renorbio

rede nordeste de biotecnologia

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

RAISA RODRIGUES SANTOS RIOS

Extracéo e identificacdo de compostos volateis de ovinos e provavel
acao no controle de Culicoides Latreille, 1809 (Diptera:
Ceratopogonidae), vetores do virus da Lingua Azul

MACEIO — AL
2020



RAISA RODRIGUES SANTOS RIOS

Extracéo e identificacdo de compostos volateis de ovinos e provavel
acao no controle de Culicoides Latreille, 1809 (Diptera:
Ceratopogonidae), vetores do virus da Lingua Azul

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo da Rede Nordeste de Biotecnologia
— RENORBIO, como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia. Area de Concentracdo:
Biotecnologia em Agropecuéria

Orientadora: Prof. Dr? Angelina Bossi
Fraga

Coorientador: Prof. Dr® Antonio Euzébio
Goulart Santana

MACEIO — AL
2020



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecaria: Taciana Sousa dos Santos - CRB-4 - 2062

R586e

Rios, Raisa Rodrigues Santos.

Extracdo e identificacdo de compostos volateis de ovinos e provével agdo no
controle de Culicoides Latreille, 1809 (Diptera: Ceratopogonidae), vetores do virus dg
Lingua Azul / Raisa Rodrigues Santos Rios. — 2020.

93 f. :il. ; figs. ; tabs. color.

Orientadora: Angelina Bossi Fraga.

Coorientador: Antdnio Euzébio Goulart Santana.

Tese (Doutorado na Rede Nordeste de Biotecnologia) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Quimica e Biotecnologia. RENORBIO. Maceid, 2020.

Bibliografia: f. 77-81.

Apéndices: f. 83-93.

1.Semioquimicos.2. Compostos organicos voldteis. 3. Pragas — Controle. 4.
Ovinos — Doengas. 5. Culicoides insignis. 6. Lingua azul. L. Titulo.

CDU: 54: 636.3




RAISA RODRIGUES SANTOS RIOS

Extracio e identificacio de compostos voliteis de ovinos e provivel
acdo no controle de Culicoides Latreille, 1809 (Diptera:
Ceratopogonidae), vetores do virus da Lingua Azul

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Biotecnologia da Rede Nordeste
de Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal
Alagoas, Universidade Federal de Alagoas,
como requisito parcial para a obtengdo do
Titulo de Doutora em Biotecnologia, Area de
Concentrag@o: Biotecnologia em Agropecuaria.

Aprovada em: 30/04/2020.
BANCA EXAMINADORA
il "
2 i .
A‘HM /?)yw [ A& go,

/Profa. Dra/Angelina Bossi Ffaga
Orientadora - Universidade Federal de Alagoas - UFAL

Prof. Dr. Antonio Euzébio Goulart Santana
Coorientador - Universidade Federal de Alagoas - UFAL

e D > A

Prof. Dr. Charles dos Santos Estevam
Universidade Federal de Sergipe - UFS

‘_—m"—v‘- C i JJJQL— &Q?ug

Profa. Dra. Fabiane Caxico de Abreu Galdino
Universidade Federal de Alagoas — UFAL

Al Y ol
Prof. Dr. Henrique Fonseca Goulart
Universidade Federal de Alagoas — UFAL

"

Profa. Dra. Ruth Rufino do Nascimento
Universidade Federal de Alagoas — UFAL



Dedicatoria

A vocé Mde, razdo da minha vida!

A vocé V6 (in memorian), minha lug/!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por eu ter conseguido chegar até aqui, por ter me dado forca para superar todos

os obstaculos, e por ndo me deixar desistir nos momentos mais dificeis.
A minha familia, por todo amor!

A minha m&e, meu porto seguro! Sempre acreditou e me deu forca para seguir. Essa

conquista é nossa!!

A minha querida orientadora, Prof2. Dr2 Angelina Bossi Fraga, por muito ter ensinado,
pessoal e profissionalmente, por ter me acolhido como filha, e ter acreditado em mim.
Minha gratidéo!

Ao meu coorientador, Prof. Dr° Anténio Euzébio Goulart Santana, pelos seus

ensinamentos! Muito obrigada pela acolhida em seu grupo de pesquisa no laboratério.

Aos meus amigos do grupo de Melhoramento Animal, pelos dias de convivéncia leve e

harmoniosa, e nossas saidas ecléticas.

Aos meus amigos do Laboratério de Pesquisas em Recursos Naturais, por todos os dias
de aprendizado no laboratorio e por nossas saidas. Deixo aqui, 0 meu carinho e

admiracao.

Aos amigos queridos, Cenira e Aldy, pelas conversas, ensinamentos, pela acolhida em

suas familias. Sempre pude contar com vocés!

As minhas amigas queridas do grupo “Everybody” e Manu, pelos momentos de

descontracdo, lazer, bons vinhos e boas conversas.
Ao casal querido, Paulo e Alinny, por estarem comigo desde o inicio do meu doutorado.

Aos amigos de Fortaleza, que mesmo distante, sempre foram presentes com as mensagens

de carinho.

As minhas “Novinhas”, por tentarem me ensinar a cozinhar e ser uma dona de casa,

durante esses anos. Acho que eu consegui!

Ao Instituto Federal de Alagoas (IFAL/Satuba) pela concessdo dos animais, objetos de
estudo dessa pesquisa, em especial a Proft Msc. Carla Cordeiro. Deixo também meu

agradecimento aos funciondrios, sempre solicitos comigo.



A Fazenda Pratagy, na pessoa de Thiago, por ter aberto as portas para eu conduzir parte

dos experimentos usando os animais.

Ao Dr° Simon Carpenter, Pirbrigth Institute, Londres - Reino Unido, pelas valiosas

contribuicdes.

A Dr* Maria Luiza Felippe-Bauer e, em especial a Dr? Maria Clara Alves Santarém,
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ), pela identificacdo dos insetos utilizados na

pesquisa, e pelos ensinamentos para a sua coleta.
A Dr? Ruth Rufino do Nascimento por todo o aprendizado e disponibilidade sempre!
Ao Dr° Henrique Fonseca Goulart pelas contribui¢Ges nas interpretacdes das andlises.

A Universidade Federal de Alagoas (UFAL), ao Centro de Ciéncias Agrarias (CECA), e
ao Laboratdrio de Pesquisa em Recursos Naturais (LpRN/ UFAL). Obrigada!

Ao Laboratorio de microscopia do Instituto Federal de Alagoas (IFAL), em especial ao
Dr. Johnnatan Freitas e Jeniffer Freitas.

A Fundacdo de Amparo & pesquisa do Estado de Alagoas - FAPEAL e a Coordenacéo
de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior - Capes, pela concessdo das bolsas de

po6s-graduacao.



RESUMO

A ecologia quimica estuda as substancias quimicas liberadas pelos seres vivos, e suas
interacbes com o0 meio ambiente. Dentre essas substancias, 0os semioquimicos fazem a
mediacdo das interacBes entre os organismos, auxiliando em vérios processos de
comunicacdo entre os seres por meio dos compostos organicos volateis (COVs). O
conhecimento desses processos podem ser ferramentas promissoras no controle de pragas
e patdgenos que acometem as plantas, animais e seres humanos. Diante disso, essa
pesquisa teve o objetivo de capturar e identificar insetos Culicoides, bem como fazer a
coleta e identificar os compostos volateis emitidos por ovinos infestados por Culicoides,
visando dar subsidios para o controle indireto da doenca da Lingua Azul (LA). Além de
relatar a apari¢do de Culicoides insignis no Estado de Alagoas, descrever os habitos dos
insetos e, a criacdo de uma armadilha luminosa para sua captura. Os Culicoides sdo
mindsculos insetos hemat6fagos que transmitem, além da doenca da LA, varias doengas
de destaque preocupacdo para a saude publica no &mbito internacional. A doenca LA é
uma enfermidade infecciosa, causada por um arbovirus, transmitido pelos Culicoides
(maruins) e acomete ruminantes domésticos e selvagens, sendo amplamente disseminada
no mundo. Em geral, os locais de foco da doenga da LA estdo associados a presenga dos
Culicoides. Os COV’s foram coletados em 12 ovinos (machos e fémeas), pelo método da
aeracdo e, analisados por cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama (GC-
FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Apds a
caracterizacdo dos COV’s foram realizados os bioensaios comportamentais para testar o
potencial das substancias frente aos insetos. Dentre os compostos coletados, apos as
analises, foram caracterizados quanto ao indice de retencdo de Kovats e analise de
espectro, 22 COV’s nos ovinos machos e, 20 COV’s nos ovinos fémeas. Foram
identificados 17 compostos em comum para 0s dois sexos. As analises cromatograficas
mostraram que 0s COV’s provenientes dos ovinos machos apresentaram as maiores
intensidades de compostos. Os resultados dos ensaios bioldgicos mostraram que 0s
compostos caracterizados ndo apresentaram poder de atracdo ou repulsdo dos insetos
Culicoides.

Palavras chaves: analise cromatogréafica, ecologia quimica, indice de Kdvats, insetos
hematdfagos



ABSTRACT

Chemical ecology studies chemical substances released by living beings, and their
interactions with the environment. Among these substances, semiochemicals mediate
interactions between organisms assisting in various communication processes between
beings, with volatile organic compounds (VOCSs) being part of these chemical substances.
The knowledge of these processes can be promising tools in the control of pests and
pathogens that affect plants, animals and humans. Therefore, this research aimed to
collect and identify volatile compounds emitted by sheep infested by Culicoides, aiming
to provide subsidies for the indirect control of Bluetongue (BT) disease. In addition to
reporting the appearance of Culicoides insignis in the State of Alagoas, describing the
habits of insects and creating a light trap for their capture. Culicoides are tiny
hematophagous insects that transmit, in addition to BT disease, several diseases of
particular concern for public health at the international level. BT disease is an infectious
disease, caused by an arbovirus, transmitted by Culicoides and affects domestic and wild
ruminants, being widely disseminated in the world. In general, the LA disease focus sites
are associated with the presence of Culicoides. VOCs were collected from 12 sheep (male
and female) using the aeration method and analyzed by gas chromatography with a flame
ionization detector (GC-DIC) and gas chromatography coupled with mass spectrometry
(GC-MS). After characterization of VOCs, behavioral bioassays were performed to test
the potential of substances against insects. Among the collected compounds, after
analysis, they were characterized in terms of Kovats retention index and spectrum
analysis, 22 VOCs in male sheep and 20 VOCs in female sheep. 17 common compounds
were identified for both sexes. Chromatographic analyzes showed that VOCs from male
sheep had the highest compound intensities. The results of the biological tests showed
that the compounds characterized did not show the power of attraction or repulsion of
Culicoides insects with the concentrations used and experimental design used.

Keywords: chromatographic analysis, chemical ecology, Kdvats index, biting midge
insects
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1 INTRODUCAO

As substancias liberadas pelos seres vivos que fazem a mediacdo das interacdes
entre organismos, organismos e meio ambiente, séo denominadas semioquimicos. Alguns
dipteros hematdfagos, de acordo com Schofield e Brady (1997), se beneficiam desses
semioquimicos, os quais sdo 0s sinais quimicos liberados pelos seus hospedeiros
vertebrados. Varios estudos elucidaram o importante papel desses semioquimicos na
identificacdo de hospedeiro especificos e parasitas (GOULART et al., 2015; JELVEZ
SERRA et al., 2017; SOARES et al., 2019; GOULART et al., 2019).

Os insetos do género Culicoides Latreille, 1809 estdo espalhados em todo mundo,
com excecdo da Antartida e Nova Zelandia (MELLOR et al., 2000). Eles sdo vetores de
patdgenos que causam doencas e seu comportamento de formacdo de aglomerados de
insetos € irritante para os homens e animais. Sao responsaveis pela transmisséo das
doencas de importancia veterindria: doenca da Lingua Azul (DU TOIT, 1944);
Schmallenberg (HOFFMANN et al., 2012) African Horse Sickness (HENNING, 1956) e
das doencas de importancia humana: Oropouche (NUNES et al., 2005) e infeccdo por
Elizabethkingia (MEE et al., 2017). Essas doencas tém importante impacto econdémico,
causando prejuizos para a economia, satde e desenvolvimento social.

A doenca da Lingua Azul (LA) também conhecida como Bluetongue, ¢ uma doenga
viral, ndo contagiosa, sendo transmitida a maioria dos ruminantes, dentre os quais, alguns
animais selvagens. E causada por um virus do género Orbivirus, pertencente a familia
Reoviridae (MELLOR e WITTMANN, 2002), transmitida por Culicoides. Possui ampla
distribuicédo geografica, devido a boa adaptabilidade de seus vetores as diversas condi¢des
climéticas. De acordo com Acevedo et al. (2016), os surtos de doencas, cujos agentes
etioldgicos sdo transmitidos pelos Culicoides, em geral, ocorrem em regides favoraveis
para o desenvolvimento desses insetos, evidenciando, portanto, a importancia do controle
de Culicoides no combate a LA.

O controle de pragas tem sido realizado abordando técnicas mecanicas, quimicas,
genéticas e bioldgicas, (BRAVERMAN e CHIZOV-GINZBURG, 1997; GOFFREDO e
MEISWINKEL, 2004; PAGE et al., 2009; LEWIS et al., 2014; MEE et al., 2015; MILLS
et al., 2015). Em geral, o controle quimico é adotado com o uso de inseticidas em
ambientes de maior prevaléncia de insetos. Entretanto, 0 emprego de inseticidas tem

impacto negativo na saude humana e animal, elevado custo, além dos prejuizos causados
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ao meio ambiente. Por outro lado, a ecologia quimica pode ser promissora no combate de
pragas. Essa abordagem, de acordo com Goulart et al., (2015) tem evoluido em varias
areas do mundo como na Europa, América do Norte e Asia. A ecologia quimica inclui as
areas de neuroetologia de insetos, ecologia comportamental, bioguimica de insetos e
plantas, quimica e sintese de produtos naturais e tecnologias para a exploracdo dos
semioquimicos na agropecuaria.

Esses semioquimicos sdo encontrados na pele dos vertebrados, bem como nas
secrecOes glandulares, excrementos (fezes e urina) e respiracdo. A coleta e identificagdo
dessas substancias sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de alternativas de
controle quimico. A aeracdo tem sido uma metodologia bastante empregada para a coleta
de semioguimicos visando sua utilizacdo no controle dos parasitas (PICKETT e BUGG,
1998; MORAES et al., 2003; LOGAN e BIRKETT, 2007; VIANA et al., 2018).

Essa pesquisa objetivou a coleta e identificacdo de semioquimicos em ovinos
infestados por Culicoides, visando subsidiar diretrizes para o controle indireto da doenca
da LA. Além de relatar a ocorréncia de Culicoides insignis no Estado de Alagoas,

descrever os habitos dos insetos e, a cria¢cdo de uma armadilha luminosa para sua captura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ecologia quimica

E o estudo das substancias quimicas liberadas pelos seres vivos e suas interages
com 0 ambiente onde estdo inseridos. Os seres vivos liberam substancias quimicas, entre
as quais, algumas sdo compostos organicos volateis (COVs). Esses compostos fazem a
mediacdo das interacGes entre os organismos, sendo classificados como semioquimicos
(NORDLUND e LEWIS, 1976). Os semioquimicos podem ser classificados em:
feroménios - quando a comunica¢do ocorre entre individuos da mesma espécie e
aleloguimicos - quando a comunicacdo ocorre entre espécies diferentes. Os feroménios
auxiliam no processo de localizacdo dos parceiros sexuais, busca de alimentos, alerta da
presenca de inimigos, marcacdo de territorio e delineamento de trilhas (DICKE e
SABELIS, 1988; FERREIRA et al., 2001).

Os aleloguimicos compreendem os aloménios, cairoménios e 0s sinomdnios. Os
alomonios sdo sinais emitidos por uma espécie em seu proprio beneficio. Os cairomonios
séo sinais emitidos por um individuo que irdo beneficiar apenas o receptor, por outro lado,
0s sinomonios sdo sinais que irdo beneficiar tanto o emissor, quanto o receptor
(KARLSON e LUSCHER, 1959; SBARBATI e OSCULATI, 2006). Dentre os
aleloguimicos, os cairomonios sdo liberados pelos hospedeiros e detectados pelos
individuos receptores através de suas antenas e palpos, e provocam reacdes de
comportamento nos organismos receptores.

