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APRESENTACAO

A colecéo “Ciéncias da Saude em Debate” apresenta em dois volumes a producéo
cientifica multiprofissional que versa sobre tematicas relevantes para a compreenséo do
conceito ampliado de saude.

Tendo em vista a relevancia da tematica, objetivou-se elencar de forma categorizada,
em cada volume, os estudos produzidos pelos diferentes atores, em variadas instituicbes
de ensino, pesquisa e assisténcia do pais, a fim de compartilhar as evidéncias produzidas.

O volume 1 da obra apresenta publicagbes que contemplam a inovagéo tecnolégica
aplicada a area da saude, bem como os avangos nas pesquisas cientificas direcionadas a
diferentes parcelas da populagéo.

No volume 2 estédo agrupadas as publicagbes com foco nos diferentes ciclos de vida,
criancas, adolescentes, mulheres, homens e idosos. As publicagbes abordam os aspectos
biologicos, psicolégicos, emocionais e espirituais que permeiam o individuo durante a sua
vida e o processo de morrer.

A grande variedade dos temas organizados nessa colegdo permitira aos leitores
desfrutar de uma enriquecedora leitura, divulgada pela plataforma consolidada e confiavel
da Atena Editora. Explorem os contetdos e compartilhe-os.

Luana Vieira Toledo
Organizadora
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CAPITULO 12

EXTRATOS LARVAIS DE Aedes aegypti, Aedes
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RESUMO: Uma das estratégias do manejo
integrado de mosquitos é atrair fémeas para
depositar ovos em recipientes contendo larvicidas
para vigilancia e controle entomologico. O
principal desafio dessa abordagem é desenvolver
iscas que estimulem a oviposi¢do associadas
a toxinas sem efeito dissuasor. Bacillus
thuringiensis sorovar Israelensis (Bti) satisfaz
o ultimo critério, mas desenvolver estimulantes
de oviposi¢éo para coleta de mosquitos sdo de
extrema necessidade. O presente estudo avaliou
extratos larvais de Ae. aegypti, Ae. albopictus
e Cx. quinquefasciatus como estimulantes de
oviposicdo em testes pareados. Os extratos
foram feitos a partir de larvas in natura e
liofilizadas sob equivaléncia de 0,33 larvas/ml.
Em laborat6rio, os ensaios foram avaliados em
recipientes de oviposicdo (150 ml) em gaiolas
com 30 fémeas gravidas. Em campo, os extratos
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foram avaliados em ovitrampas (1 litro). Em
laboratério, recipientes tratados com extratos in
natura e liofilizados coletaram significativamente
mais ovos (p< 0,05), apontando a eficiéncia de
extratos larvais como iscas de oviposicdo. Em
campo, ovitrampas tratadas com extratos larvais
e Bti coletaram significativamente mais ovos de
mosquitos Aedes (p< 0,001) e eliminaram as
larvas. Os resultados demonstram a eficiéncia
de armadilhas associadas com extrato e Bti para
estratégia aftract-and-kill. A identificacdo dos
compostos presentes nas larvas responsaveis por
estimular a oviposicdo pode nortear estratégias
de sintese de iscas para o controle vetorial.
PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti. Oviposigao.
Controle de vetores.

ABSTRACT: One of the strategies of integrated
mosquito management is to attract females to
deposit eggs in containers containing larvicides
for surveillance and entomological control. The
main challenge of this approach is to develop
baits that stimulate oviposition associated
with toxins without a deterrent effect. Bacillus
thuringiensis serovar israelensis (Bti) satisfies
the last criterion, but developing oviposition
stimulants for mosquito collection is in dire need.
The present study evaluated larval extracts of Ae.
aegypti, Ae albopictus and Cx. quinquefasciatus
as oviposition stimulants in paired tests. The
extracts were made from in natura larvae and
lyophilized under equivalence of 0.33 larvae/ml. In
laboratory, the tests were evaluated in oviposition
containers (150 ml) in cages with 30 pregnant
females. In the field, the extracts were evaluated
in ovitraps (1 liter). In the laboratory, recipients
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treated with in natura extracts and lyophilized collected significantly more eggs (p<0.05),
indicating the efficiency of larval extracts as oviposition baits. In the field, ovitraps treated
with larval extracts and Bti collected significantly more Aedes mosquitoes eggs (p<0.001) and
eliminated the larvae. The results demonstrate the efficiency of traps associated with extract
and Bti for the attract-and-kill strategy. The identification of compounds present in larvae
responsible for stimulating oviposition can guide bait synthesis strategies for vector control.
KEYWORDS: Aedes aegypti. Oviposition. Vector Control.

INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti predomina nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
cujo estabelecimento e dispersdo estdo fortemente associados as areas urbanizadas
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O convivio entre seres humano e A. aegypti
estabelece ciclos de transmissao de arbovirus, como Dengue, Febre amarela, Chikungunya
e Zika, colocando em exposi¢do anualmente mais de 200 milhdes de pessoas. Apesar dos
esforcos para reduzir sua densidade populacional, A. aegypti ainda é um grande desafio
para o controle entomol6gico em todos os continentes, inclusive especialmente no Brasil.
(WHO, 2017).

No Brasil, a principal estratégia de controle de Ae. aegypti desde 1996 tem sido a
utilizagdo de inseticidas das classes dos organofosforados e piretroides (BRASIL, 2009),
que ao longo de 25 anos vem levando a selecdo de populagdes resistentes em diversos
municipios brasileiros (ARAUJO et al., 2013, 2019; CHEDIAK et al., 2016; LIMA et al., 2007;
VALLE et al., 2019). Por outro lado, o controle integrado de vetores é uma combinagéo
de estratégias localmente adaptadas, econO6micas e ecologicamente seguras, para
reduzir efetivamente a populagcdo de mosquitos e prevenir a disseminagcéo de patégenos
(WHO, 2017). Por esta razao, pesquisas relacionadas ao monitoramento de mosquitos e
a vigilancia epidemiolégica vém ganhando destaque em todo mundo. Um dos métodos
mais utilizados & o controle mecéanico-comportamental, que visa distribuir armadilhas
para realizar vigilancia entomoldgica e epidemioldgica, e o controle através da remocéo
massiva ovos de mosquitos no ambiente. O emprego extensivo de ovitrampas associadas
ao biolarvicida Bacillus thuringiensis var. Israelensis (Bti) tem se mostrado uma excelente
alternativa para auxiliar na redugdo populacional de mosquitos no campo (FLACIO et al.,
2015; MELO-SANTOS et al., 2017; REGIS et al., 2013). No entanto, a utilizagdo de iscas
que atraiam fémeas ou estimulem a deposi¢céo de ovos continua um desafio.

Apesar da combinagdo entre armadilhas e iscas para atrair mosquitos ser
considerada um diferencial, a escolha equivocada das iscas pode trazer dados falso-
negativos em relacdo a vigilancia entomologica. O uso de CO2 como isca para captura
de adultos em armadilhas é observado em muitos contextos (AMOS; CARDE, 2020, 2021;
WU et al., 2020), porém, o estado fisiolégico das fémeas atraidas para este tipo de isca,
que encontram no CO2 evidéncia da presenca de hospedeiro para realizarem repasto
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sanguineo, podem nao servir para a vigilancia epidemiolégica, pois séo atrativas geralmente
para os mosquitos que ainda nado se alimentaram de sangue e, consequentemente, ndo
estimulam a deposi¢cédo de ovos e nem trazem dados sobre a circulagdo dos arbovirus no
ambiente. No entanto, as iscas utilizadas para potencializar a captura de mosquitos que ja
fizeram repasto sanguineo tém maior eficiéncia em coletar de ovos, e de trazer respostas
verdadeiras sobre a circulagédo de arbovirus, em contraste as iscas que atraem a populagcéo
adulta em geral (JOHNSON; RITCHIE; FONSECA, 2017).

Foi relatado nas ultimas quatro décadas que a 4gua de retencédo de larvas e a agua
de criacdo de larvas estimulam a oviposi¢ao intraespecifica dos mosquitos Aedes (ALLAN;
KLINE, 1998; MARQUES; MIRANDA, 1992; TRIMBLE; WELLINGTON, 1980), embora
néo tenha sido determinado de forma precisa se esses atrativos sé@o derivados de larvas
de mosquitos, das bactérias que nelas hospedam, ou mesmo das bactérias do meio de
desenvolvimento larvario. Por uma perspectiva ecologica e evolutiva, o custo-beneficio de
produzir uma sinalizagdo positiva para desenvolvimento de mosquitos € intrigante, mas no
ponto de vista epidemiologico e pratico, € um conhecimento ainda pouco explorado e que
vale a pena investigar para formulagdo de iscas que auxiliem no controle de mosquitos.
Por esta razédo, este estudo objetivou explicar influéncia dos extratos larvais de A. aegypti
em relacdo a oviposigao intraespecifica e sua aplicabilidade no campo para ser somado ao
controle integrado.

