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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito dos Compostos Organicos Volateis (COVs)
liberados por bovinos de diferentes racas sobre o comportamento da mosca-dos-chifres
(Haematobia irritans). Esse ectoparasita é de grande importancia econdmica, por causar diversos
danos a pecuaria mundial. O estudo teve inicio com a implantacdo de um criatorio de moscas-
dos-chifres em laboratério, na Universidade Federal de Alagoas, visando a realizacdo de estudos
avancados com esse parasita, assim como acompanhar o desenvolvimento ovo-adulto. Trés
criaces foram utilizadas para obtengdo de um maior nimero de emergéncia da mosca H. irritans
em laboratdrio. Posteriormente, foram realizadas coletas de odores exalados por bovinos das
racas Girolando, Holandesa, Pardo-Suica, Nelore e Gir (de ambos os sexos), seguindo-se
extracao, por hexano bidestilado, do material coletado e analises por Cromatografia Gasosa (CG);
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM) em todas as ragas
estudadas; Cromatografia Gasosa acoplada a Eletroantenografia (CG/EAG) com o cromatograma
que apresentou 0 maior numero de picos e bioensaios comportamentais. Os bioensaios
comportamentais com a mosca-dos-chifres foram realizados com os extratos oriundos dos
animais e com padrdes sintéticos identificados no CG/EAG usando olfatdbmetro tipo Y. Além
disso, foi investigado se existe diferenca dos COVs liberados entre os diferentes grupos
genéticos. Com relacdo ao criatério de mosca-dos-chifres, apés emergéncia, as moscas foram
contadas e o resultado foi de 18,61 % de emergéncia, na primeira criacdo. Na segunda criagéo, a
porcentagem de moscas emergidas foi de 55,56 % e na terceira criagdo a emergéncia foi de 78,22
%, sendo considerado, o método mais adequado para criacdo de H. irritans em laboratorio,
quando a criacdo foi desenvolvida dentro de uma camara de refrigeracdo. A andlise dos
resultados de CG da raga Pardo-Suica revelou gque a coleta dos COVs em animais foi eficiente ja
que a maior parte dos compostos repetiu-se em todas as amostras analisadas. A analise em CG de
todas as racas mostra que ndo houve uma grande variacdo qualitativa com relacdo aos COVs das
amostras analisadas. A andlise do CG/EM, confirmou a diferenca dos compostos entre as racas,
sendo que, nove foram comuns em todas as racas. Entre eles, canfeno, 2-etil-hexanal, 2-heptenal,
1-octen-3-ona, 1-octen-3-ol, octan-3-ona, octanal, 2,2,8-trimetildecano e butirato de 2-feniletila.
Todos os COVs obtidos nas anélises citadas acima foram identificados através do indice de
Kovats (KI). Os resultados obtidos com os bioensaios dos extratos da aera¢cdo mostraram que 0s
insetos foram atraidos pelos volateis de ambos os sexos das racas europeias e da mestica
Girolando. Os bioensaios realizados com os padrdes sintéticos mostraram que apenas 0 acetato de
butila apresentou respostas significativas nas concentragoes de 107,10 e 10° mg/mL. Os COVs
obtidos por CG/EM foram similares entre as ragas europeias e a mestica e por outro lado distintos
das racas indianas.

Palavras-chaves: Bovinos. Haematobia irritans. Semioquimicos. Sanidade animal. Compostos
organicos volateis



ABSTRACT

The aim of this work was to study the effect of Volatile Organic Compounds (VOCSs) released by
cattle of different breeds on the behavior of the horn fly (Haematobia irritans). This ectoparasite
is of great economic importance because it causes damage to various livestock worldwide. The
study began with the implementation of a breeding place for horn flies in the laboratory at the
Federal University of Alagoas in order to perform advanced studies with this parasite, as well as
to follow the development of the egg to adult. Three breedings methods were used in order to
obtain the greater emergency index of H. irritans fly in laboratory. Afterwards, odors released by
cattle breeds Gyr, Holstein, Brown Swiss, Nellore and Gyr (both sexes) were taken followed by
the extraction of the material collected with the aid of bidestiled hexane and analysis by Gas
Chromatography (GC), Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC/MS) in all
breeds; Eletroantenography Gas Chromatography (GC/EAG) performed with the chromatogram
with the highest number of peaks and behavioral bioassays. The behavioral bioassays with the
horn fly were performed with extracts from animal and synthetic standards identified in
GC/EAD, using an olfactometer type Y. In addition, we investigated whether there are
differences on VOCs released from the different genetic groups. With regard to the breeding
place, in the first creation, horn flies after emergence were counted and the result was 18.61% of
emergency. In the second creation, the percentage of emerged flies was 55.56% and in the third
was 78.22%, considered, thus, the most appropriate method for rearing H. irritans in laboratory,
when the development was within a cooling chamber. Analysis of the GC chromatograms of the
Brown Swiss breed showed that the collection of VOCs in animals was efficient since most of the
compounds was shown to be present in all samples. The qualitative GC analysis of all races had
shown that there was not a large variation with respect to VOCs. The analysis of GC/MS
confirmed the difference on compounds between the races, and nine of them were common in all
races. Among them, camphene, 2-ethylhexanal, 2-heptenal, 1-octen-3-one, 1-octen-3-ol, octan-3-
one, octanal, 2,2,8-trimethyldecane and 2-phenylethyl butyrate. All VOCs obtained in the
analyses mentioned above were identified by their Kovats indices indexes (KI). The results of the
extracts’ aeration bioassays have shown that insects are attracted by volatiles from both sexes of
the European breeds and mixed Girolando. In the bioassays performed with synthetic standards,
only butyl acetate showed significant responses at concentrations of 107, 10° and 10° mg/mL.
VOCs obtained by GC/MS were similar between breeds and mixed European and otherwise
distinct from the Indian races.

Keywords: Cattle. Haematobia irritans. Semiochemicals. Animal healthy. Volatile organic
compounds
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1 INTRODUCAO

O homem pré-historico em sua convivéncia com 0s animais passou a observa-los e
constatou que poderia emprega-los em seu beneficio, tanto como vigia, quanto na caca, no caso
do cdo, o qual se tornou o primeiro animal a ser domesticado. Apo6s algum tempo, outros animais
foram também domesticados, como os caprinos e os bovinos (DOMINGUES, 1968).

Junto a domesticacdo surgiram as moléstias causadas por microrganismos e parasitas
animais. Dentre esses parasitas, podemos destacar a mosca-dos-chifres, Haematobia irritans
(Linnaeus, 1758) (Diptera: Muscidae), que com o0 passar do tempo foi se disseminando
mundialmente e hoje se encontra em lugares mais diversos como o Japao, Estados Unidos da
América, Canada, e em alguns paises da América Central, da Europa e da América do Sul,
incluindo o Brasil (KURAMOCHI, 2000; CUPP et al., 2010; MOCHI et al., 2010). No Brasil, ela
foi detectada pela primeira vez, na década de 70 no Estado de Roraima e nos anos 90, ja se
encontrava em todo o pais (OLIVEIRA et al., 2006; ALMEIDA et al., 2010).

A mosca-dos-chifres tem como hospedeiro principal o bovino, porém tende a parasitar
outros animais, como: equinos, ovinos, caes, e raramente ataca 0os humanos (MARKIN &
YOSHIOKA, 1998; ANGEL-SAHAGUN et al., 2005). Este diptero hematéfago tem habito
alimentar frequente por periodos curtos de tempo, repetidas vezes durante o dia (UNTALAN et
al., 2006). Sua acdo de sugar o sangue do animal causa danos significativos a pecuéria, afetando a
producdo do animal e também o aproveitamento do couro (QUIROZ, 1984; LYSYK &
STEELMAN, 2004; JENSEN et al., 2004; BAUTISTA et al., 2004).

O gado, ao receber a picada da mosca-dos-chifres, se irrita e passa a se estressar
constantemente. Assim, o tempo destinado a alimentacdo é reduzido, interferindo na digestdo e
absorcéo dos nutrientes e suplementos alimentares. O estresse proporciona maior gasto de energia
por parte do animal, influenciando negativamente na producdo de leite e de carne (CRUZ-
VAZQUEZ et al., 2000). A picada também causa dermatite, tornando o couro fraco e reduzindo
seu valor comercial, servindo de acesso para que outros patdgenos penetrem no animal, causando
doencas como: carbinculo hemaético, leucose e anaplasmose. Além disso, transporta os ovos de
Dermatobia hominis, outro diptero que causa o berne (GOMES et al., 1998; EDWARDS et al.,
2000).
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O controle desse ectoparasita € feito & base de inseticidas quimicos sintéticos nas
aplicagdes em “sprays”, banhos, brincos, entre outros. Varios estudos revelaram que h&
desenvolvimento de resisténcia a esses produtos, devido ao uso indiscriminado e de forma
incorreta (BAUTISTA, 2004; OLIVEIRA et al., 2006; TORRES et al., 2011). As implicacGes
futuras devido aos residuos dos produtos podem ser drasticas ao meio ambiente, aos humanos e
aos proprios animais. Sendo assim, novos métodos de controle precisam ser desenvolvidos.

O estudo de semioquimicos (sinais quimicos) como forma alternativa no controle de
pragas tem despertado grande interesse na comunidade cientifica, por proporcionar diversas
vantagens, dentre as quais: simplicidade, economia e um menor impacto ambiental (NAVARRO
et al., 2002). Esse estudo tem possibilitado a descoberta de volateis para utilizacdo no manejo de
insetos-praga, sendo possivel a identificacdo das moléculas de odores atraentes envolvidas na
comunicacdo olfativa (MOREIRA et al., 2005; CERUTI, 2007).

De acordo com Sharbati & Osculati (2006), os semioquimicos compreendem dois grupos:
feroménios e aleloquimicos. Os feroménios sdo compostos que intermedeiam a comunicagao
entre individuos da mesma espécie e os aleloquimicos, a comunicacdo entre individuos de
espécies diferentes. Esses autores ainda revelam que os semioquimicos tém sido estudados
associados as plantas e invertebrados, com foco em agricultura e o controle dos parasitas. J&, para
os estudos com vertebrados, ha muitas informaces relatadas com feromonios, porém poucos
dados com relac&o aos aleloquimicos.

O uso de semioquimicos para o controle de ectoparasitas de animais ainda é escasso.
Assim, existe a necessidade de estudos que resultem, no futuro, em novas técnicas para controlar
0 ectoparasitismo existente no mundo animal, contribuindo para a pecudria mundial,
principalmente para a bovinocultura brasileira, que se destaca como 0 maior produtor de bovino

comercial do mundo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A domesticacdo dos animais vertebrados pelo homem surgiu, deliberadamente, por
diversas razdes, dentre elas a necessidade de alimentacédo, tendo como fonte: coelho, bode, porco
e 0 boi (DELARIVA & AGOSTINHO, 1999).

Todo gado domesticado pertence a familia dos bovideos, subfamilia Bovinae e pode ser
classificado em Bos taurus, conhecido como gado europeu, de clima temperado, e Bos indicus,
denominado de Zebu, de clima tropical. Embora, proveniente dos tropicos, o0 gado Zebu e o gado
Europeu de regides temperadas sdo originados de um ancestral comum, que foi domesticado na
Asia Ocidental, a cerca de 4500 aC, eles diferem em relacdo as caracteristicas morfofisioldgicas,
provavelmente  devido a adaptacdo a duas diferentes regiGes  climéticas
(ABEYGUNAWARDENA & DEMATAWEWA, 2004).

Na década de 40, objetivando-se a obtencdo de animais produtivos e adaptados aos
trépicos foram desenvolvidas as ragas sintéticas. Essas ragas, geralmente, apresentavam
proporcdo genotipica de 5/8 de gado europeu e 3/8 do gado zebu, conferindo ao animal a
produtividade da primeira e adaptabilidade da segunda. A raca Girolanda foi uma dessas racas
criadas na época, e atualmente se apresenta com varias composicdes genotipicas (1/2, 3/4, 5/8 e
7/8). Caracteriza-se pela rusticidade e adaptabilidade do Gir e produtividade do Holandés.
Atualmente, segundo Silva et al., (2011), cerca de 80 % do leite produzido no Brasil é

proveniente do gado Girolando.

2.1 0 Zebu

O Zebu (Bos indicus) é conhecido como gado indiano, gado da india, entre outras
denominacdes, é de origem asiatica, tendo sido introduzido na Africa, nas Américas Central e do
Sul e na Australia (ABEYGUNAWARDENA & DEMATAWEWA, 2004).

No Brasil, houve registros do gado zebuino no século XX, nos estados da Bahia,
Pernambuco e Rio de Janeiro, espalhando-se para o Brasil Central (MARQUES et al., 1981).
Segundo a Associagdo Brasileira de Criadores de Zebu (ABCZ, 2010), o Pais possui hoje varias
racas zebuinas, dentre elas: a Gir, Nelore, Indubrasil, Tabapud, Brahman, Sindi e Caigaian, além
da Guzera. Todas elas sdo identificadas pela presenca de uma giba ou cupim, no dorso do animal.
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Dentre todas as racas zebuinas, a Nelore (Figura 1) é a principal, correspondendo a 80% do
rebanho brasileiro, com mais de 100 milhdes de cabecas (SARTORI & BARROS, 2011). Esse

quadro contribui para que o Brasil tenha o maior rebanho comercial do mundo (VALLE, 2011).

Figura 1 — Animal da raca Nelore

Fonte: Autor da tese, 2010.

O gado Gir (Figura 2, pag. 20), quando introduzido no Brasil, tinha sua utilizacdo na
producdo de carne. No entanto, em 1930, deu-se inicio & exploracdo dessa raca pela aptidao
leiteira atraves de institui¢cbes publicas em conjunto com criadores, originando assim em 1985, o
Programa Nacional de Melhoramento do Gir Leiteiro, executado pela Embrapa Gado de Leite e a
Associacdo Brasileira dos Criadores de Gir Leiteiro (ABCGIL). Esse programa contempla agdes
na éarea reprodutiva, em que a raca se destaca como lider no mercado de sémen (FARIA et al.,
2006; REIS FILHO, 2006).
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Figura 2 — Animais da raca Gir

Fonte: SANT’ANA, 2012.

Animais azebuados séo rasticos, férteis, proliferos, com excelente adaptacéo as condigdes
tropicais, apresentando resisténcia ao calor, possuem excelente habilidade materna, precocidade
reprodutiva, boa conformacdo de carcaca, maior produgdo de carne em menor tempo, s&o

resistentes a doencas e a ectoparasitas, principalmente ao carrapato (GONZALES, 2003).