Alguns dipteros hematdfagos, como os Culicoides, 0 mosquito da dengue, 0s
flebotomineos, a mosca do estabulo, 0 mosquito da malaria, a mosca dos chifres dentre
outros, se beneficiam com os compostos organicos volateis (COV’s), que sdo os sinais
quimicos liberados pelos seus hospedeiros vertebrados (SCHOFIELD e BRADY, 1997;
ANDRADE, 2006; LOGAN e BIRKETT, 2007). O odor do hospedeiro possui um papel

importante para os parasitas, facilitando assim a sua localizacéo.

2.1.1 Compostos organicos volateis (COV’s)

Varios estudos elucidaram o papel dos COV’s no controle de pragas (PICKETT e
BUGG, 1998; TORR et al., 2006; LOGAN e BIRKETT, 2007). Esses autores
corroboraram que o conhecimento das interacOes entre hospedeiro e praga é indispensavel
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para a aplicacdo de técnicas efetivas para o controle. A exemplo, Gikonyo et al. (2002) e
Gikonyo et al. (2003) mostraram que a mosca Tse-Tsé (Glossina spp.) é capaz de
reconhecer a diferenca entre os COV’s liberados pelos bubalinos, bovinos e antilopes.
Logan e Birkett (2007) relataram que 0s insetos hematdéfagos utilizam esses sinais em

busca dos seus hospedeiros, sendo na maior parte dos casos, como fonte de alimento.

2.1.2 Coleta, Extragdo e Identificagdo dos COV’s

Os COV’s sdo coletados nos seres vivos por meio da aeracdo, 0S quais S@o
transportados por um fluxo de ar constante e adsorvidos por polimeros especiais. O
sistema de aeracdo, geralmente, é de vidro e os compostos obtidos durante esse processo
sdo adsorvidos em carvao ativado e em polimeros porosos, como Porapack, Tenax ou
super Q, entre outros. Para a dessor¢do do material colhido sdo utilizados solventes como:
diclorometano, hexano e éter com alta pureza, devido a sua volatilidade, o que permite a
conservagao dos compostos durante a evaporagdo (ZARBIN et al., 1999; MORAES et
al., 2003). Apds a etapa de dessorcdo, em alguns casos, € necessario a realizacdo da
concentracdo do extrato. Nesse caso, normalmente, é utilizado um gas inerte como o
nitrogénio e, em sequéncia, faz-se a identificacdo dos compostos existentes nas amostras
bioldgicas recolhidas.

A identificagdo dos COV’s ocorre normalmente pelo uso de técnicas
cromatograficas, por meio da analise das amostras que serdo injetadas nos equipamentos:
Cromatégrafo a Gas acoplado a um detector lonizagdo de chamas (CG/FID);
Cromatografo a Gas acoplado a um detector Espectrdmetro de Massas (CG/EM);
Cromatografo a Gas acoplado a um detector Eletroantendgrafo (CG/EAG). Esses
equipamentos dao as informacdes sobre os compostos, analisando a qualidade do material
injetado, 0 numero de compostos presente na amostra analisada e a partir dos resultados
obtidos, podemos determinar a propor¢édo relativa dos compostos presentes, de acordo
com os fragmentos iGnicos presentes no espectro de massas de cada substancia, podendo
identificar as estruturas dos compostos presentes nas amostras analisadas. Ao final das
analises, obtém-se uma lista de substancias e sua composicao, as quais estdo associados
a um indice de retencdo, Kovats (ZARBIN et al., 1999; BRATTOLI et al., 2011).

2.1.3 Indice de Kdvats (KI)

13



E um nimero que indica a retencdo relativa a de alcanos adjacentes (KOVATS,
1958). O indice pode ser calculado pela seguinte equacao:

log T'R;y — log T'R
KI =100+ n+ 100 + |—3_ "0 =09 7 By

lOg T,R(n+1) — lOg TIR(n)

onde “n” é 0 nimero de carbonos do padrdo adjacente de menor tempo de retengédo
TR e 0 adjacente de maior tempo de retencdo relacionado ao TR; do analito ; TR; é o
tempo de retencdo do analito; TR, tempo de retencdo de carbonos do padrdo adjacente
menos retido; TR n+1, tempo de retencdo de carbonos do padréo adjacente mais retido.
Esses indices podem ser comparados com os valores disponiveis nas bibliotecas dos
bancos de dados Pherobase (ASHRAF, 2009) e Nist (National Institute of Standards and
Technology U.S., 1990).

2.1.4  Anélise por Cromatografia Gasosa CG

A cromatografia gasosa surgiu em meados dos anos 50 e desde entdo vem
sofrendo grandes modificagdes, melhorando assim seus resultados e sua preciséo,
consistindo em um método fisico de separacdo dos componentes de uma mistura através
de uma fase gasosa movel sobre um solvente estacionario. A cromatografia gasosa, em
seu inicio, foi dividida em duas categorias principais: Cromatografia Gas-Liquido (CGL),
neste caso, um liquido ndo volatil recobre um suporte inerte; e a Cromatografia Gas
Solido (CGS), que emprega um sélido com grande area superficial como fase
estacionaria. Como a grande maioria das aplicacOes atuais é de CGL, essa terminologia
foi abandonada, empregando-se apenas a Cromatografia Gasosa (CG), (NETO e NUNES,
2003), Figura 1. A fase movel na cromatografia gasosa trata-se de um fluxo de gases

inertes. Geralmente os mais usados sdo hélio, argonio, nitrogénio e hidrogénio.

Figura 1- Esquema dos componentes do Cromatografo Gasoso
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Fonte: Del Grande (2008)

De uma forma geral, a cromatografia gasosa é aplicavel para separacdo e analise
de misturas cujos constituintes tenham pontos de ebulicdo de até 300°C e sejam
termicamente estaveis. As amostras sao introduzidas no injetor do cromatdgrafo. As
caracteristicas desejaveis dos injetores podem ser descritas como: injecdo da amostra
dentro da fase moével sem dispersdo; vaporizacdo de todos os solutos instantaneamente
sem decomposicao térmica; evitando a difusdo de componentes da amostra na fase movel,
evitando a contaminacéo e perda da amostra (DEL GRANDE, 2008).

2.1.5 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
CG/EM

O espectrébmetro de massas mede a razdo massa/carga (m/z) de ions que sdo
produzidos pela amostra. A técnica de espectrometria de massas baseia- se na separacao
na fase gasosa de ions provenientes, ou produzidos, a partir dos componentes presentes
em amostras sélidas, liquidas ou gasosas. Tipicamente, as moléculas sdo ionizadas com
um feixe de elétrons ou com ions. Desta forma, um ion pode ser separado de outros de
acordo com a sua relagdo massa/carga (m/z), permitindo que somente 0s ions
selecionados, de uma estreita faixa de massa, atinjam o detector em um determinado
momento (MCLAFFERTY e TURECEK, 1993).

As moléculas da amostra, no caso de um CG, entram no espectrémetro de massas
na forma liquida, sendo vaporizada. A sua entrada deve ser interfaceada entre a pressao
atmosférica do sistema de CG e a baixa pressdo (10-5 a 10-8 atm) do sistema do espectro
de massas. Um sistema complexo de vacuo € necessario para manter a pressdo baixa. As

fontes de ionizagdo para espectrometria de massas moleculares sdo energéticas o
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suficiente para quebrar as ligacdes das moléculas da amostra, mas ndo suficientemente
energéticas para decompor essas moléculas em seus atomos constituintes, assim como
acontece na espectrometria atbmica (SKOOG et al., 2006).

Apdbs a entrada no equipamento (Figura 2), a amostra segue para a fonte de
ionizacdo, onde sofrera o bombardeamento de elétrons, produzindo ions positivos, ions
negativos e espécies neutras. Os ions positivos sdo direcionados para o analisador por
repulsdo eletrostatica, e em seguida separados de acordo com seus valores de m/z. Esses
ions sdo detectados apos a sua colisdo com a superficie de um detector. Essas colisdes
causam a liberacdo de elétrons, fotons ou outros ions. Estes podem ser medidos por
detectores de carga ou radiacdo. As informacdes desse processo serdo analisadas em um
sistema de dados (SKOOG et al., 2006).

Figura 2 - Esquema de um cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometria de massas
mostrando seus componentes constituintes
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Fonte: Skoog et al. (2006)

2.1.6 Bioensaios comportamentais

Os bioensaios comportamentais ttm como objetivo quantificar e qualificar a
resposta motora dos insetos frente a uma fonte de estimulo. Para quantificar é utilizado o
numero de vezes em que o0 inseto correspondeu a emissdao de um determinado odor. Para
qualificar, sdo observadas as atividades comportamentais associadas a percepcao da fonte
de odor. Na maioria das vezes, 0s insetos mostram comportamentos como movimentagdo
das antenas eretas em forma de “V”, elevacdo do pronoto e vibracdo das asas. O
comportamento de busca ir&4 depender da bioatividade do estimulo, ou seja, o tipo de

reacdo do inseto ao se deparar com o estimulo, como exemplo, voo ou caminhada (EIRAS
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e MAFRA NETO, 2001). Em bioensaios laboratoriais com dipteros, a olfatometria é
utilizada para avaliar o comportamento do inseto em busca do estimulo olfativo.

Nos bioensaios comportamentais usando a olfatometria, a arena normalmente é
bifurcada, e o inseto pode escolher entre o extrato biologico extraido de frutos, animais
ou plantas, os COV’s sintéticos e diluentes. Neste ensaio, devem ser considerados a idade
e sexo do inseto, a temperatura, a umidade relativa do ar, o horario da avaliacdo, a
luminosidade, dentre outros fatores, o0s quais podem causar interferéncia no
comportamento do inseto (SANT’ANA e STEIN, 2001). Nos bioensaios podem ser
empregadas duas metodologias: a primeira é realizada com extratos dos compostos
coletados e identificados e, a segunda maneira, € realizada utilizando padrdes sintéticos,
no qual, serdo avaliados o poder de atracdo ou repeléncia dos compostos frente aos
insetos. O poder de atragdo de COV’s frente aos insetos em laboratorio é definido quando
os insetos apresentam interesse pelos COV’s, ou seja, eles vao ao encontro do composto,
por exemplo: em ensaios de olfatometria em Y, 0s insetos que sdo atraidos pelos volateis
de interesse vdo ao encontro do seu odor por um tempo maximo de 10 minutos,
caracterizando assim a atragdo. O mesmo comportamento acontece em campo, vale
ressaltar que as condi¢des de campo, possui mais variaveis, porém a percepcdo do inseto
a concentracGes de atracdo continuam sendo as mesmas. Para a repeléncia, o
comportamento dos insetos é bem contrario ao de atracdo. Geralmente, 0s insetos quando
nao sdo atraidos pelos COV’s ficam estaticos ou buscando a saida das arenas de testes
(olfatometria ou arena bifurcada). Em campo, a repeléncia é de dificil mensuracédo, pois
pode ser confundida com a falta de eficiéncia da concentracdo estudada, sendo necessario

a identificacdo de repeléncia em laborat6rio para maior seguranca.

2.2 Os insetos do género Culicoides

Esses dipteros sdo os mais importantes e 0os menores insetos hemat6fagos dessa
familia. Os Culicoides transmitem doencas através de suas picadas, cujos sintomas sao a
formacdo de edemas, febre, salivacdo excessiva, entre outros (MELLOR et al., 2008).
Além disso, o comportamento de formacéo de nuvens de insetos provoca irritagdo para

0S humanos e 0s animais.

2.2.1 Biologia, Classificagdo taxondmica, ciclo e comportamento dos Culicoides
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Os Culicoides sdo dipteros pertencentes ao filo Arthropoda, classe Insecta, da
familia Ceratopogonidae (Figura 3). S&o insetos de pequeno porte, medindo
aproximadamente 1,5 a 5 mm de comprimento. A cabeca € voltada para baixo e
arredondada posteriormente, com antenas longas e segmentadas. As antenas Sao
importantes para a identificacdo do sexo, sendo que, nas fémeas elas apresentam aspecto
piloso e nos machos plumosos. A regido do térax € levemente arqueada, sem pelos ou
escamas. Em geral, as asas apresentam manchas, as quais auxiliam na determinacéo das
espécies. As asas do macho sdo mais estreitas e finas com manchas menos evidentes. As
fémeas geralmente possuem espermatecas e fazem a postura dos ovos em locais imidos
e ricos em matéria organica, considerados ambientes fundamentais para o

desenvolvimento da fase imatura dos insetos.

Figura 3- Classificagdo taxondmica dos
insetos Culicoides

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Classe Insecta
Ordem Diptera
Familia Ceratopogonidae
Subfamilia Ceratopogoninae
Género Culicoides
Latreille 1809

Apbs o acasalamento, as fémeas necessitam realizar o repasto sanguineo, o qual é
imprescindivel para a maturacdo e desenvolvimento dos ovos (Figura 4). O periodo que
vai desde o acasalamento até o inicio da atividade de postura é chamado de periodo de
pre oviposicdo. A fémea, por sua vez, pde ovos cilindricos ou em forma de banana no
solo umido ou em matéria vegetal em decomposicdo perto de agua. O periodo que vai
desde a postura até a eclosdo das larvas é chamado de periodo de incubacdo dos ovos, que
dura de dois a oito dias, em condicdes favoraveis de temperatura e das condi¢cdes do meio.
A fase imatura (fase aquatica) possui quatro estadios larvais. Essas larvas se movimentam
constantemente nadando de forma sinuosa e se alimentam de material vegetal em
decomposicdo. O desenvolvimento larval tem um periodo de 21 dias em média, nas
regides quentes, (Figura 5) podendo estender até sete meses em regides temperadas. As
pupas sdo encontradas na superficie, ou as margens, da agua e apresentam mobilidade,

no entanto, sdo menos ativas. Esta fase dura aproximadamente de trés a 10 dias e, em
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seguida, ocorre a emergéncia do mosquito adulto que esta apto a reiniciar a atividade

reprodutiva (PURSE et al., 2005).

Figura 4 - Ciclo biologico dos insetos do género Culicoides
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Fonte: Purse et al. (2005)
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Figura 5- Duracéo do ciclo biolégico dos insetos do género
Culicoides
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2.2.2 Doencas transmitidas por Culicoides
2.2.2.1 Lingua Azul

A Lingua Azul (LA) é uma doenca viral e ndo contagiosa, causada por um virus
do género Orbivirus, pertencente a familia Reoviridae, sendo transmitida a todos 0s
ruminantes, incluindo animais domésticos e alguns animais selvagens. Existem 27
sorotipos virais reconhecidos da febre catarral ovina. Os trés tltimos, 25°, 26° e 27°, foram
identificados por HOFMANN et al. (2008) em cabras, MAAN et al. (2011) em cabras e
ovelhas e por ZIENTARA et al. (2014) em cabras, respectivamente. Cada um desses
sorotipos pode ter diferentes taxas de viruléncia e mortalidade.

Os principais sinais clinicos da doenca LA em ovinos sdo: febre, hemorragias e
ulceracdes do tecido oral e nasal, salivacao excessiva, secre¢do nasal e inchaco dos l&bios
e lingua, claudicacdo, fraqueza, depressdo, perda de peso, lingua ‘azul' como resultado
cianose (rara), abortamento, perda parcial ou total de I&. O aparecimento de sinais clinicos
em bovinos dependera da cepa do virus, e outros ruminantes domésticos, como cabras,
geralmente apresentam poucos ou nenhum sinal clinico. O diagndstico da LA requer
sinais clinicos tipicos, prevaléncia de vetores de insetos e, principalmente, em areas onde
a doenca é endémica (OIE, 2020).

Em relacdo as perdas econdmicas decorrentes da LA ovina, 0s custos estimados
consideram as perdas diretas, como 6bito, aborto, perda de peso, reducdo da producéo de
leite e reducdo da eficiéncia da produgdo de carne, além de perdas indiretas, como

restricdes a exportagcdo de animais vivos, sémen e alguns outros produtos (SPERLOVA
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e ZENDULKOVA, 2011). O financiamento da Unido Europeia para o controle e
erradicacdo da LA havia sido de € 92.007.724 em 2002. No periodo de 2005 a 2009, os
23 Estados-Membros da Unido Europeia foram beneficiados, cujos valores variavam
entre eles, dependendo da adogdo da préatica da vacinagdo ou ndo, além do tamanho da
populacdo de ruminantes de cada um deles. Os beneficiarios dos maiores montantes de
financiamento foram: Espanha (€30.546.721), Franca (€27.668.316), Alemanha
(€10.187.305), Itdlia (€5.257.443), Bélgica (€4.435.105) e Portugal (€3.688.087),
(SANCO, 2011). A LA ovina € uma das principais preocupag¢des em satde animal, sendo
estudada para esclarecer sua epidemiologia, patogénese e controlar sua propagacao
(ACEVEDO et al., 2016).