METODOLOGIA

Mosquitos

Os mosquitos foram obtidos a partir da colénia do Instituto Aggeu Magalhaes,
mantida desde 1996 a partir de ovos coletados em bairros de Recife. Os insetos foram
mantidos a 26 + 2 ° C, 65-85% de umidade relativa e sob fotoperiodo de 12 : 12h (claro :
escuro). As larvas foram mantidas em recipientes plasticos (30 x 15 cm; 10 cm de altura)
com densidade de aproximadamente 0,3 larvas / ml.

Extratos larvais

Larvas de quarto estagio foram coletadas com uma rede de malha de plastico e
lavadas com 300 ml de agua destilada 3-7 vezes, até remover os vestigios da agua de
criacdo. Em seguida, as larvas foram transferidas para um microtubo de 2 ml previamente
preenchido com 0,5ml de agua destilada. As larvas foram ent&o trituradas e o pistilo foi
lavado duas vezes com 0,5ml de agua destilada para aproveitar todo material. O extrato
foi filtrado através de um papel filtrante Whatman # 1 (ndmero de catalogo 1001-110) com
adicao de 300 ml de 4gua destilada. Para cada experimento comparando extratos de larvas
in natura com extratos de larvas dessecadas a frio, um grupo de larvas (600 individuos)
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foi separado em duas partes iguais; uma amostra foi extraida diretamente com agua e a
outra foi liofilizada antes da extracdo. A concentracéo final dos extratos avaliados foi de
0,33 larva/ml.

Ensaios de oviposicao em laboratério

Os ensaios foram realizados em gaiolas (50 x 40 x 32 cm) nas quais foram colocados
recipientes pareados em posicoes diagonais a 30 cm de distancia entre si20. Um desses
recipientes foi preenchido com tratamento e outro com controle. Em ambos os casos, o
volume final foi de 150 ml. Para servir como substrato de oviposicéo para A. aegypti, usamos
um papel de filtro na borda dos recipientes. Trinta fémeas gravidas foram transferidas para
cada gaiola. Apds 7 dias, os substratos foram removidos e os ovos contabilizados. Esses
experimentos foram realizados simultaneamente em 12 gaiolas, invertendo a posi¢céo dos
recipientes em cada repeticéo.

Ensaios de campo

Os experimentos foram realizados em oito localidades do campus da Universidade
Federal de Pernambuco. Ovitrampas (FAY; PERRY, 1965) foram tratadas com 1 litro de
extrato de larva (concentragdo de 0,33 larva/ml) mais 0,5 g de Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis (VectorBac® WG, cepa AM65-62, Lote: 257-352-PG), enquanto as armadilhas
controles foram preenchidas com 1 litro de agua e 0,5 g de Bti. Para cada armadilha, 2
placas de madeira (5 x 15 cm; 5 mm de espessura) foram presas a borda do recipiente de
agua para deposicao de ovos. Esses experimentos foram realizados de outubro de 2017 a
fevereiro de 2018. As armadilhas foram inspecionadas e trocadas quinzenalmente. Cada
conjunto de dados dos oito locais foi considerado um ponto estatistico, e os experimentos
foram repetidos 51 vezes.

Analise de dados

Para contabilizagcéo dos ovos coletados, cada substrato foi fotografado (smartphone
Motorola Z3 Play), cujas imagens foram utilizadas para contabilizagdo dos ovos através
do software Imaged. Os valores foram utilizados para calcular o indice de Atividade de
Oviposicao (IAO), através da formula: IAO = (Nt - Nc) / (Nt + Nc), em que Nt = média de ovos
depositados nos recipientse tratados e Nc = média de ovos depositados nos recipientes
controle. Os valores de I1AO variam de +1 (atragdo/estimulagdo) a -1 (repulséo/inibicao)
(KRAMER, WAYNEL; MULLA, MIRS, 1979). Em seguida, os ensaios pareados foram
estatisticamente avaliados pelo teste de T pareado bicaudal. Os graficos e as analises
foram feitos pelo software GraphPad (Prism 72 verséao).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inspirado em experimentos preliminares e promissores com Ae. albopictus de
Marques e Miranda (1992), Faierstein, et al. (2019) descreveram pela primeira vez o
potencial dos extratos larvais de mosquitos para realizagdo de iscas de oviposicdo com
multiplos alvos. Aqui, verificamos o potencial dos extratos larvais de Ae. aegypti, Ae.
albopictus e Cx. quinquefasciatus para avaliar a oviposicdo intra e interespecifica. As
espécies de Aedes mostraram preferéncia altamente significativa pelos recipientes tratados
com extratos larvais de Ae. aegypti em relacdo aos recipientes com controle (Fig. 1A e
1B), enquanto Cx. quinquefasciatus mostrou preferéncia moderada (Fig. 1C). De modo
semelhante, as fémeas de Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus mostraram preferéncia
em ovipor nos recipientes tratados com extratos larvais das trés espécies em relagdo aos
recipientes com controle (Fig. 2 e 3).

