurezas presentes (LANCAS, 2004).

Figura 11: Etapas envolvidas na SPE: Condicionamento do sorvente, adi¢do da

amostra, remocdo dos interferentes e eluicdo do analito.
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Fonte: CALDAS et al., 2011.
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As etapas envolvidas na extracdo consistem na ativacdo do sorvente empregado,
percolacdo da amostra (sorcdo) dos analitos no sorvente, na eliminacdo dos interferentes
presentes na matriz utilizada (clean up) e por fim, a eluicdo dos analitos, seguido por uma pré-
concentracdo (SARTORATTO, 2001).

O desenvolvimento de novas fases estacionérias tem ocorrido para que ocorra uma
melhor extracdo dos analitos. A adi¢do de polimeros sobre a camada de silica com a fixacdo
do material por raios gama, tratamento térmico ou mesmo, o uso de micro-ondas mostra-se
uma estratégia promissora no que diz respeito ao preparo de novos sorventes (JARDIM,
2010).

3.5.2 Microextragdo em fase sélida (SPME)

A SPME consiste em uma técnica para o preparo de amostras onde essas sao isentas
da presenca de solventes, realizando a extracdo, bem como, concentracdo dos compostos
volateis, ou ainda, de compostos ndo volateis presentes em matrizes liquidas. A extracdo é
feita através de uma fibra modificada com um filme polimérico, sendo este, um solido
adsorvente (KATAOKA et al., 2000).

O dispositivo extrator é constituido por um bastdo de fibra dptica de silica fundida
com um didmetro em torno de 100 mm, recoberto por uma fina camada de polimero (~10
mm). Dentre os polimeros aplicados a técnica pode-se destacar: (polidimetilsiloxano (PDMS)
(figura 12), poliacrilato (PA) ou CarboWax (Cwx) ou mesmo de um sdlido adsorvente
(carvdo ativo microparticulado (Carboxen)). O emprego de cada um destes, depende do tipo
de analito de interesse e de sua polaridade (VALENTE; AUGUSTO, 2000).

Figura 12: Polimero de polidimetilsiloxano (PDMS)
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A fibra é fabricada em um material muito fragil. Para minimizar o risco de quebra,
foi adicionado ao dispositivo, um amostrador (holder), nada mais que um suporte que ajuda
na sustentacdo da fibra permitindo que seja manipulada mais facilmente durante a realizacéo

das analises. Ainda existe a presenca de um émbolo na outra extremidade da fibra, permitindo
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a exposicdo de um tubo hipodérmico que é responsavel por sua protecdo. Esta parte do
dispositivo atua como agulha, para que ocorra a perfuragdo dos septos no qual estdo presentes
as amostras (KATAOKA et al., 2000).

O processo de extracdo consiste na adicdo da amostra em frascos com tampas
rosqueaveis, com a posterior introducdo do amostrador SPME ao septo presente a tampa. Em
seguida, a fibra é exposta a solucdo de interesse para que sejam adsorvidos os analitos de
interesse. Por fim, o material é levado para a analise cromatografica (figura 13)
(PAWLISZYN, 2000).

Dentre as recentes aplicacfes que fizeram uso da técnica, estdo relatadas na literatura
as areas da biomédica, farmacéutica, toxicologia social e ainda, como método de validacao
analitica dos métodos desenvolvidos (QUEIROZ, 2009).

Figura 13: Uso do amostrador de SPME para o processo de extracdo e o de dessorcao do
material extraido para analise por CG.

