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RESUMO: INTRODUGAO: Pesquisas
relacionadas ao comportamento de
culicideos vém revelando que fatores
fisicos e quimicos sdo responsaveis por
desencadear escolhas nas fémeas de
mosquitos, como busca por alimentos,
acasalamento e oviposicdo. O estudo
objetiva identificar e avaliar o potencial
dos extratos de manga (Mangifera indica),
acerola (Malpighia emarginata) e arruda
(Ruta graveolens L.) envolvidas na
atratividade/repeléncia e estimulagdo a
oviposicdo de Aedes aegypti. METODOS:
Os bioensaios foram realizados em camara
de escolha. Para a preparagéo dos extratos
aquoso, foi utilizado 15 g de folhas ou
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caules. Para cada extrato resultante foi diluida para 10%, 30 %, 50% e 100%. Trinta fémeas
gravidas de A. aegypti foram utilizadas/ bioensaios com 12 repeticbes. RESULTADOS E
DISCUSSAO: Os recipientes tratados com folhas de manga a 10% n&o houve diferenca,
ja nas de 30%, 50% e 100%, demonstraram agéo repelente (IAO= -0,66; -0,59; -0,79). Nos
testes com folhas de acerola a 10%, também néo houve diferenca estatistica. Para os testes
nas concentracdes de 30%, 50% e 100%, demonstraram acgéo repelente (IAO=-0,88; -0,75;
-1). Os resultados dos testes com folhas de arruda (10%, 50% e 100%) demonstraram agéo
repelente (IAO= -0,36; IAO= -0,58; IAO= -0,98). No extrato de caule de arruda a 10% e
50%, nao houve diferencga significativa. Ja a 100%, demonstraram acgédo repelente (IAO=
-0,62). CONCLUSAO: Esses resultados podem nortear novas abordagens de monitoramento
e controle vetorial, e futuras producéo de produtos biotecnolégicos como iscas para uso em
armadilhas e repelentes tdpicos para uso em humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Armadilhas; Culicideos vetores; Iscas; Vigilancia de mosquitos.

EXPLORING THE BASIC BEHAVIOR OF THE Aedes aegypti MOSQUITO:
IDENTIFICATION OF BAITS INVOLVED IN ATTRACTIVENESS/REPELLENCY
AND STIMULATION OF OVIPOSITION

ABSTRACT: INTRODUCTION: Research on the behavior of culicids has revealed that
physical and chemical factors are responsible for triggering choices in female mosquitoes,
such as searching for food, mating and oviposition. The study aims to identify and evaluate
the potential of extracts of mango (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata), cashew
(Anacardium occidentale) and rue (Ruta graveolens L.) involved in the attractiveness/
repellentness and stimulation of oviposition of Aedes aegypti. METHODS: The bioassays
were performed in a selection chamber. For the preparation of the aqueous extracts, 15 g
of leaves or stems were used. For each resulting extract, it was diluted to 10%, 30%, 50%
and 100%. Thirty pregnant females of A. aegypti were used/bioassays with 12 replicates.
RESULTS AND DISCUSSION There was no difference in the containers treated with
mango leaves at 10%, while in the 30%, 50% and 100% concentrations, they demonstrated
repellent action (IAO = -0.66; -0.59; -0.79). In the tests with acerola leaves at 10%, there was
also no statistical difference. For the tests at concentrations of 30%, 50% and 100%, they
demonstrated repellent action (IAO = -0.88; -0.75; -1). The results of the tests with rue leaves
(10%, 50% and 100%) demonstrated repellent action (IAO =-0.36; IAO =-0.58; IAO =-0.98).
In the extract of rue stem at 10% and 50%, there was no significant difference. At 100%,
they demonstrated repellent action (IAO = -0.62). CONCLUSION: These results can guide
new approaches to vector monitoring and control, and future production of biotechnological
products such as baits for use in traps and topical repellents for use in humans.
KEYWORDS: Traps; Culicidae vectors; Baits; Mosquito surveillance.