Figura 1. Preferéncia de oviposicao de Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus a extratos
larvais de Ae. aegypti. Numero médio (+ SEM) de ovos/jangadas nos recipientes avaliando a
oviposicéo de Ae. aegypti (A), Ae. albopictus (B) e Cx. quinquefasciatus (C).

Figura 2. Preferéncia de oviposicao de Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus a extratos
larvais de Ae. albopictus . Nimero médio (+ SEM) de ovos/jangadas nos recipientes avaliando a
oviposicéo de Ae. aegypti (A), Ae. albopictus (B) e Cx. quinquefasciatus (C).
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Figura 3. Preferéncia de oviposicao de Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus a extratos
larvais de Cx. quinquefasciatus. Numero médio (+ SEM) de ovos/jangadas nos recipientes avaliando a
oviposicdo de Ae. aegypti (A), Ae. albopictus (B) e Cx. quinquefasciatus (C).

Alguns fatores de confusdo podem ser encontrados na literatura em relagcdo ao
que representa um extrato larval. Enquanto os nossos extratos foram realizados a partir
da trituracdo do corpo das larvas, (SCHOELITSZ et al., 2020) descreveram que extrato
obtidos a partir da exposi¢cdo da agua destilada a larvas vivas por 24 horas, relatando
que exposicdes acima. As diferengcas metodoldégicas em comparagdo com nossos estudos
provavelmente podem levar a resultados dessemelhantes, pois deve haver diferengas entre
a composicao dos extratos. Alan & Kline (1998) e Davis et al. (2015), que descreveram que
Ae. aegyptie Ae. albopictus admitem ou preferem recipientes em que larvas intraespecificas
se desenvolveram em baixas densidades (0,33 larva/ml), enquanto a agua de criagdo em
que se desenvolveram muitas larvas intraespecificas foi deterrente/repelente. Em relacéo
a outras espécies de mosquitos, também foi observado que agua de desenvolvimento
larvério influenciam no comportamento de oviposicdo das fémeas gravidas de Aedes
togoi (TRIMBLE; WELLINGTON, 1980), Aedes triseriatus, Aedes atropalpus (BENTLEY;
MCDANIEL; LEE, 1976) e Anopheles gambiae, tendo os anofelinos um comportamento
diferente, pois apenas recipientes com as fases iniciais do desenvolvimento larvario atrairam
fémeas para oviposi¢do, enquanto os recipientes com estadios mais avancados foram
evitados, independente da concentracdo de larva/ml (BLACKWELL; JOHNSON, 2000;
HIMEIDAN et al., 2013). O exercicio de canibalismo que as larvas de Anopheles gambiae
apresentam, em que larvas mais desenvolvidas predam as mais jovens independente da
disponibilidade de alimento (KOENRAADT; TAKKEN, 2003), pode estar relacionado com as
respostas de repeléncia/deterréncia de oviposigéo.

Em seguida, avaliamos se a desidratacédo por liofilizagcao das larvas de Ae. aegypti
afetaria a atividade dos extratos. Os recipientes tratados com extratos a partir de larvas
in natura e liofilizadas coletaram significativamente mais ovos do que os recipientes com
seus respectivos controles (Fig. 4A, B). No entanto, quando esses experimentos foram
realizados com extratos cujo tempo de armazenamento foi de 30 dias, a amostra refrigerada
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perdeu atividade, enquanto a atividade foi retida pela amostra liofilizada (Fig. 5A, B). Por
essa razéo, é improvavel que os ingredientes ativos sejam moléculas orgénicas de baixo
ou médio peso molecular, pois teriam evaporado durante a liofilizagdo. Além disso, esses
dados mostram que o(s) ingrediente(s) ativo(s) sofre degradacdo a 4 ° C, como seria
esperado para um peptideo ou proteina mantida em um extrato bruto, que deve conter

enzimas proteoliticas do intestino do mosquito.