retirar P‘:—jrﬂ-

cromatdgrafo

injetor do cromatéerafo

Fonte: VALENTE; AUGUSTO, 2000

A SPME permite o uso de diferentes métodos no que diz respeito a extracdo de
analitos, dentre eles podem ser destacados os trés mais utilizados: Extracdo direta, indireta e
headspace (VALDUGA et al., 2010). A extracdo direta é realizada através do contato direto
entre a fibra e a amostra (aplicado a amostras com média ou baixa volatilidade em fase liquida
ou gasosa), 0 método de extracdo indireta no qual a fibra é recoberta por uma membrana
protetora evitando que a amostra degrade a superficie adsorvente da fibra. J& a técnica de
headspace é empregada para a extracdo dos compostos volateis liberados pelas amostras de
interesse, sem que haja contato direto entre a fibra e a matriz, além de que esse método
protege a fibra contra possiveis impurezas e permite ainda que ocorram a modificacdes na
amostra (pH, forca idnica, etc) (PAWLISZYN, 2000).
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Formacao das coldonias de mosquitos

As colbnias de mosquitos da espécie Ae. aegypti foram mantidas no Laboratorio de
Sintese e Isolamento de Feromoénios (LASIF) que se localiza no Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas, situado no campus A.C. Simoes
localizado em Macei6. Os ovos dos mosquitos Ae. aegypti sdo provenientes de colbnias
anteriores, criadas no proprio laboratorio.

Para a formagdo das coldnias de Ae. aegypti foram utilizados recipientes plasticos
retangulares (40 X 26 X 8,5 cm) contendo agua destilada, onde os ovos ficaram submersos
por um periodo de 24 horas. As larvas foram alimentadas adicionando racdo da marca
WHISKAS® para cdes ou para gatos. As coldnias de mosquitos foram mantidas em
fotoperiodo de 12L:12E horas, com temperatura do laboratorio na faixa de 30+2°C, com
umidade relativa do ar entre 50-60%.

Com a chegada a fase de pupas foi realizada a transferéncia das mesmas, separando-
as das larvas existentes. As pupas foram submetidas a sucessivas transferéncias, no qual a
agua em que estas se encontravam era trocada com objetivo de eliminar o material particulado
presente. Por fim, todas as pupas foram alocadas em gaiolas de madeira e telas de nylon com
dimensdes (30 x 30 x 30 cm). Ap6s a emergéncia e chegada a fase adulta, os mosquitos foram
alimentados com solugéo de mel a 5%, embebida em algodé&o.

O repasto sanguineo foi realizado entre 4-5 dias ap0s a emergéncia, sendo que as
fémeas foram alimentadas com sangue de galinha caipira. Os bioensaios foram realizados
apo6s o repasto sanguineo, no periodo em que as fémeas em fase de postura iniciaram a
oviposi¢do. Foram utilizados como suporte para oviposicdo papéis filtro cortados em forma

circular e sustentados em superficies de isopor colocados sobre a agua.

Figura 14: Gaiola utilizada nos bioensaios
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Fonte: SANTOS, 2013
4.2 Preparo da agua de pupas

Foram colocadas 500 mL de &gua destilada em um recipiente de vidro, depois foram
colocadas cerca de 700 pupas de Ae. aegypti de ambos os sexos. O recipiente foi colocado em
uma gaiola (30 x 30 x 30 cm) ocorrendo a transi¢do para a fase adulta. Apo6s a completa
transicdo para a fase alada, o recipiente contendo a matriz aquosa no qual ocorreu a
emergéncia das pupas para a fase adulta foi retirado e o material filtrado em algoddo e
transferido para um recipiente de vidro com septo e este levado ao congelador, ficando

armazenado sob uma temperatura de cerca de 0 °C.
4.3 Preparacao do extrato por SPME — Microextracdo em fase solida

Foram utilizados para extragdo o método de imersdo no qual ocorre a extracdo direta,
onde a fibra de PDMS (Polidimetilsiloxano) ¢ imersa diretamente na amostra. Empregou-se
ainda, a extracdo pelo método de headspace, no qual, ocorre a coleta dos compostos volateis
presentes.

Inicialmente, o material foi transferido para um frasco no qual foram adicionados,
aproximadamente, 10 mL da amostra e levados para a chapa de aquecimento/ agitacdo por um
periodo de 1 hora, onde se manteve a temperatura em torno de 40°C e sob agitacdo magnética
constante do material. Decorrida a etapa inicial de estabilizacdo da amostra foi introduzido ao

frasco amostrador SPME para a extracdo dos analitos por um periodo de 2 horas.