2.2 O gado Europeu

O Bos taurus, de origem europeia, é denominado como gado europeu, boi europeu, dentre
outros e faz parte da maior producéo de leite do mundo (LENSTRA, 2006).

Segundo a FAO (2009), a producdo de leite mundial é de 583.401.740 ton/ano, e 0s cinco
maiores paises produtores sdo: Estados Unidos da América, india, China, Russia e Brasil.
Recentemente o Brasil contava com uma producdo de 29,112 bilhdes de litros de leite (IBGE,
2009).

O bovino é bastante Gtil em alguns setores, como por exemplo: na agricultura, puxando

arado; como meio de transporte, em algumas cidades do interior do Brasil; no esporte, como
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vaquejada e rodeio; nas tecnologias de ponta, como transferéncia de embrido e na inseminacgao
artificial; na producgéo de leite e carne, neste caso produz mais leite que carne. Os derivados da
carne e do leite sdo industrializados e comercializados no mundo todo; seus chifres e couro séo
usados na inddstria e no artesanato; seus 0ssos sdo aproveitados na elaboracdo de farinha. A
farinha é usada para suprir a deficiéncia na alimentacdo animal e no melhoramento genético,
onde se estuda 0 melhoramento de ragas que produzam maior ganho de peso, em menor tempo.
Enfim, o boi é considerado uma méaquina produtiva, onde nada é desperdicado.

Existem, hoje, diversas racas europeias de gado, destacando-se: a Jersey, a Pardo-Suica, a
Simental, a Charolesa, a Hereford e a Holandesa. Dentre as ragas disseminadas no Brasil, a
Holandesa é a mais preconizada devido ao seu potencial genético na producdo de leite, além
disso, é 0 gado que se destaca nos cruzamentos com outras racas, por apresentar maiores
qualidades na producdo (MCMANUS et al., 2008). Sua maior concorrente € a Pardo-Suica que
possui aptiddo para carne, leite e também serve como animal de tracdo. Porém, a mais empregada
¢ a aptidao leiteira. A Pardo-Suica (Figura 3, pag. 22) apenas leva vantagem sobre a Holandesa
(Figura 4, pag. 22) pelo maior aproveitamento dos reprodutores machos no cruzamento entre
racas (ALMEIDA et al., 2003).

Os animais da raca europeia quando bem manejados atingem a puberdade precocemente
e, consequentemente, estdo aptos a reproducdo. Apresentam alta producdo de leite e grande
precocidade no ganho de peso (SARTORI, 2007). Todavia, sdo animais pouco adaptados a
temperatura mais elevada e de pouca rusticidade. Em geral, sdo animais mais susceptiveis as

doencas e infestacdo por ectoparasitas (MORRIS, 2007).



Fonte: Autor da tese, 2010.

Figura 4 — Animal da raca Holandesa
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2.3 O gado Girolando

Segundo ditos populares, essa raca, oriunda de cruzamento surgiu por um acaso quando
um touro Gir cobriu uma vaca Holandesa, e se observou que o produto desse cruzamento possuia
boas caracteristicas de: produtividade, fertilidade e vigor. Assim, a pratica de cruzamento para
producdo de leite passou a ser explorada por pesquisadores que objetivavam melhoria na
qualidade dos produtos (SILVA et al., 2011).

Apesar de a raca Girolando (Figura 5) existir desde 1940, ela s6 foi oficializada, em
1996, com a fundacdo da Associacdo Brasileira dos Criadores de Girolando, na cidade de
Uberaba, Minas Gerais. Hoje, essa raca ja esta bastante difundida, chegando a mais de um milhédo
de animais certificados. E ela foi introduzida na Republica de Benin, no continente africano, para
melhorar a producéo leiteira (SILVA et al., 2011; ALKOIRET et al., 2011).

Figura 5 — Animal da raga Girolando



http://www.argen.com.br/historiaracas.asp?raca=34
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2.4 A mosca-dos-chifres (Haematobia irritans)

OS bovinos sdo afetados economicamente por ectoparasitas, proporcionando baixo
rendimento e alto custo na producdo. Os ectoparasitas mais prejudiciais ao gado citados na
literatura s&o: o carrapato bovino (Ripicephalus (Boophilus) microplus), a mosca-do-berne
(Dermatobia hominis), a mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) e a mosca-dos-chifres
(Haematobia irritans) (MARQUES et al., 2000; GOMES et al., 2008; SILVA et al., 2010;
TANGTRAKULWANICH et al., 2011).

A Haematobia irritans (Linnaeus, 1758) (Figura 6), pertence ao reino animal, ao filo dos
artropodes, a classe dos insetos, a ordem diptera e a familia Muscidae. E conhecida popularmente
como mosca-dos-chifres e tem como hospedeiro preferencial os bovinos (CASTIGLIONI &
BICUDO, 2005). Entretanto, em época de grande infestagdo no campo ou na auséncia deste

animal, a mosca ataca outras espécies, como 0s ovinos e 0s equinos (ALMEIDA et al., 2010).

Figura 6 — Haematobia irritans

N University of Nebraska
Department of Entomology

Fonte: http://entomology.unl.edu/images/muscidflies/hornflyl.jpg

Esse inseto é de pequeno porte, medindo entre 2 a 5 mm de comprimento. Fémeas e
machos possuem obrigatoriamente agdo hematdfaga na fase adulta, tem o habito de ficar com a
cabeca voltada para o solo, permanecem 24 horas no corpo do animal, deixando-o apenas para
ovipositar em fezes frescas (HARGET & GOULDING, 1962; SILVA NETTO et al., 1991).


http://entomology.unl.edu/images/muscidflies/hornfly1.jpg
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Preferencialmente, permanecem nas regides dos chifres, cervical e dorso-lombar e em animais de
racas zebuinas, no cupim, deslocando-se para a regido ventral do animal nos horarios de sol forte
(BRITO et al., 2005; CASTIGLIONI & BICUDO, 2005). Todo o corpo do animal pode ser
afetado, sendo que a permanéncia maior serd na regido em que a cauda e a cabeca ndo possam
alcancar (CAMPOS et al., 2008).

Normalmente, a H. irritans tem preferéncia por animais de pelagem escura, de racas
europeias ou mesticos e machos adultos. Essa prioridade esta relacionada com as caracteristicas
apresentadas pelos touros que tém menor mobilidade e sensibilidade, associados a fatores
hormonais, como a concentracao de testosterona (BRITO et al., 2005; CAMPOS et al., 2008).

2.4.1 Ciclo evolutivo da mosca-do-chifres

Inseto de ciclo de vida (Figura 7, pag. 26) curto, a mosca-dos-chifres passa toda sua vida
adulta sobre o animal, como fonte de alimentacdo (LIMA et al., 2010). Quando se encontram
completamente ingurgitadas de sangue, as fémeas deixam o hospedeiro para depositar seus ovos,
que chegam a medir cerca de 1,20 mm de comprimento e 0,32 mm de largura. Os ovos sao
colocados nas bordas da massa fecal recém-defecada pelo gado, podendo colocar cerca de 20
0Vvos por postura, chegando a ovipositar até 15 vezes durante toda sua vida (BRITO et al., 2005).

As posturas podem ser realizadas durante o dia ou & noite. Ap6s 24 horas da postura,
ocorre a eclosdo dos ovos que se transformam em larvas. Nessa etapa, passam por trés instares,
por um periodo de 3 a 5 dias. As larvas de primeiro instar medem em média 1,5 mm de
comprimento e 0,25 mm de largura, elas entram profundamente na massa fecal com o intuito de
se proteger dos raios solares, permanecendo nesse estagio cerca de 10 horas, quando passam para
0 segundo instar apresentando 5,4 mm de comprimento e 0,6 mm de largura, e depois de 18
horas, em média, chegam ao terceiro instar quando medem aproximadamente 7 mm de
comprimento e 1 mm de largura. As larvas migram para as partes mais umidas do bolo fecal, a
medida que vai ocorrendo a dessecacgdo deste. Em seguida, o terceiro instar larval passa a fase de
pupa, que mede aproximadamente 3,3 mm de comprimento por 1,4 mm de largura. Caso o solo
venha se encontrar excessivamente seco, as pupas podem ser encontradas no meio do bolo fecal.

Quando as fezes estiverem mais secas que o solo, as pupas se abrigam no solo, até 3,8 cm de
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profundidade, permanecendo ai de 5 a 6 dias, quando emergem os adultos (BRUCE, 1964;
BRITO et al., 2005; ALMEIDA et al., 2010).

O inseto adulto apresenta movimentos lentos e coloracdo escura, e vao a superficie das
fezes ou para a vegetacdo, onde permanecem por aproximadamente 1 hora com a cabeca voltada
para baixo (geotropismo positivo) e estendem suas asas, para dai partirem em busca do
hospedeiro. A copula ocorre sobre o hospedeiro ou na vegetacdo ao redor do hospedeiro a partir
do segundo dia de vida. A postura dos ovos ocorre a partir do terceiro dia da emergéncia das
fémeas (BRITO et al., 2005).

Figura 7 — Ciclo evolutivo da mosca-dos-chifres

Mosca
ovipositando
nas fezes

frescas

Mosca saindo
da pupa

Fonte: http://www.msd-saude-animal.com.br/doencas/mosca_dos_chifres/ciclo_evolutivo.aspx

2.4.2 Impacto econdmico da infestacdo de mosca-dos-chifres em bovinos

O parasitismo da mosca-dos-chifres deve-se ao grande ndmero de individuos que
frequentemente se encontram no animal, causando assim diversos danos a pecuaria. Ela tem por
habito alimentar-se de sangue e para tal, insere e retira a proboscide rigida diversas vezes no
couro do animal. A fémea pica mais que o macho pela necessidade de maturar seus ovos. O

repasto pode ser realizado até 40 vezes por dia pela fémea e 25 vezes pelo macho, podendo durar


http://www.msd-saude-animal.com.br/doencas/mosca_dos_chifres/ciclo_evolutivo.aspx
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de trés a quatro minutos (BRITO et al., 2005). Segundo Jonsson & Mayer (1999) uma infestagéo
moderada de H. irritans exigua (mosca-do-bufalo), cerca de 200 mosca/animal, causa perdas de
520 mL de leite e 28 g de peso vivo diariamente.

Os bovinos altamente parasitados pela mosca-dos-chifres sofrem grandes problemas de
salde pela perda de sangue, por aquisicdo de moléstias e irritacdo, com consequente reducdo da
producdo de leite e de ganho de peso. Essa condicdo faz com que o animal fique propenso a
infeccdes causadas por organismos oportunistas, além do mais causa perda irreparavel no couro
(CRUZ-VAZQUEZ et al., 1999). Quando o animal sofre ataque das moscas-dos-chifres fica
estressado na tentativa de se livrar delas e, em consequéncia, acarreta gasto de energia e
diminuicdo do tempo de pastejo e de ingestdo de dgua (BIANCHI & ALVES, 2002).

A picada dolorosa da mosca-do-chifres € considerada como a maior causa de prejuizo
para 0s animais, por causar pruridos, irritacdo subcutanea e lesdes provocadas pelas cabecadas. O
elevado nivel de estresse pode acarretar ainda acidentes devido aos agrupamentos de animais.
Além isso, as picadas promovem danos a pele, sendo fator relevante para a indUstria de couros,
calcados, dentre outros (FAZOLIN et al., 1997; PINHEIRO et al., 2001).

Cerca de 40% das lesbes apresentadas no couro do animal sdo causadas por ectoparasitas.
A mosca-dos-chifres age diretamente atacando em diversas partes, causando numerosas lesdes. O
couro com lesdes passa por um processo de maquiagem, onerando a producao e deixando-o com
qualidade inferior (PEREIRA et al., 2005). Ela também age indiretamente, sendo o vetor da
Dermatobia hominis, mosca-do-berne (LEITE et al., 1998). Por ser um diptero menor, ela é
capturada pela mosca-do-berne e em seu abdémen séo fixados os ovos desta e com uma ou duas
semanas, 0s ovos se transformam em larvas. Ao pousar no animal de sangue quente para fazer o
repasto, as larvas descem do abdémen da mosca-dos-chifres e adentram nos orificios originados
no couro do hospedeiro.

A H. irritans causa prejuizos estimados em milhdes de dolares aos paises criadores de
bovinos. Bianchin et al., (2006) estimaram que o Brasil sofreu perdas econdmicas de U$ 865
milhGes/ano. Para amenizar essas perdas econdmicas, normalmente os criadores de bovinos

utilizam inseticidas para o controle desse ectoparasita.
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2.4.3 Meétodos de combate a infestacdo por mosca-dos-chifres

Pesquisadores vém buscando alguma forma para inibir ou impedir a acdo deletéria
provocada por H. irritans. Entre os métodos utilizados, destacam-se banhos “pour-on” com
mosquicidas, brincos a base de produtos sintéticos, tratamentos com controles biolégicos, dentre
outros. Esses meios de controle quando bem aplicados, diminuem as infestagdes do ectoparasito.
Contudo, a médio prazo é preciso mudar a substancia aplicada, devido a rapida resisténcia
demonstrada por H. irritans aos principios ativos utilizados.

A resisténcia desenvolvida pela mosca-dos-chifres aos produtos sintéticos em diversos
paises € relatada por Oyarzun et al. (2011), sendo os Estados Unidos da América e a Australia os
primeiros a registrarem a resisténcia das moscas aos organofosfatos e piretrdides. Essa resisténcia
teve continuidade com a propagacao da mosca para as Américas Central e do Sul, afetando paises
como o México, a Argentina e o Brasil.

Os inseticidas agem de forma diferente sobre o inseto. No caso dos organofosfatos
possuem acdo no sistema neurotransmissor, inativando a enzima acetilcolinesterase, envolvida na
regulacdo da transmissdo nervosa. Ja os piretroides agem nos insetos com rapidez causando
paralisia imediata e mortalidade, efeito de choque denominado “Knock down”. Estes compostos
sdo modelos sintéticos das piretrinas, obtidas das flores da espécie de Chrysanthemum
cinerariaefolium e apresentam grande instabilidade a luz solar e ao ar, 0 que 0s tornam menos
eficazes no controle das pragas (SANTOS et al., 2007; OYARZUN et al., 2008). A resisténcia
aos inseticidas depende de varios fatores, dentre eles a biologia genética e o comportamento da
mosca e 0 uso incorreto na aplicacdo dos inseticidas. Além da resisténcia, a aplicacdo indevida
pode causar danos ao meio ambiente. Segundo Spicer & Kereu (1993), 0 uso de produtos
sintéticos, tais como inseticidas e acaricidas afetam o meio ambiente e também causam grandes
problemas a satde publica. Como exemplo, podem ser citados os registros em mulheres lactantes
da Nova Guing, as quais apresentavam consideravel concentracdo de diclorodifeniltricloroetano
(DDT), em suas glandulas mamarias. A intoxicacdo aguda por DDT em seres humanos pode
causar sintomas como: dor de cabega, tonturas, convulsdes, insuficiéncia respiratoria e até a
morte, dependendo da dose e do tempo de exposicdo (D’AMATO et al., 2002).

