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RESUMO

IMAD, L.E.S. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Abril de 2015. Novo método de controle do mosquito Aedes aegypti
utiizando uma armadilha com pano preto impregnado com fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae associado a um atraente sintético.
Orientador: Dr. Richard lan Samuels. Coorientador: Dr. Adriano Rodrigues de
Paula.

Fungos entomopatogénicos sao potenciais candidatos para serem usados
no controle do mosquito vetor da dengue Aedes aegypti. O atual estudo foi feito
em condicdes de semicampo utilizando uma camara de observacdo feita de
acrilico (100 x 51 x 61 cm) e salas de 6 m? simulando um cémodo residencial.
Somente fémeas de A. aegypti foram utilizadas nos experimentos. Os objetivos do
atual estudo foram: (1) testar a eficiéncia de uma armadilha feita de garrafa PET
com pano preto + M. anisopliae para infeccdo de A. aegypti, (2) comparar a taxa
de sobrevivéncia dos mosquitos expostos ao pano preto + M. anisopliae fixado em
moveis residenciais com a porcentagem de sobrevivéncia de mosquitos expostos
a armadilha PET com pano preto + M. anisopliae, investigar se o pano preto + M.
anisopliae + atraente sintético reduziria significativamente a sobrevivéncia do
mosquito A. aegypti. A armadilha PET com pano preto + M. anisopliae foi eficiente
para infeccdo de fémeas A. aegypti utilizando camara de observacao (14,4% de

sobrevivéncia + 8,35) e sala simulando um cémodo residencial (22,6% de

iX



sobrevivéncia + 2,08). Utilizando a camara de observacgéo expondo os insetos por
24h a garrafa PET com filme adesivo + pano preto resultou em maior taxa de
mosquitos presos (38,6%) comparado com o controle (6%). Expondo os insetos
por 48h a garrafa PET com filme adesivo + pano preto resultou em maior taxa de
mosquitos presos (68%) comparado com controle (12,6%). Na simulagdo de um
comodo residencial expondo os insetos por 24h a PET com filme adesivo + pano
preto resultou em 22% de mosquitos presos, enquanto o controle teve 3,33% e
depois de 48h, a garrafa PET com filme adesivo + pano preto resultou em 38,6%
de mosquitos presos, enquanto controle teve 10%. Também na simulagédo de um
comodo residencial os mosquitos expostos aos trés panos pretos + fungo fixados
em moveis residéncias apresentaram taxa de sobrevivéncia (26,6%)
significativamente igual a porcentagem de sobrevivéncia dos mosquitos expostos
a trés armadilhas PET com pano + fungo (24%). Os mosquitos expostos ao filme
adesivo + pano preto + atraente nas salas por 24h tiveram maior numero de
insetos presos (31,3%) comparado com o0s outros tratamentos: filme adesivo +
pano preto (17,3%), filme adesivo + atraente (10,6%) e so filme adesivo (3,33%).
Depois de 48h os mosquitos expostos ao filme adesivo + pano preto + atraente
também tiveram maior nimero de insetos presos (66,6%) comparado com 0s
outros ensaios: filme adesivo + pano preto (36%), filme adesivo + atraente
(22,6%) e filme adesivo (6,66%). Associar 0 atraente sintético ao pano preto + M.
anisopliae na simulacdo de um comodo residencial resultou em 32,6% de
sobrevivéncia, enquanto os outros tratamentos com pano preto + M. anisopliae,
pano preto + atraente e pano preto + TW resultaram em 48%, 80% e 82% de
mosquitos vivos respectivamente. Panos pretos impregnados com fungo
associados a atraentes sintéticos servem como uma ferramenta promissora para

diminuir a sobrevivéncia do mosquito da dengue A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti, fungo entomopatogénico, Metarhizium

anisopliae, testes de semicampo, atraente.



ABSTRACT

IMAD, L.E.S. M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. April, 2015. A new control method for Aedes aegypti using a trap with a
black cloth impregnated with the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae, associated with an attractive bait. Advisor: Prof. Richard lan Samuels.
Co-advisor: Adriano Rodrigues de Paula.

Entomopathogenic fungi are potential candidates for use against the
dengue vector mosquito Aedes aegypti. The current study was done in semi-field
conditions using an acrylic observation chamber (100 x 51 x 61cm) and 6m? rooms
simulating human residences. Only A. aegypti females were used in the
experiments. The objectives of this study were to (1) test the efficiency of a trap
made from a PET bottle with black cotton cloth + M. anisopliae for infection of A.
aegypti, (2) compare the survival rate of mosquitoes exposed to a black cloth + M.
anisopliae fixed to items of furniture with the survival of mosquitoes exposed to a
PET bottle trap with black cloth + M. anisopliae, (3) investigate if the black cloths +
M. anisopliae + attractive synthetic baits significantly reduced the survival of A.
aegypti. The PET trap with black cloth + M. anisopliae was effective at infecting
female A. aegypti as confirmed by using an observation chamber (14.4% survival
+ 8.35) and a room simulating a residence (22.6% survival = 2.08). Using the
observation chamber and exposing the insects for 24 hours to the PET bottle with

adhesive film + black cloth resulted in higher rates of trapped mosquitoes (38.6%)
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when compared to controls (6%). Exposure the insects for 48h to the PET bottle
with adhesive film + black cloth resulted in higher rates of mosquitoes caught
(68%) compared with controls (12.6%). In the experiment simulating a residential
room, exposing the insects for 24 hours to the PET trap with adhesive film + black
cloth resulted in 22% trapped mosquitoes, while the control was only 3%. At 48
hours, the PET bottle with adhesive film + black cloth captured 38.6% of the
mosquitoes, while controls captured only 10%. Also in experiments using the
simulated residential room, mosquitoes exposed to three black cloths + fungus
fixed to furniture had survival rates (26.6%), similar to the percentage of survival
of mosquitoes exposed to three PET traps with cloth + fungus (24% ). Mosquitoes
exposed to adhesive film + black cloths + attractive baits in test rooms for 24 hours
resulted in a higher number of captured insects (31.3%) compared to the other
treatments: black cloth + adhesive film (17.3%), adhesive film + attractive bait
(10.6%) and adhesive film only (3.33%). After 48 hours, the highest number of
captured insects (66.6%) was seen with adhesive film + black cloths + attractive
baits compared to black cloth + adhesive film (36%) and adhesive film + attractive
bait (22.6%) or just adhesive film (6.66% ). Associating attractive synthetic baits to
black cloth + M. anisopliae in a simulation of a residential room resulted in 32.6%
survival, while other treatments, black cloth + M. anisopliae, black cloth + attractive
bait and TW + black cloth resulted in 48%, 80% and 82% survival respectively.
Black cloths impregnated with fungus associated with synthetic attractive baits are
promising and economical tools for the reduction of the dengue mosquito A.

aegypti population.

Keywords: Aedes aegypti, entomopathogenic fungus, Metarhizium anisopliae,

semi-field testing, attractive baits.
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1 - INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti, espécie tropical e subtropical originario da
Africa, € um dos principais vetores de doencas que se constitui um grande
problema de salde publica, j& que sua distribuicdo se expande muito rapido. As
fémeas infectadas, além de provocarem grande desconforto ao hospedeiro devido
a picada, podem transmitir varios patbgenos ao homem e a outros animais,
principalmente viroses como a dengue, a febre amarela (Forattini, 2002) e a febre
Chikungunya que vem se espalhando por toda a Asia, Africa e partes da Europa
nos ultimos tempos (Enserink, 2008). Estudos realizados em uma maternidade na
ilha de La Réunion (Franca), mostram que a transmissdo do virus Chikungunya
muitas vezes leva a infeccdo neonatal grave e deve ser levado em conta pelos
médicos e autoridades de saude publica em caso de surtos (Gérardin et al.,
2008).

A dengue é uma doenca febril aguda de etiologia viral, de evolucao
benigna na forma classica e grave quando se apresenta na forma hemorragica.
Representa uma ameaca de pandemia, infectando cerca de 50 milhdes de
pessoas em todos os continentes (WHO, 2014).

O virus da dengue é um arbovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus,
que inclui quatro tipos imunolégicos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. O virus é
causador da doenca dengue, que pode se apresentar com 0s seguintes quadros
clinicos: dengue classica, assintomatica, hemorragica, dengue com complicagfes

e sindrome do choque da dengue. Esta Ultima € a apresentacdo mais grave da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Arbov%C3%ADrus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flaviviridae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flaviv%C3%ADrus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Dengue

doenca, se caracterizando com queda da presséo arterial, palidez e perda da
consciéncia (Linha-Guia de Atencdo a Saude, 2009). A disseminacgdo rapida da
doenca € atribuida a distribuicdo do mosquito e a auséncia de imunidade na
populacao, ou seja, até 0 momento ndo ha tratamento antiviral especifico contra o
virus da dengue e Chikungunya, portanto, o controle do vetor para reduzir a
transmissdo da doenca é a maneira mais eficaz (Tauil, 2002; Teixeira et al., 2002;
Paula et al., 2011a; Paula et al., 2011b).

As dificuldades para o controle de insetos vetores se intensificam com o
aumento da populacdo urbana desordenada, pneus e vasos de cemitérios
acumulando agua, depdésitos de ferro velho a céu aberto retendo agua de chuva,
terrenos baldios ndo cuidados, caixas d’dgua descobertas, coleta de lixo
deficiente e saneamento basico inadequado (Tauil, 2002). Com isso, sabe-se que
métodos convencionais para o controle de A. aegypti ndo estdo conseguindo
prevenir as epidemias de dengue e novas alternativas sdo urgentemente
necessarias.

Ja foi observado que o constante uso de inseticidas quimicos causa a
resisténcia de vetores importantes como 0 mosquito Anopheles gambiae
(Koekemoer et al., 2011; Koffi et al., 2012), Culex pipiens (Labbe et al., 2007; Liu
et al., 2011), e A. aegypti (Dusfour et al., 2011; Lima et al., 2011) para as quatro
classes de inseticidas (carbamatos, organoclorados, organofosforados e
piretroides). Isso ja foi relatado para A. aegypti em muitas regides do Brasil
(Ranson et al.,, 2010). Além dos problemas com populacbes de insetos
resistentes, os inseticidas quimicos podem ser téxicos ao homem, ambiente e
animais (Polanczyk et al., 2003; Luna et al., 2004). A resisténcia de A. aegypti aos
inseticidas quimicos organofosforados e piretroides tem sido mostrada em varios
estudos (da-Cunha et al.,, 2005; Montella et al., 2007; Lima et al., 2011) e
portanto, novos metodos para controle de mosquitos necessitam ser investigados.

O controle biolégico de vetores parece promissor. Um dos agentes de
controle biologico de mosquitos sdo as bactérias Bacillus thuringiensis e Bacillus
sphaericus, porém sdo somente eficientes na fase larval do mosquito, ndo
controlando outras fases (Consoli et al., 1998). Varios estudos tém demonstrado a
viruléncia dos fungos entomopatogénicos para a infeccdo do mosquito A. aegypti
(Scholte et al., 2007; Paula et al., 2008; Pereira et al., 2009; Santos et al., 2009;
Darbro et al., 2011). Vieira e colaboradores (2013) mostraram imagens do



processo de infeccdo do fungo em larvas e adultos do mosquito da dengue.
Entretanto, um dos principais desafios para o uso de fungos contra vetores no
campo é o desenvolvimento de métodos eficientes para infectar os insetos.