Esta doenca ocorre mais comumente em paises tropicais, subtropicais e
temperados, onde existem condi¢Ges favoraveis a propagacdo do vetor Culicoides
(PURSE et al., 2005). Assim, o papel central dos insetos voadores na epidemiologia da
LA significa que a prevaléncia da doenca depende dos fatores ecoldgicos que favorecem
a sobrevivéncia dos insetos. Surtos de LA, geralmente, ocorrem sazonalmente e em
climas quentes. Esta doenca tem uma ampla distribuicdo geogréafica devido a alta
adaptabilidade de seus vetores as condi¢des climaticas variaveis (SANCO, 2011).

E importante destacar que o comércio de animais vivos e a globalizacdo também
pode ter contribuido com a expansdo do virus LA. Essa doenga também pode ser
considerada exemplo de enfermidade, cuja expansdo também é reflexo do aquecimento
global. O virus LA é transmitido aos animais do género Culicoides, e a hipotese de que o
surgimento da LA na Europa Mediterranea foi uma consequéncia da recente colonizagao
da regido por Culicoides imicola, que tem sido associada as mudancas climaticas
(MARDULYN etal., 2013).

Desde 2000, a Unido Européia ordena medidas para o estabelecimento de zonas
de protecdo e vigilancia, visando o combate a LA ovina. Existem algumas técnicas de
controle de LA disponiveis, como monitoramento soroldgico e viroldgico,
monitoramento entomologico capturando mosquitos atraves de armadilhas especiais e,
vacinacdo especifica para cada sorotipo circulante (SANCO, 2011). Além disso, a
prevencdo de LA na pecudria requer quarentena de animais e diagnéstico sorologico.
Caso seja confirmada a doenca nos animais, estes devem ser sacrificados. O abate de
animais infectados é indispensavel para evitar a propagacao da doenca, embora acarrete

uma grande perda econémica para os agricultores.
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2.2.2.2 Schmallenberg

No final de 2011, uma nova doenca viral em ruminantes chamada Schmallenberg
(SB) foi relatada na Alemanha e Holanda. O virus causador desta doenca pertence ao
género Orthobunyavirus da familia Bunyaviridae, e a infeccdo por esse virus é
caracterizada por poucos dias de viremia. Animais acometidos com SB podem
desenvolver febre, reducdo na producéo de leite, diarreia, malformacéo fetal e natimortos
(HOFFMANN et al., 2012). Os procedimentos de diagnostico para a deteccdo de
infec¢bes por SB incluem: transcriptase reversa em tempo real (RT) - PCR; testes de
neutralizacdo e ensaios indiretos de imunofluorescéncia; teste ELISAs de anticorpos
SBV, permitindo triagem em massa (ANON et al, 2012).

As perdas econdmicas causadas pelo SB na producdo animal sdo malformacdes
congénitas, reducdo da producao de leite, retorno as taxas de servico prolongado, distocia
e sintomas nervosos na prole. Os surtos de SB tiveram um grande impacto no comércio
internacional de animais e produtos animais suscetiveis, como sémen e embrides. Em
relacdo a ocorréncia, em 2012 foi revelada a disseminacdo da epidemia de SB mostrando
os casos confirmados na Europa afetando bovinos, caprinos e ovinos. Os paises afetados
foram Franca, Bélgica, Holanda, Luxemburgo, Reino Unido, Italia, Espanha, Dinamarca,
Suica e Alemanha.

O diagndstico veterinario na Europa demonstrou estar preparado para esse tipo de
situacdo de surto e foi demonstrado que existe uma rede muito eficaz de institui¢Ges que
trabalham com doencas epizoo6ticas na Unido Europeia. As estratégias para melhorar a
protecdo veterinaria e a salde publica em relagdo aos patdgenos emergentes tém se
concentrado em melhorias no monitoramento e vigilancia para permitir a detecgdo de
doengas novas ou inesperadas. O fortalecimento do conceito de vigilancia sindromica

pode ser uma abordagem possivel para atingir esse objetivo (BEER et al., 2013).

2.2.2.3 African Horse Sickness (AHS)

A primeira referéncia histérica & doenca semelhante a peste equina (AHS) foi
relatada no Iémen em 1327 (HENNING, 1956). O AHS é uma doenca ndo zoonotica, ndo
contagiosa, transmitida por insetos aos equideos, causada pelo virus AHS (AHSV).
Atualmente, AHSV é apenas endémico na Africa, no entanto, pode existir fora desta area
e animais ou vetores infectados podem transportar o virus para regides livres de AHS
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(CFSP, 2015). Até o presente, foram reconhecidos nove sorotipos de AHS. Como o virus
da LA, o virus AHS é transmitido biologicamente por Culicoides spp. (MEISWINKEL
et al., 2000; CFSP, 2015). Além disso, os mosquitos foram indicados como possiveis
vetores bioldgicos e as moscas picadoras (Stomoxys e Tabanus) também podem transmitir
0 virus mecanicamente. Outros artropodes também podem ser capazes de transmitir o
virus AHS (CFSP, 2015).

Existem quatro formas diferentes de sintomas da AHS: a febre per aguda
(pulmonar), a subaguda edematosa (cardiaca), a aguda (mista) e a febre de AHS. A morte
stbita também pode ocorrer sem sinais anteriores (CFSP, 2015). Nos cavalos, a doenca é
geralmente aguda e depois de enfraquecidos pela doenca, mais de 90% dos animais
afetados morrem. Mulas sdo menos suscetiveis a AHS do que cavalos e burros, e as zebras
raramente mostram sinais clinicos da doenga (ZIENTARA et al., 2015). Essa doencéo €
frequentemente diagnosticada por métodos viroldgicos, sendo que mais de um teste deve
ser usado para diagnosticar um surto. O virus AHS pode ser isolado do sangue de animais
vivos ou de amostras de tecido, especialmente baco, pulméo e linfonodos, coletados na
necropsia. O isolado deve ser sorotipado usando a neutralizagdo do virus ou outros
métodos, para permitir a selecdo de uma cepa de vacina apropriada. Os antigenos do virus
AHS podem ser detectados no sangue e nos tecidos (por exemplo, baco) com ensaios de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Além disso, o teste soroldgico pode ser usado para
diagnosticar esta doenga, com anticorpos geralmente detectados dentro de 8 a 14 dias
apos a infeccdo (CFSP, 2015).

A doenca tem ocorréncia sazonal e sua prevaléncia é influenciada por condi¢cdes
climaticas e outras que favorecem a criagdo de Culicoides spp. Embora outros insetos
tenham sido sugeridos como possiveis vetores da AHS, a Unica introducdo registrada de
AHS de uma regido enzodtica, para uma regiao livre, ocorreu como resultado do comércio
legal de equideos, o surto na Peninsula Ibérica na década de 1980. Isso foi associado a
importacdo de zebra da Namibia sem aplicacdo de condicBes sanitarias apropriadas. A
Unido Européia agora padronizou as condi¢Ges de importacdo e outras normativas
veterindrias, estando cientes dos riscos associados a importacdo de espécies exdticas e,
portanto, € improvavel uma recorréncia (MACLACHLAN e GUTHRIE, 2010). Os surtos
de AHS ocorreram fora da Africa, no Oriente Médio, na regido mediterranea da Europa
e em partes da Asia (por exemplo, o subcontinente indiano). Embora todos os surtos, até

0 momento, tenham sido erradicados, o AHS foi capaz de persistir por anos em algumas
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areas (CFSP, 2015). De acordo com Robin et al. (2016), os efeitos das mudancas
climaticas podem alterar a distribuicdo dos vetores conhecidos do virus AHS.

Uma das formas de controle € que as informacdes de suspeita do virus AHS devem
ser fornecidas rapidamente as autoridades veterinarias para conter surtos em regides livres
de AHS. Embora as vacinas estejam disponiveis, a protecao cruzada entre os sorotipos é
limitada e a introducéo de um novo sorotipo em uma area pode resultar em surtos. VVacinas
vivas atenuadas sao rotineiramente usadas para controlar a AHS em regifes endémicas.
Vacinas monovalentes ou polivalentes podem ser empregadas, dependendo dos virus que
circulam na regido (CFSP, 2015). Assim, os cavalos podem ser transferidos com
seguranca para regides livres de AHSV, independentemente do status da regido
exportadora, mas apenas com rigorosa aderéncia as praticas apropriadas de teste e
quarentena. Nao existe tratamento especifico para a peste equina, a ndo ser cuidados
preventivos. O tratamento também pode ser necessario para infec¢@es secundarias (CFSP,

2015). Um resumo do plano de prevencéo e controle é fornecido por Robin et al. (2016).

2.2.2.4 Oropouche (ORO)

A febre de Oropouche (ORO) é uma doenca zoondtica emergente, causada pelo
agente etiologico, o virus Oropouche (OROV) transmitido principalmente por Culicoides
paraensis (ROMERO-AVAREZ e ESCOBAR, 2018). Este virus & um arbovirus
pertencente ao género Orthobunyavirus, a familia Peribunyaviridae e a ordem
Bunyavirales. O OROV foi isolado em 1955, pela primeira vez, do sangue de um
trabalhador florestal em Vega de Oropouche, Trinidad e Tobago (ANDERSON et al.,
1961). Até o momento, segundo Cardoso et al., (2015), a ocorréncia de Oropouche foi
detectada na Amazonia brasileira e nas regides Norte, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.
O Ultimo registro dessa doenca no Brasil foi em 2017, notificado pelo Centro de
InformacgGes Estratégicas de Vigilancia em Saude, por meio de relatério informativo na
regido préxima a cidade de Salvador, Bahia (CIEVS, 2017).

Esta doenca afeta os seres humanos causando febre aguda, semelhante a causada
pela dengue, com outros sintomas clinicos comuns. Entre eles, dores de cabeca, dores
musculares, dores nas articulacbes e erupcgdes cutdneas, que podem evoluir para
meningite ou encefalite (CARDOSO et al., 2015). O diagndstico clinico desta doenca é
dificil. As analises laboratoriais mostraram leucopenia acentuada, mas, em geral, exames

de sangue comuns, como o painel metabolico basico, séo inconclusivos. A combinacgéo
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de sintomas compativeis mais uma amostra sérica positiva de IgM, detectada pelo ensaio
imuno virus enzimatico (ELISA), deve ser considerada positiva para um caso agudo de
febre de Oropouche, até que a detec¢do do virus possa ser estabelecida. O tratamento é
baseado no controle da febre e no alivio da dor, como na dengue aguda, mas em caso de
recidiva, o tratamento com Oropouche deve ser repetido (ROMERO-AVAREZ e
ESCOBAR, 2018).

As recomendagcdes para o controle de Oropouche feitas pelo CIEVS (2017) foram:
comunicacdo com o Distrito Sanitario residencial local; solicitacdo de dados de
atendimento de casos para as unidades de salde; identificagdo do caso notificado;
elaboracdo de questionario de investigacdo epidemioldgica; investigacdo epidemioldgica
do caso e busca ativa na area de residéncia; e entrevista e coleta de amostra de casos

suspeitos.

2.2.2.5 Infeccéo Elizabethkingia

Das diversas espécies de insetos Culicoides, algumas transmitem patdgenos a
humanos, sendo necessarios estudos detalhados. A infeccdo por Elizabethkingia tem sido
reconhecida como a causa de infecgOes nasocomiais emergentes, sepse neonatal e
infeccbes em pessoas imunocomprometidas. De acordo com Lau et al. (2016), o
diagnostico mais comum de bacteremia do tipo Elizabethkingia foi pneumonia, seguida
por bacteremia relacionada ao cateter, meningite neonatal, bacteremia nosocomial e febre
neutropénica.

Na Australia, Mee et al. (2017) relataram que os mosquitos Culicoides brevitarsis
sdo capazes de transmitir Elizabethkingia. Esses autores destacam que, como 0s
mosquitos Culicoides sao difundidos e podem ser deslocados a grandes distancias pelas
correntes de vento, o potencial deles transportar a bactéria justifica uma investigacdo mais

aprofundada.

2.2.3 Controle dos Culicoides

Os principais métodos de controle dos insetos em geral s&o mecénico, quimico,
bioldgico e genético (BRAVERMAN e CHIZOV-GINZBURG, 1997; GOFFREDO e
MEISWINKEL, 2004; PAGE et al., 2009; LEWIS et al., 2014; MEE et al., 2015; MILLS

etal., 2015; HARRUP et al., 2016). O método mecanico envolve técnicas ou ferramentas
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que dificultam ou inviabilizam o desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos. Dentre
esses podem ser citados as armadilhas em geral que visam capturar os parasitas. As
técnicas de manejo do solo, que objetiva a destruicdo de ovos e outras fases de vida livre,
impedindo que os parasitas completem o ciclo de vida.

Com relacdo aos métodos de controle quimicos, podem ser citadas diferentes
abordagens. O método mais comum é o emprego de substancias pesticidas disponiveis no
mercado, a exemplo dos piretrdides e DEET (Page et al., 2009). Entretanto, existem
outras metodologias com grande potencial de controle dos insetos, como as técnicas de
ecologia quimica. Essa Ultima visa interferir na comunicacao entre os insetos por meio
do uso dos compostos organicos volateis, ndo se tratando de controle quimico e sim de
um controle alternativo visando menos prejuizo ao ambiente e aos animais.

O controle biol6gico, pode ser descrito como uma estratégia de uso de bactérias
endossimbiontes. Em pesquisas realizadas por Lewis et al. (2014), observaram que na
microbiota dos insetos Culicoides foram identificadas algumas bactérias intracelulares
como as Cardinium e Wolbachia juntamente com uma variedade de outras microbiotas.
Entretanto, ainda ndo bem elucidado sobre o papel das bactérias, como a Wolbachia ou
outro endossimbionte nos Culicoides, influenciando sobre o bloqueio viral, a
fecundidade, sexo, entre outros. Essas caracteristicas foram observadas em outros
artropodes infectados por Wolbachia que sdo a base da no controle vetorial
(HOFFMANN et al., 2015).

O controle genético, € baseado na aplicacdo da gendmica para o controle dos
insetos, ensaios baseados em PCR e sequenciamento Sanger sdo utilizados para
identificar espécies vetores de doencas em programas de vigilancia sanitaria (HARRUP
et al., 2016).
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3 CAPITULOS
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3.1 CAPITULO 1. PATENTE
Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para
“Armadilhas para captura de maruins (Culicoides)”

[001] As armadilhas de luz tém sido amplamente usadas para gerenciar e
monitorar as populacGes de insetos praga, desempenhando um papel crucial no controle
fisico dos insetos. De forma que, a eficiéncia do controle integrado de pragas, conhecido
como Management Integrated Pest (MIP), tem sido atribuida atualmente, ao
monitoramento dos insetos por meio do uso de armadilhas luminosas. Segundo (KIM,
K.N., HUANG, Q.Y., LIANG, L. Advances in insect phototaxis and application to pest
management: a review. 75: 3135-3143, 2019), a maioria dos insetos de habitos noturnos
exibe fototaxia positiva para luzes artificiais.

[002] Entretanto, durante a coleta de insetos Culicoides verificaram-se grandes
desafios por ocasido do uso das armadilhas luminosas convencionais, principalmente,
devido ao minusculo tamanho do Culicoides. Diante do exposto, um novo projeto de
armadilha para Culicoides foi delineado visando atender as demandas especificas para a
coleta desses insetos praga.

[003] A presente invencdo consiste no desenvolvimento de um novo modelo de
armadilhas luminosas para uma eficiente coleta de insetos mindsculos, sendo nesse caso,
os Culicoides. Esse novo modelo é constituido pela juncdo de tubo PVC, com 10 cm de
didmetro e 15 cm de comprimento, acoplado um cooler e lampada branca, sendo
alimentada com energia elétrica (ligada em rede ou bateria). Os materiais utilizados para
a fabricacdo das armadilhas séo leves, de facil acesso, baixo custo, sendo na maioria das
vezes, reciclados. A exemplo, do cooler (ventilacdo) e da rede metalica, os quais sdo
provenientes de material de descarte de computadores. O posicionamento do cooler nessa
armadilha (sentido anti-horério) impede que os minusculos Culicoides fujam e, a
instalacdo de uma rede de protecdo, evita a entrada de insetos indesejaveis (predadores).
Esse novo equipamento, prop8e o uso de iluminacdo ininterrupta de LED autdbnoma
noturna, poténcia de 13,20 W, para maior poder de atracdo. Portanto, o funcionamento
dessas armadilhas consiste em alto poder de atragdo (lampadas 13,20 W) e conducgéo dos
insetos pela ventilacdo anti-horaria produzida pelos coolers até sua por¢édo final (rede

coletora).
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PROBLEMA QUE A INVENCAO SE PROPOE A RESOLVER

[004] Controle e monitoramento de vetores de doencas humanas e veterinarias.