Diante de tais fatos e dos prejuizos acarretados ao meio ambiente, causando grandes

impactos socioecondmicos e ambientais, a ciéncia estd indo em busca de métodos alternativos no
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controle de pragas. Um dos métodos que esta sendo muito utilizado no controle de pragas é a

utilizacdo de semioquimicos.

2.5  Semioquimicos

Os semioquimicos sdo meios de comunicacgdo através de sinais quimicos emitidos entre as
espeécies, o que modifica o0 comportamento do individuo que os recebem. A antena dos insetos e
artropodes é o orgdo responsavel pela deteccdo e transmissdo dos estimulos olfativos e
mecanicos.

Os sinais podem ser intraespecificos, comunicagdo entre a mesma espécie, denominados
feromonios os quais tém a funcédo de localizar alimentos ou parceiros para acasalamento, alertar a
presenca dos inimigos, marcar territorio, trilhar caminhos e dispersar. Podem também ser
interespecificos, com comunicacdo entre espécies diferentes, denominados aleloquimicos
(FERREIRA et al., 2001; LERQY et al., 2011).

Os aleloquimicos compreendem os alomoénios, cairomdnios e 0s sinomonios. Os
alomoénios sdo sinais emitidos por uma espécie em seu proprio beneficio, os cairoménios sdo
sinais emitidos por um individuo que irdo beneficiar apenas o receptor e 0s sinomonios séo sinais
que irdo beneficiar tanto o emissor quanto o receptor (SBARBATI & OSCULATI, 2006).

Dentre os aleloquimicos, os cairomonios sdo liberados pelos hospedeiros e detectados
pelos individuos receptores através de suas antenas e palpos, os quais indicam a fonte de alimento
e provocam reacdes de comportamentos nos receptores. Alguns dipteros hematdfagos, como o
mosquito da dengue, os flebotomineos, a mosca-do-estabulo, 0 mosquito da malaria, a mosca-
dos-chifres dentre outros, se beneficiam com os compostos organicos volateis (COVs), que sdo 0s
sinais quimicos liberados pelos seus hospedeiros vertebrados (SCHOFIELD & BRADY, 1997;
ANDRADE, 2006; LOGAN & BIRKETT, 2007).

O odor do hospedeiro possui um papel importante para os parasitas, facilitando assim a
sua localizacdo. Varios estudos elucidaram o papel de semioquimicos volateis, incluindo aqueles
envolvidos no processo de identificagdo de um hospedeiro adequado ndo somente de uma
variedade de diferentes espécies, mas também dentro de um grupo de animais de uma mesma
especie (TORR & MANGWIRO 2000, BIRKETT et al. 2004, TORR et al. 2006, LOGAN &
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BIRKETT 2007). Estudos realizados por Gikonyo et al. (2002 e 2003) mostraram gue a mosca
Tse-Tse (Glossina spp.) discrimina os odores de bovinos (hospedeiro) dos de antilopes.

Os insetos utilizam esses sinais em busca dos seus hospedeiros em sua maior parte como
fonte de alimento, essa comunicacao pode ser denominada de cairomonios que sdo encontrados
em diversas partes dos vertebrados, como: na respiracdo, na pele, nas secrecdes glandulares, nas
fezes e na urina (LOGAN & BIRKETT, 2007), onde geralmente a aeragdo é a metodologia mais

utilizada para coleta de semioguimicos (MORAES et al., 2003).

2.6 Extracdo de semioquimicos através de aeracao

A aeracdo permite a coleta de volateis exalados pelo emissor que sdo transportados por um
fluxo de ar constante e adsorvidos por polimeros especiais.

O sistema de aeracdo geralmente € de vidro e os compostos obtidos durante esse processo
sdo adsorvidos em polimeros sélidos, como porapak, tenax ou super Q, carvao ativado, entre
outros. Para a dessor¢do do material colhido s&o utilizados solventes como: diclorometano,
hexano e éter com um alto grau de pureza, devido a sua volatilidade, o que permite a conservacao
dos compostos durante a evaporacdo (ZARBIN et al., 1999; MORAES et al., 2003).

Apos a etapa de dessorc¢do, é realizada a concentracdo do extrato, na qual normalmente é
utilizado um gas inerte como o nitrogénio e em sequéncia faz-se a identificacdo dos compostos

existentes nas amostras bioldgicas recolhidas de seus hospedeiros.

2.7  ldentificacdo dos Compostos Organicos Volateis (COVs)

A identificacdo dos COVs ocorre normalmente pelo uso de técnicas cromatograficas,
através de andlise das amostras que sdo realizadas por equipamentos como: o Cromatografo a
Gas acoplado a um Espectrometro de Massas (CG/EM); Cromatdgrafo a Gas acoplado a um
Detector Eletroantenografico (CG/EAG) e Microextracdo em Fase-Solida (MEFS) ou Solid-
Phase Microextraction (SPME). Esses equipamentos dao as informacdes sobre os compostos,
analisam a qualidade do material injetado, produzindo uma lista de substancias envolvidas e sua
composigdo em associagdo com a determinagdo do indice de retencdo (Kovats) e determina
dentre eles, quais s@o os biologicamente ativos (ZARBIN et al., 1999; BRATTOLI et al., 2011).
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O indice de reten¢do (IR) ou indice de Kovats (IK) de um dado composto € um numero indicando
sua retencao relativa comparada a de alcanos adjacentes (MORAES et al., 2011). O indice pode

ser calculado pela seguinte equacéo:

e ———
_

TRX - TRn
IK=100*n + 100*
TR -TR

N n

—
_

onde TRy é o tempo de retencdo do analito; TRy, o tempo de retencdo do alcano mais proximo
apos o analito; TR, e n sdo, respectivamente, o tempo de retencdo e o numero de carbonos do
alcano mais proximo antes do analito. Esses indices podem ser comparados com a biblioteca
existente no equipamento ou pelos bancos de dados (Pherobase, www.kovats, Nistwebook)

No processo de cromatografia gasosa, sdo utilizadas amostras gasosas ou que podem ser
volatilizadas, de modo que ocorra a separacao e a analise de misturas. Nesse método, a amostra é
vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado denominado de Fase Mdével (FM) ou
gas de arraste (AUGUSTO, 2000).

Ja a cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de massas, apresenta-se em duas
fases. A primeira, cromatografia gasosa, separa 0s componentes de misturas complexas e a
segunda, espectrometria de massas, fornece dados das estruturas das substancias. Esta técnica
separa e analisa praticamente todos os COVs, fazendo a selecdo por uma coluna capilar
(NASCIMENTO & SANT’ANA, 2001).

Na cromatografia gasosa acoplada ao eletroantendgrafo, a amostra quando injetada em um
cromatdgrafo gasoso, € dividida e a0 mesmo tempo enviada para um detector de ionizacao de
chama (DIC) e ao EAG. Esta técnica permite localizar a atividade eletrofisiologica dos
compostos volateis existentes nas amostras através da antena do inseto (MORAES et al., 2008).

A atividade biologica dos compostos organicos volateis detectados nas técnicas
cromatograficas é investigada por meios de ensaios comportamentais, utilizando olfatdbmetros e

tunel de vento.


http://www.kovats/
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2.8 Bioensaios comportamentais

Os bioensaios comportamentais tém como objetivo quantificar e qualificar a resposta
motora dos insetos frente a uma fonte de estimulo. Para quantificar € utilizado o nimero de vezes
em que o inseto correspondeu a emissdao de um determinado odor e, para qualificar, sdo
observadas as atividades comportamentais associadas a percepgéo da fonte de odor.

Na maioria das vezes, 0s insetos mostram comportamentos como movimentacdo das
antenas eretas em forma de V; elevacdo do pronoto e vibracdo das asas. O comportamento de
busca ird depender da bioatividade do estimulo, o inseto pode voar ou mesmo caminhar em
direcdo a fonte (EIRAS & MAFRA NETO, 2001).

Em bioensaios laboratoriais, duas técnicas sdo usadas para avaliar 0 comportamento do
inseto em busca do estimulo olfativo, que sdo o tdnel de vento e a olfatometria.

Nos bioensaios usando a olfatometria, a arena normalmente é bifurcada, e o inseto pode
escolher entre o controle ou o tratamento. Neste ensaio, deve-se sempre analisar: a idade do
inseto, se 0s dois sexos respondem ao estimulo ou apenas um, a temperatura ambiente, assim
como também, a umidade relativa do ar, horario da avalia¢do, luminosidade, dentre outros fatores

0S quais podem causar interferéncia no comportamento do inseto (SANT’ANA & STEIN, 2001).

2.9  Aparelho de olfatometria

Dentre os aparelhos de olfatometria utilizados para a realizacdo dos testes
comportamentais dos insetos, destaca-se o olfatometro em Y que foi desenvolvido por Barrows
(1907), que consiste de tubo geralmente de vidro e é utilizado no sentido horizontal e a corrente
de ar pode ser produzida por uma bomba de ar comprimido ou por sucgdo a vacuo. O objetivo da
bomba € controlar a temperatura ¢ a umidade do ar, purificando o ar antes dele entrar no
olfatdmetro. O ar pode ser purificado por meio de um filtro de carvdo ativo no inicio dos bragos
menores. O estimulo olfativo é colocado no final de um braco menor (bifurcagédo) e o controle no
outro brago também menor. Para dar inicio ao teste comportamental o inseto deve ser liberado no
braco maior e sua resposta final serd4 quando ele optar para um dos bragos menores contendo o
controle ou a fonte estimulante (EIRAS & MAFRA NETO, 2001).
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OBJETIVOS

Geral:

Identificar os compostos orgénicos volateis liberados por bovinos de diferentes racas que
possam atrair a mosca-dos-chifres para o animal, comportamento evidenciado através da

sua atividade em bioensaios.

Especifico:

Desenvolver protocolo de criacdo da mosca-dos-chifres em laboratorio;

Testar a eficiéncia da metodologia de coleta de compostos organicos volateis em bovinos;
Coletar substancias volateis presentes no corpo dos bovinos que atuam no comportamento
da mosca-dos-chifres;

Analisar as amostras colhidas dos animais por Cromatografia Gasosa (CG) e
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrémetro de Massas (CG/EM));

Testar a atividade dos compostos organicos volateis em olfatbmetro;

Verificar a atividade dos compostos organicos volateis usando Cromatografia
Gasosa/Eletroantenografia (CG/EAG);

Realizar bioensaios de olfatometria com os compostos sintéticos estimulantes detectados
no CG/EAG;

Verificar a existéncia de diferencas entre os compostos organicos volateis liberados de

acordo com cada racga bovina em estudo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Coleta do material biologico

Em condi¢Bes de campo foram realizadas coletas de moscas-dos-chifres e de fezes
bovinas, em trés propriedades particulares, sendo duas delas situadas no Municipio de Satuba e
uma no Municipio de Macei0, todas no Estado de Alagoas.

Os animais eram mesticos, com diferentes propor¢oes de genotipos europeus, submetidos
ao sistema semi-intensivo de producdo: pasto e oferta de suplementacdo no cocho. Cada
propriedade possuia distintas condi¢cdes de manejo nutricional e sanitario. Em duas propriedades
foram utilizados inseticidas, com diferentes principios ativos, para 0 combate da mosca-dos-
chifres em diferentes épocas de aplicacao.

Os produtos utilizados continham os seguintes principios ativos: diflubenzuron e
diazinon. A segunda fazenda ndo utilizou nenhum inseticida ou carrapaticida, usando apenas
vermifugo. Esses produtos proporcionam resultados muito diferenciados, principalmente, por
conta do periodo do efeito residual de cada um e, portanto deve ser considerado ho momento da
interpretacdo dos resultados (Tabela 1). As coletas s6 foram realizadas ap6s um més de aplicagdo
do inseticida.

Tabela 1 — Regime alimentar e manejo sanitario dos animais e municipio de coleta das moscas-dos-
chifres nas fazendas envolvidas nesta pesquisa

Propriedade Alimentacéo Principios ativos Municipio
Cocho Pasto
Fazendal Silagem de cana-de-aclcar  Brachiaria decumbens Diflubenzuron Macei6-AL
Fazenda 2 Capim elefante e racéo Brachiaria decumbens Nenhum Satuba-AL

comercial de milho

Fazenda3  Racdo comercial de milho  Brachiaria decumbens Diazinon Satuba-AL

Fonte: Autor da tese, 2010.
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As fémeas gravidas eram identificadas no momento da captura por apresentarem o
abdome crescido e de coloragdo marrom-avermelhado. As coletas das moscas-dos-chifres foram
realizadas por ocasido da ordenha, enquanto os animais permaneciam amarrados.

Todas as coletas foram realizadas entre 6:30 h e 7:30 h, em dias ensolarados, nos meses
de fevereiro e marco de 2009. A captura das moscas-dos-chifres gravidas foi realizada com o
auxilio de frascos plésticos, fechados com tampas rosqueadas (Figura 8A), diretamente do corpo
do animal. Depois de capturada, a mosca foi transferida para uma garrafa PET (politerefitalato de
etileno) com capacidade de 2 L, adaptada (Figura 8B), para o transporte das moscas até o
laboratdrio. Em cada propriedade foram realizadas duas coletas e em cada coleta, foram obtidas

cerca de 30 moscas.

Figura 8. A — Coleta de mosca-dos-chifres no animal e B — Garrafa PET adaptada para o
transporte das moscas

Fonte: FREIRE, 2009.

As fezes coletadas possuiam cor verde e textura pastosa, devido a maior parte da
alimentacdo do animal ser a base de vegetal. A coleta desse material ocorria no momento em que
0 animal evacuava, sendo coletadas trés massas fecais por coleta, com o auxilio de uma pa de
jardinagem, as quais foram acondicionadas em balde de pléastico com capacidade para 15 L e

transportadas para o laboratdrio.