Figuras 15 e 16: Procedimento para extracao dos analitos.

Fonte: Autor, 2017

4.4 ldentificagdo quimica dos extratos
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Transcorrida a etapa de extracdo, os extratos obtidos foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). A identificacdo quimica
dos extratos foi realizada no Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas.

A analise foi realizada em um aparelno GC-MS da marca SHIMADZU -
MSQP5050A. As condicdes utilizadas séo: coluna capilar (30m x 0,25 i.d. DB-1), Impacto
eletrénico a 70 eV, 250°C; 30°C (5 min.), 5°C/min, até 250°C. Gas de arraste — hélio, ainda,
com um analisador quadrupolar de massas. O tempo para realizacdo da analise no

equipamento foi de 40 minutos, com o procedimento sendo realizado em triplicata.
4.5 Bioensaios comportamentais de oviposi¢ao

Os bioensaios comportamentais de oviposicao foram realizados da seguinte maneira:
cada gaiola telada continha 10 machos e 20 fémeas gravidas do mosquito Ae. aegypti com 3
dias de repasto sanguineo, sendo feito a partir de frangos caipiras, e com idade de 7-10 dias.
As gaiolas continham dois copos descartaveis de 50 mL cada. Um copo contendo 40 mL da
agua controle (agua destilada) e o outro copo contendo 40 mL da solucéo teste. O copo com
agua teste continha a possivel substancia biologicamente ativa. A substancia teste foi
analisada na concentragdo de 1, 10 e 100 ppm. Ambos os copos continha papel de filtro
qualitativo (Qualy) cortado em forma circular, imerso na agua que atua como suporte de
oviposicdo das fémeas do mosquito. Os copos ficam em posicgéo relativa diagonal durante 24
horas. Os ovos postos foram recolhidos e quantificados com o auxilio do microscépio Optico.
Cada procedimento foi repetido 10 vezes e os resultados obtidos foram tratados,

estatisticamente, pelo teste t de student.
4.6 Testes de campo

Para a realizacdo dos testes de campo, foram estabelecidos 10 pontos que reunissem
as melhores condicbes para a presenca e o desenvolvimento de mosquitos, para isso foram
considerados fatores como luminosidade, umidade e presenca de vegetacdo. As armadilhas de
oviposi¢do eram compostas por um recipiente de cor escura com capacidade de 200 mL, onde
foram adicionados 100 mL de agua destilada (controle) e outra armadilha com 100 mL de
agua destilada em conjunto com uma gota (0,0010 g) da solucdo hexanolica (teste),
posicionadas uma proxima a outra. As armadilhas continham um suporte de madeira para o
auxilio na oviposi¢do das fémeas. Os resultados obtidos foram tratados, estatisticamente,

através do teste t de student.
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Figura 17: Teste de campo

Fonte: Autor, 2017

4.7 Anélise estatistica

Os ovos depositados nas solugdes controle e testes de cada gaiola (ou armadilha)
foram contabilizados, sendo esses dados convertidos em porcentagens e analisados através do
Teste t de Student. Esta andlise foi realizada com auxilio do programa GraphPadPrism 5,
estabelecendo-se um intervalo de confianca de 95%. Os resultados foram definidos como
atraentes ou ndo, sendo medidos, qualitativamente pelo valor de P e classificados como
significante quando P < 0,05 muito significante quando P < 0,01 e extremamente significante
quando P < 0,001.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A 4gua proveniente de criadouros em seu ambiente natural (sem qualquer
tratamento), j& foi estudada no que diz respeito a atividade atraente para oviposi¢do das
fémeas gravidas (BENTLEY; DAY, 1989). Para nosso trabalho foi escolhido apenas uma fase
do ciclo biologico para ser estudada: a fase de pupa, uma vez que esta ndo se alimenta mais e
é a Ultima fase antes da fase alada, onde ja ndo se faz mais necessario o criadouro aquatico
para o desenvolvimento. Assim, supondo que a liberagdo do feromdénio de oviposi¢do ocorre
na fase de pupas como indicacdo e que o criadouro aquatico é favoravel a um novo
desenvolvimento da espécie foi escolhido esta fase para a analise e identificacdo dos
constituintes organicos. Essa passou por etapas de pré-tratamento no qual foram selecionadas
apenas as pupas (machos e fémeas), separando-as da agua do criadouro inicial. Ap6s a
transicdo para a fase adulta (fase alada), a 4gua residual foi filtrada a fim de separar o material
organico presente do material aquoso a ser utilizado para analise.