Estudos mostram que o fungo pode penetrar através da cuticula dos
insetos permitindo sua aplicagdo diretamente sobre esses vetores. Entretanto,
para o controle dos mosquitos seria interessante a aplicacdo de suspensdes de
fungos em superficies de pouso (Farenhorst & Knols, 2010). Scholte e colegas
(2005) observaram significativa diminuicdo da populagdo de A. gambiae em um
vilarejo da Tanzania na Africa apos fixar panos pretos impregnados com M.
anisopliae em habitacées humanas. O uso de reservatorios de agua impregnados
com M. anisopliae foi eficaz para reducdo da sobrevivéncia de A. gambiae e
Anopheles funestus (Farenhorst et al.,, 2008). Mnyone e colegas (2009)
observaram em condicbes de laboratério que M. anisopliae ou Beauveria
bassiana impregnados em painéis de barro ou panos pretos foram virulentos
contra A. gambiae. Outra estratégia interessante foi o uso de uma caixa
confeccionada de madeira, revestida externamente de tela e internamente com
panos pretos com M. anisopliae contra Anopheles arabiensis (Lwetoijera et al.,
2010). Nosso grupo observou em condi¢cdes de semicampo, usando uma gaiola
grande, que um pano preto impregnado com M. anisopliae resultou na diminui¢cado
da sobrevivéncia de A. aegypti (Paula et al., 2008). Dabro e colegas (2012)
observaram, utilizando uma sala grande, a viruléncia do fungo B. bassiana contra
fémeas de A. aegypti. Porém, as fémeas foram infectadas com o fungo no
laboratorio e depois liberadas no semicampo.

Paula e colaboradores (2013a) verificaram que panos pretos com M.
anisopliae fixados em moveis residenciais em uma simulagdo de um cdmodo
residencial resultaram em significativa reducdo das taxas de sobrevivéncia do
mosquito A. aegypti. Paula e colaboradores (2013b) observaram (utilizando uma
gaiola grande feita de madeira revestida com tela branca, em condi¢cdes de
temperatura e luz natural), reducdo da sobrevivéncia de mosquitos expostos por
12 horas a um pano preto (20x10 cm) impregnado com M. anisopliae. Estudos
mostram que conidios extraidos de pano preto mantido em uma varanda de 2 a
18 dias permaneceram virulentos apresentando de 28 a 60% de sobrevivéncia de
A. aegypti e que a combinacéo do fungo + Oleo vegetal e Oleo isoparafina (50:50)

aumentou a persisténcia do fungo (Carolino et al. 2014). Além disso, foi



observado que pano preto atrai os mosquitos A. aegypti alimentados com
sacarose ou sangue e que pano preto com M. anisopliae ndo age como repelente
para o pouso de A. aegypti nestes panos (Paula et al., 2013a).

Atraentes de mosquitos sdo muito utilizados em armadilhas de oviposicao
ou captura. A armadilha denominada MosquiTRAP® é composta por um atraente
de oviposicéo sintético (AtrAedes®) que libera um odor atraindo os mosquitos para
um recipiente preto com agua (Eiras, 2002; Gama et al., 2007; Favaro et al.,
2008). A armadilha BG-Sentinel™ (Biogents Ltd) é utilizada com uma substancia
quimica baseada em acido lactico que atrai os mosquitos (atraente - BG Lure™;
Biogents Ltd.) e uma ventoinha suga os insetos adultos que ficam presos em um
saco coletor (Ball e Ritchie (2010). Os mosquitos morrem dentro da armadilha
(Observacao pessoal). Atraentes também poderiam ser associados a superficies
impregnadas com fungo entomopatogénico para infeccdo de mosquitos.

Panos pretos impregnados com M. anisopliae foram eficientes para infectar
0 mosquito da dengue A. aegypti (Paula et al., 2013a; Paula et al., 2013b).
Todavia, em um ensaio preliminar feito em residéncias do municipio de Sao Joao
da Barra (SJB), foi observado que fixar um pano preto impregnado com fungo
utilizando uma fita adesiva causava danos aos méveis, além da rejeicdo dos
moradores quanto a frequente entrada dos pesquisadores nas residéncias para
substituicdo dos panos pretos. Esta situacdo motivou o presente trabalho, como
uma necessidade em confeccionar um suporte para o0 pano preto com fungo.
Sendo assim, o atual estudo foi realizado para desenvolver uma nova
metodologia de aplicacdo de fungos e pesquisou 0 uso de atraentes para

aumentar a eficiéncia das armadilhas.



2- REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Dados biolégicos e morfolégicos do mosquito Aedes aegypti

Os mosquitos da espécie A. aegypti sdo holometabolos, pertencentes ao
Filo Arthropoda, a Classe Insecta, a Ordem Diptera, a Familia Culicidae, a
Subfamilia Culicinae e ao Género Aedes. A familia Culicidae € formada por vérias
tribos, entre elas a Aedini que reline os mosquitos do género Aedes, de grande
importancia epidemiolégica (Consoli et al., 1998). O ciclo de vida do mosquito A.
aegypti, principal vetor da dengue, passa por uma metamorfose completa
compreendendo as seguintes fases: ovo, larva, pupa e adulto (Figura 1). Os ovos
sdo colocados na superficie interna da parede dos criadouros, preferencialmente,
em locais Umidos e superficies rugosas. Qualquer lugar que possa acumular
agua, tanto em ambiente natural quanto domeéstico, sdo potenciais criadouros
(Donalisio & Glasser, 2002; Forattini, 2002). O namero de ovos por postura
depende da quantidade de sangue ingerido durante o repasto, mas estudos
mostram que uma fémea produz em média 120 ovos que sdo depositados em
mais de um criadouro (Forattini, 2002). A eclosdo das larvas ocorre assim que
completam o seu desenvolvimento embrionario, entre 2 a 3 dias. Externamente,
0S 0vos séo revestidos por uma camada denominada exocorio (casca) (Consoli et
al., 1998; Marcondes, 2001). A resisténcia dos ovos em ambientes secos pode se
prolongar por mais de um ano. Nessas condi¢des, o embridao entra em uma fase

de dorméncia, conhecida como quiescéncia ou diapausa. A eclosao das larvas é



suspensa temporariamente diante de condicbes ambientais adversas,
possibilitando a manutengcdo e sobrevivéncia das populagcdes em locais com
grandes periodos de seca (Consoli et al.,1998; Clements, 2000; Vianna, 2001,
Becker et al., 2003). A eclosdo larvaria € auxiliada pelo atrito de um "dente"
quitinoso situado dorsalmente na cabeca da larva de 1° estadio contra a casca do
ovo, e ainda o ingurgitamento da larva juntamente com 0S seus movimentos
pulsateis (Bates, 1949; Christophers, 1960; Forattini, 1962).

mosquito adulto

Figura 1: Ciclo Biolégico do vetor da dengue, Aedes aegypti:

Fonte: Center for Disease Control and Prevention.

As larvas de A. aegypti respiram utilizando um sifao respiratério e para isso
necessitam chegar a superficie da agua. Durante o desenvolvimento, as larvas
sofrem um processo de muda passando por quatro estadios larvais (L1, L2, L3 e
L4) (Consoli et al., 1998). Possuem aspecto vermiforme, coloragéo variada e o

corpo encontra-se dividido em cabeca, torax e abdomen. A alimentacdo das



larvas se da pela ingestdo de micro-organismos: algas e particulas derivadas da
deterioracdo de matéria organica presente na agua (Consoli & Oliveira, 1998;
Clements, 2000; Becker et al., 2003).

Apoés os 4 estadios larvais, em um periodo entre 4 a 7 dias, 0s mosquitos
entram na fase de pupa. As pupas também sdo moveis, entretanto ndo se
alimentam. O corpo da pupa é formado por cefalotérax (cabeca + térax) e o
abddémen. E neste momento que acontece o processo de metamorfose que vai
culminar na emergéncia do mosquito adulto (Becker et al., 2003). O mosquito
emerge de uma fenda em T situada na parte dorsal do cefalotorax da pupa. A
fase de pupa é fortemente regulada por horménios e sofre pouca influéncia das
variacbes ambientais de temperatura e/ou fotoperiodo, durando de 2 a 3 dias
(Clements, 2000).

Os mosquitos adultos sdo alados e colonizam o ambiente terrestre
(Clements, 2000). Séao caracterizados por possuir um corpo alongado dividido em
cabeca, térax e abdémen, pernas longas, asas anteriores funcionais e posteriores
reduzidas a pequenas protuberancias recebendo o nome de halteres, relacionada
ao equilibrio e a orientacdo durante o voo (Consoli et al., 1998; Marcondes, 2001).

Aedes aegypti caracteriza-se por ser antropofilico e possuir habito diurno.
Alimenta-se e oviposita ao amanhecer, com pico matutino (6:00 as 8:00) e
vespertino (16:00 as 18:00) (Gomes et al., 2006). Morfologicamente, A. aegypti
caracteriza-se por ser um mosquito de cor escura, medindo aproximadamente 4,5
milimetros, ornamentado com manchas brancas na cabeca, nas pernas e
abdbémen (Forattini, 1962; Consoli & Oliveira, 1998; Huang, 2004; Becker et al.,
2010). O metabolismo energético dos mosquitos, machos e fémeas, depende da
ingestdo de carboidratos, glicose, sacarose, maltose e frutose, provenientes
principalmente do néctar das flores e seiva vegetal como fonte de energia (Nayar
& Sauerman, 1973).

Somente as fémeas sdo hematofagas. O repasto sanguineo das fémeas
estd relacionado primordialmente ao desenvolvimento de ovos contribuindo
também para aumentar a longevidade das fémeas (Clements, 1963; Nayar &
Sauerman, 1975; Consoli, 1982; Barata et al.,, 2001). A localizagdo de um
hospedeiro para a realizacdo do repasto sanguineo baseia-se em estimulos
olfativos (comunicacdo quimica), visuais e térmicos. Nas antenas existem

receptores que respondem a determinados odores do hospedeiro, tais como



diéxido de carbono, &cido latico e acetona (Becker et al., 2003). Os mosquitos
adquirem o virus da dengue enquanto se alimentam de sangue de pessoas
infectadas. Depois de incubado por 8-10 dias, a fémea infectada € capaz, durante
a alimentac&o sanguinea, de transmitir o virus a individuos suscetiveis. Podendo
também transmitir o virus a sua prole através da transmisséao transovariana (Cruz,
2006). Vérios fatores extrinsecos, como fotoperiodicidade, temperatura, cor do
recipiente, porosidade, textura, a presenca de microrganismos, influenciam no
momento da oviposicdo (Vianna, 2001). As fémeas do A. aegypti possuem
estratégias para ovipositar em diferentes criadouros evitando a superlotacdo e
competicao larval por escassez de alimentos (Tsunoda et al., 2010).

2.2 - Distribuicdo geogréafica de Aedes aegypti e dados epidemioldgicos de

doencas causadas por esse vetor

Os principais vetores da dengue sao mosquitos das espécies A. aegypti e
Aedes albopctus (Consoli et al, 1998). Ovirus da dengue, transmitido
principalmente pelo mosquito A. aegypti, provavelmente se originou de virus que
circulavam em primatas nas proximidades da peninsula da Malasia. O
crescimento populacional humano aproximou as habitacdes da regido a selva, e
assim, 0s mosquitos transmitiram virus ancestrais de primatas a
seres humanos que ap6s mutacdes, originaram os quatro diferentes tipos de virus
da dengue atuais (Ujvari, 2008).

O primeiro registro de um provavel caso de dengue foi publicado em uma
enciclopédia médica chinesada época da dinastia Chin (265-420 a.C.). Os
chineses se referiam a doenca como "veneno da agua" e sabiam que havia
alguma associagdo com insetos voadores (Gubler, 1998). O principal vetor, o
mosquito A. aegypti, acompanhou o homem em sua migracdo durante os séculos
XV ao XIX, em parte devido ao aumento do comércio de escravos (Simmons et
al., 2012). Houve relatos de epidemias no século XVII, mas os primeiros registros
mais plausiveis de dengue datam de 1779 e 1780, quando uma epidemia varreu
a Asia, Africa e América do Norte. Dessa época até 1940, epidemias de dengue
se tornaram frequentes (Gubler, 1998).