4.2 Protocolo de criacdo da mosca-dos-chifres em laboratdrio

Foram realizadas trés criacdes de mosca-dos-chifres em laboratdrio com o objetivo de

obter maior nimero de emergéncia de insetos adultos
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4.2.1 Primeira criacdo

No Laboratorio de Sintese e Isolamento de Feromonio (LaSIF) do Instituto de Quimica e
Biotecnologia, Campus A.C. Simdes da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), em
temperatura de 27 £ 2 °C, e umidade relativa do ar de 60 + 10%, as moscas foram transferidas
para gaiola entomoldgica telada, com tela de nylon e dimensdes de 25 x 25 x 30 cm (largura,
altura e comprimento). Para facilitar a coleta dos ovos e estimular a oviposi¢édo, o fundo da gaiola
foi forrado com papel toalha levemente umedecido, e sobre esse foram colocados dois pedacos de

papel de filtro contendo fezes (Figuras 9A e 9B).

Figura 9A — Gaiqla telada vista externa; 9B — Gaiola com vista interna

Fonte: FREIRE, 2009.

Os ovos depositados na gaiola foram cuidadosamente retirados com o auxilio de um
pincel de ponta fina e cerdas macias e, em seguida, contabilizados. Apds contagem, 15 ovos
foram transferidos para um pedaco de papel de filtro no formato de circulo, umedecido com agua
destilada, para melhor visibilidade. Esse papel foi colocado diretamente em potes plasticos com
capacidade de 500 mL, contendo 200 g de fezes frescas, aferidas em balanca de uso domeéstico.

Posteriormente, foram formados seis grupos desses potes, de acordo com o dia da coleta.
Cada grupo foi composto por quatro depdsitos plasticos, obtendo assim um total de 60 ovos por
grupo (Figura 10, pag. 37). Os grupos 1 e 2 pertenciam a Fazenda 1; os grupos 2 e 3 eram do
material coletado na Fazenda 2; e os grupos 5 e 6, da Fazenda 3. Os potes de todos 0s grupos
eram tampados com pedaco de filé preso com elastico, para impedir a fuga da mosca. Esses potes
eram mantidos em condi¢fes ambientais para acompanhar o desenvolvimento da mosca.
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Figura 10 — Distribuicdo dos potes em grupos contendo fezes frescas e ovos em papel de filtro

Fonte: FREIRE, 2009.

Junto aos depdsitos plasticos foram colocadas duas placas de Petri de vidro (150 x 15
mm) com 50 g de fezes e 10 ovos. Em uma placa, os ovos foram colocados diretamente nas fezes
e na outra placa, os ovos foram colocados em um pedaco de papel de filtro umedecido e este
sobre as fezes. Apo0s oito dias, as pupas foram retiradas e colocadas em outras duas placas limpas,
forradas com papel de filtro, para a emergéncia das moscas adultas. Esse método possibilitou
acompanhar todas as fases do ciclo de vida desse inseto, senso possivel registrar os fatos por
meio de fotografias.

Ap6s o recolhimento dos ovos e de toda preparacdo dos potes com as fezes, as moscas
coletadas no campo foram deixadas na gaiola entomologica sem alimentacdo até chegar a obito.
As moscas recém-nascidas foram contabilizadas, registrando-se todas as informagdes, para entdo

serem disponibilizadas para os ensaios comportamentais.

4.2.2 Segunda criagdo

Foi realizada uma nova coleta das moscas gravidas e fezes bovinas na Fazenda 3, no
Municipio de Satuba-AL.

A coleta de mosca e as condic¢Bes de laboratdrio adotadas foram idénticas as do método
utilizado nas primeiras coletas. Ao chegar do campo, as moscas foram transferidas para uma
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gaiola entomoldgica, a qual continha pedacgos de papel de filtro com fezes frescas de bovino para
atracédo do inseto.

Apds a postura, os ovos foram transferidos com auxilio de um pincel de ponta fina e
cerdas macias para os depositos plasticos contendo fezes frescas de bovino.

Nesse caso, foi modificado o processo de armazenagem dos ovos nas fezes, sendo
utilizados potes menores, com capacidade para 120 mL, contendo 60 g de fezes bovinas frescas e
seis ovos, colocados diretamente sobre as massas fecais. Logo ap0s a composic¢ao dos potes, 0s
mesmos foram colocados dentro das gaiolas entomologicas (Figura 11), permitindo que a mosca
ao eclodir, tivesse um espago maior para voar.

Quando finalizado o processo de arranjos dos potes com o material bioldgico, eles foram
distribuidos em trés gaiolas entomoldgicas (Figura 12, pag. 39), contendo cada uma cinco potes,
totalizando 30 ovos por gaiola. Essas gaiolas foram mantidas nas condi¢bes do ambiente e

esperava-se a emergéncia das moscas adultas.

Figura 11 — Potes dentro da gaiola entomoldgica

Fonte: FREIRE, 2009.
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Figura 12 — Gaiolas entomolégicas com a distribuicdo dos potes com material biol6gico

Fonte: FREIRE, 2009.

4.2.3 Terceira criagdo

As moscas-dos-chifres oriundas do campo foram coletadas em bovinos da Fazenda 3, no
horério de 6:00 as 7:30 h, em dias ensolarados. Na coleta, foram usados potes plasticos com
tampas rosqueadas, sendo que as moscas no momento da captura foram acomodadas diretamente
na gaiola entomolégica forrada com papel toalha e sempre que necessario foi borrifado um pouco
de 4gua para amenizar a temperatura. As fezes frescas foram recolhidas com o auxilio de uma pa
no momento em que o animal evacuava e foram colocadas, em um balde plastico.

No laboratorio foram recolhidos os ovos depositados na gaiola, transferindo-os para potes
plasticos, com capacidade para 120 mL de volume, em nimeros de 30 ovos para 90 g de fezes
bovinas frescas. Os potes foram distribuidos num total de cinco grupos, cada grupo composto por
duas gaiolas entomologicas, e cada gaiola continha seis potes, e depois foram armazenados em
uma camara climatizada (28 °C e 60 % umidade relativa) (Figura 13, pag. 40) até o surgimento
das moscas adultas.
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Figura 13 — Gaiola com material biolégico armazenada em uma camara climatizada

\

Ao final de cada criagdo desenvolvida foram contabilizadas as moscas emergidas em

Fonte: Autor da tese, 2011.

laboratorio.

4.3  Coletas dos COVs e analises cromatograficas

4.3.1 Preparagéo do tubo coletor com os adsorventes

Para coleta de volateis em bovinos foi utilizado um tubo coletor de vidro (pipeta de
Pasteur), contendo 100 mg de Porapak Q (50-80 Mesh, Supelco, Poole, U.K.) e |a de vidro nas
duas extremidades, para reter o porapak. Apds a composi¢do do tubo coletor, o material foi

levado a um forno a 130 °C por uma hora, para ativar o adsorvente antes de ser usado.

4.3.2 Coleta dos COVs nos animais da raca Pardo-Suica

A coleta dos voléateis foi realizada em oito bovinos da raga Pardo-Suiga fémeas, com
aproximadamente quatro anos de idade, em uma propriedade particular, situada no municipio de
Macei6, Alagoas-Brasil, cuja latitude é de 9°39°57”S e longitude 35°44°6”0. Na propriedade, 0s
animais foram alimentados com capim bambuzinho (Olyra polypodioides) e no cocho foi
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ofertado a esses animais silagem de cana-de-agUcar mais racdo comercial a base de milho e soja.
Como suplemento alimentar foi utilizado sal mineral.

As amostras de odores liberados por bovinos foram coletados no periodo da manha entre
6:00 as 10:30 h, com o auxilio de um tubo coletor de vidro. Para recolher os odores liberados dos
animais foi usado um tubo coletor acoplado a uma extremidade de uma mangueira de silicone e a
outra extremidade da mangueira foi acoplada a uma bomba de sucgdo. Proximo a parte dorsal do
animal foi colocado o tubo contendo adsorvente, com um fluxo de ar de 1000 mL/min por cada
animal, para arrastar os odores dos bovinos.

A aeracdo teve duracdo de uma hora para cada animal, sendo que em cada individuo foi
colocado um tubo coletor. Apds o tempo determinado, os tubos foram recolhidos e embalados

com papel aluminio e depois guardados em um deposito plastico e levados ao laboratdrio.

4.3.3 Extracdo em laboratdrio do material coletado nos animais

Ao término do tempo determinado, uma hora, os coletores foram recolhidos e levados ao
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da
Universidade Federal de Alagoas, onde foi realizada a extragdo da amostra com 1 mL de hexano,
depois reduzido para um volume de 100 pL, por passagem de nitrogénio puro (White Martins) e
armazenado a -20 °C. Cada amostra foi analisada em cromatdgrafo gasoso.

4.3.4 Analise em Cromatdgrafo Gasoso das amostras coletadas de bovinos da raca Pardo-Suica

Para a analise cromatografica, os odores coletados dos animais foram extraidos com
hexano 1 mL e esse material foi reduzido a um volume de 25 pL, sendo injetados 2 pL da
amostra reduzida em um cromatografo gasoso com detector FID (CG/FID), QP2010 plus, usando
coluna RTX-5 (30 m, 0,25 mm de didmetro interno; 0,25 um didmetro do filme; Restek) usando
nitrogénio como gas de arraste, temperatura inicial do forno foi de 30 °C com uma rampa de
aquecimento de 10 °C/min até 250 °C, com injetor “splitless” e detector com temperatura de 250
°C e 350 °C, respectivamente.

Para auxiliar na identificacdo dos compostos existentes nas amostras coletadas nos

bovinos foram utilizados n-alcanos (Sigma-Aldrich, C;-Cs), obtendo assim o indice de retengédo
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Kovats. Para quantificar esses compostos foi adicionado a cada amostra 1 puL do padréo interno
(2-nonadecanona), na concentragdo de 0,026 mg/mL. Os compostos foram identificados pelo

calculo do indice de retencdo Kdvats e comparados pelas bases de dados, Pherobase e Wiley229.

4.4  Coleta de COVs em bovinos de diferentes ragas

A coleta dos volateis foi realizada em bovinos com aproximadamente quatro anos de
idade, em duas propriedades particulares, vizinhas, situadas no municipio de Maceid, Alagoas-
Brasil, cuja latitude ¢ de 9°39°57”S e longitude 35°44°6”0. Na Fazenda 1, os animais foram
alimentados com capim braquiaria (Brachiaria decumbens) em pasto e cana-de-acUcar
(Saccharum officinarum) triturada com ureia mais farelo comercial a base de milho e trigo no
cocho. Na Fazenda 2, os animais no campo se alimentavam de capim bambuzinho (Olyra
polypodioides) e no cocho, foram-lhes ofertados silagem de cana-de-agucar mais ragdo comercial
a base de milho e soja. O sal mineral servia como suplemento alimentar nas duas fazendas.

Na Fazenda 1, foram coletados odores de trés animais machos e trés animais fémeas, das
racas bovinas: Holandesa, Pardo Suico, Nelore e Gir e na Fazenda 2, apenas na raga Girolando,
sendo a coleta realizadas em trés animais de cada sexo. Foram usados quatros tubos coletores em
cada animal e a coleta durava em torno de uma hora por animal. Apo6s o fim de cada coleta, foi
trocado o animal por outro do mesmo sexo, como também foram usados novos tubos coletores,
realizando assim nova coleta. A coleta nos animais-fémeas ocorria apds a ordenha e 0s animais
machos foram presos no tronco de contengéo para facilitar a coleta.

As amostras de odores liberados por bovinos foram coletados no periodo da manha entre
6:00 e 10:30 h., em dias ensolarados dos meses de janeiro e fevereiro de 2011, com o auxilio de
tubos coletores de vidro contendo 100 mg de Porapak Q (50-80 mesh, Supelco, Poole, U.K.),
como adsorvente e 1a de vidro. Para recolher os odores liberados dos animais foram usados dois
tubos coletores acoplados a uma conexdo de vidro em forma de Y e essa a extremidade de uma
mangueira de silicone. A outra extremidade da mangueira foi acoplada a uma bomba de succao
(Figura 14, pag. 43), em cada animal eram usadas duas mangueiras com esses apetrechos citados
acimas, permitindo assim o uso de quatro tubos coletores por animal. Proximo a parte dorsal do
animal, cabeca, cerca de 3 cm, foram colocados os tubos contendo adsorvente (Figura 15, pag.

43), com um fluxo de ar de 1000 mL/min, para arrastar os odores dos bovinos.



Fonte: Autor da tese, 2011.
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Ao fim da coleta, os tubos foram recolhidos e embalados com papel aluminio e depois
guardados em um deposito pléastico

Ao término do tempo determinado, os coletores foram recolhidos e levados ao
Laboratorio de Pesquisa em Recursos Naturais (LPqRN) do Instituto de Quimica e Biotecnologia
da Universidade Federal de Alagoas, para a extracdo da amostra com 1 mL de hexano
bidestilado. O material extraido foi concentrado para 100 pL, por passagem de nitrogénio puro
(White Martins). Logo ap6s, a amostra concentrada foi armazenada em frasco de vidro de 1,5 mL
(Shimadzu Corporation) a -20 °C. Uma das quatro amostras foi selecionada para ser analisada em
um Cromatdégrafo a Gas (CG) e logo apds em um Cromatografo Gasoso acoplado a um
Espectrometro de Massas (CG/EM) e as demais amostras foram utilizadas nos ensaios.

45  Bioensaios comportamentais em olfatbmetro do tipo Y com COVs oriundos dos

animais

O comportamento das moscas-dos-chifres frente aos volateis coletados nos bovinos foi
analisado com um olfatémetro, na forma de um tubo de vidro em Y (tronco, 240 mm; bragos, 290
mm; 45° angulo; didmetro interno, 40 mm) conectado pelos bracos a mangueiras de silicone e
estas, a um umidificador contendo 300 mL de &gua destilada (Figura 16, pag. 45). A outra parte
do umidificador foi acoplada a um filtro de ar e este ligado a um fluxdmetro. O fluxo de ar,
purificado por filtro de carvao ativo, dentro do olfatdmetro foi de 1200 mL/min. O experimento
ocorreu em uma sala escura com 25 + 2 °C e umidade relativa do ar em torno de 50 %. Uma
lanterna com 6 luzes de LED (400 mAH, Voltagem eletronicsart, VT-73338L) iluminou a juncao
deste tubo durante a realizacdo de cada experimento. A lanterna foi colocada a uma distancia de

40 cm do olfatbmetro.
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Figura 16 — Sistema para realizacdo de Bioensaios comportamentais com a mosca

"
,

Fonte: GOMES DE OLIVEIRA, 2012.