INTRODUCAO

O controle populacional de mosquitos é uma necessidade imposta pelo seu
envolvimento na transmissdo de agentes patogénicos ao homem. A. aegypti € uma
espécie urbana de dificil controle e responsavel pela transmissdo de arboviroses como
o virus Dengue (RUSSELL; INTAVIVAT, KANCHANAPILANT, 1969), Febre Amarela
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(FREDERIKSEN, 1955), Chikungunya (SHAH et al.,, 1964) e Zika (DICK et al. 1952),
arbovirose recentemente estabelecida no Brasil (MARCONDES; XIMENES, 2015).

O Brasil vem investindo no controle populacional de mosquitos ha décadas através do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), estabelecido em 1996, onde atualmente
opera em mais de 5.000 municipios brasileiros (BRASIL, 2002). No entanto, o pais continua
com altos indices de infestacdo por A. aegypti, sendo 2015 o0 ano marcado tanto pela maior
epidemia da dengue ja registrada, com mais de 1,6 milhdo de casos notificados (LUNA et
al., 2020), quanto pelo primeiro relato de transmissao autéctone do virus Zika (ZANLUCA
et al., 2015). Algumas das grandes fragilidades do PNCD envolvem a limitagéo da inspecéao
visual para levantamento de indices na vigilancia das espécies de Aedes (CODECO et al.,
2015), e a aplicagdo de inseticidas como principal método de controle, que ndo diminuiu
a densidade populacional, resultou na resisténcia em popula¢des de todo pais, e trouxe
riscos a saude dos que tiveram contato constate com o produto (ZARA et al., 2016). Essas
medidas se contrapdem ao sugerido pelo Global Vector Control Response 2017-2030,
que sugere utilizacdo de estratégias integradas para suprimir a populagéo de vetores, sem
permitir a selecéo de resisténcia e ndo colocar em risco a preservagdao do meio ambiente,
a saude dos seres humanos e a dos animais (WHO, 2017).

Uma das aplicagbes no controle integrado é a utilizacdo de armadilhas com
objetivo de coletar mosquitos em diferentes estagios de vida. No dmbito das armadilhas
de oviposi¢do, ganha destaque a ovitrampa, tanto para o monitoramento quanto para o
controle da densidade populacional de mosquitos no campo (MELO-SANTOS et al., 2017;
REGIS et al., 2013).

Com a necessidade de potencializar as armadilhas, estudos sobre semioquimicos
ganham destaque para formulag¢do de iscas, pois agem como reguladoras dos principais
tipos de comportamento em insetos, como busca por sitios de oviposicao (LEAL et al.,
2008). Foi relatado nas Ultimas décadas que a 4gua onde larvas de mosquitos cresceram
pode influenciar positivamente na atividade de oviposicdo, pois as fémeas buscam
pistas de criadouros adequados para o desenvolvimento das suas progénies, mas pouco
foi relacionado se esses atrativos sé@o derivados das larvas, das bactérias que nelas
hospedam, ou mesmo das bactérias do meio de desenvolvimento (ALLAN; KLINE, 1998;
SERPA; MONTEIRO; VOLTOLINI, 2008).

Dentre as formas conhecidas de controle de mosquitos, 0 método mecénico-
comportamental destaca-se por sua eficiéncia, baseando-se, entre outras agdes, na
instalacdo de armadilhas para coletar mosquitos em estagios adultos e imaturos. As
armadilhas podem ser associadas aos larvicidas biologicos (REGIS et al., 2013) e
semioquimicos (BRAKS; LEAL; CARDE, 2007), cujo objetivo gira em torno de monitorar e
reduzir as populagdes de mosquitos nas cidades. Hoje em dia, as armadilhas vém sendo
associadas a atrativos fisicos e quimicos, podendo ser implementadas desta forma, nos
programas de monitoramento e controle vetorial (REGIS et al., 2013; BALDACCHINO
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et al., 2015). Para potencializar a eficiéncia das armadilhas de mosquitos, iscas vém
sendo identificadas (LEAL et al., 2008; GUSMAO et al., 2010; ARBAOUI; CHUA, 2014;
FAIERSTEIN et al., 2019).