A acentuada propagacdo da dengue durante e apds a Segunda Guerra

Mundial tem sido atribuida a perturbagcbes ecologicas. O aumento das
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concentracbes humanas, as alteracbes ambientais provocadas pelo homem
permitindo mudangas climaticas e o0 acumulo de detritos propiciaram o
crescimento da populacdo de mosquitos favorecendo algumas espécies vetoriais
oferecendo abrigos e criadouros, bem como a disponibilidade de hospedeiros
(Borges, 2001). Foram estas mesmas tendéncias ecologicas que levaram a
disseminacdo de diferentes sorotipos da doenca dengue para novas areas
causando sintomas mais graves como a febre hemorragica da dengue. Esta
forma grave da doenca foi relatada pela primeira vez em 1953, nas Filipinas. Na
década de 70, a forma grave da doenca tornou-se uma das principais causas
de mortalidade infantil e apareceu também na regido do Pacifico e na América
(Gubler, 1998). A sindrome do choque da dengue foi observada pela primeira vez
na Ameérica do Sul e Central em 1981 (Gould & Solomon, 2008).

Historicamente, no Brasil, existem registros de epidemias de dengue no
estado de S&o Paulo, que ocorreram entre os anos de 1851 e 1853 e em 1916.
No Rio de Janeiro, o primeiro registro de dengue epidémica ocorreu em 1923. Em
seguida, até a década de 60 a doenca foi praticamente eliminada do pais, em
virtude do combate ao vetor A. aegypti. Observou-se uma nova infestacdo desse
vetor em 1967, provavelmente originada pela falta de controle sustentavel a partir
dos paises vizinhos que ndo obtiveram éxito em sua erradicacao (Fraiha, 1968). A
partir de 1980 foram registrados novos casos de dengue comprovada em
laboratorio: 1981 e 1982 em Boa Vista (RR); 1986 e 1987 no Rio de Janeiro (RJ);
1986 Alagoas e Ceard; 1987 Pernambuco, Bahia, Minas Gerais e Sdo Paulo;
1990 no Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Rio de Janeiro; 1991 Tocantins e, em
1992, no estado de Mato Grosso (Pontes & Ruffino, 1994). De acordo com a
epidemiologia da dengue no Brasil, em 2008 foram registrados mais de 800 mil
casos, se tornando o ano com maior niumero de pessoas infectadas por dengue
(Siqueira Jr., et al., 2010). O namero de Obitos em 2010 (592 mortes) superou 0s
registros da grande epidemia que ocorreu no Brasil em 2008, onde foram
contabilizados 478 6bitos. (Ministério da Saude, 2011). Segundo os dados, até 16
de fevereiro de 2013, foram notificados 204.650 casos no pais com 33 Obitos.
Comparando esses resultados com igual periodo de 2012, houve um aumento de
190% nos casos notificados (Organizagdo Pan-Americana de Saude, 2013). As
cidades de S&o Paulo e Campinas sofreram com numerosos casos de dengue.

Nos quatro primeiros meses de 2014 a capital registrou 3.730 casos, enquanto
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gue Campinas viveu a maior epidemia de dengue de sua histéria com 17.100
pessoas infectadas (Folha de S&o Paulo, 2014).

Apo6s andlise de amostras colhidas na Asia, os dados apontam o tipo 5 da
doenca. A descoberta se deu quando cientistas da Universidade do Texas
receberam amostras de sangue de uma epidemia de dengue ocorrida em 2007 na
Maldsia. A literatura aponta que o tipo 5 esta circulando entre macacos de
florestas da Malasia e teria detectado apenas um caso em seres humanos. Logo
€ necessario manter a vigilancia laboratorial e o controle do vetor (Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, SBMT, 2013).

Outro virus transmitido pelo A. aegypti € o arbovirus Chikungunya, da
familia Alfhavirus. Dentre os sintomas da febre Chikungunya, o que predomina
sdo as dores articulares debilitantes, que podem perdurar por varios meses
(Queyriaux et al., 2008). O virus foi isolado inicialmente na Tanzania por volta de
1952 e desde entdo, ha relatos de surtos em varios paises do mundo, inclusive,
nas Américas. No final de 2004 nas llhas do sudoeste do Oceano indico foram
notificados mais de 5.000 casos entre janeiro a marco de 2005. Quando iniciou a
estacdo das chuvas ocorreu um pico de incidéncia atingindo até a quinta semana
de 2006, mais de 45.000 casos (Gérardin et al., 2008). De acordo com a OMS,
desde 2004 o virus havia sido identificado em 19 paises, porém, a partir do final
de 2013, foi registrada transmissao autéctone (dentro do mesmo territdrio) em
varios paises do Caribe. Em mar¢co de 2014, na Republica Dominicana e Haiti,
sendo que, até entdo, s6 Africa e Asia tinham circulagdo do virus. No Brasil, até o
dia 25 de outubro de 2014, o Ministério da Saude registrou 824 casos de Febre
Chikungunya. Para evitar a transmissao do virus, € fundamental que as pessoas
reforcem as acdes de eliminacdo dos criadouros dos mosquitos. As medidas séo

exatamente as mesmas para a prevencao da dengue (Ministério da Saude, 2014).

2.3 — Armadilhas utilizadas na vigilancia entomoldégica do mosquito Aedes

aegypti

Estudos recentes tém mostrado a eficiencia de armadilhas para o
monitoramento do mosquito A. aegypti, podendo ser usadas para as fases de
ovos, larvas e adultos (Gomes et al. 2008). As armadilhas para ovos (ovitrampas)

constituem uma ferramenta importante para verificar a dispersdao do vetor e
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também para desenvolver estudos bioldgicos em laboratérios (Honério et al.,
2003). A armadilha é constituida de um recipiente de cor preta e fosca. Em seu
interior é fixado verticalmente um substrato de oviposicdo (palheta de eucatex),
com superficie rugosa exposta para facilitar a postura dos ovos. Agua de torneira
€ adicionada no interior da armadilha (Fay & Eliason, 1966). A utilizacdo de
ovitrampas demonstra ser um método sensivel e econdmico para fornecer
informacdes sobre a presenca do vetor (Rawlins et al., 1998). Foi constatado que
o uso de armadilhas para ovos foi mais eficiente e econdmico para verificacdo da
presenca do vetor em relagcdo as armadilhas para larvas (larvitrampas) (Marques
et al., 1993; Rawlins et al., 1998; Braga et al., 2000). Lenhart et al., 2005,
afirmaram ainda que as armadilhas modificadas feitas com copo azul foram mais
eficientes que as ovitrampas de vasos pretos. Ja Areia e colaboradores (2012)
demonstraram que experimentos realizados com ovitrampas feitas com vasos
plasticos pretos com quatro palhetas de eucatex foram mais eficientes em relacao
a outro modelo de ovitrampas confeccionado de um copo azul com um pano de
algodao branco. Foi verificada a presenca de ovos somente nas armadilhas de
vaso preto.

As larvitrampas séo depdésitos feitos de pneus usados contendo &agua.
Estas armadilhas séo instaladas a uma altura aproximada de 80 cm do solo, em
locais considerados focos do vetor adulto. A finalidade basica das larvitrampas é a
deteccdo precoce de infestagcbes (FUNASA, 2001). No Brasil, o Programa
Nacional de Controle da Dengue recomenda que as larvitrampas sejam usadas
em éareas onde o fluxo de pessoas é intenso como aeroportos, terminais
rodoviarios, portos fluviais e maritimos para verificacdo da entrada do mosquito.
Entretanto, esses dois tipos de armadilhas sao ineficazes para quantificar o
namero de fémeas no local e também para capturar os mosquitos adultos (Lima et
al., 1989). Sobressalta-se a importdncia da verificacdo diaria das armadilhas
ovitrampas e larvitrampas para que nao se tornem um criadouro.

Varios autores constataram a utilizacdo de armadilhas para monitorar a
densidade populacional do mosquito A. aegypti adulto (Favaro et al.,, 2006;
Sant’ana et al., 2006; Gama et al., 2007). Donatti & Gomes (2007) apresentaram
a eficiéncia da Adultrap, uma armadilha de forma cilindrica e cor escura formada
por trés compartimentos: um para a entrada do mosquito (extremidade superior),

um para colocar o atraente visual como a agua ou outra isca atrativa (extremidade
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inferior) e outro para reté-lo dentro da armadilha. Uma vez atraido pela agua, o
inseto tem acesso ao segundo compartimento. O terceiro compartimento da
armadilha é revestido por tela fina e é alcancado apdés o0 mosquito ultrapassar o
orificio contido em cada um dos quatro cones transparentes voltados para parte
lateral da armadilha onde os insetos ficam retidos neste espaco. O recipiente para
a 4gua é separado das partes internas da armadilha por uma tela, sem qualquer
chance de contato direto do mosquito com a agua usada.

O sistema de Monitoramento Inteligente da Dengue (MI-Dengue) € uma
ferramenta informatizada criada com base em pesquisas realizadas pelo
Laboratorio de Culicideos do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (Eiras, 2002; Favaro et al., 2006). A MosquiTRAP® é um
modelo de armadilha que permite capturar mosquitos adultos de A. aegypti ou A.
albopictus, principalmente fémeas gravidas devido a presenca de um atraente de
oviposicdo (AtrAedes®) preso a um cartdo adesivo de polietileno de cor preta no
interior da armadilha. Ao pousarem ou tocarem na parte interna da MosquiTRAP®
as fémeas ficam presas no cartdo adesivo. A identificacdo do inseto capturado
ocorre no momento da inspeg¢do da armadilha no campo permitindo agilizar a
obtencao de dados (Eiras, 2002). As informacdes coletadas, como por exemplo, a
presenca e a quantidade de insetos sdo enviadas em tempo real via celular, para
um site onde sao feitas atualizacfes, controles e analises gerando planilhas e
mapas, para estimar a populacdo de adultos. Os insetos capturados sao
encaminhados para testes para verificagdo da presenca do virus (Eiras &
Resende, 2009).

Outra armadilha eficiente para capturar o vetor da dengue é a BG
Sentinel™ desenvolvida por pesquisadores alemdes da Universidade de
Regensburgo em parceria com o Laboratério de Culicideos (UFMG) (Eiras &
Geier, 2002). E composta de um atraente sintético BG-Lure™, que é colocado no
interior da armadilha. Além do estimulo quimico (BG-Lure™), a armadilha possui
outros elementos que atraem as fémeas como o estimulo visual (contraste entre
as cores preto e branco) e correntes de ar que mimetizam correntes de
conveccao criadas pelo corpo humano que atrai 0 mosquito para um saco coletor
onde ficam presos sem chances de retornarem ao ambiente (Eiras, 2002). Ball e
Ritchie (2010) investigaram a eficacia da armadilha BG Sentinel™ em capturar os

mosquitos A. aegypti em um ambiente visivelmente competitivo, ou seja, lugares
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escuros de reflgio para os insetos, fornecendo importantes consideracfes e
interpretacbes de amostras do mosquito A. aegypti, sendo considerada uma

ferramenta promissora contra vetores.

2.4 - Métodos de controle de mosquitos vetores de doencgas

Sao vérias as estratégias desenvolvidas para o controle vetorial, como
melhoria de saneamento basico, atividades de rotina com funcéo principal em
reduzir criadouros do mosquito, realizadas através de visitas domiciliares e
mutirdes de limpezas. Tais atividades contribuem para a reducdo da infestacéo
dos mosquitos evitando a reintrodu¢cdo em outras areas, principalmente em
periodos de circulacdo endémica (Forattine, 1962; Ministério da Saude, 2005;
Tauil, 2006; Secretaria de Vigilancia Sanitaria, 2011). Na maioria das vezes, esse
processo € acompanhado pelo uso de inseticidas quimicos, sobretudo em casos
de epidemias (Marcondes, 2001).