Em cada conexdo dos bracos do tubo em Y, foram colocados pedacos de papel de filtro na
forma de triangulo (3 cm x 3 cm x 3 cm), contendo 10 pL da amostra oriunda dos bovinos e
como amostra controle foram usados 10 pL do solvente (hexano grau HPLC, bidestilado).

No bioensaio de olfatometria foram utilizadas 10 moscas por sexo de cada raca bovina.
Utilizaram-se as moscas obtidas da criacdo em laboratorio, com aproximadamente 24 h de idade,
mantidas uniformemente em uma temperatura de 25 + 2 °C. Apds a instalacdo de todo sistema de
olfatometria, uma mosca foi inserida no tronco do olfatdmetro e a partir dai, esse individuo foi
observado por 10 minutos, de acordo com Oyarzun et al., (2009). Caso ela fosse para o bragco do
Y que continha a amostra coletada no bovino, o resultado foi considerado positivo, caso
contrario, negativo. Apds o periodo pré-estabelecido, se a mosca ndo escolhesse um caminho, ela
era descartada. Esse processo foi realizado em triplicata, sendo alternada a posicdo do
olfatbmetro e os locais dos papéis de filtro com a amostra e solvente, a cada 10 experimentos
realizados.

Apenas foram contabilizados como resposta positiva de atracdo, 0s experimentos com as
moscas que foram até o final do brago com o papel de filtro contendo o extrato dos odores
oriundo do animal. Todas as partes do olfatbmetro foram limpas com detergente neutro, alcool e
depois secos ao ar por 1 hora, quando ocorria a troca da amostra. Os resultados foram analisados

estatisticamente pelo teste do qui-quadrado.
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4.6  Analise em Cromatografo Gasoso (CG) das amostras coletadas em diferentes racas

bovinas

Para a analise de cromatografia gasosa foi injetado 1 pL, de cada amostra coletada nas
diferentes racas de bovinos, em um Cromatografo Gasoso (CG) Agilent 6890 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) com coluna HP-1 (50 m, 0,32 mm de didmetro, apolar - Hewlett
Packard, Palo Atom, C.A.) e detector de ionizacdo de chamas (Figura 17). Para cada andlise, a
temperatura foi mantida a 50 °C por dois minutos, com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min
até 230 °C. O equipamento pertencia ao Rothamsted Research, situado em Harpenden-Reino
Unido. Foram utilizados n-alcanos (Sigma-Aldrich C;-Cy) na identificagdo dos compostos
existentes nas amostras e 1 uL do Padrdo Interno (2-nonadecanona), na concentracdo de 0,026
mg/mL (Fluka AG Chemische Fabrik), diluido em hexano destilado para quantificar os
compostos. Apds a injecdo, foram selecionadas as amostras com maior nimero de picos de cada
raca (ambos os sexos) e estas foram injetadas em um Cromatografo Gasoso acoplado a um
Espectrometro de Massas (CG/EM).

Figura 17 — Cromatografo Gasoso (CG) 6890

Fonte: SILVA FILHO, 2012.



47

4.7 Analise em Cromatografo Gasoso acoplado a um Espectrometro de Massas (CG/EM)
das amostras coletadas em diferentes ragas bovinas

Para a analise cromatogréafica, os odores coletados dos animais foram extraidos com 1 mL
de hexano bidestilado e esse material foi concentrado com nitrogénio puro até 25 pL, sendo
injetados 2 pL da amostra concentrada, em um Cromatografo Gasoso Acoplado a um
Espectrometro de Massas (CG/EM), QP2010 plus, (Figura 18) utilizando-se coluna RTX-1 (60
m, 0,25 mm de diametro; Shimadzu), com ionizacdo de impacto de elétrons (70 eV), usando
Hélio como gas de arraste, com temperatura inicial do forno em 30 °C, com uma rampa de
aquecimento de 10 °C/min até 250 °C, com injetor splitless e detector, na temperatura de 250 °C a
350 °C, respectivamente. Para identificar os compostos existentes nas amostras foram utilizados
n-alcanos (Sigma-Aldrich C7-C3) padrdo e para quantificar, foi adicionada a cada uma das
amostras, 1 pL do padréo interno (2-nonadecanona), na concentracdo de 0,026 mg/mL (Fluka AG
Chemische Fabrik), diluido em hexano destilado.

Os compostos foram identificados pelo calculo do indice de retencdo Kovats e comparado pelas
bases de dados, Pherobase e Wiley 229.

Figura 18 — Cromatografo Gasoso Acoplado a um Espectrémetro de massa (CG/EM)

Fonte: OLIVEIRA, 2012.
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4.8  Teste de atividade em Cromatografia Gasosa/Eletroantenografia - CG/EAG

Dentre todas as amostras de volateis obtidas das racas bovinas estudadas, apenas uma
amostra da raca Girolando (fémea), a qual apresentou maior nimero de picos depois de injetada
no CG, foi utilizada para testar a atividade em Cromatografia Gasosa/Eletroantenografia -
CG/EAG. O teste foi realizado pelo grupo de pesquisa do Dr. Mike A. Birkett (Rothamsted
Research — Inglaterra), utilizando antenas de mosca-dos-estabulos, Stomoxys calcitrans (Diptera:
Muscidae), pelo fato da ndo disponibilidade da mosca-dos-chifres na regido.

A amostra foi injetada em um CG (AI93 GC; Al Cambridge, UK) equipado com uma
coluna (50 m; 0.32 mm de diametro interno, HP-1), com temperatura de forno inicial sendo
mantida em 40 °C por 1 min, com uma rampa de aquecimento de 10 °C/min até 250 °C, usando
hidrogénio como gas de arraste. As saidas do EAG amplificador e o FID foram monitorizados
simultaneamente sobre um registrador gréfico.

Os compostos considerados biologicamente ativos por CG/EAG, foram obtidos
comercialmente e utilizados nos bioensaios comportamentais com H. irritans, realizados no
LPgRN/UFAL. Os compostos com grau de pureza de 99,9% (Merck Sharp and Dhone,
Hoddesdon, Reino Unido), fizeram parte de solucGes preparadas com hexano bidestilado nas
concentracdes de 10 a 10 mg/mL, depois de concentrados foram colocados em frascos de vidro
de 1,5 mL, depois armazenados a -20 °C.

4.9  Bioensaios comportamentais em olfatbmetro do tipo Y com compostos padrdes
detectados no CG/EAG

Os bioensaios foram realizados no més de abril de 2012, utilizando o mesmo sistema de
olfatometria usado nos testes comportamentais com os COVs oriundos das ragas bovinas aqui
estudadas. Para iluminar a jungdo do sistema durante a realizagdo dos experimentos foi usada
uma lanterna com seis luzes de LED (400 mAH, voltagem eletronicsart, VT-73338L). A lanterna
foi colocada a uma distancia de 40 cm do olfatbmetro. As condi¢cbes de temperatura do
ambiente, uma sala escura, foram de 25 + 2 °C e a umidade relativa do ar variou de 46 % a 68
%.
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Em um dos bracos do tubo em Y, foi colocado pedaco de papel de filtro na forma de
tridangulo (3 cm x 3 cm x 3 cm), contendo 10 pL do composto padréo, e no outro foi colocado o
controle, usando 10 pL do solvente (hexano grau HPLC, bidestilado), esse solvente também foi
colocado em papel de filtro nas mesmas dimensd@es utilizadas para o0 composto padrao.

Para os bioensaios, foram utilizadas 20 moscas para cada concentragdo dos compostos
padrGes. Essas moscas foram procedentes de coletas em animais das racas Pardo-Suica e
Girolando, sendo machos e fémeas, j& que ambos 0s sexos possuem acdo hematofaga sobre o
animal.

As moscas-dos-chifres foram coletadas entre 6:00 h e 8:30 h, com auxilio de um frasco
com tampa rosqueada e assim transferidas para gaiolas entomoldgicas, sendo alimentadas com
solucdo de mel (comercial) a 5%. Foram coletadas diariamente cerca de 200 moscas, em seguida
transportadas para o laboratério (LPQRN), e entdo separadas, colocadas individualmente em
tubos de ensaios. Os tubos de ensaios sdo fechados com algod&o, colocados em estante de ago e
levados a sala de bioensaio.

No bioensaio, foi estipulado para cada mosca um periodo de 10 minutos para observacao,
de acordo com Oyarzln et al., (2009). Porém a partir do momento que ela se manifestasse e
escolhesse para onde foi atraida, essa observacdo foi computada como positiva ou negativa e
finalizada. Sendo positiva quando a escolha foi para o composto sintético e negativa quando a
escolha foi pelo controle (solvente). Caso ndo houvesse manifestacdo pela mosca e, ela
permanecesse imdvel durante todo o periodo determinado, ela era recolhida, descartada e
substituida.

A cada 10 experimentos realizados foi alternado a posic¢do do tubo em Y e os locais dos
papéis de filtro com o composto e solvente. Apenas foram contabilizados como resposta positiva
de atracdo, os experimentos com as moscas que seguissem até o final do brago com o papel de
filtro contendo a substancia padrdo. Entre os experimentos, todas as partes do olfatbmetro foram
limpas com detergente neutro, alcool e depois secados ao ar por 1 h. Os resultados foram
analisados estatisticamente pelo teste do qui-quadrado.
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4,10 Analise Estatistica da diferenca dos COVs entre as racas estudadas

Técnicas estatisticas multivariadas foram utilizadas com a finalidade de determinar a
existéncia de efeito de raca e efeito de sexo dos bovinos sobre os compostos organicos volateis
emitidos, apds identificados no CG/EM. Para isso, aplicaram-se técnicas como distancia
Euclidiana Média, em que as racas foram agrupadas pelo método de Tocher (CRUZ &
REGAZZI, 2004). As analises foram realizadas com o auxilio do software Genes (CRUZ, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1  Protocolo de criacdo da mosca-dos-chifres em laboratorio

Nas duas placas de Petri de vidro preparadas para observar o ciclo de vida da mosca-dos-
chifres observou-se que na placa que continha papel de filtro apenas 70% dos ovos foram viaveis,
provavelmente devido a ocorréncia de uma grande contaminacdo por fungo. A placa na qual os
ovos foram colocados diretamente nas fezes, houve 100% de ecloséo.

Os ovos oriundos das moscas coletadas em campo apresentaram em sua grande maioria,
coloracdo marrom-avermelhada e, em menor quantidade, as cores amarelo-claro ou branca.
Resultados semelhantes foram relatados por Bruce (1964). Os ovos possuiam certo brilho e o
formato de um gréo de arroz podendo ser colocados em grupos ou isolados (Figura 19). Os ovos
eclodiram 24 h apés o momento da postura condizendo com as descricbes de Campos et al.
(2008).

Figura 19 — Ovos de mosca-dos-chifres individuais e em grupos

Fonte: FREIRE, 2009.

Foi possivel a visualizacdo da mosca ovipositando no interior da gaiola e fora das fezes
(Figura 20, pag. 52), como também a constatacdo da deposi¢ao de ovos ocorrida apos o periodo
de uma hora de observacdo. Esses fatos ocorridos na fase de oviposicdo da mosca-dos-chifres
mostram que a mesma pode ovipositar na auséncia das fezes e que o0 tempo para sua oviposicao é

imprevisivel.
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Figura 20 — Mosca-dos-chifres no momento da postura

Fonte: FREIRE, 2009.

Com relacéo aos estagios das larvas, foi possivel constatar a larva de primeiro e terceiros
instares. Assim sendo, observou-se que larvas de primeiro instar apresentam formato cilindrico,
com espinhos nas laterais e sua por¢do posterior € mais larga que a anterior (Figura 21A) e que
larvas de terceiro instar possuem a superficie dorsal lisa (Figura 21B), conforme descrito por
Brito et al, 2005.

Figura 21A — Larva de primeiro instar de H. irritans; 21B — Larva de terceiro instar de H. irritans

Fonte: FREIRE, 2009.

As larvas, apés um periodo de oito dias, empupavam, apresentando coloragdo marrom-
avermelhada e formato cilindrico oval (Figura 22, pag. 53). Apos essa fase, ocorria a emergéncia
do inseto adulto, que ficava imovel por alguns minutos, para enrijecer as nervuras das asas e

ambientacdo e, em seguida, iniciava 0 voo.
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Figura 22 — Pupa de H. irritans

Fonte: FREIRE, 2009.

5.1.1 Primeira criacdo

Nesse método, foi obtido um total de 360 ovos, com apenas 67 destes se transformando
em larva, pupa e chegando a fase de mosca adulta.

Durante o desenvolvimento da criagdo foi detectada a presenca de fungo nos potes com
ovos. Esse fato pode ter sido a razdo pela qual emergiu uma pequena porcentagem de mosca-dos-
chifres, 18,61 %. Provavelmente, essa baixa emergéncia foi devida a competicdo entre fungos e
as larvas de moscas por alimento, fezes em decomposi¢éo, resultando em menor quantidade de
larvas que conseguiram atingir os estagios de pupa e completar seu desenvolvimento até a fase
adulta. Alguns potes apresentaram maior ataque de fungos do gque outros, como 0s dos grupos 4 e
5 e menor nimero de moscas emergidas, 2 e 1, respectivamente.

Os fatores que também podem ter contribuido com a baixa emergéncia sdo aqueles que
constituiam o ambiente de cada local de coleta, dentre eles podem ser citados 0 manejo
nutricional e 0 manejo sanitario. Acredita-se que 0 manejo sanitario, no que diz respeito aos
principios ativos empregados no controle de endo e ectoparasitas sdo aqueles que possuem maior
potencial para influenciar na variavel em estudo. Outro fator que pode ter influenciado a baixa
emergéncia da mosca-dos-chifres em laboratério foi a alta umidade constante do ambiente,
influenciando no desenvolvimento deste inseto.

As moscas oriundas de animais tratados com produtos mosquicidas podem apresentar
maior fragilidade que as moscas dos animais sem tratamento quimico, alterando na sua
capacidade de oviposi¢édo, na qualidade dos ovos e, provavelmente, na viabilidade dos mesmos.

De acordo com a distribuicdo dos grupos por fazendas, percebeu-se que 0S grupos com
ovos oriundos das moscas coletadas na Fazenda 2, grupos 3 e 4, apresentaram menor taxa de
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emergéncia de moscas adultas, 13 moscas, seguidos pelos grupos da Fazenda 3, grupos 5 e 6,
com 20 moscas. O maior numero de emergéncia foi obtido do material oriundo da Fazenda 1,

grupos 1 e 2, com 34 moscas.