[005] Atracdo de insetos mindsculos para as armadilhas luminosas, como no

caso dos Culicoides.

[006] A captura de insetos minusculos de habitos crepusculares.

[007] Contencdo dos mindsculos insetos dentro das redes coletoras das armadilhas
convencionais. Essa dificuldade, se prevalece porque, em virtude de seu minusculo
tamanho, os Culicoides sdo lancados de volta para o ambiente pela prépria corrente de ar

gerada pelo cooler.

CAMPO DE ATUACAO

[008] O objeto da invencdo poderad ser empregado nos campos das Ciéncias Agrarias
(Agronomia, Veterinaria, Zootecnia e areas afins) e no campo das Ciéncias da Saude

(Saude publica e areas afins).

ESTADO DA TECNICA

[009] Pesquisas realizadas recentemente utilizando armadilhas luminosas, para captura
de insetos, a partir de dispositivos com iluminacdo artificial, mostraram que essa
ferramenta auxilia significativamente para controle de pragas. Apds a realizacdo de
pesquisas nas plataformas virtuais de publicacdo de patentes, Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) e LATIPAT, foram encontrados varios registros de
dispositivos para captura de insetos. Nessa pesquisa foram encontradas trés patentes mais
recentes:

[010] Patente BR 10 2018 013670 4 - Intitulada: Dispositivo para captura de insetos.
Esta patente descreve 0 modelo de um dispositivo capaz de capturar insetos, em especial,
insetos do género Aedes, Culex, Lutzomyia, entre outros. O sistema é composto de
lampadas de LEDs, sendo autossustentavel, pois utiliza energia solar para alimentar as

lampadas. Sistema proposto pela Universidade Federal de Minas Gerais.

[011] Patente BR 10 2018 000671 1- Intitulada: Dispositivo para captura de insetos
constituidos por um copo para captura, e uma estrutura em formato de funil. Estas duas
estruturas sdo removiveis e acopladas entre si mediante encaixes com fita adesiva. A

presente invencdo € de facil manuseio, instalacdo, tendo grande durabilidade, custo
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acessivel e, como pode ser de varios tamanhos, pode ser facilmente adaptavel a qualquer
local. Além disso, pode ser usada em ambientes domésticos como casas, apartamentos e

comerciais (escritdrios, consultorios e hospitais).

[012] Patente BR 20 2017 018708 5 - Intitulada: Dispositivo repelente a insetos
rasteiros. Utiliza um suporte para recipientes, com contetido acucarado que pertence ao
campo das utilidades domésticas (UD), possuindo um material de entremeio capaz de

afugentar insetos rasteiros de toda espécie, mantendo-os a distancia.

[013] As patentes existentes utilizam dispositivos luminosos para captura de insetos,
entretanto, ndo eficientes para captura de insetos minusculos como é o caso dos
Culicoides. Apo6s exaustiva tentativa de coleta de insetos Culicoides com os dispositivos
disponiveis, verificou-se que eles ndo foram eficientes na captura desses insetos. A
comecar pela ineficiéncia da iluminacdo como elemento de atracdo desses minusculos
insetos. Para isto, identificou-se a necessidade do uso de maior poténcia na iluminacao.
Outro aspecto, diz respeito ao movimento dos Culicoides ap6s cairem na rede coletora.
Dentro da armadilha, o cooler produz uma ventilagcdo que forcava a expulséo dos insetos
para fora da armadilha. Nesse caso, o problema foi solucionado, mudando-se a direcdo
da ventilacéo produzida pelo cooler. Essas armadilhas possuem baixo custo de fabricacao,
baixo consumo de energia elétrica e podem ser alimentadas por duas fontes de energia,
rede elétrica e bateria.

DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO

Tabela 1. Problemas encontrados e solugcfes propostas.

Problemas Solucbes
Atracéo de Culicoides Uso de lampadas com forte iluminacao
Expulséo dos Culicoides de | Mudanca do sentido de instalacdo do cooler
dentro da armadilha pela e, portanto, mudanca no sentido da corrente

corrente de ar produzidas de ar, impedindo a fuga dos Culicoides
pelo cooler
Custo elevado das armadilhas | Armadilha de facil producéo, baixo custo
existentes dos materiais, incluindo o aproveitamento
de materiais reciclaveis
Elevado tamanho das As novas armadilhas séo leves e praticas,
armadilhas existentes possibilitando sua locomogéo para todos o0s

locais de coleta
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Ineficiéncia na coleta de Proporcionam maior taxa de sucesso
Culicoides durante as buscas dos insetos e, portanto,
séo eficientes

DESCRICAO DAS FIGURAS

[014] Figura 1- Armadilha luminosa, constituida de um cano de PVC com 15 cm de
comprimento, 10 cm de largura, lampada de iluminagao branca, ventilador do tipo cooler,
tela de protecdo e rede de coleta na porcdo final. As armadilhas sdo alimentadas por rede

elétrica ou bateria, utilizando carregadores portateis convencionais para o funcionamento.

DESCRICAO DA TECNICA

[015] As armadilhas luminosas, ja sdo conhecidas e usadas por muitos pesquisadores,
com o objetivo de identificar e capturar insetos.

[016] A presente invencdo ¢ uma armadilha luminosa fabricada com tubo PVC, com
didmetro menor que as armadilhas convencionais. O sistema de ventilacdo é realizado
pela utilizacdo de coolers (material de reciclagem: descarte de pegas de computadores em
desuso). Nesse invento, a ventilagdo possui sentido inverso ao das demais armadilhas. O
sentido do vento é para baixo, evitando que 0s insetos capturados retornem ao ambiente
de origem. Possuem um sistema de alimentacédo, para gerar energia para as lampadas e
cooler, a base de rede elétrica, ou utilizando baterias. O sistema foi feito utilizando
“jacarés”, um positivo e outro negativo, na porcao final é conectado um carregador de
celular e ligado a rede elétrica. Se no local de uso da armadilha, tiver auséncia de energia
elétrica, a mesma pode ser conectada a baterias de carro, ou motos. O comprimento total
da armadilha é de 15 cm, portanto, possui um facil manuseio, facilitando o deslocamento
para os mais variados locais de coleta. Na por¢éo final da armadilha é colocada uma rede
de coleta, geralmente fabricada em Voal, para evitar a fuga dos insetos.

[017] As armadilhas luminosas sdo utilizadas de acordo com os habitos dos insetos em
estudo, na maioria das vezes sdo programadas para serem usadas por 12 horas, devido ao
habito crepuscular dos insetos. Normalmente, os insetos capturados que ficam nas redes
de coleta, sdo insetos vetores de doengas em animais e humanos, portanto, sua utilizagéo
é bastante importante.

[018] Devido estas caracteristicas, de importancia e viabilidade, a utilizacdo de uma

armadilha pratica, leve e de baixo custo de fabricagdo, vem de encontro com a
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necessidade das pesquisas, as quais visam a captura e estudo de insetos de tamanho

minusculo, como é o caso dos Culicoides.

RESULTADOS OBTIDOS

[019] A iniciativa de desenvolvimento do objeto do invento foi decorrente do insucesso
de vérias expedicdes para capturar Culicoides com o uso de armadilhas luminosas
existentes no mercado. De posse do novo dispositivo de captura de insetos, entre 0s meses
de janeiro e agosto de 2019, foram realizadas 41 expedigdes (Tabela 1) a campo, com 0
objetivo de capturar Culicoides.

[020] A nova armadilha, com o aparato de iluminacdo de LED com 13,2 W, atraia os
Culicoides com mais eficiéncia. Apos a entrada na armadilha, a corrente de ar produzida
pelo cooler no sentido horario impedia a volta dos insetos e esses permaneciam presos na
porcéo final, conectada com a rede de coleta.

[021] Tabela 2. Numero de Culicoides capturados de acordo com a data e municipio no

Estado de Alagoas, Brasil.

Data  Municipio/Estado N° de insetos
30.01.19 Satuba/AL 3
31.01.19 Satuba/AL 3
05.02.19 Satuba//AL 3
06.02.19 Satuba/AL 0
13.02.19 Satuba/AL 1
14.02.19 Satuba/AL 0
15.02.19 Satuba/AL 10
16.02.19 Satuba/AL 0
17.02.19 Satuba/AL 0
18.02.19 Satuba/AL 7
19.02.19 Satuba/AL 4
20.02.19 Satuba/AL 5
06.06.19 Satuba/AL 5
21.06.19 Satuba/AL 1
22.06.19 Satuba/AL 4
24.06.19 Satuba/AL 17
25.06.19 Satuba/AL 12
26.06.19 Satuba/AL 14
27.06.19 Satuba/AL 19
28.06.19 Satuba/AL 3
29.06.19 Satuba/AL 3
30.06.19 Satuba/AL 12
02.07.19 Satuba/AL 8
03.07.19 Satuba/AL 28
04.07.19 Satuba/AL 14
07.07.19 Satuba/AL 31
08.07.19 Satuba/AL 34
07.07.19 Satuba/AL 31
09.07.19 Satuba/AL 36
12.07.19 Satuba/AL 16
13.07.19 Satuba/AL 3
14.07.19 Satuba/AL 2
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16.07.19 Satuba/AL 5

27.07.19 Satuba/AL 16
30.07.19 Satuba/AL 12
31.07.19 Satuba/AL 4
07.08.19 Satuba/AL 73
11.08.19 Satuba/AL 20
12.08.19 Satuba/AL 30
13.08.19 Satuba/AL 10
14.08.19 Satuba/AL 23
09.08.19 Satuba/AL 227

VANTAGENS DA PATENTE

[022] O objeto de invento é fabricado com materiais de baixo custo e materiais de
reciclagem oriundos do descarte de computadores e pedacos de sobras de canos PVC. A
fabricacdo é simples, sendo fécil a sua replicacdo. E um instrumento de trabalho leve,
podendo ser transportado facilmente para o campo e lugares de dificil acesso durante a
coleta. E versatil quanto a alimentacio elétrica, pois onde no existe disponibilidade de
rede elétrica pode ser alimentada por bateria.

[023] Quanto ao funcionamento, tem maior poder de atracdo de insetos
minusculos em virtude do uso de lampadas de LED por todo o periodo noturno. Apoés a
entrada dos Culicoides na armadilha, o sistema de ventilacdo horario do cooler forca a
permanéncia dos insetos no fundo da armadilha e eles ficam presos na rede coletora de
Voal.

REIVINDICACOES

1. EQUIPAMENTO PARA CAPTURA DE CULICOIDES, caracterizado por
ser constituido de tubo PVC com 15 cm de comprimento e 10 cm de diametro, com
iluminacdo branca, alimentado por energia elétrica (rede ou bateria).

2. EQUIPAMENTO PARA CAPTURA DE CULICOIDES, conforme a
reivindicagdo 1, caracterizado por possuir um sistema de ventilacéo, utilizando coolers
com material reciclado oriundo de descarte de pecas de computadores em desuso.

3. EQUIPAMENTO PARA CAPTURA DE CULICOIDES, conforme a
reivindicacdo 2, caracterizado por possuir uma ventilacdo inversa, evitando que o0s
insetos retornem da Gltima por¢do da armadilha, situada a rede de coleta.

4. EQUIPAMENTO PARA CAPTURA DE CULICOIDES, caracterizado por
ser leve, feito de material plastico, facilitando seu deslocamento e com facil manuseio e

fabricacéo.
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5. EQUIPAMENTO PARA CAPTURA DE CULICOIDES, caracterizado por
pelo sistema de carregamento ser compativel para o uso de rede elétrica, ou na auséncia
da mesma, poder utilizar baterias portateis.

DESENHOS

FIGURA 01
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RESUMO

Armadilhas para captura de maruins (Culicoides)
O invento objetiva a captura de insetos Culicoides para dar subsidios as pesquisas,
controle e monitoramento de doencas humanas e veterinarias. Foi desenvolvido para
solucionar o desafio da coleta de insetos minusculos, com habitos crepusculares, como 0s
Culicoides. E constituido por uma armadilha, conectada & uma fonte de iluminagéo
autbnoma, com demandas especificas para o sucesso da coleta desses insetos. A
contencdo de minusculos insetos dentro das redes coletoras das armadilhas convencionais
tém sido um entrave para a realizacdo de pesquisas e monitoramento dessa praga. Essa
dificuldade, se prevalece porque, em virtude de seu minasculo tamanho, os Culicoides
sdo lancados de volta para o ambiente pela prépria corrente de ar gerada pelo cooler. O
desenvolvimento da invencdo foi direcionado para essa dificuldade também, dentre
outras. A atracdo desses insetos para as armadilhas luminosas também se constitui em
dificuldades para capturar os Culicoides, sendo outra vantagem do novo invento, o qual

também traz mecanismos capazes de resolver essa questao.
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3.2 CAPITULO 2. NOTA CIENTIFICA —SUBMETIDO A REVISTA INSECTS
(A2)

Culicoides insignis Lutz, 1913 (Diptera: Ceratopogonidae) biting midges in
northeast of Brazil
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Abstract: The most of species the Culicoides genus is hematophagous dipterous, being
vectors of important humans and animal disease. These insects are spread in almost all
the regions of the world varying the species according to specific local. The knowledge
of geography distribution of these different species is crucial for the development of
control strategies. The aim of this work was to investigate of Culicoides occurrence in
Alagoas State, northeast of Brazil. Using light traps, 741 Culicoides were captured. The
identification of the insects as Culicoides insignis was realized by Laboratory of
Dipterous, Institute Oswaldo Cruz, in Rio de Janeiro, Brazil. After the extraction of ADN,
PCR analysis, sequencing and comparison with Genbank database, the samples captured
was confirmed to belong to the Culicoides genus and species insignis. This was the first

formal report of C. insignis occurrence in Alagoas State, Brazil northeast.

Keywords: Culicoides, Hematophagous insects, Light traps
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INTRODUCTION

The Culicoides Latreille genus, 1809 insects are dipterous, belonging to the
Arthropoda phylum, Insecta class, Ceratopogonidae family. These dipterous are the most
important and the smallest hematophagous insects of this family. The most of them are
vectors of diseases in humans: Oropouche [1]; and animals: Bluetongue [2],
Schmallenberg [3], and African Horse Sickness [4]. These insects are spread in almost all
parts of the world, being reported in American, Africa and Europe [5], Argentina [6],
South American [7,8,9], Italy [10], Asian, Australian and American [11]. In Brazil, the
Culicoides were related by [12,13,14]. The impact of these insects in public health, as
important diseases vector, was highlight by [15] revealing the nearest associated of C.
imicola population with Bluetongue epizootic. [16] emphasize the update of Culicoides
occurrence and distribution is important to development of risk profiles of the transmitted
diseases. This work aimed to investigate the occurrence of the Culicoides in the Alagoas

State, Brazil northeast.

MATERIALS AND METHODS

Using light traps, 741 Culicoides were collected in the Alagoas State, Brazil
northeast (09°33°48” E and 35°49°28” W), from April/2018 to December/2019. The
insects were immersed in alcohol solution 70%, taken to laboratory, and washed in
distilled water for the preparation blades morphological. The wings of four insects were
separated and affixed in blades with 1 drop of phenol. The remainder of their body was
immersed in a potassium solution 10% (KOH) for 10 min, and washed with distilled
water. So, the insects were held in the Petri dish with phenol to dissection and blade
assembly, putting the slide overlapping to preserve the material. Each of these blades
contained an insect body part, in separated, fixated in Hoyer solution. After the drying for
12 hours, the images (conventional microscopy) was sent to Laboratory of Dipterous,
Oswaldo Cruz Institute, Rio de Janeiro, Brazil to identification. After that, the genetic
material of Culicoides, extracted of 10 whole macerate insects, was sent for ADN
analysis. This material was placed in Eppendorf of 1.5 mL, containing 100 uL of Chelex
6% (dissolved in H20), agitated in vortex and centrifuged at 5°C, until to reach 13,000
rpm. Following centrifugation, it was incubated in a water bath at 57°C for 15 minutes
agitated in vortex and centrifugated at 5°C, until to reach 13,000 rpm. After, the material
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was incubated in a water bath at 99°C for 8 minutes, agitated again, and centrifugated at
5°C and 13,000 rpm by 5 minutes. The intermediary phase of this solution was extracted
and conserved in freezer at -20°C. The genic region COI (Cytochrome Oxidase I) was
amplify using primer LCO1490 and the reverse HCO2198. The amplification by
electrophorese in agarose gel at 1.2% was verified, after the addition of mixture
containing 5 puL of sample with 2 puL of bromofenol blue on amplification dish. These
sample have sent to Humanizing Genomics Macrogen, Seoul, South Korea, for ADN
sequencing. After the sequencing, the software Codon Code® was used to clearing and
alignment, and after the alignment concluded, the identification of species was confirmed
by the comparison with the dataset GenBank [17].