Os inseticidas quimicos sdo classificados em quatro principais grupos:
organofosforados, piretroides, carbamatos e organoclorados, sendo que os mais
usados atualmente no controle de vetores sdo os organofosforados e piretroides
(Bisset, 2002). Desde 1920, estas substancias quimicas se tornaram importantes
para o controle de mosquitos. Em 1939, Muller descobriu as propriedades
inseticidas do diclorodifeniltricloroetano (DDT), se tornando um fator primordial
para a saude publica no controle de vetores. Porém, em 1946 surgiram o0s
primeiros problemas relacionados a resisténcia aos inseticidas clorados,
reduzindo a eficiéncia do produto. Devido aos maleficios causados ao ambiente,
animais e seres humanos, os inseticidas dessa classe foram proibidos em varios
paises (Becker et al., 2010).

O grupo dos organofosforados, malathion e temephos, constitui uma das
alternativas ao uso do DDT por serem biodegradaveis e ndo se acumularem no
tecido dos animais, apresentando baixa toxicidade (Braga & Valle, 2007). O
malation € usado principalmente para o controle de mosquitos adultos na forma
de aerossol para pragas urbanas e na agricultura (Becker et al., 2003; Becker et
al., 2010). O temefés é eficaz para todos os estagios larvais de mosquitos dos
géneros Aedes, Culex e Anopheles com grande potencialidade para reduzir

populacdes de A. aegypti (Becker et al., 2010).
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Os inseticidas piretroides, apesar de apresentarem baixa toxicidade para
mamiferos sdo téxicos para os peixes. Foram muito usados no controle de
mosquitos adultos, principalmente no controle da malaria, ou como larvicidas
(Hemingway& Ranson, 2005; Braga & Valle, 2007; Becker et al., 2010). Outros
grupos de inseticidas de nova geragdo sdo os reguladores do crescimento de
insetos (IGR). Braga e colaboradores (2005a) investigaram em condi¢cdes de
laboratorio, a eficacia do methoprene. Nesta perspectiva, pode-se citar também o
pyriproxifem (Slama et al.,1974). Ambos sdo recomendados pela OMS para o
controle de Aedes sp. em agua potavel (Estrada & Mulla, 1986; Chavasse & Yap,
1997). Existem outros compostos conhecidos como diflubenzuron e triflumuron
gue agem pela inibicdo da sintese de quitina durante o estagio imaturo do inseto,
reduzindo significativamente as taxas de sobrevivéncia das larvas tratadas
(Mulla,1995; Matrtins et al., 2004; Borges et al., 2004).

Apesar das dificuldades enfrentadas no uso de inseticidas quimicos,
principalmente quanto a resisténcia dos insetos ao produto, em varios paises da
Africa ainda é a medida de controle mais eficiente para reducédo do vetor da
malaria (Mabaso et al., 2004). O problema da resisténcia dos insetos também foi
observado nos produtos utilizados no controle de A. aegypi no Brasil (Marcoris et
al, 1999) e no exterior (World Health Organization, 1992). Sendo assim, foi
necessaria a busca de alternativas para o controle de mosquitos com diferentes
modos de acdo. Os agentes biolégicos tém demonstrado alta potencialidade
como alternativas na luta contra vetores de doencas (Debach & Rosen, 1991;
Polanczyk et al., 2003; Scholte et al., 2004; Paula et al., 2011a).

2.5 - Controle biol6gico de mosquitos

Com o objetivo de desenvolver estratégias de controle bioldgico os
cientistas tém investigado métodos que empregam diferentes micro-organismos
entomopatogénicos divididos em trés grupos principais como virus, bactérias e
fungos. Parasitas e predadores também sao utilizados contra a populacdo de
insetos praga e vetores (Lenteren & Godfray, 2004). Existem mais de 250
predadores invertebrados e vertebrados de larvas de mosquitos. No que se
refere & utilizagcdo de espécies larvofagos no controle de insetos vetores de

doencas, tais como malaria, febre amarela e dengue, os peixes vém sendo
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utilizados no mundo principalmente nos criadouros naturais destes insetos
(Consaoli et al.,1998).

A infeccéo de larvas através de virus culmina na morte do inseto. Segundo
Becnel e colaboradores (2001), os baculovirus (CuniNPV) sdo patogénicos com
alta infectividade para todos os estadios das larvas de Culex nigripalpus e Culex
quinquefasciatus.

Bacillus thuringiensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs) sao bactérias Gram-
positivas que possuem efeito inseticida. Estas duas espécies produzem
endotoxinas proteicas, as quais quando ingeridas pelas larvas, atacam e
destroem as células epiteliais no intestino médio levando-as a morte (Neto et al.,
1985; Polanczyk et al., 2003; Costa et al., 2010). Sdo bactérias produtoras de
endosporos, extremamente resistentes a condicfes ambientais adversas, se
tornando desta forma um importante bioinseticida (Costa et al., 2010). A bactéria
entomopatogénica Bs mostra boa persisténcia nos habitats aquaticos poluidos
tipicos da espécie Culex e boa eficicia contra algumas espécies de Anopheles,
enquanto Bti é usado principalmente para controlar Simulium e Aedes (Vilarinhos
et al., 1998; Regis et al., 2001; Espindola et al., 2008; Ritchie et al., 2010). Entre
diversas vantagens, a Bti tem se destacado por ndo ser toxica a humanos, uma
caracteristica muito importante jA& que sdo geralmente aplicados em areas
urbanas (Becker, 2000). Outro fator importante € a possibilidade de Bti ser usada
juntamente com produtos quimicos para aumentar a eficiéncia do controle (Chui
et al., 1995), como por exemplo, a combinagcdo com organofosforados (Polanczyk
et al., 2003). E comercializada em larga escala para o controle de mosquitos e
borrachudos. Um grande numero de produtos eficientes esta disponivel no
mercado. Esta bactéria foi usada em campanhas intensivas realizadas nos EUA e
Alemanha para o controle de pernilongos e na Africa para o controle de
simulideos vetores da Oncocercose (Glare & O'Callaghan, 2000). Os tabletes
de Bti sdo preparados especificamente para uso em programas de controle e sado
facilmente distribuidos (Vilarinhos et al., 1998).

Turley e colaboradores (2009) sugerem que a infeccdo com Wolbachia
pipientis (género de bactérias que infectam artropodes) provoca danos nos
tecidos dos mosquitos reduzindo o sucesso de se alimentar com sangue e

diminuindo o tempo de vida de A. aegypti.
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Entre os micro-organismos patogénicos com aplicacdo potencial em
controle biolégico destacam-se os fungos entomopatogénicos, que se constituem
no maior grupo de patégenos de insetos (Messias, 1989; Onofre et al., 2002),
apresentando vantagens em relacdo aos virus e as bactérias produtoras de

toxinas, que tém que ser ingeridas para infectar insetos (Costa et al., 2010).

2.6 - Uso de fungos entomopatogénicos para o controle de mosquitos

Os fungos entomopatogénicos podem infectar os mosquitos através de
ingestdo ou contato externo dos conidios com a cuticula (Alves, 1998). A
entomopatogenicidade é definida como a capacidade de produzir doencas em
insetos e depende da germinacao, penetragédo, colonizacdo, exteriorizacado das
estruturas fungicas e producdo de esporos sobre o corpo do hospedeiro (St.
Leger et al., 1991; Alves, 1998). Os conidios dos fungos possuem alta capacidade
de disseminacdo horizontal, podendo ser levados pelos diferentes agentes de
disseminag&o, como o vento, para locais muito distantes (Alves, 1998). Estima-se
mais de 750 espécies com potencial de controle de insetos e outras pragas de
artropodes (Messias, 1989). A producdo em massa de fungo é geralmente
constituida de produtos vegetais ricos em amidos como batata, arroz, aveia, milho
e feijao (Jackson, 1997).

Dentre os géneros bem-sucedidos para o controle bioldégico destacam-se o
Metarhizium e Beauveria (Faria & Magalhdes, 2001). Ambos pertencem a classe
dos deuteromicetos e estdo amplamente distribuidos na natureza e podem ser
encontrados facilmente no solo onde sobrevivem por longos periodos (Alves,
1998). O fungo M. anisoplie, é caracterizado por um conjunto filamentoso de
micélio, hifas, com paredes constituidas quimicamente de quitina e/ou celulose
além de outros acucares (Alves, 1998).

Os sintomas iniciais da doenca em insetos podem aparecer como manchas
escuras nas pernas, regioes intersegmentais ou distribuidas por todo o tegumento
(Alves, 1998). O inseto cessa a alimentag&o tornando-se fraco, apresenta sintoma
de paralisia, perde a coordenacdo dos movimentos permanecendo desorientado e
morre. Quando atacados tornam-se duros e cobertos com uma camada

pulverulenta de conidios. No final da conidiogénese o cadaver pode mostrar tons
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de verdes. A doenga é conhecida como muscardine verde, contrastando com a
muscardine branca provocada por B. bassiana (Alves, 1998).

No Brasil, os primeiros resultados favoraveis a utilizacdo de M. anisopliae
para o controle da cigarrinha da cana-de-acucar datam de 1923. Nos anos
seguintes o M. anisopliae recebeu mais atencéo, sendo utilizado inicialmente para
o controle da cigarrinha Tomaspis liturata (Faria & Magalhdes, 2001). Atualmente,
encontra na literatura diversos estudos focados na utilizacdo desses
entomopatdégenos, causadores de epizootias naturais contra diversas espécies de
mosquitos (Scholte et al., 2005; Scholte et al., 2007; Farenhorst et al., 2008; Paula
et al.,, 2008; Pereira et al., 2009; Lwetoijera et al., 2010; Mnyone et al., 2010;
Paula et al., 2011ab; Paula et al., 2013ab; Carolino et al., 2014).

Luz e colaboradores (2007) afirmam que houve uma forte atividade ovicida
de A. aegypti infectados com M. anisopliae, eclodindo apenas 11% dos ovos
infectados. Santos e colaboradores (2009) descrevem que ovos infectados com
M. anisopliae IP 46 em HR > 98% e incubados a 25C° imersos em agua tiveram
reducao significativa da eclosdo em larvas.

Quanto ao controle larvario, o fungo B. bassiana avaliado por Clark e
colaboradores (1968) foi virulento em larvas de Culex pipiens, Anopheles
albimanus e A. aegypti. Daoust (1982) descreveu a atividade patogénica contra
larvas de A. aegypti, C. pipiens, Anopheles stephensi usando o fungo M.
anisopliae. Bioensaios foram realizados utilizando oito isolados do fungo M.
anisopliae e dois de B. bassiana no controle de formas imaturas de A. aegypti.
Entre os fungos avaliados, o M. anisopliae (CG 144 e ESALQ 818) e B. bassiana
(CG 24) foram os mais virulentos apresentando altas taxas de mortalidade. Das
larvas expostas a infeccdo fungica, 20% nao completaram seu ciclo de vida
(Pereira et al., 2009). Bukhari e colegas (2010) investigaram diferentes espécies e
concentracfes de fungos utilizados para infeccdo de larvas. B. bassiana e M.
anisopliae causaram alta mortalidade em larvas de A. gambiae e A. stephensi,
sendo que as larvas mais velhas foram menos suscetiveis do que as larvas mais
jovens. Paula e colaboradores (2013c) descreveram um novo método de
aplicacdo de fungo M. anisopliae aderido em grdo de arroz colocado na agua
contra larvas de A. aegypti, observando a persisténcia do fungo ao longo do

tempo. Vieira e colaboradores (2013) registraram imagens do processo de
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infeccdo do fungo M. anisopliae em larvas e também adultos do mosquito da
dengue A. aegypti, enfatizando o tempo de adeséo e germinacao dos conidios.