Mosquitos sé@o insetos orientados por sinais fisicos e quimicos que desencadeiam
escolhas como, por exemplo, busca por alimento (BERNIER et al., 2006), acasalamento
(PONLAWAT; HARRINGTON, 2009) e oviposicao (ABREU et al., 2015). Por isso, pesquisas
relacionadas ao comportamento dos mosquitos, avaliando novos modelos de iscas
associadas as armadilhas que atraiam e estimulem a oviposi¢do, podem gerar produtos
biotecnoldgicos de grande interesse e aplicabilidade para os programas de controle de
mosquitos (DAY, 2016). O estudo objetivou identificar e avaliar o potencial dos extratos de
manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata), caju (Anacardium occidentale)
e arruda (Ruta graveolens L.) envolvidas na atratividade/repeléncia e estimulacdo a
oviposicao de Aedes aegypti.

METODOS

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Comportamento de Culicideos
Vetores, departamento de Entomologia do Instituto Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ-PE (IAM_
FIOCRUZ-PE), Campus da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

Mosquitos. A colénia de A. aegypti (RecL) teve inicio em 1996, a partir de ovos
coletados em bairros do Recife (ARAUJO et al.,, 2019). A coldnia é mantida em Recife
a 26 + 2 °C, 65-85% de umidade relativa e sob um periodo de foto de 12:12 h (claro:
escuro). As larvas sao mantidas em recipientes plasticos (30x15 c¢cm; 10 cm de altura)
com densidade de aproximadamente 0,5 larvas/mL. Ap6s a emergéncia, os mosquitos séo
transferidos para uma gaiola de contencéo (30 x 22 x 20 cm), com alimento disponivel ad
libitum em bolas de algoddo, uma embebida em &gua e a outra em solugéo de sacarose a
10%. Os mosquitos s&o agrupados em aproximadamente 800 individuos, entre machos e
fémeas (1:1), e entre o0 sétimo e o décimo dia apds a emergéncia, é oferecido um repasto
sanguineo artificial com 20 mL de sangue desfibrinado do coelho Oryctolagus cuniculus,
Lineu (1758) (FAIERSTEIN et al., 2019).

Extratos. Trés tipos de material orgénico foram utilizados: folhas jovens e ou caule
das plantas como manga (Mangifera indica), acerola (Malpighia emarginata) e arruda (Ruta
graveolens L.).

Extrato aquoso: os extratos foram preparadas individualmente, utilizando 30 g de
material cortado desidratado (24h a 100°C), colocadas em frascos de ambar contendo 2L
de agua destilada por sete dias em condicdes anaerobicas (SANTOS et al., 2010).

Bioensaios de oviposicao

Os bioensaios foram realizados em Camara de escolha, em gaiolas apropriadas
para contencdo de mosquitos (50 x 40 x 32 cm). Foram introduzidas vinte fémeas gravidas
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de A. aegypti previamente alimentadas nas gaiolas para avaliar o comportamento
de oviposicdo. Foram inseridos em cada recipiente papel de filtro como substrato de
oviposicao. As avaliagoes foram repetidas 12 vezes. Em cada repeticdo, um novo grupo de
fémeas gravidas eram inseridas e as posi¢des dos recipientes de postura foram trocadas.
O comportamento de oviposicao foi avaliado em recipientes pareados, um com extratos
boténicos nas concentragcdes de 10%, 50% e 100% versus controle (apenas agua destilada).