5.1.2 Segunda criacdo

Na segunda criacdo, a média percentual de moscas emergidas em laboratério foi de 55,55
%. Estes resultados estdo ligeiramente acima dos obtidos por Carvalho et al. (2009) que foi de 50
% e abaixo daqueles obtidos por Sereno & Sereno (1999) que foram de 69 % e 74 % de moscas
emergidas em massas fecais de bovinos da raca nelore e pantaneiro, respectivamente e por Barros
(2002) com 79 % de emergéncia de moscas-dos-chifres oriundas da raga nelore.

E de fundamental importancia mencionar que com a retirada do papel de filtro do
experimento, o aparecimento de fungos nas fezes foi em menor quantidade do que na primeira
criacéo.

A baixa emergéncia de moscas existentes nos experimentos desta pesquisa pode ser
creditada a varios fatores como: temperatura; umidade do ambiente; contaminacéo por fungos; a
ndo maturacdo dos ovos; a mudanca de ambiente da mosca (do campo para laboratério);
implicacBes encontradas no campo, como a aplicacdo de inseticidas sintéticos nos animais que

podem afetar os insetos hemat6fagos e esse passarem para seus descendentes.

5.1.3 Terceira criacdo

Os resultados obtidos neste experimento revelam que dentro da cAmara de refrigeragéo
ndo houve contaminagéo por fungos e as moscas comegaram a emergir entre 10 e 12 dias. Dentre
todas as moscas recém-nascidas, duas delas nasceram com defeitos nas asas, as quais se
apresentavam encolhidas. Esse fato pode ter ocorrido no processo de formacdo do inseto.
Algumas moscas emergiram, mas o seu periodo de sobrevivéncia foi muito curto, menos de 12 h.
Na maior parte desta metodologia, a maioria das moscas sobreviveu por um periodo de
aproximadamente 48 h, sem alimentagé&o.

A viabilidade dos ovos nesta etapa foi maior do que aquela nas primeiras criacdes, onde 0

maior valor para emergéncia foi de 95,55 % e 0 menor de 55,55 %, (Tabela 2, pag. 55)
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Tabela 2 — Valores médio, maximo e minimo de viabilidade (%) de emergéncia de moscas-dos-
chifres nas trés criacdes

Criacao
12 22 32
Viabilidade (%) 18,61 + 20,00 55,56 + 15,03 78,22 + 14,33
Minimo 0,00 40,00 55,55
Méaximo 66,70 70,00 95,55

Fonte: Autor da tese, 2012.

Entende-se que o uso da camara de refrigeracdo foi de grande importancia para a criacao,
onde se consegue determinar a temperatura e a umidade relativas ideais para condicionar o

material biol6gico que permitira a emergéncia do inseto adulto.

5.2  Eficiéncia da metodologia da coleta de COVs em bovinos

Para averiguar a eficiéncia da coleta de COVs em bovinos, foi estabelecido o uso de
apenas uma raca bovina para as extracbes de COVs realizadas neste trabalho. Para tanto foi
escolhida aleatoriamente a raca Pardo-Suica, sendo realizadas coletas em oito animais fémeas
desta raca. As amostras obtidas nas coletas foram injetadas em um aparelho de cromatografia
gasosa, obtendo-se assim os perfis cromatograficos das mesmas.

Para comprovar a eficiéncia da metodologia utilizada na coleta de COVs em bovinos, 0s
perfis cromatograficos foram sobrepostos (Figura 23, pag. 56), para melhor visualizar, a
repetibilidade do método, por comparacao do tempo de retencéo.

Os picos de maior intensidade visiveis em todas as amostras, dos perfis cromatograficos,
referem-se aos seguintes tempos de retencdo: 10:13, 10:26, 10:38, 10:47, 20:46, 20:71, 21:07,
21:33, 21:69, 24:27, 26:94, 27:53, 29:13, 32:37, 32:85, 46:69, 47:10, 47:22 e 50:31 min., que
com o célculo do KI foram representados pelos compostos: nonanol, (E)-2-metil-6-metileno-2,7-
octadienol, acetato de 3-(metiltio)-propila, acetato de 3-octanila, octanoato de butila, (Z)-4-
dodecenal, (E)-9-dodecenal, (E)-10-dodecenal, B-gurjuneno, 1-metil-5-metil-5-metileno-8-(1-
metiletil)-[s-(E,E)]-1,6-ciclodecadieno, octanodioato de dietila, acetato de (Z)-8-dodecenila, (Z)-
3-tetradecenol, octanoato de octila, (Z)-7-hexadecenal, 2-metiltetracosano, 3-metiltetracosano,

1,2,3-benzenetriol e Padréo Interno, respectivamente.



Figura 23 — Comparacdo dos perfis cromatogréaficos da raca Pardo-Suica
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Como ja era esperado o branco (Figura 24) exibiu alguns compostos existentes nos
cromatogramas acima, ja que a coleta do branco foi no local onde circulavam os animais. Essa

figura deixa claro que sua composicdo ndo difere muito com relacdo aos picos apresentados nos
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Fonte: Autor da tese, 2012.

cromatogramas oriundos das amostras animais.

A amostra do ambiente, branco, apresenta um composto que difere das demais amostras,

que € 0 (Z2)-4-decenal. Esse composto aparece no cromatograma em um tempo de retencéo de

13:51 minutos.

Figura 24 — Cromatograma da amostra do ambiente (branco)
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Fonte: Autor da tese, 2012.
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Sendo assim permite-se dizer que a metodologia utilizada para coleta de COVs em
animais € eficiente ja que a maior parte dos compostos repetiu-se em todas as amostras, variando
apenas a quantidade. Este fato naturalmente pode ocorrer ja que se estd avaliando individuos
diferentes dentro de uma mesma raca, pois cada organismo possui caracteristica propria, apesar

de pertencer a um mesmo grupo racial.

5.3 ldentificacdo dos COVs das amostras dos animais em CG

A obtencdo de um perfil cromatografico gerado por um cromatédgrafo gasoso das amostras
é uma ferramenta de grande importancia na identificacdo dos compostos que podem vir a atuar no
estimulo do inseto em busca do animal. Perfis cromatograficos iguais implicam em composicao
igual. Este fato pode colaborar bastante com as analises definindo quais 0s possiveis compostos
atraentes ou repelentes. Os picos comuns a todas as ragas existentes nos perfis cromatogréficos
seriam provaveis atraentes e aqueles que apenas apareceram nos cromatogramas das racas que
sdo consideradas geneticamente resistentes aos ectoparasitas, poderiam ser provaveis repelentes.
As amostras oriundas de bovinos das racas: Girolando, Holandesa, Pardo-Suica, Nelore e
Gir, quando analisadas em um cromatografo gasoso, apresentaram diferencas em sua
composicao, sendo que a amostra oriunda de Girolando (macho e fémea) foi a que apresentou
maior nimero de picos.
A identificacdo dos COVs liberados por fémeas e machos bovinos das racas Girolando,

Holandesa, Pardo-Suica, Nelore e Gir foi realizada pela anélise de CG (Figura 25, pag. 58).
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Figura 25 — Perfil cromatografico dos COVs liberados por fémeas e machos bovinos das ragas
Girolando, Holandesa, Pardo-Suica, Nelore e Gir (APENDICE)

(Continua)
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Figura 25 — Perfil cromatografico dos COVs liberados por fémeas e machos bovinos das ragas
Girolando, Holandesa, Pardo-Suicga, Nelore e Gir (ANEXO)
(Continuacdo)
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Fonte: Autor da tese, 2012.

Os cromatogramas obtidos do CG revelam uma variedade de picos para cada amostra,
independente de raga ou do sexo do animal. Para a raca Girolando, a amostra de fémea
apresentou 75 COVs e a do macho 66; para a Holandesa 35 COVs estdo presentes na amostra de
fémea e 34 estdo na amostra de macho; 34 substancias volateis apareceram na amostra de fémea
da raca Pardo-Suica e 39 na amostra de macho desta mesma raca; foram detectados 55 e 35
COVs nas amostras de fémea e macho da raca Nelore, respectivamente. No perfil cromatogréfico
da raga Gir, 43 COVs estdo presentes na amostra de fémea e 23 estdo nas amostras de macho
dessa raca. Todos 0s cromatogramas apresentam o Padréo Interno (PI) no tempo de retengédo de
40.94 minutos.

Analisando-se os cromatogramas (Figura 25) verifica-se que cerca de 17 compostos

organicos volateis estdo em todas as amostras analisadas, independentemente de raca ou de sexo.
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5.4  Anédlise das amostras de extracdo de COVs oriundos de bovinos por Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas

Os compostos das amostras coletadas em bovinos apds anélise por CG/EM estéo listados
na tabela 3 (pag. 61). Nesta tabela pode-se observar que foi obtido um total de 105 compostos,
dentre esses, nove estdo presentes em animais fémeas e machos de todas as ragas, sendo eles:
canfeno, 2-etil-hexanal, 2-heptenal, 1-octen-3-ona, 1-octen-3-ol, octan-3-ona, octanal, 2,2,8-
trimetildecano e butirato de 2-feniletila (Figura 26, pag. 66 e Figuras 27, pag. 67). Além destes
nove compostos, as amostras de fémeas apresentaram mais dois compostos em comum que foram
o0 undecano e o 8,14-cedrandxido e as amostras de machos apresentaram apenas um composto a
mais que foi o 1,4-a-dimetil-7-(1-metiletilideno)-deca-hidronaftaleno-1-ol. As amostras de fémea
e macho da raca Girolando apresentaram 0 maior numero de compostos, 64 e 53,
respectivamente, sendo 37 deles comuns a ambos o0s sexos. Os exemplares coletados em animais
da raca Holandesa mostraram nove compostos idénticos tanto para macho como para fémea. A
raca Pardo Suico apresentou 15 compostos iguais nos dois sexos. As amostras de fémea e macho
de bovinos da raca Gir possuiam 19 compostos analogos e 15 compostos foram comuns para
ambos 0s sexos da raca Nelore. Os compostos 2-metoxibenzoato de metila, 4-etilbenzaldeido e
benzeno foram identificados apenas nas amostras de bovinos de fémeas das ragas bovinas
indianas, mas ndo nas fémeas bovinas europeias (Figura 28, pag. 68). A concentracdo dos
compostos volateis extraidos dos bovinos variou entre as racas e sexos dos animais. A maior foi
de 38.915,48 ng encontrada no composto 3-metil-1-noneno na amostra de bovino macho
Girolando e, a menor concentragdo foi de 0,11 ng, obtida para o composto (E)-2-octenal,
pertencente a amostra de bovino fémea Nelore (Tabela 3).



Tabela 3 — Compostos Organicos Volateis identificados por CG/EM em amostras ragas de bovinas

(Continua)
QUANTIDADE (ng)

COMPOSTO indice de GIROLANDO HOLANDESA PARDO SUICO GIR NELORE

Kovats Q 3 ) 3 ? 3 ? 3 ? 3
3-(Metiltio)-propanal 903 - - - 4,93 22.032,11 - - - - 318,63
(E,E)-2,4-Hexadienal 910 - - - - - 14.416,98 - - - 0,63
Acetato de pentila 915 28,15 - 58,17 - - - - - - -
Mirceno 919 141,85 45,318 - - - - 124,45 - - R
a-Pineno 939 10,36 116,88 109,59 154,00 - - 175,62 66,5 - 0,81
3-Metil-1-noneno 944 - 38.915,48 5.193,09 5,45 2.799,03 2.373,73 - - - 34,60
Canfeno 952 15.655,67 9.756,77 11.203,10 14,65 5.722,49 4.839,87 6.459,61 230,76 668,99 81,16
2-Etilexanal 955 78,57 2.141,35 2.460,21 30,01 1301,43 1.177,51 13.304,7 469,24 1.419,36 17,31
1-I1sopropil-4-
Metilenobiciclo[3,1,0] 957 22,40 - - - - - - - - -
Hex-2-ene
2-Heptenal 964 12,13 3.046,86 7,24 27,93 1.737,59 1.645,27 3.583,13 119,94 388,98 24,16
1-Etil-3-Metilbenzene 968 81,62 - - - - - 5,90 171,20 535,59 -
1-Octen-3-ona 977 15,13 400,87 449,98 20,43 225,65 222,10 681,64 23,69 74,27 3,08
1-Octen-3-ol 980 20,25 219,71 218,90 17,43 107,44 106,26 332,07 11,55 35,99 1,45
3-Octanona 984 121,87 383,17 176,91 5,84 84,14 87,01 270,37 9,42 29,76 1.264,73
Octanal 999 764,46 9.738,12 9.169,18 16,72 4.550,62 4.127,21 12.066,7 402,11 1.367,14 68,37
Acetato de 3-metil-4-pentenila 1006 - - - - - - - 2,18 - -
2.2.8-Trimetildecano 1022 180,48 386,99 10,45 15,82 3,55 14,26 47,30 2,68 9,26 85,23
2,4-Dimetilcicloexanol 1032 10,89 29,77 - - - - - - - -

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Tabela 3 — Compostos Organicos Volateis identificados por CG/EM em amostras racas de bovinas

(Continuacdo)

QUANTIDADE (ng)

COMPOSTO indice de GIROLANDO HOLANDESA PARDO SUICO NELORE
Kovats Q 3 Q 3 Q 3 Q a 0 3
(E)-3-Octen-2-ona 1034 25,41 52,26 - - - 1,22 4,48 0,44 1,06 -
2-Hidroxibenzaldeido 1041 3,14 - - - - - - - - .
(E)-3,7-Dimetil-1,3,6-Octatrieno 1050 13,57 29,61 - - - - - - . .
(E)-2-Octenal 1056 68,31 129,63 - - - - - - 0,11 .
2-Metilbenzaldeido 1066 15,72 8,82 - 10,70 - - - - - ;
(E,E)-3,5-Octadien-2-ona 1068 26,05 - - - - - - - . .
2-Heptanona 1069 0,49 9,02 - - - - - _ - .
Octan-1-ol 1074 6,36 49,54 - - - - - - i }
2-Metil-1-deceno 1085 - 15,34 - - - - - - . ;
2-(1-Metiletil)-fenol 1089 - - - - - - - 11,69 - -
Acetato de butila 1097 8,52 13,61 - - - - - - - .
Undecane 1099 2,37 29,07 5,37 - 3,34 4,95 47,30 1,19 1,37 51,67
Tetradecane 1116 10,80 54,34 - - - - - . . .
(E)-Mircenol 1118 8,90 - - 323,77 - - - - - -
a-Canfolenal 1125 92,63 - - 36,84 - - - - - -
Canfora 1143 72,93 - - 7,69 - i . } ) )
Etilbenzeno 1152 75,22 5,83 - - - - - - . ;
Citronelal 1161 972,57 2.253,31 - 423,76 - - - - - -
4-Metiloctano 1167 28,97 - - 1,64 - - - - _ }
1182 71,81 159,74 - - - - - - - -