Sendo assim, estudos tém demonstrado que esses entomopatdégenos
também séo virulentos para o controle de mosquitos adultos (Scholte et al., 2004;
Blanford et al.,, 2005; Scholte et al., 2005; Paula et al., 2011ab; Paula et
al.,2013ab). Em um trabalho realizado em condi¢Bes de laboratério Scholte e
colaboradores (2004) analisaram a autodisseminagéo do M. anisopliae contra o
vetor da maléaria, A. gambiae, transmitindo o patégeno durante a cépula. Foi
constatado que fémeas de A. stephensi inoculadas com Plamodium chaboudi
reduziram o repasto sanguineo durante a infeccdo (Blanford et al., 2005).
Farenhorst e colaboradores (2008) mostraram que vasos de barro utilizados para
armazenamento de dgua foram adequados para aplicacao de fungo M. anisopliae
contra machos e fémeas de mosquitos A gambiae e A. funestus, sendo promissor
para utilizacdo no campo. Esta abordagem é interessante, pois os vasos de barro
impregnados com fungo podem ser usados em locais intra e extradomiciliares.
Estudos apontam que as fémeas de A. gambiae alimentadas com sangue foram
menos suscetiveis aos fungos M. anisopliae e B. bassiana do que as fémeas
alimentadas com sacarose (Mnyone et al.,, 2011). Neste contexto, Paula e
colaboradores (2011b) observaram que fémeas de A. aegypti alimentadas com
sangue foram menos suscetiveis ao M. anisopliae comparado com fémeas
alimentadas com sacarose, sugerindo que o estado nutricional pode estar
influenciando a viruléncia do fungo. Recentemente foi publicado um estudo sobre
a reducao da competéncia vetorial de A. aegypti coinfectado com M. anisopliae e
alimentado com sangue infectado com o virus DEN-2 para testar se o fungo
impede a disseminacéo do virus. Os resultados mostraram que a taxa de infeccao
viral dos mosquitos coinfectados (fungo e sangue com o virus DEN-2) foi de 76%,
sendo que infectados ou n&o, 78% morreram no sexto dia pés-infeccao. A taxa de
infeccdo mais elevada foi observada em mosquitos infectados somente com o
virus resultando em 84%, mas a mortalidade foi apenas 6% apds seis dias de
infec¢éo (Hernandez et al., 2013).

Diante destes resultados, os fungos entomopatogénicos se mostram
promissores para 0s processos de infec¢do e tém potencial para serem utilizados

NO campo contra 0s vetores da dengue.
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2.7 - Pesquisas de semicampo e campo utilizando fungos

entomopatogénicos no controle de mosquitos

O desenvolvimento de métodos para utilizacdo do fungo no campo contra
vetores ainda é um dos principais desafios e requer mais investigacoes.

No que se refere aos trabalhos realizados em semicampo, Paula e
colaboradores (2008) utilizando uma gaiola grande (115 x 60 x 75cm) testaram a
eficAcia de M. anisopliae impregnado em pano de algodao preto para o controle
do vetor da dengue A. aegypti. Foi obtida alta infectividade dos mosquitos com
70% na reducao da sobrevivéncia. O mesmo grupo observou em uma simulagéo
de um comodo residencial que fémeas de A. aegypti expostas a 5 panos pretos
impregnados com fungo M. anisopliae durante 7 dias apresentaram apenas 44%
de sobrevivéncia enquanto controle teve 76% de mosquitos vivos. Quando
combinados com doses subletais de inseticida Imidacloprid, a redugao foi ainda
maior de sobrevivéncia (Paula et al., 2013ab). Em teste feito com gaiola grande,
Paula e colaboradores (2013b) observaram a reducéo da sobrevivéncia quando o
pano preto impregnado com fungo foi deixado na gaiola por apenas 12h causando
53% de mortalidade dos mosquitos. Tempos de exposi¢cdo mais longos resultaram
em maiores reducdes da sobrevivéncia.

Foram realizadas pesquisas na Africa, em situacdo de campo,
demonstrando a eficiéncia de tecidos pretos impregnados com fungo M.
anisopliae contra a populacdo de Anopheles resultando na infeccdo de 23% dos
mosquitos. Os tecidos foram colocados no teto de habitacdes humanas, servindo
como atrativo visual para este vetor e reduzindo em 75% na intensidade da
transmissao da doenca da maléria (Scholte et al., 2005). Howard e colaboradores
(2011) avaliaram a infeccdo dos mosquitos A. gambiae resistentes a inseticida
piretroides, com fungo B. bassiana sobre condicdes de campo. Os ensaios
resultaram em um aumento significativo da mortalidade de mosquitos expostos ao
fungo comparados aos mosquitos controles.

Em ensaios realizados em condicdes naturais na Australia, Darbro e
colaboradores (2012) avaliaram o efeito do fungo B. bassiana em relacdo a
sobrevivéncia, comportamento de alimentacdo sanguinea e fecundidade contra as

fémeas do mosquito A. aegypti em gaiolas grandes (5 x 7 x 4m). Os resultados
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foram promissores mostrando uma reducao de 80% na realizagdo do repasto
sanguineo e 59-95% na sobrevivéncia do mosquito.

Estudos recentes tém mostrado a eficacia de panos pretos impregnados
com M. anisopliae para o controle de A. arabiensis resultando em mais de 80% de
mosquitos infectados (Lwetoijera et al., 2010). Foram testados na Tanzania varios
métodos intradomiciliares utilizando fungo entomopatogénico em telhas
revestindo o beiral de residéncias, pano preto de algoddo no beiral, painel de
pano de algodéo, pano de algodé&o no beiral inclinado e tiras de algodao ao redor
da cama do hospedeiro. Estes métodos resultaram em uma reducdo de 39-57%
na sobrevivéncia dos mosquitos Anopheles (Mnyone et al., 2012). Com o objetivo
de reduzir ainda mais a sobrevivéncia das fémeas do mosquito A. aegypti o
presente estudo visa utilizar um o pano preto + fungo associado a um atraente
sintético buscando atrair mais mosquitos a armadilha, aumentando a taxa de

infeccéo dos insetos e consequentemente, a diminuicdo da doenca dengue.

2.8 - Atraentes utilizados para mosquitos

Véarias classes de estimulos emitidos por hospedeiros produzidos
principalmente na pele sdo usadas pelos insetos para localizagdo da fonte
sanguinea (Cooper et al., 2004). Aqueles que possuem propriedades volateis sao

carregados pelo ar e sdo detectados a certas distancias pelos mosquitos. Um
exemplo é o didéxido de carbono (CO2), que combinado com corrente de ar quente

e Umida age como atraente exercendo grande influéncia no inseto, pois é
produzido em grande quantidade comparado com outros estimulos e €
interpretado como a presenca de hospedeiro (Cooper et al., 2004). Outros
compostos como o acido latico e amonia presentes no suor humano também tém
sido confirmados como fatores atraentes para fémeas de mosquitos (Braks et al.,
2001). Esses atrativos formam plumas de odores que se dispersam no ambiente
direcionando o inseto até a fonte de alimento (Qiu et al., 2004). A interrupgao das
plumas de odores, como por exemplo, o vento pode modificar as respostas do
inseto ao sinal olfativo (Roque & Eiras, 2008).

Trabalhos realizados com mosquitos transmissores da malaria

demonstraram que as fémeas de A. gambiae infectadas com Pasmodium
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falciparum (parasita transmitido pelo mosquito Anopheles) foram mais atraidas a
odores humanos do que as néo infectadas (Smallegange et al., 2013). Estes
conhecimentos tém contribuido para o desenvolvimento de novas metodologias
de controle. De acordo com Silva e colaboradores (2005), misturas sintéticas de
substancias quimicas que compdem volateis liberados pelo corpo humano sdo
eficazes para atrair o mosquito A. aegypti em condicGes controladas. Andrade e
colaboradores (2008) avaliaram o efeito de cairomonios (odores sintéticos de
hospedeiros) na atratividade de flebotomineos em armadilha luminosa no campo
(Varzelandia, MG) visando aumentar o potencial das armadilhas luminosas. O
cairomoénio BG Mesh Lure® sozinho e associado ao octenol (5mg/h) foi avaliado e
mostrou eficiéncia na captura de varias espécies de flebotomineos, quando
comparado as armadilhas controle (somente a luz). Sant'ana e colaboradores
(2006) observaram que ovitrampas com infusdo de gramineas no campo servem
como atraentes para oviposicdo de mosquitos A. aegypti. Nesta armadilha,
desenvolvida através de estudos comportamentais de oviposicdo, pode-se
observar maior quantidade de ovos do mosquito A. aegypti em &rea urbana.
Pesquisadores da Universidade Federal de Minas Gerais desenvolveram uma
armadilha adesiva chamada MosquiTRAP® com objetivo de atrair e capturar
fémeas de A. aegypti devido a presenca de um atraente de oviposicao sintético
(AtrAedes®), que libera um odor que atrai o inseto deixando-os presos em um
cartdo adesivo colocado na parede da armadilha (Eiras, 2002; Gama et al., 2007;
Favaro et al., 2008). Este produto sintético originario da Alemanha passou a ser
produzido no Brasil com o custo reduzido cerca de 100 vezes (Jornal da FundeP.
2011).

Outra armadilha considerada uma ferramenta promissora para atrair 0s
mosquitos adultos em massa utilizando atraentes é a BG-Sentinel™ (Degener et
al., 2014). Os mosquitos sdo atraidos para a armadilha através do sinal olfativo
induzido pelo atraente BG-Lure™ (BGL) (BioGents GmbH) simulando odor de um
corpo humano (Krockel et al., 2006; Williams et al., 2006).

Paula et al. (2013a) utilizando uma camara de observacao, mostraram que
fémeas de A. aegypti alimentadas com sacarose ou sangue foram atraidas para
um pano preto (20x10cm) impregnado com fungo. Os numeros mais baixos de
mosquitos observados no pano preto ocorreram no tempo 0 (8h da manha),

momento em que 0s mosquitos foram liberados na camara de observacdo. Com o
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passar do tempo maior quantidade de mosquitos alimentados com sacarose foi
observado no pano preto comparado com niumero de mosquitos alimentados com
sangue. Ao meio dia (12h) havia significativamente mais mosquitos alimentados
com sacarose no pano preto, comparado com a quantidade de mosquitos
alimentados com sangue. A meia noite (escuro) (24h) nimeros mais baixos de
mosquitos alimentados com sangue ou sacarose foram observados no pano
preto. Com isso, foi concluido que fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue
tiveram menor frequéncia de pouso em pano preto, comparado com fémeas de A.
aegypti alimentadas com sacarose. Atraentes de mosquitos poderiam ser
associados ao pano preto impregnado com fungo atraindo e aumentando a taxa

de infeccéo dos insetos.
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar se a utilizacdo de uma armadilha feita de garrafa PET com pano preto
impregnado com M. anisopliae associado a um atraente sintético resultaria em
significativa diminuicdo da sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti comparado com

testes feitos utilizando pano preto + M. anisopliae sem o atraente sintético.