O material, biologicamente ativo, foi levado para a analise em SPME. Foram
empregados dois métodos para a extracdo dos analitos presentes, 0 método de extracdo direta
onde ocorre o contato direto entre a fibra e a amostra e 0 método de extracdo por headspace,
onde os compostos volateis liberados pela amostra sdo adsorvidos pela fibra sem que haja o
contato direto da fibra com a solucdo aquosa.

A escolha do método de extracdo por SPME ocorreu por esta ser uma técnica que
oferece muitos beneficios como rapidez, ndo necessita de solvente, sensivel e apresenta
resultados quantitativos mesmo em concentra¢cdes muito baixas dos analitos, entre outros. J& a
escolha da polaridade da fibra, foi baseada apds a realizacdo de um estudo prévio dos
provaveis analitos existente na amostra, tendo visto que sdo compostos organicos liberados
durante a transicdo do mosquito para a fase adulta.

O periodo de exposicao da fibra foi de 2 horas; Decorrido este periodo o material foi
levado para analise no GC-MS para que os analitos presentes na fibra fossem dessorvidos na
coluna e, posteriormente analisados.

ApoOs a realizacdo da andlise os resultados obtidos foram apresentados na forma de
cromatogramas, onde foram destacados os compostos em funcdo de sua intensidade no sinal.
Alguns deles podem ser destacados (tabela 1) como possiveis candidatos a atraentes de

0Viposicao.
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Figura 18: Cromatograma obtido a partir da extracéo direta
Tabela 1: Compostos obtidos por extracédo direta
Pico Rt Similaridade Area Formula Nome
(Min) (%) (%) Molecular
1 23,875 86 488 CuHi0, Acido eicosanoico
2 27,109 90 20,89 CigH»0,  Acido 1,2-benzenodicarboxilico
3 29,191 91 27,56 CigH340,  Acido (92)-octadecendico
4 30,108 83 6,27 CiHz00,  Acido 9-hexadecanoico
5 30,727 84 9,71 CigHs0,  Acido octadecanoico
6 31,867 72 8,95 CyH30,  9-Octacen-1-ol
7 32,238 74 10,08 CyH30,  Acido hexadecanoico

Através dos compostos listados na tabela acima, podem ser destacados alguns acidos
graxos como o0 &cido (92Z)-octadecendico, acido 9-hexadecanoico e acido octadecanoico. Em
sua maioria, 0s compostos encontrados foram acidos graxos de cadeia média, oriundos da
transicdo da fase imatura (pupas) para a fase adulta. E importante ressaltar que esses acidos
graxos ja foram isolados e identificados em outras pesquisas envolvendo o mosquito Ae.
aegypti. GANESAN e colaboradores (2006), trabalhando com o extrato metandlico de ovos
do mosquito Ae. aegypti, isolaram e identificaram os seguintes acidos graxos: dodecanoico,
tetradecandico, hexadecandico, (9Z)-hexadecendico, octadecanoico e (9Z)-octadecendico. Os
ésteres ((92)-hexadecenoato de metila e o (9Z)-octadecenoato de metila) obtidos através da
esterificagdo dos &cidos graxos obtidos a partir do extrato metanolico também foram
identificados. Esses &cidos graxos e ésteres foram testados em ensaios laboratoriais em

relacdo a oviposicdo das fémeas gravidas de Ae. aegypti, e entre todos os compostos testados,
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0 acido dodecandico e o acido (9Z)-hexadecenodico demonstraram acdo estimulante para
oviposicdo em diferentes concentragBes, enquanto os ésteres demonstraram efeito de
repeléncia para oviposi¢do. Por outro lado, os trabalhos de SHARMA et al., 2008;
SEENIVASAGAN et al., 2013, resultaram em respostas positivas quanto a seletividade de
oviposicdo para as fémeas do Ae. aegypti e também do o Ae. albopictus quando fizeram uso
de ésteres de até 21 carbonos.