1-(4-Metilfenil)-etanona

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Tabela 3 — Compostos Organicos Volateis identificados por CG/EM em amostras racas de bovinas

(Continuacdo)

QUANTIDADE (ng)

COMPOSTO indice de GIROLANDO HOLANDESA PARDO SUICO GIR NELORE
Kovats Q I Q 3 Q 3 0 3
1,2-Benzenodiol 1197 5,06 18,01 - 3,88 - - - -
Dodecano 1199 5,82 17,39 - - - - ) 3
(2)-3-Fenil-2-propenal 1215 13,13 6,15 - - - - ) 3
2-Hidroxi-1,8-cineol 1218 11,39 - - - - - . i
Ei-(l:\l/loeet)l(la—lﬁg)(r[]);opano—Z—lI|deno)— 1237 12.45 38.36 ) ] ) ) ] _
4,6-Dimetilindano 1247 8,66 35,46 - - - - ) )
4-(2-Propenil)-fenol 1253 2,15 16,45 - - - - i} )
Acetato de linalol 1257 37,11 6,36 - - - - ) )
5-Butil-diidrofurano-2(3H)-ona 1262 9,28 16,98 - - - - - .
2-Feniletanol acetato 1265 3,31 - - - - - . i
OvabiciIofAL 0]Hepan-2-ona 268 125 - : : : : : -
(3-Metoxifenil)-metanol 1279 17,49 - - - - - . .
2-Metilnaftaleno 1281 12,91 - - - - - ) )
1,2,4-Trimetilbenzeno 1284 3,65 8,00 - - - } ) )
i:(l;/lr;tll—l—(&metlI—2—fur|I)—2—buteno— 1298 i 13,02 ) ) ) ) ] ]
Tridecano 1299 25,19 7,27 - - - 2,55 ) )
1,3-Benzodioxol-5-ol 1312 25,60 - - - - - i i
1315 47,30 99,90 - - - - B )

(2)-2-Trideceno

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Tabela 3 — Compostos Organicos Volateis identificados por CG/EM em amostras racas de bovinas

(Continuacéo)

QUANTIDADE (ng)

COMPOSTO indice de GIROLANDO HOLANDESA PARDO SUICO GIR NELORE
Kovats Q 3 Q 3 Q 3 Q a 0 3
3,6-Dimetildecano 1317 39,93 - - - - - - - - i
E]Egt—iIC;,?—dlmetlI—2,6—octad|enoato de 1323 11.79 ) ) ) ] ) ) ] ) ]
Limoneno 1325 169,08 365,36 - - - - - - - .
2-Metoxibenzoato de metila 1340 - 24,46 - - - 1,66 15,97 - 0,84 -
Acetato de Citronelila 1357 4,34 - - - - - - - - .
a-Ciclogeraniol 1361 1,30 - - - - N . ) ) )
Ovabiciools L0} hepan-2-ona 13639997 - : 1,70 - : : : : :
4-Butil-2-metiloctano 1369 16,74 - - - - - - - - .
4,8-Dimetilnonanol 1382 23,31 - - - - - - - - .
Dodecan-3-one 1386 22,02 - - - - - . ) ) )
Tetradecano 1399 18,94 - - - - 7,03 - - - -
(E)-9-Dodecenal 1404 25,48 - - 482,22 - - - - - -
2-Etil-1,4-dimetilbenzeno 1411 2,92 - - - - - - - - .
Butirato de 2-feniletila 1439 7,01 84,07 20,93 5,30 1,30 12,46 162,85 3,15 1425 68179
4-Etilbenzaldeido 1455 - 44,70 - - - 7,96 44,25 1,04 5,14 167,72
11-Dodecen-1-ol 1466 - - - 4,09 - - . - } .
8.14-Cedranéxido 1540 2,98 172,55 15,50 - 0,89 22,54 195,14 261 2319 46396
(E.B)-L5-Dimetil-8-(1- 1559 : 66,69 9,06 : 1,56 7,48 58,70 0,81 794 11677

metiletilideno)-1,5-ciclodecadieno

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Tabela 3 — Compostos Organicos Volateis identificados por CG/EM em amostras racas de bovinas

(Continuacéo)

QUANTIDADE (ng)

COMPOSTO indice de GIROLANDO HOLANDESA PARDO SUICO GIR NELORE
Kovats Q 3 ) 3 ? 3 ? 3 ? 3
Octanedioato dietila 1586 10,35 - - 512,59 - - - - -
Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzéico 1592 - 29,91 7,99 - - 2,11 22,81 0,49 1,74 58,45
1-Hexadeceno 1593 - - - - - - 2,87 - - -
(2)-3-Hexenil fenilacetato 1631 - - - 427,12 - - - - - -
Cubenol 1641 - - - 2,68 - - - - - -
14-o-Dimetil-7-(1-metiletilideno)- 59, ; 186,71 . 6,5 5,35 8,05 77,75 1,47 4,04 17,15
decaidronaftalen-1-ol
Benzeno 1709 - 72,66 - 402,79 - 2,51 28,18 0,76 1,47 -
Acetato de (E)-7-tetradecenila 1797 - - 3,80 - 0,28 3,09 - 0,13 - -
(2)-12-Hexadecenal 1816 - - - 402,95 - - - - - -
6,10,14-Trimetilpentadecano-2-ona 1849 - - - 345,53 - - - - - -
(E)-4-Hexadecen-1-ol 1868 - - - 368,68 - - - - - -
Acetato de (Z)-7-hexadecenila 1988 - - - 482,22 - - - - - -
10-Undeceno-1-ol 2064 - 40,11 - 5,30 - - - - - -
Pentacosano 2073 - 711,27 - - - - - - - .
Octacosano 2079 - 838,91 - - - - - - - -
Acetato de_(Z,_E)-11,13,15- 2088 i 51,67 ) ] ] ) ) ) ) ]
hexadecatrienila
1,4-Di-hidroxibenzeno 2099 - - - 4,09 - 2,57 - - - -
2,3,4,5,6-Pentaclorofenol 2137 - - - - - 3,52 - - - -

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Figura 26 — Identificacdo de COVS comuns em fémeas de cinco ragas bovinas

1) Canfeno; 4) 1-octen-3-ona; 7) octanal;

2) 2-etil-hexanal;  5) 1-octen-3-ol; 8) 2,2,8-trimetildecano;
3) 2-heptenal, 6) octan-3-ona; 9) Butirato de 2-feniletila.
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Fonte: Autor da tese, 2012.
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Figura 27 — Identificagdo de COVS comuns em machos de cinco ragas bovinas
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2) 2-etil-hexanal;  5) 1-octen-3-ol; 8) 2,2,8-trimetildecano;

3) 2-heptenal; 6) octan-3-ona; 9) Butirato de 2-feniletila.
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Fonte: Autor da tese, 2012.
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Figura 28 — Identificacdo de COVS comuns apenas em fémeas das ragas indianas
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55  Bioensaios comportamentais com moscas-dos-chifres

A figura 29 mostra os resultados dos bioensaios comportamentais realizados com
moscas-dos-chifres e o material obtido por aera¢do dos animais. O teste visava observar a
frequéncia de atragdo da mosca pelas amostras oriundas dos bovinos. Esses resultados foram

obtidos de acordo com o teste do qui-quadrado (x?).

Figura 29 — Bioensaios comportamentais da mosca-dos-chifres em relagdo aos COVs de ragas

bovinas
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Fonte: Autor da tese, 2012.

A figura 29 mostra que houve atragdo das mosca-dos-chifres para amostras da raca
Girolando (P < 0,01 e P < 0,05, respectivamente, para fémeas e machos). Os testes de
olfatometria também mostraram que as moscas sdo atraidas pelos COVs das amostras de
fémeas e machos da raca Holandesa (p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente). Porém, nesse
caso, 0s COVs dos machos foram mais atraentes do que os das fémeas. Os resultados obtidos
com os bioensaios, utilizando-se os COVs da raga Pardo Suico foram semelhantes aqueles
obtidos com a raga Girolando. Para as ragas Gir e Nelore, verificou-se que elas ndo
apresentaram compostos com efeito atraente para mosca-dos-chifres, ou seja, as moscas-dos-

chifres ndo foram atraidas pelos odores dos animais dessas ragas, nesse estudo.
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A variacdo de COVs provenientes das racas bovinas detectada nesta pesquisa também
foi constatada em outros estudos. Dentre eles podem ser citados: benzeno, 2-heptanona,
dodecano, 1-octeno-3-ol, octanal, dentre outros (SPINHIRNE et al., 2004; CAl et al., 2006;
CIGANEK & NECA, 2008). Essas substancias podem ser responsaveis pela dindmica
comportamental de ectoparasitas. Os compostos como: a-pineno, mirceno, limoneno, canfeno,
identificados neste estudo, normalmente presentes nos volateis de vegetais (SCHOSSLER et
al., 2009), também foram relatados em animais como o veado-de-cauda-branca (Odocoileus
virginianus) (BURGER, 2005).

Os compostos canfeno, 2-etil-hexanal, 2-heptenal, 1-octen-3-ona, 1-octen-3-ol, octan-
3-ona, octanal, 2,2,8-trimetildecano e butirato de 2-feniletila, por estarem presentes em todas
as racas em estudo, evidenciaram que sdo compostos organicos volateis comuns ao género
Bos. Ja& as substancias 2-metoxibenzoato de metila, 4-etilbenzaldeido e benzeno, que
apareceram nas amostras de fémeas de racgas indianas e, em quase todos os bovinos machos
indianos, podem ser possiveis repelentes das moscas-dos-chifres. Esse resultado corrobora
com as informacgbes da literatura especializada a qual revela que a mosca-dos-chifres tem
preferéncia por bovinos de racas europeias (Bos taurus), mesticos e animais que possuam
pelagem ou manchas escuras (BIANCHIN & ALVES, 2002).

Dentre todos os compostos identificados, o 1-octen-3-ol é citado por ser liberado por
mamiferos, como fonte atrativa de alguns insetos hemat6fagos (TORRES-ESTRADA &
RODRIQUEZ, 2003) e, segundo Birkett et al. (2004), esse composto atrai moscas, mesmo em
concentragdes muito baixas. A menor concentracdo deste composto neste trabalho, que foi de
1,45 ng, para a amostra de macho da raca Nelore. Além disso, esta presente em todas as racas
avaliadas, podendo ser indicado na composicdo de iscas atrativas para o controle da mosca-
dos-chifres em bovinos. O 1-octen-3-ol ja foi usado em iscas atrativas para tabanideos
(Diptera: Tabanidae), conhecido popularmente no Brasil como “mutuca”, tendo como
hospedeiros os animais domésticos e o homem. Esse composto também € usado em iscas
atrativas para Culex quinquefasciatus (Diptera: Culicidae) (MBOERA et al, 2000; KRCMAR
etal., 2010).

Os bioensaios com olfatometria realizados no presente estudo indicaram que 0s
volateis liberados pelas racas bovinas Girolando (Bos taurus x Bos indicus), Holandesa e
Pardo Suica, ambas Bos taurus, influenciaram no comportamento da mosca-dos-chifres de
busca de seu hospedeiro, independentemente do sexo do animal. Esses resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos por Doube (1984) o qual constatou que moscas do bufalo (H.

irritans exigua) apresentam preferéncia por animais mesticos (Brahman x raga britanica), em
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relagdo aos animais puros da raca Brahman (Bos indicus). Esses resultados evidenciaram,
também, o efeito entre racas na preferéncia do inseto pelo seu hospedeiro. A preferéncia da H.
irritans por animais bovinos europeus e animais oriundos de cruzamento entre ragas, revelada
na figura 29, estdo de acordo com Krijgsmans & Windred (1933). Esses autores evidenciaram
a maior preferéncia da mosca-do-bufalo (Haematobia irritans exigua) por animais da raga
Holandesa, seguida do zebu e bdfalo.

Os resultados mostram que a mosca H. irritans € atraida pelos odores provenientes dos
animais bovinos e que existe diferenca significativa entre as racas. Racas bovinas
provenientes da espécie Bos indicus sdo menos suscetiveis. Porém, o efeito de sexo do animal
ndo se demonstrou evidente. Apesar da diversidade de compostos organicos volateis
existentes neste trabalho, pode-se indicar alguns compostos como provaveis atraentes deste
ectoparasita, entre eles, o 1-octen-3-ol, o qual é bastante estudado, sendo considerado como

um potencial atrativo de uma variedade de dipteros hematéfagos.

5.6  Analise de CG/EAG (realizado na Inglaterra) do extrato da raca Girolando

fémea frente a S. calcitrans

Os compostos com 0s quais a mosca-do-estabulo apresentou estimulo, quando
confrontada com a mistura de COVs do bovino Girolando fémea, foram os seguintes:
mirceno, limoneno, acetato de butil e 2-heptanona (Figura 30, pag. 72).

O limoneno é de rapida evaporacdo e é conhecido como um veneno de contato
(neurotdxico), atuando no aumento das atividades dos nervos sensoriais, causando
hiperexcitabilidade nos nervos motores e consequentemente leva a convulsdo e a paralisia.
Apresenta eficacia em ectoparasitas de animais domésticos (MENEZES, 2005). O mirceno foi
encontrado em trés espécies de eucalipto, quando estas foram analisadas em cromatografia
gasosa e apresenta atividade acaricida contra o carrapato bovino (CHAGAS et al., 2002). O
acetato de butila apresentou 100% de mortalidade contra cinco pragas de graos armazenados,
quando aplicada na dosagem de 100 mg/L™ (RAJENDRAN & MURALIDHARAN, 2005). A
utilizacdo de 2-heptanona em bioensaios comportamentais com abelhas (Apis mellifera, L.)
mostrou repeléncia. Na presenca dessa substancia as abelhas paravam de coletar o xarope
existente em placas de Petri (MALERBO-SOUZA & NOGUEIRA-COUTO, 1998). Estes

compostos estdo presentes na COVs como mostrado na figura 30.
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Figura 30 — Compostos volateis que indicam atividade da S. calcitrans
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Fonte: BIRKETT, 2011.