3.2 Objetivos especificos

Investigar se a armadilha confeccionada de garrafa PET com pano preto

impregnado com M. anisopliae reduziria a sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti;

Avaliar se um filme adesivo revestindo um pano preto capturaria mosquitos A.

aegypti eficientemente;

Comparar a sobrevivéncia (%) de fémeas de A. aegypti expostas ao pano
preto + M. anisopliae fixado em moveis residenciais (cadeiras e mesas) com a
sobrevivéncia (%) de fémeas de A. aegypti expostas a armadilha PET com pano

preto + M. anisopliae;
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Avaliar se um filme adesivo revestindo um pano preto associado a um atraente

sintético capturaria mosquitos A. aegypti;

Investigar se um pano preto impregnado com M. anisopliae associado a um
atraente sintético reduziria significativamente a sobrevivéncia (%) de fémeas de A.
aegypti, comparando com testes feitos com pano preto + M. anisopliae sem o

atraente sintético.
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4 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Insetario do Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia (LEF), no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

4.1 - Criacdo e manipulacdo dos mosquitos Aedes aegypti coletados no

campo

No campus da UENF, as coletas de ovos do mosquito foram realizadas
usando armadilhas de oviposicdo denominadas “ovitrampas”. As ovitrampas
foram confeccionadas de um vaso plastico preto de 500 ml com quatro palhetas
de madeira Eucatex (3 x 12 cm) presas na borda do vaso com elastico (Figura
2A). Dentro do vaso foram adicionados 250 ml de &gua de torneira. As ovitrampas
foram colocadas por 5 dias no campus da UENF em pontos estratégicos. Em
seguida foram retiradas do campo e as palhetas com ovos (Figura 2B) foram
colocadas em bandejas para secarem por 48h a temperatura ambiente. A eclosdo
das larvas foi estimulada por imerséao total das palhetas em bandejas de 500ml
com 100 ml de agua (Figura 2C). Foram adicionados nas bandejas 0,59 de racdo
de camundongo triturada e autoclavada para a alimentagdo das larvas. Apos a
eclosdo das larvas as palhetas foram lavadas com agua corrente, ensacadas e
autoclavadas durante 15 minutos a 1 atm (121° C). As pupas foram transferidas
para um copo plastico com agua e colocadas dentro de gaiolas de plastico (Figura
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2D). Os mosquitos adultos foram alimentados com uma solugdo de sacarose
(10%) e somente as fémeas foram usadas nos ensaios. Para a manipulacéo dos
mosquitos A. aegypti foi utilizada uma corrente de didéxido de carbono durante 30
segundos para adormecé-los. Com auxilio de uma pinca fina, as fémeas foram
selecionadas, quantificadas e colocadas em placas de Petri para serem

transferidas as salas de semicampo e cadmaras de observacéo.

Figura 2: A- Armadilha ovitrampa para coleta de ovos de A. aegypti, B- Ovos do
mosquito da dengue em palhetas de Eucatex, C- Palhetas imersas na agua para
eclosao das larvas, D- Mosquitos A. aegypti em gaiolas.

4.2 - Cultivo do fungo entomopatogénico

O fungo M. anisopliae (ESALQ 818) foi cultivado em placas de Petri
contendo meio sélido SDA (Dextrose 10g; Peptona 2,5g; Extrato de levedura 2,5g;
Agar 20g e agua destilada 1L) e mantido por duas semanas a 27°C em camara
climatizada (marca: FANEM) e em seguida, armazenado a 4C°. Erlemeyers de
250ml contendo 25g de arroz parboilizado cru + 10 ml de agua destilada foram
tampados com algodé&o e autoclavados durante 15 minutos a 1 atm (121°C). Com

o auxilio de uma colher estéril os conidios foram retirados da placa de Petri e
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misturados no arroz através de movimentos circulares até obter uma distribui¢cao
uniforme dos conidios entre os graos de arroz (Figura 3B). Os Erlemeyers foram
mantidos em camara climatizada a 27°C e a concentracdo dos conidios foi
avaliada utilizando uma camara de Neubauer. Todo o processo de coleta de
conidios foi realizado em camara de fluxo previamente desinfetada com alcool
70% e 15 minutos de exposicdo a UV. Para o preparo da formulacdo do fungo
entomopatogénico foram utilizados esporos secos (Figura 3C) submetidos a
secagem (BOD de secagem- marca: Nova Etica) e com auxilio de uma maquina
separadora de esporos (Mycoharvester, Inglaterra) (Figura 3A), os conidios foram
separados do arroz. Em seguida foi realizada diluicdo dos conidios usando 0,05%
de Tween 80 (TW) até a obtencdo da concentracdo requisitada. Para todos os

testes, a concentracédo do fungo no pano preto foi de 1x108 conidios ml-L.

Figura 3: A- Maquina separadora de esporos, B- Fungo entomopatogénico.
M. anisopliae cultivado em arroz, C- Esporo seco de M. anisopliae.
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4.3 - Preparo do pano preto e confeccéo da armadilha PET

Panos pretos de algodao (100%) no tamanho de (16 x 7 cm) foram
autoclavados durante 15 minutos a 1 atm (121° C) e imersos em uma suspensao
de 200 ml da formulacdo do fungo M. anisopliae com 0,05% de Tween 80 (TW)
(Figura 4A). A concentracédo final do fungo foi de 1x108 conidios mL™* Todos os
controles foram realizados da mesma forma, porém o pano preto foi impregnando
apenas com TW. O pano preto impregnado com suspenséo do fungo foi mantido
em varal de chdo para secagem por 16 horas em uma sala do insetario
LEF/UENF com temperatura média de 26 °C, 71 + 7% (Figura 4B). O pano preto
foi pendurado com auxilio de um arame na parte superior da armadilha feita de
garrafa PET de 2 litros, transparente, com um corte lateral de (17 x 8 cm). Para
maior estabilidade da armadilha, foi adicionado gesso no fundo da garrafa PET
(Figura 4 C).

Figura 4: A- Pano preto banhado na formulacdo do fungo M. anisopliae, B- Panos
pretos secando em varal de chédo, C- Armadilha de garrafa PET de 2L com pano
preto impregnado com fungo.
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4.4 — Ensaios de sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti expostas a
armadilha confeccionada de garrafa PET com pano preto impregnado com

Metarhizium anisopliae
4.4.1 - Testes realizados na camara de observacao

A camara de observacdo (100 x 51 x 61 cm) utilizada nos experimentos
(Figura 5) possui o fundo e as laterais feitos de madeira branca (compensado) e a
parte superior e a frontal feita de acrilico transparente. A cAmara possui uma porta
(25 x 20 cm).

Duas camaras de observacdo foram utilizadas nesse teste. As camaras
foram colocadas dentro de uma sala de 6m? com paredes de alvenaria pintada na
cor branca. A sala possui uma janela (120 x 40 cm) e uma porta. Os experimentos
foram realizados em temperatura e luminosidade ambiente. As camaras foram
desinfetadas com &lcool (70%) e permaneceram abertas por 24h. Dentro de uma
camara de observagédo foi colocado uma armadilhna PET com pano preto + fungo
M. anisopliae. Na outra foi colocado a garrafa PET com pano preto + TW
(controle). Dois alimentadores de 30ml contendo sacarose (10%) foram colocados
e 50 fémeas de A. aegypti foram liberadas em cada camara. Os mosquitos foram
adormecidos com CO: e selecionadas somente as fémeas para serem utilizadas
nos experimentos. Foi avaliado diariamente durante 7 dias, o numero de
mosquitos vivos expostos as armadilhas com PET + Pano preto + fungo e PET +

pano preto + TW. Foram realizadas 3 repeticdes desse experimento.
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Figura 5: Camara de observacao utilizada nos experimentos.

4.4.2 — Testes realizados nas salas de semicampo

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas salas de semicampo
simulando cédmodos residenciais. As salas foram construidas em uma area do
campus da UENF uma ao lado da outra. O teto das salas foi feito de telha Eternit
e forrado com gesso. A porta de cada sala possui tela fina para evitar a fuga dos
mosquitos. Nenhuma sala possui janela, no entanto, existe um exaustor em seu
interior para circulacdo do ar. O exaustor foi coberto com organza branca e preso
com fita adesiva para impedir qgue os mosquitos escapassem. Um toldo de
policarbonato foi instalado na parte externa das salas protegendo-as da chuva.
Foram colocadas no interior das salas mesas e cadeiras simulando modveis
residenciais. As salas foram lavadas com agua de torneira, detergente neutro,
agua sanitaria, antibactericida, enxaguadas com agua, esterilizadas com alcool
(70%) e mantidas abertas para secagem por 24h. A temperatura e umidade das
salas foram registradas por um aparelho denominado Datalogger (ESCORT RH
iLog) variando entre 25,1° C a 28,2° C. As salas experimentais foram utilizadas

em todos o0s experimentos realizados no semicampo, sendo sorteadas para
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montagem dos tratamentos a fim de aumentar a fidedignidade dos resultados por
causa de possiveis variaveis entre salas.

Foram utilizadas duas salas nos primeiros testes simulando um cémodo
residencial (Figura 6). Em uma sala foram colocadas trés garrafas PET com pano
preto + fungo e na outra sala trés garrafas PET com pano preto + TW (controle).
As armadilhas foram colocadas no ch&do embaixo de mesas e cadeiras. Dentro de
cada sala foram colocados trés alimentadores (30ml) contendo sacarose (10%).
Cinquenta mosquitos (fémeas) foram liberados e em seguida as salas foram
totalmente vedadas. Os mosquitos utilizados nos experimentos foram
adormecidos com CO:2 para serem manipulados e transferidos as salas de
semicampo. Cinco dias ap0s a liberacdo das fémeas de A. aegypti expostas aos
tratamentos, uma armadilha para a captura de mosquitos vivos (BG-Sentinel ™;
Biogents Ltd.) com um atraente (BG Lure™; Biogents Ltd.) foi instalada por 24
horas em cada sala, atraindo e prendendo 0os mosquitos em um saco coletor. Em
seguida, o numero de mosquitos capturados foi quantificado. Uma inspecéao
minuciosa foi feita em cada sala a procura de mosquitos vivos ndo capturados.
Foram utilizados 50 insetos em cada repeticdo e 3 repeticbes feitas, totalizando
150 mosquitos/tratamento.

Figura 6: Salas de semicampo utilizadas nos testes.
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4.5 - Avaliacado de um filme adesivo revestindo o pano preto para a captura
de mosquitos

4.5.1 - Testes realizados na camara de observacao

Nesse ensaio foi avaliado se um filme adesivo revestindo um pano preto
medindo (16 x 7 cm) capturaria maior quantidade de mosquitos comparado com a
quantidade de mosquitos presos em um filme adesivo sem o pano preto. O filme
adesivo foi cedido pelo Prof. Dr. Tariq Butt (Universidade de Swansea — Pais de
Gales). Este teste foi realizado em duas camaras de observacdo. Na primeira
camara foi colocada uma armadilha PET com filme adesivo envolvendo o pano
preto e na outra camara, uma armadilha PET com filme adesivo sem o pano
preto. O filme é adesivo dos dois lados. Dois alimentadores (30 ml) contendo
sacarose (10%) foram colocados nas camaras. Os mosquitos foram adormecidos
com CO2 e somente fémeas foram selecionadas e 50 insetos colocados em placa
de Petri para em seguida serem liberadas em cada camara de observacéo. Dois
tratamentos foram avaliados: a quantidade de fémeas presas no filme adesivo
que reveste o pano preto foi quantificada em 24 horas. No segundo teste, a
quantidade de fémeas presas no filme adesivo que reveste o pano preto foi
quantificada em 48 horas. Trés repeticdes de cada tratamento foram feitas,

totalizando 150 mosquitos/tratamento.

4.5.2 - Teste utilizando salas de semicampo

Apos verificagBes realizadas nas camaras de observacdo, o experimento
foi avaliado em duas salas de semicampo contendo mesas e cadeiras simulando
comodos residenciais. As salas experimentais foram lavadas, desinfetadas com
alcool 70% e sorteadas ao acaso para montagem dos experimentos, sendo todos
0s procedimentos realizados de acordo com o item 4.4.2. Também foram
verificadas a temperatura e umidade através do Datalogger (ESCORT RH iLog).
Em uma sala de semicampo foi colocada uma armadilha PET com filme adesivo
revestindo o pano preto (Figura 7A). Em uma outra sala foi colocada uma
armadilha PET com o filme adesivo sem o pano preto (Figura 7B). Cinquenta

fémeas foram liberadas em cada sala. Trés alimentadores de vidro (30 ml)
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contendo sacarose em 10% foram expostos para as fémeas. Foi adicionado talco
em placas de Petri abertas para colocagédo dos alimentadores contendo sacarose
(10%) para evitar o acesso de formigas. Primeiro o ensaio foi avaliado 24h apés
liberacdo das fémeas nas salas experimentais. Em seguida, foi preparado novo
teste que foi avaliado 48h apoés liberacdo das fémeas. Trés repeticdes de cada

tratamento foram realizadas, totalizando 150 mosquitos/tratamento.