E possivel observar ainda a existéncia de um sinal (2) no cromatograma, referente ao
composto da classe dos ftalatos, oriundos do material plastico utilizado no armazenamento da
dgua de pupas. Entre as sugestbes de estrutura do equipamento, o acido 1,2-
benzenodicarboxilico (figura 18) foi aquele que obteve a maior similaridade dentre todos
possiveis compostos assinalados apds a analise.

Figura 19: Estrutura quimica do &cido 1,2-benzenodicarboxilico
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A técnica de headspace também foi empregada para a extracdo dos volateis
existentes na amostra, com o objetivo de extrair os compostos volateis presentes na amostra.
A (figura 20) abaixo representa o cromatograma referente a andlise.

Figura 20: Anélise em headspace
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A tabela (2) abaixo foi construida com base nos compostos que apresentaram maior
intensidade no sinal dentre todos os apresentados, podendo-se destacar o ((acido (92)-
octadecendico, &cido octadecanoico, &cido hexadecanoico), esses mesmos compostos foram
observados a partir da extracdo direta, podendo assim, serem considerados como possiveis
atraentes de oviposicdo. O numero superior de sinais obtidos através da extracdo por

headspace (figura 20) é explicado pelo fato da maioria dos compostos ser volatil a
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temperatura aplicada na analise (40°C). Assim, grande parte dos compostos obtidos através da
extracdo direta também foram observados fazendo uso dessa técnica.

Tabela 2: Compostos extraidos por headspace

Pico Rt Similaridade Area Formula Nome
(Min) (%) (%)  Molecular
1 25,252 76 23,88 C;H140,  Acido 2-heptanoico
2 28,988 93 561 CigH3s0,  Acido (92)-octadecenoico
3 20,013 88 2,96 CigHz0, Acido octadecanoico
4 31,137 85 12,86 C3HgO Propan-2-ol
5 31,77 89 7,65 Cy1H20 Undecanal
6 32,424 94 18,02 CyH30,  Acido hexadecanoico
7 32,238 71 10,08 CyH300,  Acido 9-hexadecenoico
8 35,54 87 3,66 CigHz0, Acido octadecanoico

Apbs a realizacdo da identificacdo dos compostos contidos na agua de pupas oS
resultados foram comparados com aqueles encontrados na literatura (citados anteriormente),
fazendo com que fosse escolhido o acido oleico (&cido (9Z)-octadecendico) pra ser testado

como potencial atraente de oviposicdo para as fémeas gravidas.

A fim de confirmar a presenca do acido oleico, foi realizado um comparativo entre as
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fragmentacdes obtidas tanto pra a extragéo direta, bem como, para analise em headspace.

0

Figura 21: Fragmentacdo do &cido oleico (extragéo direta)
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Figura 22: Fragmentacéo do acido oleico (headspace)
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O método de ionizacdo utilizado pra andlise foi o impacto de elétrons, permitindo
que sejam formados os ions M*, onde sdo fornecidas informagcdes estruturais a medida que
ocorre fragmentacdo do composto formando novas moléculas com diferentes estabilidades. A
partir do uso desse método, o acido (9Z)-octadecendico € bombardeado por elétrons dando
origem a fragmentos de sua estrutura. Através dos Espectros acima podemos observar
algumas picos caracteristicos, como por exemplo, o pico do ion molecular apesar de pouco
intenso pode ser visto (m/z 281), gerado a partir da perda de um préton inicial através do
primeiro impacto de elétrons uma vez que a massa molecular do acido (9Z)-octadecendico é
282 g/mol. Pode observar a equivaléncia nas duas fragmentagdes, alguns picos caracteristicos
podem ser vistos. Por se tratar de um acido graxo de cadeia longa, as sucessivas quebras entre
as ligacdes C—C geram retengdo de carga pelos fragmentos alquila obtendo uma relagdo m/z