RESULTS AND DISCUSSION

The results of laboratory analyses of identification confirmed the classification as
to the genus Culicoides and the species C. insignis Lutz, 1913 (Figures 1 and 2), being
this study, the first formal relate of occurrence this insect in Alagoas State, Brazil.
According to [14], until the year of 2016, the Culicoides have been identified on almost
all the Brazilian states, except of Alagoas, Tocantins, Rio Grande Norte, Sergipe and
Distrito Federal states. The amount of genetic material used in the ADN extraction
protocol was enough to perform the PCR analysis. The method used in PCR was enough
for amplification of ADN, confirmed by the results of electrophoresis. The genomic

sequence comparison obtained with the database of sequencing available on GenBank,
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) and the barcode database (BOLD)

interface [17], showed similarity greater than 90%.
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Fig. 1. Wing Culicoides insignis, and female Culicoides insignis

Fig. 2. Culicoides insignis Lutz, 1913 insects in alcohol 70% solution

CONCLUSION

This was the first formal report of Culicoides insignis occurrence in Alagoas State, Brazil
northeast.
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Abstract

Culicoides biting midges are tiny hematophagous insects, widely disseminated in the
world, and transmit a great number of important pathogens affecting human, and domestic
and wild animal. These pathogens cause several diseases of concern for public health and
animal health causing a great economic impacts and damage to social development. There
are some techniques available of Culicoides control. Some of them are the light traps, the
chemical compounds, the biological and genetic control. The outbreaks of disease, which
etiological agents are transmitted by Culicoides, in general occur in favorable region for
these insect’s development. This make important this insect control for indirect control
of disease. In this review, an attempt has been made to present information about the
taxonomic classification, lifecycle, human and animal health damage, and occurrence
area to provide updates, predict risks, and support new guidelines for Culicoides insects

control.

Keyword: Bluetongue, Diptera, Hematophagous insects, Ruminant parasite
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1. Introduction

The insect genus Culicoides Latreille, 1809, belongs to the family
Ceratopogonidae in the order Diptera, and its species are widespread and found in almost
part of the world. These dipterans are the smallest and the most important hematophagous
insects in this family. Females of Culicoides species, through their bites, transmit the
causative agents of important veterinary diseases, including Bluetongue (Du Toit, 1944),
Schmallenberg (Hoffmann et al., 2012), and African Horse Sickness (Henning, 1956), as
well as the causative agents of human diseases, such as Oropouche (Nunes et al., 2005)
and Elizabethkingia infection (Mee et al., 2017). Furthemore, they also transmit Epizootic
Hemorrhagic Disease (EHD), Equine Encephalosis (EE), Akabane (AKA), Bovine
Ephemeral Fever (BEF), Mellor (2000). The main symptoms of these diseases include
edema, fever, and ulceration, among others (Sperlova and Zendulkova, 2011). These
diseases have important economic impacts, causing a lot of damage to economic and
social development.

Currently, there are some techniques available of Culicoides control to attempt of
reduce or extinguish the prejudice caused by this pest. Amongst them, the light traps to
catch insects (Goffredo and Meiswinkel, 2004), and the chemical compounds in trap for
repel Culicoides (Braverman and Chizov-ginzburg, 1997; Page et al., 2009). As a
biological control example, the Cardinium and Wolbachia bacteria also was investigated
to control these insects (Lewis et al., 2014; Mee et al., 2015). Also, genetic control
strategies are studying using techniques for Culicoides combat (Mills et al., 2015).
However, despite these control practices of Culicoides, many factors may be involved in
the occurrence of disease caused by the vectors transmitted for them, therefore limiting

potentially their effectiveness.
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The outbreaks of disease, which etiological agents are transmitted by Culicoides,
in general occur in favorable region for these insect’s development (Acevedo et al., 2016).
The prevalence these diseases, occur seasonally and in warm climates, and are
relationship with the edaphoclimatic factors that contribute insect survival, such as
temperature, humidity and soil characteristics.

In this review, an attempt has been made to present information about the
taxonomic classification, lifecycle, human and animal health damage, and occurrence
area to provide updates, predict risks, and support new guidelines for Culicoides insects

control.

2. Culicoides: Taxonomic classification, lifecycles, and behavior

The genus Culicoides belongs to order Diptera and family Ceratopogonidae. This
genus includes 1300 species classified in 32 subgenera and 38 unclassified species.
However, Augot et al. (2017) using molecular markers techniques showed that Culicoides
classification needs to be revisited with modern tools. These authors suggested that the
integrative taxonomy (including morphological, mitochondrial and other markers) and
modern morphometric analysis (based on wing characteristics including type specimens)
can help to clarify the taxonomy classification. These authors, revelated the subgenera
Monoculicoides, Culicoides, Haematomyidium, Hoffmania, Remmia and Avaritia were
monophyletic, whereas the subgenus Oecacta was paraphyletic.

These dipterans are known for their small size, measuring approximately 1.5t0 5
mm in length, and for having crepuscular (more active at twilight) habits. The head faces
downward (ventrally), with a rounded back part, and bears long and segmented antennae.

The antennae are important for sex identification, as in female insects they have a hairy
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appearance, while in male insects they are feathery. The chest (thorax) region is slightly
arched, without hairs or scales.

Generally, the wings of species of Culicoides flies have spots, which aid in species
identification. The male’s wings are narrower and thinner, with less obvious spots, than
those of the female. Females lay eggs in humid places that are rich in organic matter,
which is considered to be a fundamental environmental feature for the development of
these insects’ immature phase. After mating, females need to obtain a blood meal, which
is essential for the maturation and development of the eggs. The period from mating to
oviposition is called the pre-ovulation period. The females lay cylindrical or banana-
shaped eggs in several sites (Purse et al., 2005).

The period from egg laying to larval hatching is called the egg incubation period
and lasts from two to eight days under favorable temperatures and environmental
conditions. The immature aquatic phase comprises four larval stages. These larvae move
around constantly in a sinuous manner and feed on decaying plant material. The larval
development period has a duration of 21 days on average (in warm regions) and can be
extended to up to seven months (in temperate regions). Pupae are found on the surface or
at the water’s edge and also exhibit mobility, although they are less active than the larvae.
This phase lasts approximately three to 10 days, and then the adult flies emerge, which
are then able to initiate reproductive activity and restart the lifecycle (Purse et al., 2005).

Meteorological and geographic parameters are the main factors impacting
Culicoides propagation (Carpenter et al., 2009). Rain can promote such insect activities
as mating, among others. Some studies have pointed out that soil moisture can be
important in regulating the growth and activity of these insects. In temperate regions, the
populations of Culicoides species decline after very hot and dry summers or very cold

winters (Wittman and Baylis, 2000). On hot days, the adult insects become more active
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than on colder days, and their reproduction is inhibited by very low temperatures (Sellers

and Mellor, 1993).

3. Diseases transmitted by Culicoides

3.1. Bluetongue

Bluetongue (BT) is a viral and non-contagious disease, caused by a virus of the
genus Orbivirus, belonging to the family Reoviridae, being transmitted to all ruminants,
including domestic and some wild animals. There are 27 recognized viral serotypes of the
Bluetongue. The three last of them, 25%, 26" and 27", were identified by (Hofmann et
al., 2008) in goats, (Maan et al., 2011) in goats and sheep, and (Zientara et al., 2014) in
goats, respectively. Each one of these serotypes can have different virulence and mortality
rates.

The main clinical signs of BT disease in sheep are fever, hemorrhages and
ulcerations of the oral and nasal tissue, excessive salivation, nasal discharge and swelling
of lips and tongue, lameness, weakness, depression, weight loss, ‘blue’ tongue as a result
of cyanosis (rare), abort, partial or complete loss of wool. The appearance of clinical signs
in cattle will depend on the strain of virus, and other domestic ruminants, such as goats,
generally show few or no clinical signs. The diagnosis of BT requires the typical clinical
signs, prevalence of insect vectors and particularly in areas where the disease is endemic
(OIE, 2020).

Regarding to economic losses due to bluetongue, the costs estimate consider the
direct losses, such as death, abortion, weight loss, reduced milk production, and reduced
meat production efficiency, as well as indirect losses, such as restrictions to the export of

live animals, semen, and some other products (Sperlova and Zendulkova, 2011). The
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Europe Union funding for the control and eradication BT had amounted to € 92,007,724
in 2002. In period from 2005 to 2009, the 23 Member States of Europe Union have
benefited, which values varying between them, depending on whether vaccination, as
well as the size of the ruminant population of each of them. The recipients of the largest
amounts of funding were: Spain (€30,546,721), France (€27,668,316), Germany
(€10,187,305), Italy (€5,257,443), Belgium (€4,435,105), and Portugal (€3,688,087),
(SANCO, 2011). Bluetongue is one of the main concerns in animal health, being studied
in order to clarify its epidemiology, pathogenesis and to control its spreading (Acevedo
etal., 2016).

This disease occurs most commonly in tropical, subtropical, and temperate
countries, where there are favorable conditions for Culicoides vector propagation (Purse
et al., 2005). So, the central role of flying insects in bluetongue epidemiology, means that
the prevalence of the disease is governed by ecological factors that favors insect survival.
Bluetongue outbreaks generally occur seasonally and in warm climates. This disease has
a wide geographic distribution due to the high adaptability of its vectors to varying
climatic conditions (Sanco, 2011).

It is important highlight that live animal trade and globalization could also have
facilitated the introduction of the BT virus through the export of viremic cattle to new
places, where the local vector population could have then spread the virus and led to
subsequent BT outbreaks. BT is a commonly cited example of a disease with a
distribution believed to have recently expanded in response to global warming. The BT
virus is transmitted to animals by biting midges in the genus Culicoides, and it has been
hypothesized that the emergence of BT in Mediterranean Europe was a consequence of
the recent colonization of the region by Culicoides imicola, which has been linked to

climate change (Mardulyn et al., 2013).
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Since 2000, the Europe Union commanded measures for the establishment of
protection and surveillance zones, aiming the combat of bluetongue. There are some
available BT control techniques, such as serological and virological monitoring,
entomological monitoring by capturing midges through special traps, and vaccination
specific for each circulating serotype, (Sanco, 2011). Also, the prevention of Bluetongue
in the livestock requires the quarantine of animals and serological diagnosis. In case the
disease confirmation in the animals, these should be sacrificed. The culling of infected
animals is indispensable to avoiding the spread of the disease, although entails a great
economic loss for farmers.

3.2. Schamllenberg

At the end of 2011 a new viral disease in ruminant called Schmallenberg (SB) was
reported in Germany and Netherlands. The virus causing this disease belongs to the genus
Orthobunyavirus within the family Bunyaviridae, and infection with this virus is
characterized by a few days initial of viremia. Animals with SB can develop fever,
reduced milk yield, diarrhea, fetal malformation, and stillbirths (Hoffmann et al., 2012).
Diagnostic procedures for the detection of SB infections included: real-time reverse
transcriptase (RT)-PCR; neutralization tests and indirect immunofluorescence assays;
and SBV antibody ELISAs allowing mass screening (Corin et al., 2012).

Economic losses due to SB in livestock production at the farm level are malformed
congenital, milk yield reduction, return to service rates, dystocia, and nervous symptoms
in offspring. Outbreaks of SB had a major impact on international trade of susceptible
animals and animal products such as semen and embryos. Regarding to occurrence, in
2012 was revelated the spread of SB epidemic showing the confirmed cases in Europe

affecting cattle, goat and sheep. The countries affected were France, Belgium, The
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Netherlands, Luxembourg, UK, Italy, Spain, Denmark, Switzerland and Germany.
Veterinary diagnostics in Europe has proved to be prepared for this kind of outbreak
situation, and it has been shown that there is a very effective network of institutions
working on epizootic diseases within the EU. Strategies to improve veterinary and public
health protection with regard to emerging pathogens have focused on improvements in
monitoring and surveillance to allow the detection of new or unexpected diseases.
Strengthening the concept of syndromic surveillance may be a possible approach to

achieve this goal (Beer et al., 2013).

3.3. African Horse Sickness

The earliest historical reference to disease resembling African Horse Sickness
(AHS) was reported in Yemen in 1327 (Henning, 1956). AHS is a non-zoonotic, a non-
contagious disease, insect-transmitted disease of equids caused by AHS virus. Currently,
AHS virus (AHSV) is only endemic in Africa, however, can to exist outside this area, and
infected animals or vectors may carry the virus into AHS-free regions (Cfsp, 2015). Nine
serotypes of AHS are recognized (Howell, 1962).

Like BT, AHS virus is biologically transmitted by Culicoides spp. (Meiswinkel et
al., 2000; Cfsp, 2015). Also, mosquitoes have been implicated as possible biological
vectors, and biting flies (Stomoxys and Tabanus) may be able to transmit the virus
mechanically. Other arthropods might also be capable of transmitting AHS virus. There
are four different symptoms forms of AHS: the peracute (pulmonary), the subacute
edematous (cardiac), the acute (mixed), and AHS fever. Sudden death can also occur
without preceding signs (Cfsp, 2015). In horses, the disease is usually acute, and after

they have become weakened by the disease, and more than 90% of the affected animals
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die. Mules are less susceptible to AHS than horses and donkeys, and zebras rarely show
clinical signs of the disease (Zientara et al., 2015).

The diagnosis of AHS can be made by clinical evolution, post-mortem
examination, epidemiological factors (seasonal abundance of vectors) and laboratory
diagnosis will allow for refinement of diagnostic hypotheses (Zientara et al., 2015).
According to Cfsp (2015), the diagnosis by virological methods, should be used to
diagnose an outbreak. AHS virus can be isolated from the blood of live animals, or from
tissue samples, especially spleen, lung and lymph nodes, collected at necropsy. The
isolate should be serotyped using virus neutralization or other methods, to allow the
selection of an appropriate vaccine strain. AHS virus antigens can be detected in the blood
and tissues (e.g., spleen) with enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAS). Also,
serology test can be used to diagnose this disease, with antibodies usually detected within
8 to 14 days after infection.

The disease has a seasonal occurrence and its prevalence is influenced by climatic
and other conditions that favour the breeding of Culicoides spp. Although, other insects
have been suggested as possible vectors of AHS. The only recorded introduction of AHS
from an enzootic to a free region that occurred as the result of legal trade in equids was
the outbreak on the Iberian Peninsula in the 1980s. This was associated with import of
zebra from Namibia without application of appropriate sanitary conditions. The European
Union has now harmonized import conditions and other veterinary administrations are
acutely aware of risks associated with import of exotic species and, therefore a
reoccurrence is unlikely (Maclachlan and Guthrie, 2010). AHS outbreaks have occurred
outside Africa in the Middle East, the Mediterranean region of Europe and parts of Asia
(e.g., the Indian subcontinent). Although all outbreaks, to date, were eventually

eradicated, AHS was able to persist for years in some areas (Cfsp, 2015). The effects of
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climate change may alter the distribution of the known vectors of AHS virus (Robin et
al., 2016).

As a control procedure, the quick information of suspicion of the AHS virus
should be made to veterinary authorities to containing outbreaks in AHS-free regions.
Although vaccines are available, cross-protection between serotypes is limited, and the
introduction of a new serotype into an area may result in outbreaks. Live attenuated
vaccines (monovalent or polyvalent) are used to control AHS in endemic regions. Horses
can safely be moved into AHSV-free regions regardless, but only with adherence to
testing and quarantine practices. Thus, there is no specific treatment for AHS, other than
supportive care, and treatment may also be needed for secondary infections. (Cfsp, 2015).

A summary of prevention and control plan is provided by Robin et al. (2016).

3.4. Oropouche

Oropouche fever (ORO) is an emerging zoonotic disease, caused by the
etiological agent, Oropouche virus (OROV) transmitted mainly by Culicoides paraensis
(ROMERO-AVAREZ and ESCOBAR, 2018). This virus is an arbovirus belonging of
Orthobunyavirus genus, Peribunyaviridae family and Bunyavirales order. The OROV
was isolated in 1955, for the first time, from the blood of a forest worker in Vega de
Oropouche, Trinidad and Tobago (Anderson et al., 1961). To date, according to Cardoso
et al., (2015), the Oropouche occurrence was detected in Brazilian Amazon, and the
Northern, Southeast and Central-West regions of Brazil. The last register of this disease
in Brazil was in 2017, notified by Health Surveillance Strategic Information Center

through informative report at the region near Salvador city, Bahia (Cievs, 2017).
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This disease affects humans by causing an acute fever, similar to that caused by
dengue, with other common clinical symptoms. Among them, headache, muscle aches,
joint pain, and rashes, which can then progress to meningitis or encephalitis (Cardoso et
al., 2015). Clinical diagnosis this disease is difficult. The laboratory analyses have shown
marked leukopenia, but in general, common blood tests, such as the basic metabolic panel
are inconclusive. The combination of compatible symptoms plus one positive serum
sample of IgM, detected with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), should be
considered positive for an acute Oropouche fever case, until virus detection can be
established. The treatment is based on fever management and pain relief, as in acute
Dengue fever, but in case of relapse episodes the treatment of Oropouche should be
repeated (Romero-Avarez and Escobar, 2018).