Figura 7: A- Armadilha PET com pano preto envolvido por um filme adesivo,

B- Somente com o filme adesivo pendurado no arame.

4.6 - Comparacdo da sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti expostas a
diferentes procedimentos: pano preto + Metarhizium anisopliae fixado em
moveis residenciais e a armadilha PET com pano preto + Metarhizium

anisopliae

Esse ensaio foi conduzido comparando a taxa de sobrevivéncia das
fémeas expostas ao pano preto + M. anisopliae fixado em mesas e cadeiras com

a taxa de sobrevivéncia de fémeas expostas as armadilhas PET com pano preto +
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M. anisopliae utilizando quatro salas de semicampo. As salas foram lavadas,
preparadas e sorteadas para montagem dos experimentos. Em uma sala foram
colocados trés panos pretos + fungo fixados com fita adesiva da marca Scotch 3M
embaixo de cadeiras e mesas. Na outra sala trés panos pretos + TW fixados com
fita adesiva (Figura 8A) (tratamento controle). Em uma outra sala foram colocadas
trés PET com pano preto + fungo no chdo embaixo de mesas e cadeiras. Na
tltima sala, trés PET com pano preto + TW (tratamento controle) foram colocadas
(Figura 8 B).

Cinquenta fémeas de A. aegypti foram adormecidas com CO: e liberadas
nas salas experimentais. A limpeza e a organizacao das salas seguiram a mesma
metodologia dos tratamentos acima. Trés alimentadores artificiais contendo
sacarose (10%) foram colocados em cada sala e apés a liberacdo das fémeas as
respectivas portas foram fechadas e lacradas com fita adesiva Silver Tape 3M. No
quinto dia do experimento foi instalada no interior de cada sala uma armadilha
para capturar os mosquitos vivos (BG-Sentinel), para quantificar o niumero de
mosquitos vivos. Foram realizadas trés repeticbes, somando um total del50

mosquitos utilizados em cada tratamento.

Figura 8: A - Sala de semicampo com pano preto impregnado com fungo fixado
em moveis, B - Sala de semicampo com armadilha PET com pano preto
impregnado com fungo.
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4.7 — Comparacgédo das armadilhas feitas com garrafa PET com filme adesivo
+ pano preto + atraente sintético e com filme adesivo + pano preto sem o

atraente para captura de mosquitos

Esse ensaio foi feito para quantificar o niumero de fémeas presas no filme
adesivo que reveste um pano preto associado ao atraente sintético medindo 1cm
(Figura 9C) cedido pelo Prof. Dr. Tariq Butt (Universidade de Swansea — Pais de
Gales). Foram utilizadas neste ensaio quatro salas de semicampo. As salas, bem
como a manipulacdo destas foram as mesmas ja citadas para montagem dos
experimentos anteriores. Em uma sala foi colocada uma garrafa PET com filme
adesivo revestindo o pano preto + atraente sintético. Em uma outra sala foi
colocada uma PET com filme adesivo + pano preto. Na terceira sala foi colocada
uma PET com filme adesivo + atraente e na Ultima, uma PET + filme adesivo. O
atraente foi fixado na base inferior do filme adesivo como mostra a Figura 9A e B.
As armadilhas PET foram colocadas no chdo embaixo de mesas e cadeiras. Os
mosquitos foram adormecidos de acordo com a metodologia ja mencionada e
liberados (50 fémeas de A. aegypti / sala). Apds 24h a armadilha BG-Sentinel foi
colocada para captura dos mosquitos vivos. Também foram feitos testes deixando
0S mosquitos expostos por 48h aos tratamentos para posterior captura com BG-
Sentinel™ e contabilizacdo dos mosquitos. Trés repeticdes de cada tratamento

foram feitas. Totalizando 150 mosquitos utilizados nos tratamentos.

Figura 9: A - Armadilha PET com filme adesivo pendurado no arame associado a
um atraente sintético, B - Armadilha PET com pano preto revestido com filme
adesivo associado a um atraente sintético, C- Atraente sintético. Setas brancas
indicando o atraente.
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4.8 — Comparacao da sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti a pano
preto impregnado com Metarhizium anisopliae associado a um atraente

sintético e pano preto com Metarhizium anisopliae sem o atraente sintético

Utilizando quatro salas de semicampo foi observado se o pano preto
impregnado com M. anisopliae associado a um atraente sintético reduziria
significativamente a taxa de sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti comparado
com testes feitos com pano preto e M. anisopliae sem o atraente sintético. As
salas de semicampo utilizadas foram as mesmas descritas nos testes anteriores,
assim como o preparo das salas e a manipulacdo dos mosquitos. Os panos
pretos foram impregnados com a suspensdo de M. anisopliae e apds a secagem
(16h) foram pendurados na parte superior da armadilha PET com auxilio de um
arame. A base do pano foi dobrada e presa com grampos formando uma bolsa
para colocacdo do atraente (Figura 10). Em seguida, as armadilhas PET foram
colocadas nas salas simulando cémodos residenciais. Em cada repeticdo as salas
foram sorteadas aleatoriamente para a montagem dos tratamentos. Em uma sala
de semicampo foi colocada uma armadilha PET com pano preto impregnado com
M. anisopliae associado a um atraente sintético. Em outra sala foi colocada uma
PET com pano preto e M. anisopliae sem o atraente. Na proxima sala, uma
armadilha PET com pano preto e atraente e por fim uma PET com pano preto
mais TW (controle). Foram feitas 3 repeticbes deste experimento com 50 fémeas
em cada sala, totalizando 150 fémeas por tratamento. Os mosquitos foram
alimentados com sacarose 10% e ap6és cinco dias, foram recolhidos através da

armadilha BG-Sentinel e os insetos vivos foram quantificados.
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A - r B

Figura 10: A - Armadilha PET com pano preto + M. anisopliae com atraente
sintético (na base do pano), B - Dobra do pano preto (bolsa) para colocacdo do
atraente. Setas brancas indicando o atraente.
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5- ANALISE ESTATISTICA

Tres repeticbes foram realizadas em todos os testes. A confirmacdo da
homogeneidade dos testes foi feita usando o teste de Log-Rank (Elandt-Johnson
et al, 1980) em nivel de 95% de significancia. Os resultados foram agrupados
para analise da curva de sobrevivéncia, média de sobrevivéncia e desvio padréao.
O tempo médio de sobrevivéncia (Sso) foi calculado pelo método de Kaplan-Meier
(Blanford et al., 2005). As porcentagens de sobrevivéncia foram
calculadasutilizando o Excel. As comparacdes das médias de sobrevivéncia dos
mosquitos foram calculadas usando anélise de variancia (ANOVA) de uma via e

teste post-hoc de Duncan.
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6 — RESULTADOS

6.1 - Efeito de uma armadilha confeccionada de garrafa PET com pano preto
impregnado com Metarhizium anisopliae sobre a sobrevivéncia de fémeas

de Aedes aegypti

6.1.1 Resultados dos testes feitos utilizando camara de observacéo

Nesse teste foi avaliada a eficiéncia da armadilha PET com pano preto +
M. anisopliae para a reducdo da sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti. Os
ensaios foram realizados em duas camaras de observagcdo onde foram avaliadas
diariamente as taxas de sobrevivéncia. A Figura 11 mostra que a taxa de
sobrevivéncia dos mosquitos expostos a PET com pano preto e M. anisopliae no
sétimo dia da avaliacdo foi 14,4% + 8,35, significativamente diferente quando
comparado com a porcentagem de sobrevivéncia de fémeas expostas a PET com
pano preto + TW (controle) 77,7% * 2,19 (F15= 649,80; P<0,01). O tempo médio

de sobrevivéncia (S50) do tratamento realizado com fungo foi de 4 dias.
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Figura 11: Sobrevivéncia diaria de fémeas de A. aegypti expostas a uma
armadilha PET com pano preto impregnado com M. anisopliae utilizando uma
camara de observacao.

6.1.2 - Experimentos realizados nas salas simulando condi¢c6es de campo

Estes testes foram feitos em duas salas simulando cémodos residenciais
avaliando se as fémeas de A. aegypti expostas a trés armadilhas PET com pano
preto + M. anisopliae apresentariam menor taxa de sobrevivéncia quando
comparadas com a sobrevivéncia (%) de fémeas expostas a trés armadilhas PET
com pano preto + TW (controle). As fémeas expostas a trés PET com pano preto
+ M. anisopliae apresentaram valor de taxa de sobrevivéncia 22,6% + 2,08
significativamente menor comparado com a porcentagem de sobrevivéncia dos
mosquitos no tratamento controle 81,3% +1,52 (F1,5 = 336,20 P<0,01).
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6.2 — Avaliacdo de um filme adesivo que reveste um pano preto na captura

de mosquitos

6.2.1 - Testes realizados na camara de observacgéo

Este ensaio foi realizado utilizando duas camaras de observacdo. Os mosquitos
foram expostos a uma armadilha feita de garrafa PET com filme adesivo
revestindo o pano preto. O nimero de mosquitos presos no filme adesivo foi
quantificado em dois periodos, 24h e 48h.

Os mosquitos expostos por 24h a PET com filme adesivo + pano preto
apresentaram maior taxa de mosquitos presos 38,6% (+ 4,16) comparado com 0s
ensaios controle PET com somente filme adesivo 6% (+ 1) (F15= 43,65 P<0,01).

Os ensaios realizados com mosquitos expostos por 48h a armadilha PET
com filme adesivo + pano preto apresentaram maior taxa de mosquitos presos
68% (+ 4,58) comparado com os ensaios realizados com PET + filme adesivo
12,6% (+ 1,52) (F15=98,41 P<0,01).

A Tabela 1 mostra a porcentagem de mosquitos capturados nos

tratamentos realizados.

Tabela 1 - Porcentagem de mosquitos presos no filme adesivo aderido ao pano

preto e somente no filme adesivo. Testes realizados utilizando duas camaras de

observacéao.

Ensaios Filme adesivo + Pano Preto Filme adesivo
Horas pés- 24 h 48 h 24 h 48 h
inicio testes
Mosquitos 38,6 £ 4,16a 68 + 4,58b 61 126 £1,52
presos (%)

Os valores com letras diferentes indicam que os resultados foram estatisticamente diferentes
quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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6.2.2 - Testes realizados nas salas de semicampo

Nesse ensaio feito utilizando salas simulando comodos residenciais, 0s
mosquitos foram expostos por 24h e depois por 48h a uma armadilha feita de
garrafa PET com filme adesivo + pano preto. O segundo tratamento foi feito
utilizando PET somente com filme adesivo. O nimero de mosquitos presos no
filme adesivo foi quantificado.

Os experimentos realizados com mosquitos expostos por 24h a armadilha
PET com filme adesivo + pano preto apresentaram uma taxa de mosquitos presos
de 22% (x 2) comparado com 0s ensaios utilizando a armadilha PET com
somente filme adesivo 3,33% (= 1,52) (F15= 41,26 P<0,01).

Os testes feitos com mosquitos expostos por 48h a armadilha PET com
filme adesivo + pano preto apresentaram uma taxa de mosquitos presos 38,6% (+
3,05) comparado com os ensaios utilizando a armadilhna PET com somente filme
adesivo que foi 10% (£ 1) (F15= 59,64 P<0,01).