Analise Estatistica. A atividade de oviposicao nos recipientes foi determinada através
do indice de Atividade de Oviposicdo (IAO), calculado pela formula: IAO = (NtNc)/(Nt+Nc),
em que Nt = média de ovos depositados no recipiente tratamento e Nc = média de ovos
depositados no recipiente controle. Os valores de IAO variam de +1 (atragdo/estimulacgao)
a -1 (repulsao/inibicédo) (GOMES, 1998). Para comparar o desempenho das infusdes na
coleta de ovos, utilizamos o teste de Wilcoxon com p<0,05 quando significativo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Bioensaios com extrato de folhas de manga (Mangifera indica L.): Um total de
28.740 ovos foram depositados nos bioensaios com a Infusdo das folhas de manga. Na
concentracdo 10% (9.925 ovos — 34, 53%) nao houve diferenca significativa comparado
com controle (11.861 ovos — 41,27%). Para os testes nas concentragées de 30%, 50%
e 100% os resultados demonstraram uma acéo repelente comparado com o controle (p
<0,0005). Na 30% obtiveram um total de 2.469 ovos (8,59 %- IAO=-0,66), na 50 % um total
de 3.081 ovos ovipositatos (10,72 % - IAO= -0,59), na de 100%, um total de 1.404 ovos
foram depositados (4,89 % -IAO= -0,75) (Figura 1).

Bioensaios com extrato de folhas de acerola (Malpighia emarginata DC.):
Os bioensaios com a infusédo das folhas de acerola obtiveram um total de 11.300 ovos
depositados nos recipientes. Na concentracdo de 10 % (4.780 ovos — 42,3 %) ndo houve
diferencga significativa comparado com controle (5.390 ovos — 47,70). Para os testes nas
concentracbes de 30%, 50% e 100% os resultados demonstraram uma ac¢ao repelente
comparado com o controle (p <0,0005). Na 30% obtiveram um total de 349 ovos (8,59 %-
IAO=-0,88), na 50 % um total de 771 ovos ovipositatos (6,82 % - IAO=-0,75), na de 100%,
um total de 10 ovos foram depositados (0,09 % - IAO= -1) (Figura 2).

Bioensaios com extrato de folhas de arruda (Ruta graveolens): Os resultados
dos testes com extrato de folhas de arruda (10%, 50% e 100%) demonstraram que um
numero maior de fémeas preferiu ovipositar mais no recipiente controle (p=0,001; p<0,0001;
p<0,0001), sinalizando desta forma uma acado repelente. Na concentragdo de 10% de
um total de 13.362 ovos depositados, o recipiente controle (9.084 ovos - 67,9 %) coletou
significativamente mais ovos em relagéo ao recipiente teste (4.278 - 32,1 %), com IAO de
-0,36. Na concentracéo de 50%, um total de 15.230 ovos depositados, o recipiente controle
(12.059 ovos - 79,2 %) coletou mais ovos em relagédo ao teste (3.171 ovos - 20,8 %), com
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um IAO de -0,58. Na concentracdo de 100% de um total de 12.182 ovos depositados no
controle (12.067 ovos — 99%) coletou significativamente mais ovos em relacdo ao recipiente
teste (115 ovos — 1%), com um IAO de -0,98 (Figura 3).

Bioensaios com extrato de caule de arruda (Ruta graveolens): No extrato de
caule de arruda (Ruta graveolens) nas 10% e 50%, nédo houve diferenca significativa. Ja a
100%, demonstraram acéo repelente (p<000,1). Na concentracdo de 10% de um total de
8.329 ovos depositados, 51 % foram no recipiente controle (4.262 ovos) e 49% no recipiente
teste (4.067 ovos). Na concentracdo de 50% de um total de 12.797 ovos depositados,
51% foram no recipiente controle (6.4860vos) e 49% no recipiente teste (6.311 ovos). Na
concentracéo de 100% de um total de 16.014 ovos depositados, no recipiente controle
(12.935 ovos) coletou significativamente mais ovos em relagédo ao recipiente teste (3.079
ovos), com IAO de -0,62 (Figura 4).