The recommendations for Oropouche control made by Cievs (2017) were:
communication with the local residential Sanitary District; request for case care data for
the health units; identification of the notified case; elaboration of an epidemiological
investigation questionnaire; epidemiological investigation of the case and active search

in the area of residence; and interview and sample collection of suspected cases.

3.5. Elizabethkingia infections

Of the many diverse Culicoides midge species, some transmit human pathogens,
which detailed study are need. The Elizabethkingia infection have been recognized as the
cause of emerging nosocomial infections, neonatal sepsis, and infections in
immunocompromised persons. According to Lau et al. (2016), the most common
diagnosis of Elizabethkingia like bacteremia was pneumonia, followed by catheter-

related bacteremia, neonatal meningitis, nosocomial bacteremia, and neutropenic fever.
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In Australia, Mee et al. (2017) related that Culicoides brevitarsis midges are
capable to transmitter Elizabethkingia. These authors highlight that, because Culicoides
midges are widespread and can be displaced great distances by wind currents, the

potential for them to transport the bacterium warrants further investigation.

4. Control

Currently, the are several methodologies attempt to control Culicoides. These
approaches can be classified in four methods: mechanical, chemical, biological, and
genetic (Harrup et al., 2016). Mechanical control involves techniques or tools that inhibit
or hinder the development and survival of insects, such as traps that aim to capture
parasites. In addition, soil management techniques aim at destroying eggs and other
phases of free life, preventing parasites' life cycle.

Light traps are the standard sampling method for collecting Culicoides midges
when conducting epidemiological investigations and much of the evidence supporting the
vector roles of certain Culicoides species is based on associations between disease
occurrence and species abundance as measured by light trapping (Carpenter et al., 2008).
In this case, the captured insects must be counted and carefully examined, using their
morphological traits to identify them to the genus level. This identification should be fast
and accurate in the surveilled areas (Goffredo and Meiswinkel, 2004). The alternate
methods including CO?baited traps and aspiration from hosts require further
investigation (Scheffer et al.,2012).

Chemical control is involved in different methods, the most common of which is
the use of pesticides on the market to kill pests. However, there are other chemical

approaches with great potential for controlling insect populations, such as chemical
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ecology techniques. These techniques recommend intervention in communication
between insects using volatile organic compounds. The use of endosymbiotic bacteria,
when present in Culicoides, has been investigated as a potential control of these (Lewis

etal., 2014; Mee et al., 2015).

5. Culicoides occurrence and factors affecting this occurrence

Culicoides spp. inhabit almost all regions of the planet, and 1,355 species of this
genus have been described thus far (Borkent, 2016), Table 1. The success of Culicoides
midges as arbovirus vectors is related to the vast population sizes that can be reached
under appropriate climatic conditions and to their means of dispersal. Consequently, the
epidemiologies of Culicoides-borne viral diseases are strongly linked to climate and
weather. Recently, progress in our understanding of how climate affects midges, and the
newer technologies of remote sensing and GIS, have allowed climate-driven risk models
for Culicoides to be produced for the first time. High rates of activity, low rates of
dispersal, rapid larval development, low adult mortality, and year-round breeding will all
favor high abundance at a given site. As with seasonality, however, in different places
meteorological variables are likely to have different strengths of effect (Mellor, 2000).

In Kenya, rainfall is the major extrinsic factor affecting the populations of local
dominant species. Peak rainfall in April-May facilitates high larval survival and
consequent rapid expansion of adult numbers that reaches a peak in May, June and July
(Walker and Davies, 1971). In the Iberian Peninsula and Morocco, distribution models
developed for Culicoides spp. showed that the number of months with average
temperatures above 12.5 °C has an important effect on whether and by how much the

numbers of insects increases in a particular year (Tatem et al., 2003).
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Table 1 — Occurrence of Culicoides species, county or continent and author

Species Region Source
C. paraensis, C.insignis Brazil Felippe-Bauer and Sternheim (2008)
C. paraensis, C. lahillei, C. debilipalpis, C. insignis, C. Argentina Veggiani Aybar et al. (2012)

venezuelensis

C. imicola

Italy, France, Tunisia,
Algeria, Morocco

Mardulyn et al. (2013)

C. filariferus, C. ignacioi, C. insignis, C. leopoldoi, C. Brazil Costa et al. (2013)
boliviensis, C. foxi, C. paucienfuscatus, C. aitkeni, C.

fernandoi, C. guyanensis, C. paraensis, C. travassos

C. insignis, C. paucienfuscatus, C. diabolicus, C. leopoldoi, C. Brazil Carvalho et al. (2014)
duartei, C. foxi, C. ignacioi, C. lutzi, C. paraensis, C. pusillus,

C. limai, C. ruizi, C. flavivenula, C. lahillei, C. neoparaensis

C. dewulfi, C. newsteadi, C. pulicaris, C. punctatus, C. imicola Italy Goffredo et al. (2015)
C. sonorensis USA Mcdermott et al. (2015)

C. brevitarsis

East Asia and Australia

Samy and Peterson (2016)

C. variipennis, C. sonorensis

North and Central America

Samy and Peterson (2016)

C. occidentalis

Southern United States of
America and Central America

Samy and Peterson (2016)

C. insignis

Northern and Southern America

Samy and Peterson (2016)

C. imicola

East Asia to West Africa

Samy and Peterson (2016)

C. plaumanni, C. carsiomelas, C. ocumarensis, C. foxi, C.
insignis, C. maruim, C. guttatus

Brazil

Oliveiraet al. (2017)
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In a study of the spread of Culicoides-borne animal diseases by wind, Elbers et al. (2015)
found that several diseases (Ephemeral fever, African Horse Sickness, Bluetongue, Thimiri
virus, Akabane, and Epizootic hemorrhagic disease virus) were spread in Africa, Asia, Europe,
North and Central America, and Oceania by these insects. Studies conducted in Southern
California; USA reported the occurrence of Culicoides insects carrying the BT virus. It was
also observed that most of them infected belonged to the species C. sonorensis, and showed
signs of visual impairment due to the patterns in their capture in light traps (Mcdermott et al.,
2015). According to Mardulyn et al. (2013), the emergence of vectors of BT in Mediterranean
Europe during the last two decades is a consequence of the recent colonization of the region by
C. imicola, which may be linked to climate change. Studies in Italy showed that abundant rains
and mild winters were associated with increases in Culicoides populations. Interestingly,
Culicoides showed a long survival when kept between 17 and 25 °C in the laboratory in Italy,
even without blood feeding (Goffredo et al., 2016).

In a study carried out in Salta, northwestern Argentina, researchers caught 918 specimens
belonging to five species, being the most abundant were C. paraensis, C. lahillei and C.
debilipalpis. The highest seasonal abundances of these three species occurred during the spring
and summer (Veggiani Aybar et al., 2012).

Entomological studies showed that environmental factors influence the population
dynamics of Culicoides spp., and that increased precipitation favors increases in their
population sizes and geographic distributions. Since Culicoides sp. are disease vectors of great
sanitary importance, it is necessary to continuously update our knowledge of their ecology and
distributions at different scales, especially within the context of climate change. These updates
are very important for the development of risk profiles for the diseases that are transmitted by

them (Veggiani Aybar et al., 2016).
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5. Conclusion

Culicoides are small insects with twilight and nocturnal habits. They are very important
because they transmit veterinary and human diseases, such as bluetongue, which affect
ruminants. These diseases cause a lot of negative effects to the affected regions with big impact
economic. Culicoides have a short lifecycle, around a month, being this factor favorable for
their dissemination. These insects are present in most part of the world due to their high ability
to adaptation in several climate conditions. The most important technic of control is the use of

insecticides, which implies in high cost and prejudice of environmental.

6. References

Augot,D. et al., 2017. Molecular phylogeny of 42 species of Culicoides (Diptera,
Ceratopogonidae) from three continents. Parasite. 24, 23

Acevedo, M.A et al. 2016. Bluetongue virus: a known virus, a current threat. Revista Salude
Animal. 38 (1):52-59.

Anderson, C.R., Spence, L., Downs, W.G. & Aitken, T.G., 1961. Oropouche virus: a new
human disease agent from Trinidad, West Indies. Am. J. Trop. Med. Hyg. 10, 574-578.

Beer, M; Conraths, F. J.; van der poel, W. H. M. 2013a. ‘Schmallenberg virus’ — a novel
orthobunyavirus emerging in Europe. Epidemiol. Infect. 141, 1-8.

Borkent, A., 2016. The Subgeneric Classification of Species of Culicoides — Thoughts and a
Warning. Elsevier Academic Press, Burlington, MA, USA. Auvailable at:
http://www.inhs.uiuc.edu/research/FLY TREE/CulicoidesSubgenera.pdf

Braverman, Y.& Chizov-Ginzburg, A., 1997. Repellency of synthetic and plant-derived
preparations for Culicoides imicola. Med. Vet. Entomol. 11, 355-360.

Cardoso, B.F., Serra, O.P., Heinen, L.B., Zuchi, N., de Souza, V.C., Naveca, F.G., dos Santos,
M.A.M.& Slhessarenko, R.D., 2015. Detection of Oropouche virus segment S in
patients and in Culex quinquefasciatus in the state of Mato Grosso, Brazil. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz 110, 745-754.

Carpenter, S., Szmaragd, C., Barber, J., Labuschagne, K., Gubbins, S., Mellor, P.2008

58


about:blank

An assessment of Culicoides surveillance techniques in northern Europe: have we
underestimated a potential bluetongue virus vector? J. Appl. Ecol. 45,1237-1245.

Carpenter, S., Wilson, J.A.& Mellor, S.P., 2009. Bluetongue virus and Culicoides in the UK:
the impact of research on policy. Outlook. Pest Manage. 20, 161-164.

Carvalho, L.P.C., Silva, F.S. 2014. Seasonal abundance of livestock-associated Culicoides
species in northeastern Brazil. Med. Vet. Entomol. 28, 228-231.

Corin et al. 2012.Evidence of seroconversion to SBV in camelids. Veterinary Record. 170: 603.

CFSP. 2015. The Center for Food Security e Public Health, (http: www.cfsph.iastate.edu)
Acesso em 10 de Abril de 2020.

Costa, J.C., Lorosa, S.E., Moraes, J.L.P.& Rebelo, J.M.M., 2013. Culicoides species (Diptera;
Ceratopogonidae) and potential hosts in ecotourism area of Leng6is Maranhenses
National Park, Brazil. Rev Pan-Amaz. Saude 4, 11-18.

Du toit, M. 1944.The Transmission of Bluetongue and Horse Sicknes by Culicoides. J of Vet.
Sci. and Anim. Ind. 19, 2.

Elbers, A.R.W., Koenraadt, C.J.M.& Meiswinkel, R., 2015.Mosquitoes and Culicoides biting
midges: vector range and the influence of climate change. Rev. Sci. Tech. Off. Int.
Epiz.34, 123-137.

Felippe-Bauer, M.L.& Sternheim, U.S., 2008. Culicoides paraensis (Diptera:
Ceratopogonidae) infestations in cities of the Itapoct River Valley, Southern Brazil.
Entomol. News. 119, 185-192.

Goffredo, M.& Meiswinkel, R., 2004. Entomological surveillance of bluetongue in Italy:
methods of capture, catch analysis and identification of Culicoides biting midges. Vet.
Ital. 40, 260-265.

Goffredo, M., Catalani, M., Federici, V., Portanti, O., Marini, V., Mancini, G., Quaglia, M.,
Santilli, A., Teodori, L.& Savini, G., 2015. Vector species of Culicoides midges
implicated in the 2012-2014 bluetongue epidemics in Italy. Vet. Ital. 51, 131-138.

Goffredo, M., Meiswinkel, R., Federici, V., Di Nicola, F., Mancini, G., Ippoliti, C., Di Lorenzo,
A., Quaglia, M., Santilli, A., Conte, A.& Savini, G., 2016. The ‘Culicoides obsoletus
group’ in Italy: relative abundance, geographic range, and role as vector for Bluetongue
virus. Vet. Ital. 52, 235-241.

Harrup, L.E., Miranda, M.A.& Carpenter, S., 2016. Advances in control techniques for
Culicoides and future prospects. Vet. Ital. 52, 247-264.

59



Henning, M.W., 1956. African horse sickness, perdesiekte, pestis equorum, in: Henning, M.W.,
Animal Diseases of South Africa, third ed. Central News Agency Ltd., Pretoria, South
Africa, pp. 785-808.

Hofmann, A.M., Renzullo, S. Mader, M., Chaignat, V., Worywa, G.& Thuer, B., 2008. Genetic
characterization of Toggenberg orbivirus, a new bluetongue virus, from goats,
Switzerland. Emerg. Infect. Dis. 14, 1855-1861.

Hoffmann, B., Scheuch, M., Hoper, D., Jungblut, R., Holsteg, M., Schirrmeier, H., Eschbaumer,
M., Goller, K.V., Wernike, K., Fischer, M., Breithaupt, A., Mettenleiter, T.C.& Beer,
M., 2012. Novel orthobunyavirus in cattle, Europe, 2011. Emerg. Infect. Dis. 18, 469—
472.

Howell P.G.1962. The isolation and identification of further antigenic types of African
horsesickness virus, Onderstepoort J. Vet. Res. 29:139-149.

Lau et al.,2016. Elizabethkingia anopheles bacteremia is associated with clinically significant
infections and high mortality. Sci. Reports. 6:26045 | DOI: 10.1038/srep26045 1

Lewis, S.E.; Rice, A.; Hurst, G.D.D.; Baylis, M. 2014.First detection of endosymbiotic bacteria
in biting midges Culicoides pulicaris and Culicoides punctatus, important Palaearctic
vectors of bluetongue virus. Med and Vet Entom. doi: 10.1111/mve.12055.

Maan, S., Maan, N.S., Nomikou, K., Batten, C., Antony, F., Belaganahalli, M.N., Samy, A.M.,
Reda, A.A., Al-Rashid, S.A., Batel, M.E., Oura, C.A.L.& Mertens, P.P.C., 2011. Novel
bluetongue virus serotype from Kuwait. Emerg. Infect. Dis. 17, 886-889.

MacLachlan, N.J. & Guthrie, A.J., 2010. Re-emergence of bluetongue, African horse sickness,
and other orbivirus diseases. Vet. Res. 41, 35.

Mardulyn, P., Goffredo, M., Conte, A., Hendrickx, G., Meiswinkel, R., Balenghien, T., Sghaier,
S., Lohr, Y.& Gilbert, M., 2013. Climate change and the spread of vector-borne
diseases: using approximate Bayesian computation to compare invasion scenarios for
the bluetongue virus vector Culicoides imicola in Italy. Mol. Ecol. 22, 2456-2466.

McDermott, E.G., Mayo, C.E., Gerry, C.A., Laudier, D., Maclachlan, N.J.& Mullens, B. A,
2015. Bluetongue virus infection creates light-averse Culicoides vectors and serious
errors in transmission risk estimates. J. Paras. Vect. 8, 460.

Mee, P.T; Weeks, A.R; Walker, P.J; Hoffmann, A.A; Duchemin, J.B. 2015.Detection of low-
level Cardinium and Wolbachia infections in Culicoides. Appl Environ Microbiol.
81:6177-88. http://dx.doi.org/10.1128/AEM.01239-15

60


http://dx.doi.org/10.1128/AEM.01239-15

Mee P.T et al. 2017. Detection of Elizabethkingia spp. in Culicoides Biting Midges,

Australia.Emerging Infectious Diseases 23, 8.

MeiswinkeL R., Baylis M., Labuschagne K. 2000.Stabling and the protection of horses from
Culicoides bolitinos (Diptera: Ceratopogonidae), a recently identified vector of African
horse sickness, Bull. Entomol. Res. 90:509-515.

Mellor, P.S., Boorman, J.& Baylis, M., 2000. Culicoides biting midges: their role as arbovirus
vectors. Annu. Rev. Entomol. 45, 307-340.