Bioensaios comportamentais com moscas-dos-chifres frente aos compostos no
CG/EAG

Assim que a mosca foi liberada no braco maior do olfatdmetro apresentava diversos

comportamentos como: andar ou voar em direcdo as fontes emissoras de odores, com uma

provavel deteccdo do odor ela passava a balangar as antenas e as asas, assim como realizar

uma espécie de autolimpeza, onde passava 0s membros dianteiros na boca. Ao chegar a fonte

de odor (padrdo sintético), ela passava a caminhar sobre o papel de filtro, como estivesse em

busca de algo. Dentre todos os bioensaios realizados, no total de 400, apenas duas moscas

ficaram imoveis no momento em que foram liberadas. Uma provavel explicacdo para tal

comportamento pode estar ligada ao limite de estresse das mesmas ou sua alimentagéo

insuficiente para enfrentar as mudancgas de seus habitos, no momento da captura.

A escolha pelo estimulo olfativo, compostos sintéticos, mostra ter uma grande

variedade de respostas figura 31 (pag. 73).
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Figura 31 — Bioensaios comportamentais da H. irritans frente a padrdes sintéticos
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Asteriscos indicam que as amostras foram significativamente diferentes (* p < 0,05 e ** p < 0,01)
Fonte: Autor da tese, 2012.

As avaliagdes realizadas com olfatbmetro em Y para observar o comportamento das
moscas-dos-chifres frente aos compostos padrdes, mostraram que apenas 0 composto acetato
de butila nas concentragdes de 107 mg/mL e 10 mg/mL foram significantes a 0,05% e que
na concentracdo de 10 mg/mL houve significancia a 0,01% e que as demais concentracdes
deste composto e todas do outros compostos sintéticos testados ndo produziram efeitos
estatisticamente significativos, ou seja, a amostra apresentou pouca ou nenhuma atracéo tanto
para o padrdo quanto para o controle.

Segundo Sant’Ana & Stein (2001), os bioensaios comportamentais podem sofrer
interferéncia dos fatores exogenos e endogenos, como mudanca de temperatura, horario de
avaliacdo, idade do inseto, alimentacdo, sexo, dentre outras mais, que, possam afetar o
comportamento do inseto. De acordo com Giron-Pérez et al. (2009) a atracdo dos insetos pela
fonte estimulante pode estar condicionada ao tipo de substrato fornecido ou pelos fatores

ambientais no horario no qual foi avaliada sua resposta olfativa.
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Em alguns casos percebeu-se que os bioensaios realizados com os insetos machos
demoravam mais que com as fémeas. Eles pareciam mais indecisos na escolha e, quando
optavam pela fonte de odor do composto padrdo, em sua maior parte, andavam lentamente
como se ainda estivessem indecisos, porém as fémeas quando provavelmente percebiam o
odor iam rapidamente a fonte.

As respostas obtidas nos bioensaios comportamentais para 0S compostos mirceno,
limoneno e 2-heptanona podem ser consideradas como respostas negativas, ou compostos que
provocam repulsdo, aquelas que descrevem a reducdo das respostas locomotoras aos
estimulos emitidos pela fonte. Ja o acetato de butila, em algumas concentra¢@es, pode ser
considerado como composto de atragdo ou respostas positivas, que sdo aquelas que aumentam
as respostas quando o organismo receptor vai ao encontro da fonte emissora (EIRAS &
MAFRA NETO, 2001).

O acetato de butila também mostrou resposta comportamental atrativo em abelhas Apis
meliffera sendo este composto colocado em um chumaco de algodéo, e o chumaco de algodao
era pendurado em frente a colmeia, induzia que elas saissem de sua colénia (WAGER &
BREED, 2000). Cha et al. (2011) revelam que esse composto tanto funciona como um
antagonista sobre o comportamento de véo da mosca do Espinheiro Rei (Crataegus viridis)
como também influencia no comportamento agonista no voo da mosca do Mirtilo (Crataegus

brachyacantha).

5.8  Diferencas dos COVs entre os grupos genéticos estudados

As andlises de CG/EM foram realizadas sobre os volateis dos animais das cinco racgas
de bovinos. Estas analises revelaram que, no geral, 105 diferentes compostos quimicos
volateis foram detectados. Verificou-se que houve diferenca nos COVs entre as ragas e Sexos
estudados (Tabelas 4 e 5, pag. 75). O numero de compostos revelados nos animais machos
variou de 18 (na raga Nelore) a 49 (na raca Girolanda) e nas fémeas de 14 (Pardo-Suica) a 63
(Girolanda). Verifica-se a variagdo existente entre as ragas e entre sexos em relacdo ao

percentual de COVs em relagéo a sua origem.
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Tabela 4 — Variagdo no nimero de compostos organicos volateis liberados por fémeas de cinco
racas de bovinos e percentuais em relacdo a sua origem

Racas COVs DAGs' COVs Aromaticos COVs Terpenos Total
(%) (%) (%)

Girolanda 30 (47,62) 16 (25,40) 17 (26,98) 63

Holandesa 10 (62,50) 2 (12,50) 4 (25,00) 16

Pardo-Suica 10 (71,43) 1(7,14) 3(21,43) 14

Gir 10 (50,00) 5 (25,00) 5 (25,00) 20

Nelore 10 (55,55) 5(27,78) 3(16,67) 18

'DAG: Derivados de 4cidos graxos
Fonte: Autor da tese, 2012.

Tabela 5 — Varia¢do no numero de compostos organicos volateis liberados por machos de cinco
racas de bovinos e percentuais em relacéo a sua origem

Racas COVs DAGs' COVs Aromaéticos COVs Terpenos Total
(%) (%) (%)

Girolanda 25 (51,00) 15 (30,61) 9 (18,37) 49

Holandesa 19 (55,88) 6 (17,65) 8 (23,53) 34

Pardo-Suica 15 (60,00) 7 (28,00) 3(12,00) 25

Gir 11 (52,38) 6 (28,57) 4 (19,05) 21

Nelore 11 (61,11) 3(16,67) 4 (22,22) 18

'DAG: Derivados de acidos graxos
Fonte: Autor da tese, 2012.

A identificacdo de grupos realizada pelo método de agrupamento proposto por Tocher
possibilitou a divisdo das cinco racas em 2 grupos (Tabela 6 e Figura 32, padg 76) para 0s
animais machos. O grupo | foi formado por quatro racas (Girolanda, Holandés, Pardo-Suica e
Gir) e o outro grupo formado apenas por uma raca, a Nelore. E esperado que as ragas
apresentem alta similaridade dentro de cada grupo e alta dissimilaridade entre racas de grupos
diferentes. Ja em relacdo aos animais fémeas, o agrupamento proposto por Tocher possibilitou
a divisdo das cinco ragas em dois grupos distintos (Tabela 7, pag. 76 e Figura 33, pag. 77). O
primeiro grupo foi formado pelas ragas Girolando, Pardo-Suica, Nelore, Holandés e o outro
grupo formado apenas pela Gir. Constata-se que houve diferenca na formagdo dos grupos

entre machos e fémeas.
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Tabela 6 — Agrupamento estabelecido pelo método de Tocher entre cinco racas de bovinos

avaliados para 18 compostos organicos volateis emitidos por individuos machos

Grupo

Racas

Girolando, Holandés, Pardo-Suica, Gir

Nelore

Fonte: Autor da tese, 2012.

Tabela 7 — Agrupamento estabelecido pelo método de Tocher entre cinco racas de bovinos

avaliados para 15 compostos orgénicos volateis emitidos por individuos fémeas

Grupo Racas

I Girolando, Holandés, Pardo-Suica, Nelore
I Gir

Fonte: Autor da tese, 2012.

Figura 32 — Dendrograma representativo da similaridade entre ragas de bovinos considerando
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Figura 33 — Dendrograma representativo da similaridade entre ragas de bovinos considerando
os volateis liberados por fémeas
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Nas Tabelas 8 e 9 encontra-se a contribuicdo das variaveis, picos dos COVS, em
relacdo a discriminagdo entre os grupos estabelecidos. Verificou-se que, para 0S animais
machos, cinco compostos contribuiram para discriminar um grupo do outro: picos 3, 5, 8, 9 e
0 16. O pico que mais contribuiu foi o pico 3 com 40 % (Tabela 8). Para as fémeas, apenas
trés compostos foram suficientes para discriminar as racas. Os Picos 1 e 8, com 50 e 40 %,

respectivamente, foram os responsaveis pela diferenciacdo dos grupos (Tabela 9).

Tabela 8 — Contribuigdo (%) das variaveis para diferenciacio das ragas (machos)

Variével (Pico) COV do pico Contribuicdo (%)
Pico 3 Canfeno 40
Pico 5 2-Heptenal 10
Pico 8 3-Octanona 20
Pico 9 Octanal 20
Pico 16 Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico 10

Fonte: Autor da tese, 2012.

Tabela 9 — Contribuicdo (%) das variaveis para diferenciacao das racas (fémeas)

Variavel (Pico) COV do pico Contribuicéo (%)
Pico 1 Canfeno 50
Pico 6 3-Octanona 10
Pico 8 2,2,8-Trimetildecano 40

Fonte: Autor da tese, 2012.
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Os resultados obtidos mostram que os COVs emitidos pelas diferentes ragas bovinas
podem ser usados para aumentar a eficicia de agentes de controle bioldgico, abrindo novas
estratégias ecoldgicas para combater parasitos dos animais. Estudos envolvendo diferentes
racas e a descendéncia dos cruzamentos obtidos entre as mesmas contribuirdo para maior
entendimento do efeito de raga na emissdo de COVs e a susceptibilidade/resisténcia dos
bovinos aos parasitas.

Com relacgdo as diferencas de resisténcias dos bovinos aos ectoparasitas ALENCAR et
al., (2005) revelam que além de apresentar mecanismos de defesa desses hospedeiros, como
lambedura, rocadura ou ato de se cocar, tentando livrar-se das larvas, no caso do carrapato,
ainda serem pouco conhecidos, existe o efeito de individuos dentro e entre ragas diferentes.

Possivelmente, possam apresentar resisténcia aos parasitas por meio da emissao de
compostos existentes em sua alimentacao, respiracdo ou suor. Sendo assim, esses compostos
ou a mistura desses com outros podem repelir as moscas, de acordo com sua concentragéo.
Esses fatores, intrinsecos a cada animal, em conjunto com outros vao determinar o efeito
genético de cada individuo, e de cada grupo racial. De forma que, partes dessas peculiaridades
de cada individuo poderdo ser transmitidas de geracdo em geracdo. Seja nos acasalamentos
entre os individuos de uma mesma racga ou entre racas diferentes.

O grupo genético Girolando, demonstrou ser susceptivel a mosca-dos-chifres no
presente estudo. Provavelmente, pela maior contribuicdo, na sua formacdo, da raca
Holandesa, que também é considerada susceptivel ao ataque dessa mosca.

A figura 32 mostra que, para 0s machos, a divergéncia genética entre as racas indicou
que Girolanda, Holandés, Pardo-Suica e Gir sdo mais préximas entre si, enquanto que a
Nelore formou um grupo isolado das demais. J& para as fémeas as racas Girolando, Pardo
suico, Nelore, Holandés foram mais similares, do que a raca Gir a qual formou um
agrupamento separado das demais (Figura 33). A raca Nelore mostrou-se mais distante
geneticamente em relacdo ao grupo I, porém ela esta mais préxima a raca Gir, que pode estar
relacionado a algumas caracteristicas pertencentes a subespécie da qual elas fazem parte que

€ Bos taurus indicus e as demais ragas pertencem a subespécie Bos taurus taurus.
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6 CONCLUSOES

O armazenamento dos ovos em laboratorio dentro da camara de refrigeracdo propiciou
uma maior quantidade de moscas emergidas. Porém para uma criacdo artificial de moscas-
dos-chifres em laboratério, serd necessario a implantacdo de um sistema alimentar visando
modelos dessa ectoparasita.

A metodologia aplicada a coleta de compostos volateis em animais mostrou-se
eficiente, ja que todos os perfis cromatograficos realizados com animais fémeas da raca
Pardo-Suica mostraram pouca ou quase nenhuma diferenca em relagdo a composi¢do quimica
das amostras analisadas.

O acetato de butila foi o Unico composto sintético capaz de exercer uma maior atracao
para a H. irritans.

IdentificagBes de compostos organicos volateis oriundos de animais através de técnicas
cromatograficas e bioensaios comportamentais usando esses compostos sdo fundamentais
para descobertas de novos meios de controle de ectoparasitas, como a mosca-dos-chifres.

Os compostos organicos volateis emitidos pelas racas europeias exerceram efeito
atrativo sobre a mosca-dos-chifres nos bioensaios comportamentais. Enquanto que os COVs
das racas zebuinas ndo apresentaram atracao.

As racas europeias como sdo geneticamente mais proximas mostram um maior grau de

similaridades dos compostos organicos volateis do que as ragas zebuinas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo da utilizacdo de semioquimicos no controle de insetos que infestam animais
ainda € um assunto muito novo no Brasil. Para tanto é preciso realizar varias pesquisas que
envolva o comportamento do inseto, a importancia do inseto para o animal, elementos com
poder de atrair 0 inseto ao seu hospedeiro, a reacdo do hospedeiro diante da alta infestacéo, as
fases de desenvolvimento do inseto, momento para o ataque e outros. Enfim sdo muitos os
aspectos a serem observados que podem contribuir com esse estudo.

Diante disso, a continuacdo destes estudos se faz necessaria para que se possa
desenvolver um método alternativo para o controle de mosca-dos-chifres. Sendo necessario
ainda:

» Realizar bioensaios eletrofisioldégicos com a H. irritans;
» Levar os resultados a campo através de armadilhas;

» Desenvolver um produto eficaz no controle destas moscas.
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APENDICE A — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raga Girolando (fémea)
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APENDICE B — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Girolando (macho)
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APENDICE C — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Holandesa (fémea)
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APENDICE F — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Pardo-suica (macho)
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APENDICE E — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Pardo-suica (fémea)

40—
30—
20—

10—

Pl

~37

)
[=1

19
24

Pl

20
25
31

42

15

92



93

APENDICE G — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Gir (fémea)
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APENDICE | — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Nelore (fémea)
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APENDICE J — Cromatograma dos compostos organicos volateis da raca Nelore (macho)
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