Os sinais quimicos envolvidos no comportamento de escolha por sitios de oviposicao
podem atuar como atraentes ou estimulantes, bem como inibidores ou repelentes.
Os atraentes de oviposicao s@o responsaveis por induzir os insetos a se locomoverem
grandes distancias em direcéo a fonte de odor enquanto os estimulantes desencadeiam
0 comportamento de oviposicao apds as fémeas ja terem localizado o criadouro, sendo a
acdo normalmente induzida por contato. Os repelentes de oviposigdo podem atuar a longa
distancia, fazendo com que os insetos se desloquem para longe da fonte de estimulo,
desencadeando um comportamento de evitar o criadouro. Os inibidores, no entanto,
evocam resposta apés o contato do inseto com o estimulo. (ISOE; MILLAR 1995, ISOE et
al. 1995).

Para a escolha de um lugar para ovipor, as fémeas gravidas de Aedes aegypti
usam suas sensilas, localizadas em suas antenas, palpos e aparelhos de oviposi¢éo, para
avaliar se o local é favoravel para deposicao de seus ovos. Sdo as sensilas que enviam
sinais nervosos até o nervo central para a identificacdo e processamento das informacgbes
(CLEMENTS, 1999). Essa escolha é mediada de alguns fatores, que séo quimicos e fisicos,
como por exemplo a cor, a temperatura, a densidade 6ptica e o PH da agua, e a textura,
tamanho e umidade do substrato de oviposicdo (MCCALL; CAMERON 1995), caso esses
parametros ndo estejam de acordo com 0s seus parametros, elas buscam outros sitios de
oviposicao.

Os resultados corroboram com outros estudos, que sugerem que as infusdes
liberaram alguns produtos quimicos volateis que atuam como pistas quimicas para as
fémeas gravidas e ajudam na selecdo dos locais de oviposi¢do. Os produtos metabdlicos
formados pela decomposicdo microbiana da matéria orgénica presente na agua atraem,
comunicando-se as fémeas com referéncia a adequacao do local e da disponibilidade de
alimentos para sua préxima progénie e as concentragdes desses volateis podem interferir na
aceitagdo ou repeléncia daquele sitio de oviposi¢cdo (SANTANA et al., 2006; PONNUSAMY
et al., 2010). Um estudo realizado na India apontou que as folhas de bambu, assim como as
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folhas de capim, sao infusdes atrativas para A. aegypti (GOPALAKRISHNAN, et. al., 2012).

CONCLUSOES

A identificac@o das substéancias quimicas envolvidas na atratividade e estimulacdo
a oviposicdo, e ou repeléncia, resultara na produgao de novos produtos biotecnolégicos.
No entanto, séo necessarios estudos adicionais para otimizar as formula¢des e avaliar sua
eficacia em condicbes de campo, levando em conta fatores como toxicidade, persisténcia e
interagbes ambientais. Tais esforcos continuos séo cruciais para traduzir essas descobertas

em solucbes praticas para a prevencao de doengas transmitidas por mosquitos.
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Figura 1: Niumero médio de ovos ovipositados ao término de 12 repeticoes avaliando os extratos de
folhas de manga (Mangifera indica L.) nas concentracdes (10%, 30%, 50% e 100%) em relagdo a
oviposicdo de Aedes aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratério.
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Figura 2: Niumero médio de ovos ovipositados ao término de 12 repeticdes avaliando os extratos de
folhas de acerola (Malpighia emarginata DC.) nas concentracoes (10%, 30%, 50% e 100%) em rela¢ao
a oviposicao de Aedes aegypti, pareado com um controle de dgua destilada, em laboratério.
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Figura 3: Nimero de ovos ovipositados ao término de 12 repeticdes avaliando os extratos de folhas de
arruda (Ruta graveolens) nas concentragdes (10%, 50% e 100%) em relagdo a oviposicao de Aedes
aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratorio.
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Figura 4: Numero de ovos ovipositados ao término de 12 repetices avaliando os extratos de caule de
arruda (Ruta graveolens) nas concentragdes (10%, 50% e 100%) em relagao a oviposicao de Aedes
aegypti, pareado com um controle de agua destilada, em laboratério.
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