Figura 4. Avaliagéo da estabilidade do(s) estimulante(s) de oviposi¢é@o derivado(s) de larvas de Ae.
aegypti. Namero médio (+ SEM) de ovos avaliando a oviposicéo de Ae. aegypti em relagéo aos extratos
de larvas in natura mantidos a 4 ° C durante trés dias (A) e extratos de larvas que foram liofilizadas e
posteriormente mantidas em temperatura ambiente durante trés dias.

Figura 5. Avaliagéo da estabilidade do(s) estimulante(s) de oviposi¢éo derivado(s) de larvas de Ae.
aegypti. Numero médio (+ SEM) de ovos avaliando a oviposicédo de Ae. aegypti em relagéo aos extratos
de larvas in natura mantidos a 4 ° C durante 30 dias (A) e extratos de larvas que foram liofilizadas e
posteriormente mantidas em temperatura ambiente durante 30 dias.
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Por ultimo, exploramos o potencial de aplicagéo dos extratos larvais em armadilhas
com estratégia attract-and-kill, combinando os extratos larvais com biolarvicida Bti. O
numero de ovos nas armadilhas tratadas com extrato larval e Bti foi significativamente
maior do que nas armadilhas de controle com agua mais Bti (Fig. 6). Armadilhas com
estimulantes de oviposicdo podem induzir mosquitos Aedes a depositarem mais ovos em
um ambiente tratado com biolarvicida, reduzindo assim o nimero de ovos depositados em
locais nao tratados, ou até mesmo reduzir a procura por outros sitios de oviposi¢éo. Durante
trés anos, Regis et al. (2013)we report a real-scale evaluation of a system for monitoring
and controlling mosquito populations based on egg sampling coupled with geographic
information systems technology. The SMCP-Aedes, a system based on open technology
and open data standards, was set up from March/2008 to October/2011 as a pilot trial in
two sites of Pernambuco -Brazil: Ipojuca (10,000 residents disseminaram 5.680 ovitrampas
tratadas com agua e Bti como um dos métodos de controle integrado para mosquitos Aedes
em Santa Cruz do Capibaribe e Ipojuca, dois municipios de Pernambuco, eliminado mais de
3.500.000 ovos nas regides, cujas agdes auxiliaram a reduzir a densidade populacional dos
mosquitos em mais de 90%. Supomos que se as ovitrampas fossem tratadas com extratos
de larvas desidratadas, a coleta de ovos poderia ser ainda mais expressiva, auxiliando a

reduzir a densidade populacional a niveis superiores.

Figura 6. Preferéncia de oviposigdo de mosquitos Aedes por extratos de larvas na presenca de Bacillus
thuringiensis sorovar israelensis (Bti) em campo. Nimero médio (+ SEM) de ovos capturados em
ovitrampas quinzenalmente.

Efetuar controle de mosquitos utilizando armadilhas associadas a isca de oviposicdo
com praticidade e baixo custo &€ um desafio. Nascimento et al. (2020)1762 compararam a
sensibilidade das ovitrampas tratadas com infusdo de grama (Megathyrsus maximus) em
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relacdo ao método convencional do LIRAa (Levantamento Rapido de indices para Aedes
aegypti), que é proposto pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). A sensibilidade do
indice de Infestacdo nas Propriedade gerado pelas armadilhas (54%) foi extremamente
mais sensivel em relacdo ao LIRAa (1,3%), mas produzir infusGes de grama para a¢des
de monitoramento e/ou controle em larga escala, implica na produgdo e no transporte
de centenas de litros da infusdo. Em relagdo ao tratamento das ovitrampas com extratos
larvais, foi necessario transportar tubos de Falcon com até 10 ml do extrato bruto, para entao
serem transferidos para armadilhas com 1 ou 2 litros de agua adquirida no préprio lugar de
instalacédo, demonstrando maior praticidade para cobrir armadilhas em larga escala.

Em concluséo, os extratos larvais de Ae. aegypti tém potencial para aplicagcdo no
manejo integrado de vetores. A logistica dessa estratégia pode ser simplificada quando os
ingredientes ativos forem identificados e contrapartes sintéticas usadas em vez de extratos

brutos. Por enquanto, extratos de larvas liofilizadas podem ser usados como iscas.
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