Mills, M. K.; D. Nayduch; K. 2015. Michel. Inducing RNA interference in the arbovirus
vector,Culicoides sonorensis. Insect Molecular Biology .24 (1), 105-114

Nunes, M.R.T., Martins, L.C., Rodrigues, S.G., Chiang, J.O., Azevedo, R.S.S, Rosa, AP.A.&
Vasconcelos, P.F.C., 2005. Oropouche virus isolation, southeast Brazil. Emerg. Infect.
Dis. 11, 1610-1613.

OIE. OIE  Technical factsheet. May  2012. 1. Bluetongue  virus

(http://www.oie.int/fileadmin/Home/fr/Our_scientific_expertise/docs/pdf/A_Schmalle
nberg_ virus.pdf). Acesso em 4 de Abril de 2020.

Oliveira, C.A,, Silva, A.O.F., Cerqueira, V.D., Almeida, M.B., Correa, F.R., Felippe Bauer,
M.L.& Correa, G. R., 2017. Allergic dermatitis caused by Culicoides in Texel sheep in
the state of Para, Brazil. Pesq. Vet. Bras. 37, 301-306.

Page, C.P., Labuschagne, K., Nurton, J.P., Venter, G.J.& Guthrie, A.J., 2009. Duration of
repellency of N,N-diethyl-3-methylbenzamide, citronella oil and cypermethrin against
Culicoides species when applied to polyester mesh. Vet. Parasit. 163, 105-109.

Purse, B.V., Mellor, P., Rogers, D., Samuel, A., Mertens, P.& Baylis, M., 2005. Climate change
and the recent emergence of bluetongue in Europe. Nature Rev. Microbiol. 3, 171-181.

Robin, M; Page,P; Archer, D; Baylis, M. 2016. African Horse Sickness: the potential for an
outbreak in disease-free regions and current disease control and elimination techniques.
Eq Vet J. 5, 659-69.

Romero, D.A., Escobar, L.E.2018. Oropouche fever, an emergent disease from the Americas,
Microbes and Infec. doi: 10.1016/j.micinf.2017.11.013.
Samy, A.M.& Peterson, A.T., 2016. Climate change influences on the global potential
distribution of Bluetongue virus. PLoS ONE 11, e01504809.

61



Sanco, D.G., 2011. Report on the Outcome of the EU Co-financed Animal Disease Eradication
and Monitoring Programmes in the MS and the EU as a Whole. Agra CEAS Consulting,
Brussels, Belgium.

Scheffer, E.G. et al.2012. Comparison of two trapping methods for Culicoides biting midges
and determination of African horse sickness virus prevalence in midge populations at
Onderstepoort, South Africa. Vet Parasi.185,265- 273.

Sellers, R.&Mellor, P., 1993. Temperature and the persistence of viruses in Culicoides spp.
during adverse conditions. Rev. Sci. Tech. 12, 733-755.

Sperlova, A.& Zendulkova D., 2011. Bluetongue: a review. Vet. Med. 56, 430—452.

Tatem, A.J., Baylis, M., Mellor, P.S., Purse, B.V., Capela, R., Pena, I.& Rogers, D.J., 2003.
Prediction of bluetongue vector distribution in Europe and North Africa using satellite
imagery. Vet. Microbiol. 97, 13-29.

Veggiani Aybar, C., Dantur Juri, M., Stein, G., Oria, M., Lizarralde de Grosso, S.M.& Spinelli,
G., 2012. New records of Culicoides Latreille (Diptera: Ceratopogonidae) for the
Yungas and Chaco ecoregions of Argentina. Fla. Entomol. 95, 808-809.

Veggiani Aybar, C., Diaz Gomez, A.R., Dantur Juri, J.M., Lizarralde Grosso, S.M.& Spinelli,
G., 2016. Potential distribution map of Culicoides insignis (Diptera: Ceratopogonidae),
vector of Bluetongue virus, in Northwestern Argentina. J. Insect Sci. 16, 65.

Walker, A.R.& Davies, F.G., 1971. A preliminary survey of the epidemiology of bluetongue in
Kenya. J. Hyg. 69, 47-60.

Wittmann, E.& Baylis, M., 2000. Climate change: effects on Culicoides-transmitted viruses
and implications for the UK. Vet. J. 160, 107-117.

Zientara, S., Sailleau, C., Viarouge, C., Hoper, D., Beer, M., Jenckel, M., Hoffmann, B.,
Romey, A., Bakkali-Kassimi, L., Fablet, A., Vitour, D.& Bréard, E., 2014. Novel
bluetongue virus in goats, Corsica, France, 2014. Emerg. Infect. Dis. 20, 2123-2132.

Zientara, S., Weyer, C.T., Lecollinet, S., 2015. African Horse Sickness. Rev. Sci. Tech. 34,
315-327.

62



3.4 CAPITULO

Extracdo e caracterizacdo de compostos organicos volateis em Ovinos (Ovis aries) com

potencial para o controle dos insetos Culicoides

RESUMO

O uso da ecologia quimica para o controle de pragas, tem ganhado mais espaco no ambito
cientifico em virtude dos varios beneficios que proporciona para a salde publica humana,
animal e do meio ambiente. Entre os beneficios, o conhecimento das interacdes entre 0s seres
vivos pode ser usado para minimizar os prejuizos causados pelo uso excessivo e indiscriminado
de alguns farmacos na busca de solugdes para os problemas da vida cotidiana. O objetivo dessa
pesquisa foi coletar os semioquimicos liberados por ovinos e caracterizar 0s compostos
organicos volateis (COV’s) para subsidiar pesquisas visando ao controle dos insetos Culicoides.
Esses insetos sdo considerados 0os menores insetos hematofagos e responsaveis por transmitir
diversos tipos de doengas para humanos e animais, em geral algumas arboviroses de extrema
importancia para satde publica. Os COV’s foram coletados em 12 ovinos (machos e fémeas),
pelo método da aeracdo e, analisados por cromatografia gasosa com detector de ionizacédo de
chama (GC-FID) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). Apos
a caracterizacdo dos COV’s foram realizados os bioensaios comportamentais para testar o
potencial das substancias frente aos insetos como proposto no objetivo. Dentre 0s compostos
coletados, apos as andlises, foram caracterizados quanto ao indice de retencdo de Kdvats, e
anélise de espectro, 22 COV’s nos ovinos machos ¢, 20 COV’s nos ovinos fémeas. Foram
identificados 17 compostos em comum para os dois sexos, sendo que esses COV’s, sdo em sua
maioria constituidos por hidrocarbonetos. As diferencas dos COV’s entre machos e fémeas, foi
a presenca de naftaleno, acetato, tetradecano nos machos. As analises cromatogréaficas
mostraram que 0s COV’s provenientes dos ovinos machos apresentaram as maiores
concentracdes de compostos. Os resultados dos ensaios bioldgicos mostraram que 0s compostos
caracterizados ndo apresentaram poder de atracao ou repulséo dos insetos Culicoides sp com as
concentraces utilizadas e delineamento experimental empregado.

Palavras chave: andlise cromatografica, ecologia quimica, indice de Kovats, insetos
hemato6fagos

63



INTRODUCAO

O controle de pragas que afetam animais e plantas, em geral tem sido limitado aos
tratamentos mecanicos, quimicos, biolégicos e genéticos. O uso da ecologia quimica para
controlar pragas estd em constante evolucdo e, essas abordagens, incluem as areas de
neuroetologia de insetos, ecologia comportamental, bioquimica de insetos e plantas, sintese de
produtos e as tecnologias naturais para a utilizagdo na agricultura (GOULART et al., 2015).

As substancias liberadas pelos seres vivos sdo chamadas de semioquimicos, que mediam
as interacOes entre 0s organismos. Alguns dipteros hemat6fagos se beneficiam de compostos
organicos volateis (COV’s), 0s quais sdo 0s sinais quimicos liberados por seus hospedeiros
vertebrados (SCHOFIELD e BRADY, 1997). Varios estudos elucidaram o importante papel
dos COV’s na identificacdo do hospedeiro apropriado para um determinado parasita, sendo uma
ou mais variedades e espécies, ou mesmo dentro de um grupo de individuos da mesma espécie.
Os insetos usam esses sinais em busca de seus hospedeiros, na maioria das vezes, como fonte
de alimento. Esses COV’s sdo denominados de cairomonios e sdo encontrados na pele dos
vertebrados, nas secrecdes glandulares, excrementos (fezes e urina) e outros. Em geral, para a
captura desses compostos, a aeracdo tem sido a metodologia mais utilizada, visando ao controle
de parasitas (MORAES et al., 2003; LOGAN e BIRKETT, 2007; VIANA et al., 2018).

Os insetos do género Culicoides Latreille, 1809 sdo considerados os menores insetos
hematdfagos e responsaveis por transmitir doencas por meio de suas picadas. S&o responsaveis
pela transmissdo das doencas de importancia veterinaria: doenca da Lingua Azul (DU TOIT,
1944); Schmallenberg (HOFFMANN et al., 2012) African Horse Sickness (HENNING, 1956)
e das doencas de importancia humana: Oropouche (NUNES et al., 2005) e infeccdo por
Elizabethkingia (MEE et al., 2017). Essas doencas tém importante impacto econémico,
causando prejuizos para a economia, satde e desenvolvimento social.

Esta pesquisa objetivou a coleta e caracterizacdo de compostos organicos volateis
oriundos de ovinos (Santa Inés x Dorper) para dar subsidios ao desenvolvimento de técnicas
eficazes para o controle de Culicoides sp.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias da UFAL e foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais - CEUA, sob protocolo 52/2017. Foram
utilizados 12 ovinos adultos (4 machos e 8 fémeas), mesticos (Santa Inés x Dorper), criados em
manejo semi extensivo, pertencentes ao Instituto Federal de Alagoas (IFAL/SATUBA).

Os COV’s liberados pelos ovinos foram coletados individualmente, mantendo-se cada
animal na baia de contencéo durante o procedimento. A coleta, foi feita por meio do método da
aeracdo, utilizando um tubo coletor de vidro contendo 60 mg de adsorvente Porapak Q (50-80
Mesh, Supelco) e 1& de vidro. Uma das extremidades desse tubo coletor estava afixada na regido
dorsal do ovino com fita adesiva para a captura dos COV’s. A outra extremidade desse tubo
estava conectada a uma mangueira de silicone e, que por sua vez conectava-se a bomba de
succdo. A aeracdo foi realizada com um fluxo de ar de 1000 mL/min, por animal.

Apds a coleta dos COV’s, as amostras foram levadas ao laboratorio de pesquisas em
recursos naturais (LPgRN) da Universidade Federal de Alagoas, para a extracdo dos compostos,
utilizando 1 mL de hexano (Sigma- Aldrich®, HPLC) como solvente. ApoGs a extracao, as
amostras foram armazenadas em freezer a - 20°C para analises posteriores. As analises dos
extratos (COV’s) foram realizadas usando um cromatégrafo a gas (GC-2010, Shimadzu) com
um detector de ionizagcdo de chama (CG-FID), equipado com coluna RTX-5 (30 m de
comprimento; 0,25 mm d.i; 0,25 wm de espessura, Restek®), sendo o hidrogénio usado como
gas de arraste. O programa de temperatura do forno foi iniciado a 50°C por 5 min, com
velocidade de aquecimento de 8°C por minuto até 250°C, e o tempo de espera de 10 minutos,
finalizando a andlise, aos 40 minutos. A amostra foi injetada em modo “splitless”, com a
temperatura do injetor em 200°C, e a temperatura do detector em 270°C. Essas analises foram
realizadas para todas as amostras, entretanto, para a apresentacdo nos resultados dessa pesquisa,
foram escolhidos apenas os resultados de um macho e uma fémea que apresentarem as maiores
intensidades de compostos.

A caracterizacdo dos COV’s foi realizada pelo célculo dos seus indices de retencédo de
Kovats (KI) e, as consultas subsequentes, nas bases de dados Pherobase (www.pherobase.com)
e NIST (www.nist.gov). Os KI’s foram determinados usando séries homologas de n-alcanos
normais, C7-C30 (Sigma Chemical® Co., St. Louis, MO) em uma analise de CG com
temperatura programada, como descrito acima. Para andlise qualitativa, os extratos volateis

selecionados foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
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CG/EM quadrupolo Shimadzu (QP-2010, Ultra), com coluna DB-5 (30m de comprimento; 0,25
mm.d.i.; 0,25 pum de espessura, J&W Scientific®) usando o modo de injeg¢do “splitless”, sendo
0 gas hélio o gas de arraste e, 0 programa de temperatura como o descrito acima para a analise
GC-FID. A ionizagéo foi realizada por impacto eletronico (70 eV; temperatura da fonte =
200°C). Os dados foram coletados usando 0 CG/EM editor de analises.

A caracterizacdo dos compostos volateis extraidos foi realizada por meio da comparacao
visual dos espectros das amostras com o espectro literario. As caracteristicas do ion molecular,
do pico base e fragmentacdes das amostras, fornecidas pelos bancos de dados computacionais
do equipamento (Wiley 229, NIST 08, NIST 147) foram tomadas como importantes critérios
de comparacdo com os espectros literarios disponiveis nas bases de dados (NIST, Pub Chem).
Da mesma forma, esses procedimentos foram realizados para as analises dos indices de retencdo
de Kdvats (KI). Os KI’s foram determinados usando as séries homdlogas de n-alcanos normais,
C7-C30 (Sigma Chemical® Co., St. Louis, MO) em uma analise de CG programada em
temperatura, como descrito anteriormente. A caracterizacdo foi assumida positiva, quando o
espectro de massa e Kl foram alcancadas. Os dados obtidos também foram comparados com
varias fontes da literatura. Apds as caracterizacOes, foi obtida a abundancia dos compostos
liberados por cada animal.

Os ensaios bioldgicos para testar o efeito dos COV’s obtidos (machos e fémeas) frente
aos insetos Culicoides, infestantes naturalmente em ovinos, foram conduzidos na fazenda
Pratagy, localizada no bairro do Benedito Bentes. Quatro tratamentos foram utilizados, sendo
eles: 10 uL do extrato do macho no qual foi caracterizado um maior nimero de compostos
volateis; 10 uL do extrato da fémea no qual foi caracterizado um maior nimero de compostos
volateis; 10 uL de hexano (HPLC) e auséncia de composto. Esses tratamentos (extratos) eram
disponibilizados em chumacos de algodao afixados em armadilhas adesivas do tipo delta e,
alocadas nas baias dos animais, Figura 1. Os testes foram executados no més de margo de 2020,

em quatro dias consecutivos, a concentracdo dos extratos eram de 1% para cada amostra.
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Figura 1- Armadilhas adesivas com os chumacos de algoddo embebidos com os tratamentos
(COV’s) para os ensaios biologicos alocadas nas baias dos ovinos, Fazenda Pratagy, Maceio-
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises realizadas por CG/FID revelaram todos os compostos liberados pelos ovinos
(machos e fémeas) e, quatro animais foram excluidos das analises futuras, uma vez que a
captura dos seus volateis ndo foi efetiva. Os resultados das analises CG/EM dos extratos
volateis dos ovinos machos, apresentaram 22 compostos com maiores concentracGes, Tabela 1.
Os perfis dos extratos de ovinos machos apresentaram, em sua maioria, 0s hidrocarbonetos
como sendo a maior parte de sua constituicdo. Dentre esses, 0s hidrocarbonetos ramificados,
insaturados e lineares (>C10). Além disso, apresentaram dois compostos acetato, um composto
aldeido e um composto aromético (Naftaleno).