(43,57 ,73, ...). Abaixo esta disposta a proposta de fragmentacdo do composto:

Figura 23: Proposta de fragmentacéo do acido (9Z)-octadecendico
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Outro pico caracteristico encontra-se em quando m/z é igual a 60, isto ocorre em

funcdo de um rearranjo de Mclafferty que ocorre na carbonila (SILVERSTEIN, 2013).

Figura 24: Rearranjo de McLafferty
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Assim ap06s a confirmacdo da presenca do acido na amostra, foram realizados testes
de oviposi¢do em campo e também em laboratério na presenca de diferentes concentragdes (1,
10, 100 mg/L) do acido (92)-octadecendico (acido oleico) a fim de confirmar atracdo perante
as fémeas gravidas do mosquito Ae. aegypti.

Inicialmente foram realizados os testes em laboratério com as diferentes
concentragOes estipuladas anteriormente, a fim de confirmar a capacidade atrativa dos

compostos em condi¢Ges ambientes equivalentes.
5.1 Testes em laboratdrio

Apbs a realizacdo dos testes de oviposicdo, 0s ovos obtidos foram contabilizados
para a realizacdo dos testes estatisticos. A tabela abaixo mostra a distribuicdo do nimero de
ovos perante o teste de dupla escolha.

Tabela 3: Teste em laboratorio da solucdo hexandlica 100 mg/L

Gaiola Teste Controle
1 167 163
2 693 4
3 534 201
4 517 439
5 681 184
6 310 52
7 95 57
8 441 441
9 420 206

10 600 237

Total 4458 1747




Grafico 1: Relagdo do nimero de ovos frente a solu¢do 100 mg/L
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Em seguida foram testadas as demais concentracdes propostas.

Tabela 4: Teste em laboratorio da solucéo hexanolica 10 mg/L

Gaiola Teste Controle
1 422 374
2 579 82
3 369 186
4 46 24
5 238 60
6 222 199
7 245 0
8 148 48
9 1 26
10 608 223

Total 2878 999

Graéfico 2: Relagdo do numero de ovos frente a solucdo 10 mg/L
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Tabela 5: Teste em laboratorio da solucao hexandlica 1 mg/L

Gaiola Teste Controle
1 35 12
2 409 221
3 78 34
4 141 65
5 223 72
6 156 81
7 185 104
8 220 111
9 125 43
10 405 221

Total 1977 743

Graéfico 3: Relacdo do nimero de ovos frente a solucdo 100 mg/L
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Os resultados obtidos confirmam que o composto possuiu atratividade perante as
fémeas gravidas do mosquito Ae. aegypti. Em todos os experimentos realizados o numero de
ovos obtidos nos testes foi superior aqueles encontrados no controle. Dentre as concentracdes
da solucdo de &cido oleico testadas em laboratério a de 100 mg/L foi aquela que obteve o
maior quantitativo de ovos com um total maior que 2,5 vezes maior que aquele encontrado no
controle. A analise estatistica realizada atraves do teste t de student apresentou resultados
variando entre significante com um valor de p < 0,05 quanto testada a solucdo de 1 mg/L e
muito significante para as concentragdes e 10 e 100 mg/L com valores p menores que 0,01. A
fim de confirmar os resultados foram realizados ainda, testes em campo, sendo que neste caso
as condi¢bes ambientais podem apresentar variagcbes em variaveis com temperatura, umidade

e luminosidade.
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5.2 Testes de campo

Foram testadas as solug¢fes de acido oleico em hexano nas diferentes concentragdes
descritas, onde foram obtidos o seguinte nimero de ovos expressos abaixo:

Tabela 6: Teste em campo da solugdo hexandlica 100 mg/L

Ponto Teste Controle
1 13 0
2 7 8
3 24 0
4 3 0
5 60 4
6 23 9
7 40 3
8 33 15
9 18 0
10 13 12

Total 234 51

Gréfico 4: Relacdo do numero de ovos frente a solu¢do 100 mg/L
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Tabela 7: Teste em campo da solugdo hexandlica 10 mg/L

Ponto Teste Controle
1 6 1
2 13 5
3 41 0
4 74 29
5 27 16
6 9 0
7 14 3




8 7 0

9 75 26

10 15 0
Total 281 80

Gréfico 5: Relacdo do nimero de ovos frente a solu¢do 10 mg/L
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Tabela 8: Teste em campo da solugdo hexandlica 1 mg/L

Ponto Teste Controle
1 14 1
2 7 0
3 30 2
4 0
5 11
6 23 0
7 36 20
8 11
9 15
10 9

Total 162 34
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Gréfico 6: Relacdo do nimero de ovos frente a solu¢do 1 mg/L
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Apbs a quantificacdo dos ovos obtidos, foram realizados novos testes estatisticos para
confirmar a atracdo para oviposicdo das fémeas em relacdo ao composto testado. Os valores
de P observados indicam que houve atragéo, situando-se entre significativa P < 0,05 (solucéo
10 mg/L) e muito significativa P < 0,01 (solucBes 100 e 1 mg/L). Assim, através da analise
estatistica realizada, ambos os testes confirmam a capacidade atrativa do acido (92)-acido
octadecenoico a partir de sua exposicdo frente as fémeas do Ae. aegypti gravidas. A partir
disso, é possivel fazer a utilizacdo do composto para a construcdo de armadilhas de
oviposicdo permitindo que seja feito o monitoramento e redugdo de individuos da especie
através do combate as fases imaturas do mosquito. Outra vantagem do uso de compostos
naturais no controle dos vetores, € que esses preservam 0 meio ambiente, por ndo afetar os
organismos existentes, pois 0 composto testado é produzido naturalmente por alguns animais

e plantas.
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6. CONCLUSAO

Diferentemente, dos trabalhos realizados anteriormente, que utilizavam a agua de
criadouros in natura, o presente trabalho realizou um tratamento prévio na agua com intuito
de selecionar o material, biologicamente ativo, proveniente apenas da transi¢éo entre a pupa e
a fase adulta.

Foram utilizados dois metodos para extracdo dos analitos presentes na amostra. O
método de extracdo direta no qual a fibora SPME é introduzida, diretamente, na amostra e
ainda o método de headspace, o qual visa a coleta dos volateis liberados pela solu¢cdo com um
tempo de extracdo de 2 horas para ambas as técnicas.

A amostra foi analisada no GC-MS ap6s a dessor¢do dos analitos retidos na fibra, foi
utilizada uma coluna capilar para separa¢do dos compostos e um detector quadrupolo para
analise. O acido (92)-octadecendico, foi escolhido para a realizacdo dos testes de oviposicédo
apos a realizacdo do levantamento literario de sua atratividade perante as fémeas gravidas.
Atraveés relacdo m/z (fragmentacdo) foi verificada a presenca do composto mesmo fazendo
uso de dois tipos de extragéo.

Apbs a realizacdo da analise estatistica (teste t student) do nimero de ovos obtidos, o
composto apresentou resultados positivos quanto sua atratividade. Foram obtidos resultados
significativos e muito significativos tanto nos testes realizados em laboratério quanto no
campo. Todas as concentracOes testadas tiveram resultados positivos, sendo que no
laboratdrio o melhor resultado foi observado para a concentracdo de 10 mg/L e no campo para
1 mg/L. Desta forma, o composto poderia ser utilizado visando a construcdo de armadilhas de

oviposigéo, seu uso poderia ser aplicado no monitoramento e combate ao vetor.
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