Tabela 1- Caracterizacdo dos compostos organicos volateis emitidos pelos ovinos machos

Compostos K.I. cal. K.I. ref. Abundancia (%)
1 (2)-2-Deceno 1016 1013 Zaikin e Borisov (2002) 1,51
2 228 1025 1022 Gomezetal. (1993) 3,44
Trimetildecano
3 4-metildecano 1060 1059  Zaikin e Borisov (2002) 19,28
4 2-metildecano 1065 1063 Zaikin e Borisov, 2002 3,30
5 Hidrocarboneto 1080 - - 2,21
6 (E)-2-Undeceno 1103 1104  Zaikin e Borisov (2002) 4,65
7 Nonanal 1104 1107 Isberg et al. (2016) 7,55
8 Hidrocarboneto 1108 - - 2,02
9 Naftaleno 1187 1184 Zhu et al. (2008) 2,21
10  (2)-2-Dodeceno 1214 1213 - 3,18
11 Hidrocarboneto 1222 - - 2,41
12 2-metildodecano 1264 1263 Zaikin e Borisov (2002) 4,32
13 Hidrocarboneto 1279 - 11,33
14 Tridecano 1300 1300 Adams (1995) 3,77
15  Hidrocarboneto 1325 - - 2,83
16  Acetato 1371 - - 3,74
17  Tetradecano 1400 1399 Adams (1995) 2,32
18  Acetato 1425 - - 6,45
19  Hidrocarboneto 1493 - - 2,62
20  (E)-2-Pentadeceno 1507 1507 Zaikin e Borisov (2002) 1,26
21 - 1650 - 7,43
22  (E)-2-Heptadeceno 1707 1708 Zaikin e Borisov (2002) 2,17
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Os indices de Kovats calculados foram comparados com aqueles disponiveis na
literatura. Dos 22 compostos presentes nas amostras de COV’s coletadas nos ovinos machos,
13 compostos ja haviam sido caracterizados (Gomez et al.,1993; Adams, 1995; Zaikin e
Borisov, 2002; Zhu et al., 2008; Isberg et al., 2016), apresentando valores de indice de Kovats,
corroborando com a presente pesquisa. Os valores de abundancia correspondem a média das
amostras para um determinado composto. E importante ressaltar que o composto majoritario
dos COV’s dos ovinos machos foi 4-metildecano.

As andlises CG/EM dos extratos volateis dos ovinos fémeas, apresentaram 20
compostos com maiores intensidades, Tabela 2. Os perfis dos extratos de fémeas, foram
caracterizados, principalmente, por serem constituidos em grande parte por hidrocarbonetos,
sendo alguns ramificados, insaturados e outros lineares (>C1o). Além desses, apresentaram um
um composto aldeido. Desses 20 compostos presentes nas amostras de COV’s das fémeas, 14
compostos ja haviam sido caracterizados (Gomez et al.,1993; Adams, 1995; Zaikin e Borisov,
2002; Vanickova et al., 2012; Isberg et al., 2016) apresentando indices de Kdvats, 0s quais
corroboraram com os resultados da presente pesquisa. O valor percentual de abundancia do
composto 4-metildecano, como nas amostras de COV’s dos ovinos machos, também foram
destaque para as analises nas fémeas, sendo essa similaridade de valores entre machos e fémeas,

corroborada por Zaikin e Borisov (2002).
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Tabela 2- Caracterizacdo dos compostos organicos volateis emitidos pelos ovinos fémeas

Compostos K.I. cal. K.I. ref. Abu?osoe;mua
1 (2)-2-Deceno 1016 1013 Zaikin e Borisov (2002) 0,54
2 2,2,8-Trimetidecano 1025 1022 Gomez et al. (1993) 1,67
3 4-metildecano 1060 1059 Zaikin e Borisov (2002) 20,17
4 2-metildecane 1065 1063 Zaikin e Borisov (2002) 3,21
5 Hidrocarboneto 1080 - - 1,10
6 (E)-2-Undeceno 1103 1104 Zaikin e Borisov (2002) 5,68
7 Nonanal 1104 1107 Isberg et al. (2016) 3,65
8 Hidrocarboneto 1108 - - 1,68
9 (2)-2-Dodeceno 1214 1213 - 1,72
10  Hidrocarboneto 1222 - - 1,13
11 2-metildodecano 1264 1263 Zaikin e Borisov (2002) 1,39
12 Hidrocarboneto 1279 - - 15,69
13 Tridecano 1300 1300 Adams (1995) 2,10
14  Hidrocarboneto 1325 - - 5,25
15 Hidrocarboneto 1493 - - 10,46
16  (E)-2-Pentadeceno 1507 1507 Zaikin e Borisov (2002) 1,88
17  9-metilpentadecano 1538 1534 Vanickové et al. (2012) 4,09
18 (E)-2-Heptadeceno 1707 1708 Zaikin e Borisov (2002) 8,89
19  5-metilheptadecano 1750 1752 Zaikin e Borisov (2002) 2,84
20  (Z2)-2-Nonadeceno 1920 1921 Zaikin e Borisov (2002) 6,84

A relacéo de todos os compostos liberados pelos ovinos machos e fémeas, abundancias
médias e as diferencas das fun¢bes organicas sdo apresentadas na Tabela 3. Foram identificados
17 compostos em comum para 0s dois sexos, sendo que esses COV’s, sdo em sua maioria
constituidos por hidrocarbonetos. As diferencas dos COV’s entre machos e fémeas, quanto as
funcbes organicas, foi a presenca de naftaleno, acetato, tetradecano e um composto néo
identificado (K1=1650) apenas nos machos. Além disso, foram detectados apenas nas fémeas
trés compostos ndo identificados (KI= 1538, KI=1750 e KI=1920).

Em estudo visando ao controle de insetos Culicoides infestantes de mamiferos, Bhasin
et al. (2000), coletaram e identificaram 0s compostos organicos 1-octen-3-ol; acetona;
butanona; Acido L (+) - lactico; fenol; 3-n-propilfenol; 3-metilfenol; 4 metilfenol e 4 etilfenol.

Na presente pesquisa, ndo foram encontrados nenhum desses compostos citados.
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Tabela 3 — Compostos caracterizados, em ovinos machos e fémeas

Compostos K 1. cal Abundancia Abundancia
R Machos (%) Fémeas (%)
1 (Z2)-2-Deceno 1016 1,51 0,54
2 2,2,8-Trimetildecano 1025 3,44 1,67
3 4-metildecano 1060 19,28 20,17
4 Z-metildecano 1065 3,30 3,21
Alcool ou

5 hidrocarboneto 1080 2,21 1,10
6 (E)-2-Undeceno 1103 4,65 5,68
7 Nonanal 1104 7,55 3,65
8 Hidrocarboneto 1108 2,02 1,68
9 Naftaleno 1187 2,21 -

10 (2)-2-Dodeceno 1214 3,18 1,72
11 Hidrocarboneto 1222 2,41 1,13
12 2-metildodecano 1264 4,32 1,39
13 Hidrocarboneto 1279 11,33 15,69
14 Tridecano 1300 3,77 2,10
15 Hidrocarboneto 1325 2,83 5,25
16 Acetato 1371 3,74 -

17 Tetradecano 1400 2,32 -

18 Acetato 1425 6,45 -

19 Hidrocarboneto 1493 2,62 10,46
20 (E)-2-Pentadeceno 1507 1,26 1,88
21 - 1538 - 4,09
22 - 1650 7,43 -

23 (E)-2-Heptadeceno 1707 2,17 8,89
24 - 1750 - 2,84
25 - 1920 - 6,84

Isberg et al. (2016) estudando o potencial de compostos volateis no controle de
Culicoides nubeculosos, por meio de aeragdo, coletaram os COV’s oriundos do pélo e urina dos
animais identificando 23 compostos, dos quais 17 eram octanos. Os compostos eram: Decanal,
2-feniletano; 1-octen-2-ol; 2 etil-hexanol; 3-metilindol; fenol; 3-etilfenol; heptanal; octanal; 3-
propilfenol; 4 propilfenol; 6-metil-5-hepten-2-ona; 3-metilfenol e 4-etilfenol. Nenhum desses
compostos foram identificados na presente pesquisa.

Por outro lado, o composto nonanal identificado no presente estudo, também foi
previamente reportado por Gikonyo et al. (2002), Birkett et al. (2004), Logan et al. (2009) e
Tchouassi et al. (2013) em estudos de COV’s extraidos de mamiferos.

As analises cromatograficas apesentaram diferencas nos cromatogramas entre as
amostras de ovinos machos e fémeas, sendo apresentado apenas um resultado comparativo das

amostras de ambos os sexos com as maiores intensidades de COV’s, Figura 2. Os resultados
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dessas analises mostram que 0s compostos liberados pelos ovinos machos apresentaram maior
intensidade, quando comparados com a intensidade dos compostos liberados pelas fémeas.
Além disso, os machos apresentaram dois compostos a mais comparados com as fémeas. Essas
diferengas entre individuos machos e fémeas quanto aos compostos emitidos, podem estar
relacionadas as diferengas de dimorfismo sexual. A composi¢do dos COV’s liberados pelos
machos apresentou, aproximadamente, 70% de hidrocarbonetos, enquanto que a composi¢do

dos COV’s liberados pelas fémeas apresentou 90% de hidrocarbonetos.

Figura 2- Perfis cromatogréaficos das analises CG/EM dos COV’s liberados em ovinos (Santa

InésxDorper) macho e fémea
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Legenda - a- Perfil cromatografico (CG/EM) de ovino fémea; b- Perfil cromatografico (CG/EM) de ovino macho

Apbs a obtencdo dos compostos caracterizados foram realizados os ensaios biologicos
a campo. Os resultados mostraram que, de acordo com o delineamento experimental
preconizado (4 tratamentos: 10mL COV’s machos; 10mL COV’s fémeas; 10mL COV’s hexano
e 10mL COV’s branco, com duas repeti¢fes) os compostos ndo apresentaram poder de atragéo
ou repulsdo dos insetos Culicoides sp. Acredita-se que novos testes, diferentes concentragdes
dos compostos e novos delineamentos sdo necessarios para maior esclarecimentos das respostas
bioldgicas obtidas. De acordo com Isberg et al. (2016), as concentragfes dos compostos
influenciam diretamente sobre o potencial da resposta dos insetos.

Em estudo objetivando-se o controle de Culicoides por meio da identificacdo de COV’s
de mamiferos, Bhasin et al. (2000) testaram nove compostos por meio de analises EAG e testes
de olfatometria Y e concluiram que todos os compostos foram atrativos para os Culicoides, com
destaque para o composto 1 octen3-ol, que foi 0 mais atrativo. Isberg et al. (2016), em estudo

de COV’s oriundos de mamiferos para modular as respostas de insetos Culicoides nubeculosos
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identificaram 23 compostos. Apos as identificacGes, 0s testes de atratividade usando EAG
mostraram que 0s compostos Decanal; 2-feniletano; 1-octen-2-ol; 2 etil-hexanol; 3-metilindol;
fenol e 3-etilfenol, causaram a atracdo de Culicoides nubeculosos. Enquanto os COV’s
heptanal; octanal; 3-propilfenol e 4 propilfenol, inibiram a atragdo de insetos. E, 0s compostos
6-metil-5-hepten-2-ona; 3-metilfenol e 4-etilfenol desencadearam, simultaneamente, as acGes

de atracdo e repulsdo, dependendo da quantidade testada.

CONCLUSAO

Foram caracterizados 22 COV’s nos ovinos machos € 20 COV’s nos ovinos fémeas, dos
quais, 17 foram comuns para 0s dois sexos. O composto majoritario dos COV’s, tanto em
ovinos machos como em fémeas, foi 0 4-metildecano.

As analises cromatograficas mostraram que 0os COV’s provenientes dos ovinos machos
apresentaram as maiores intensidades de compostos. Os resultados dos ensaios bioldgicos
mostraram que 0S compostos caracterizados néo apresentaram poder de atragéo ou repulséo dos
insetos Culicoides sp., havendo, portanto, a necessidade de realizacdo de testes em campo para

esclarecimento das respostas dos insetos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso da ecologia quimica nos processos que objetivam o controle das pragas e
patdgenos dos seres vivos tem se revelado em estratégias promissoras para 0 combate de
doengas em plantas, animais e humanos. Em geral, esses processos propdem o controle de
organismos indesejaveis, sob 0 ponto de vista da agropecuaria e da saude publica.

Essa pesquisa prop6s o emprego da ecologia quimica para controlar os insetos
Culicoides, principal transmissor da doenga da Lingua Azul, a qual acomete a maioria dos
ruminantes. Ao longo da realizacdo dessa pesquisa, varios desafios foram enfrentados. O
primeiro deles foi o contato com o principal personagem dessa tese, o inseto Culicoide, cujo
nome vulgar é maruim. Esses insetos, sao dipteros e, sdo 0s menores insetos hematdfagos da
familia Ceratopogonidae. Estdo amplamente distribuidos no mundo inteiro e, existem mais de
1.300 espécies conhecidas até os dias atuais. No Brasil, poucos grupos tém trabalho com esses
insetos e, eu tive a oportunidade de trocar informacdes e realizar algumas atividades com um
desses. Esse grupo € liderado pela Dr* Maria Luiza Felippe-Bauer, com expertise na
identificacdo de insetos Culicoides, Curadora da colecdo de Ceratopogonidae, do Instituto
Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Além desse produtivo contato, também tive a oportunidade
de trocar de informacdes e obter algumas orientagdes do Dr° Simon Carpenter, entomologista
com expertise em biologia e ecologia de Culicoides, do Pirbrigth Institute, em Londres no Reino
Unido.

Inicialmente, o objetivo era a coleta de Culicoides, nas trés mesorregides do Estado de
Alagoas, entretanto, apds varias expedicdes no Sertdo e Agreste sem sucesso, por questdes
logisticas, tive que concentrar o foco da pesquisa na regido da zona da Mata, proximo de
Maceid. Apds, varias tentativas de captura com as armadilhas luminosas convencionais sem
sucesso, foram necessarias algumas modificacdes para a efetiva captura dos Culicoides, o que
resultou no depdsito de uma patente. Apo6s as coletas, foi necessaria a identificacdo da espécie,
a qual foi realizada pelas Dr* Maria Luiza Felippe-Bauer e Dr? Maria Clara Alves Santarém do
Instituto Oswaldo Cruz. A espécie identificada foi a Culicoides insignis, sendo o primeiro
registro dessa espécie no Estado de Alagoas. Também foi realizada a identificacdo genética da
espécie, sendo que o processo de deposito no Genbank esta em andamento.

A importancia dos insetos Culicoides, ndo se restringe apenas a uma ameaca da satde
animal. Esses insetos, transmitem varios arbovirus, que causam doencas de grande impacto para
a sociedade. Dentre as doencas mais estudadas, sdo elas, a doenca da Lingua Azul,

Schmallenberg, African Horse Sickness, Oropouche e Elizabethkingia. Essas doencas tém
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importante impacto econémico, dificil controle, pois sdo causadas em sua maioria por virus,
cujo principal vetor sdo os Culicoides. Diante disso, o controle desses insetos se torna de suma
importancia para a prevencao dessas doengas, pois resultados de pesquisas mostraram que a
ocorréncia dos surtos dessas doengas coincide com os locais precedidos da infestagdo pelos
Culicoides.

Dada a importancia do controle dos Culicoides, da doenca da Lingua Azul no cenério
mundial, a chegada dessa doenga no Brasil e o reduzido nimero de pesquisas que abordam essa
tematica, objetivou-se a busca de técnicas de controle desses importantes parasitas com as
abordagens da ecologia quimica. Para tanto, a pesquisa propde a elaboragdo de armadilhas,
munidas de compostos organicos volateis, com potencial poder de atracdo ou repulsdo desses
insetos, para serem afixadas nos locais de maior concentracdo desses maruins. A exemplo,
regides de criacdo animal como os currais, casas com proximidades das fazendas ou sitios e,
areas afins.

A partir de entdo, foram realizadas coletas de compostos volateis organicos (COV’s)
em ovinos machos e fémeas, nas zonas rurais proximas a Maceid, com a comprovada presenca
de Culicoides. Essas coletas foram realizadas pelo método da aeracdo com bomba de succao
para as posteriores anélises cromatograficas CG/FID e CG/EM. Os resultados dessas analises
indicaram a presenca de 22 e 20 compostos em ovinos machos e fémeas, respectivamente. Os
compostos nos machos foram mais intensos que nas fémeas. Desses compostos, 14 ja haviam
sido identificados na literatura, apresentando indices de Kovats passiveis de comparacdo. As
analises cromatograficas mostraram que os COV’s provenientes dos ovinos machos
apresentaram as maiores intensidades de compostos. Os resultados dos ensaios bioldgicos
mostraram que 0s compostos caracterizados ndo apresentaram poder de atracao ou repulséo dos
insetos Culicoides. Provavelmente, as concentraces utilizadas e o delineamento experimental
empregado nao foram eficazes para a obtencéo de resultados conclusivos. Portanto, para maior
acuracia desses resultados se faz necessaria a realizacdo de outros ensaios bioldgicos, adotando-
se maior nimero de repeticao e concentragdo dos compostos.

Essa caminhada foi de muito aprendizado e reflexdo, principalmente no que diz respeito
a importancia das doencas causadas pelas arboviroses, que tém vetores com grande potencial
de ampla distribuicdo. Portanto, o controle dos insetos vetores pode ser a estratégia mais
indicada de combate a essas doengas. Nesse sentido, a ecologia quimica tem muito a contribuir
na obtencgdo de técnicas de controle desses vetores sem causar impactos negativos para a satde

humana, dos animais e do meio ambiente.
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