A Tabela 2 mostra a porcentagem de mosquitos capturados pelo filme

adesivo que reveste o pano preto pendurado na garrafa PET.

Tabela 2 - Porcentagem de mosquitos presos no filme adesivo que reveste o

pano preto pendurado na armadilha PET. Testes realizados nas salas de

semicampo.

Ensaios Filme adesivo + Pano Preto Filme adesivo
Horas pos- 24 h 48 h 24 h 48 h
inicio testes
Mosquitos 22+2 38,6 +£ 3,05 3,33+1,52 10+1
presos (%)
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6.3 - Sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti expostas a pano preto +
Metarhizium anisopliae fixado em modveis residenciais comparada com

armadilhas PET contendo um pano preto + Metarhizium anisopliae

Esse teste foi feito em salas simulando cémodos residenciais comparando
a taxa de sobrevivéncia das fémeas de A. aegypti expostas a trés panos pretos +
M. anisopliae fixado em mesas e cadeiras com a porcentagem de sobrevivéncia
de fémeas expostas a trés armadilhas PET com pano preto + M. anisopliae.

Os mosquitos expostos aos trés panos + fungo fixados em mobveis
residenciais apresentaram taxa de sobrevivéncia de 26,6% (x1,52), valor
estatisticamente igual a porcentagem de sobrevivéncia dos mosquitos expostos a
trés armadilhas PET com pano + fungo (24% +1,23; P>0,01). Os tratamentos
controle tiveram a taxa de sobrevivéncia acima de 70%.

A Tabela 3 mostra que os resultados dos testes utilizando M. anisopliae

foram significativamente diferentes dos resultados dos ensaios controle (Fsi1 =
329,02 P<0,01).
Tabela 3 - Comparacdo das taxas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti
expostas a trés panos + fungo (P+F) fixados em moveis residenciais com fémeas
expostas a trés armadilhas PET com pano preto + fungo (PET+P+F). No controle
foi utilizado pano preto + Tween (TW).

Tratamento P+F P+TW PET+P+F PET+P+TW

% Sobrev. 26,6% a 80% b 24% a 77,3% b
Desvio 1,52 1,73 1,23 1,52
Padréo

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados foram estatisticamente iguais

quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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6.4 - Comparacao de captura de mosquitos usando armadilhas PET com
pano preto envolvido por filme adesivo + atraente sintético e filme adesivo +

pano preto sem o atraente

Neste teste foi verificado se o filme adesivo revestindo um pano preto
associado a um atraente sintético teria maior nimero de mosquitos presos
comparado com testes feitos com (1) filme adesivo + pano preto, (2) somente
filme adesivo + atraente e (3) somente filme adesivo. Os mosquitos foram
expostos as armadilhas por 24h e posteriormente por 48h.

Os mosquitos expostos ao filme adesivo + pano preto + atraente por 24h
de exposicdo apresentaram significativamente maior nimero de insetos presos
(31,3%) comparado com os outros ensaios: filme adesivo + pano preto (17,3%),
filme adesivo + atraente (10,6%) e somente filme adesivo (3,33%) (Fs3.11 = 22,00;
P<0,01).

Os mosquitos expostos ao filme adesivo + pano preto + atraente por 48h
apresentaram significativamente maior numero de insetos presos (66,6%)
comparado com o0s outros ensaios: filme adesivo + pano preto (36%), filme
adesivo + atraente (22,6%) e somente filme adesivo (6,66%) (Fz11 = 69,38;
P<0,01).

A Tabela 4 mostra a porcentagem de mosquitos presos nos tratamentos

utilizando filme adesivo + pano preto + atraente e controles.

Tabela 4 - Porcentagem de fémeas de A. aegypti presas no filme adesivo

revestindo o pano preto associado a um atraente sintético.

% Mosquitos presos / 24 h po6s-liberacdo dos | 48 h pos-liberacdo dos
Tratamentos mosquitos mosquitos
Filme adesivo + pano 31,3+ 3,05a 66,6 + 1,52a
preto + atraente
Filme adesivo + pano 17,3+ 1,57b 36 £ 3,60b
preto
Filme adesivo + 10,6 £ 2,51bc 22,6 £ 3,21c
Atraente
Filme adesivo 3,33+ 1,54c 6,66 £ 1,52d

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados foram estatisticamente iguais

quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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6.5 - Sobrevivéncia de fémeas de Aedes aegypti expostas a um pano preto
impregnado com Metarhizium anisopliae associado a um atraente sintético
comparada com pano preto e Metarhizium anisopliae sem o atraente

sintético

Este experimento utilizando quatro salas de semicampo teve como
objetivo investigar se a armadilha PET com pano preto + M. anisopliae associado
a um atraente sintético reduziria significativamente a sobrevivéncia das fémeas de
A. aegypti, comparado com testes feitos com PET com pano preto + M. anisopliae
sem o atraente sintético.

A Tabela 5 mostra que 0s mosquitos expostos a uma armadilha PET com
pano preto + M. anisopliae + atraente apresentaram significativamente menor taxa
de sobrevivéncia (32,6%) comparada com a sobrevivéncia dos demais ensaios:
insetos expostos a uma armadilha PET com pano preto + M. anisopliae (48%),
pano preto + atraente (80%) e pano preto + TW (82%) (Fs,11 = 64,87; P<0,01).

Tabela 5 - Taxa de sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti expostos por cinco

dias a armadilhas PET com pano preto + fungo associado a um atraente sintético.

Tratamentos Sobrevivéncia (%) £ Desvio Padrao
Pano preto + Fungo + Atraente 32,6 + 1,15a
Pano preto + Fungo 48 + 3,60b
Pano preto + Atraente 80 £ 2,08c
Pano preto + TW 82 +£2,08c

Os valores seguidos de mesma letra indicam que os resultados foram estatisticamente iguais
quando comparados usando o teste post-hoc de Duncan (5% probabilidade).
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7 - DISCUSSAO

Os fungos entomopatogénicos sdo potenciais candidatos para o controle
do mosquito adulto A. aegypti. Varios estudos tém demonstrado a viruléncia do
fungo entomopatogénico M. anisopliae contra mosquitos vetores de doencas, por
exemplo, A. gambiae vetor de malaria (Scholte et al., 2005) e Aedes aegypti vetor
de dengue (Paula et al., 2008; Pereira et al., 2009; Paula et al., 2011 a b; Paula et
al., 2013 a b; Carolino et al., 2014).

Neste estudo, em primeiro lugar foi avaliada a eficiéncia de uma armadilha
feita de garrafa PET com um pano preto impregnado com fungo
entomopatogénico M. anisopliae para a infeccdo de fémeas de A. aegypti. Os
resultados realizados nas camaras de observacdo e salas de semicampo foram
promissores. Utilizando a camara, foi observado que os mosquitos expostos a
armadilha PET com pano preto + M. anisopliae apresentaram 14% de
sobrevivéncia valor significativamente menor do que a sobrevivéncia dos
mosquitos no tratamento controle (77%). Nos testes feitos em salas simulando
comodos residenciais foi verificado que 22% dos mosquitos sobreviveram quando
expostos a armadilha PET com pano preto + M. anisopliae, enquanto foram
observados 81% de mosquitos vivos no tratamento controle. Varias abordagens e
técnicas para reducéo da sobrevivéncia do mosquito A. aegypti utilizando fungos

entomopatogénicos ja foram realizadas. Carolino et al. (2014) fixaram panos
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pretos impregnados com fungo em mdveis residenciais, com auxilio de uma fita
adesiva, em uma simulacdo de um cOmodo residencial. Estes experimentos
resultaram em significativa reducdo da sobrevivéncia dos mosquitos. Entretanto,
essa técnica ndo poderia ser levada para dentro das habitagdes humanas, visto
que a fixagcdo do pano preto causa danos aos moveis residenciais (observagao
pessoal). Com isso, a nova armadilha feita de PET com pano preto + fungo torna-
se uma alternativa interessante para o controle de vetores nas residéncias.

Varias estratégias para expor 0s mosquitos a superficies impregnadas com
fungo j& foram utilizadas. Panos pretos impregnados com fungo foram utilizados
em habita¢gdes humanas em um vilarejo da Tanzania na Africa para o controle de
A. gambiae (Scholte et al., 2005). Reservatérios de agua impregnados com M.
anisopliae foram eficazes para reducéo da populacao de A. gambiae e A. funestus
(Farenhorst et al., 2008). Mnyone et al. 2012 testaram cinco técnicas diferentes
utilizando panos pretos impregnados com fungo B. bassiana e M. anisopliae em
rede de beiral, painel de pano preto, pano preto no beiral, pano preto inclinado no
beiral e panos pretos ao redor da cama de hospedeiros humanos, afirmando que
estes entomopatdgenos representam uma alternativa viavel para o controle do
mosquito da maléaria, A. gambiae.

O pano preto em si pode servir como atraente visual para 0s mosquitos. No
presente estudo, para avaliar essa atracdo, os mosquitos foram expostos a um
pano preto revestido por um filme adesivo e subsequentemente foi contabilizado o
ndamero de mosquitos capturados. Esses testes foram feitos utilizando camara de
observacdo e uma simulacao de um cémodo residencial. O nimero de mosquitos
presos no filme adesivo foi quantificado depois de 24h e 48h do inicio dos testes.

No experimento utilizando a camara de observacdo, 0s mosquitos expostos
por 24h a PET com filme adesivo + pano preto apresentaram maior taxa de
mosquitos presos (38%) comparado com os ensaios controle (6%). E quando os
mosquitos foram expostos por 48h a PET com filme adesivo + pano preto, tinham
68% de mosquitos presos, valor significativamente maior do que o tratamento
controle (12%).

Na simulagdo de um comodo residencial, os testes realizados com
mosquitos expostos por 24h a PET com filme adesivo + pano preto colocado no
chdo de cada sala apresentaram maior taxa de mosquitos presos (22%)

comparado com o0s ensaios controle (3%). Os testes feitos com mosquitos
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expostos por 48h a PET com filme adesivo + pano preto também apresentaram
maior taxa de mosquitos presos (38%) comparado com o teste controle (10%).
Observa-se que ao expor 0s insetos por mais tempo ao filme adesivo + pano
preto (48 horas) resultou em maior quantidade de mosquitos presos. A utilizacao
do filme adesivo pode ser interessante porque 0S mMOSQuitos presos morrem
reduzindo o incbmodo da picada, o repasto sanguineo e, portanto a transmissao
do virus da dengue.

Outros estudos também utilizaram filmes adesivos para capturar mosquitos
A. aegypti. Pesquisas mostram que a armadilha MosquiTRAP® confeccionada de
um material plastico preto composta de um cartdo adesivo preto prende os
mosquitos (Eiras, 2002; Gama et al., 2007). O uso de um filme adesivo foi
importante no atual estudo para confirmar a atracdo das armadilhas PET e a
combinacdo do pano preto + atraente sintético para aumentar o nuamero de
mosquitos pousando nos panos.

Entretanto, a importancia da utilizacdo de fungos entomopatogénicos
sobressalta-se quando aborda a possibilidade da autodisseminacdo do patdogeno
na populacdo do inseto com consequente redugdo da sobrevivéncia dos vetores.
Em condi¢cbes de laboratorio, a autodisseminacdo dos conidios de M. anisopliae
ou Beauveria bassiana durante a cépula foi observada de fémeas para machos de
Anopheles gambiae (Scholte et al., 2004) e de machos para fémeas de A. aegypti
(Garcia-Munguia et al., 2011; Reyes-Villanueva et al., 2011).

Pode-se observar neste estudo que uma baixa quantidade de mosquitos
ficou presa no filme adesivo sem o pano preto, indicando que a cor escura serve
como atraente visual para os mosquitos. Paula et al. (2013a) verificaram através
de observacdo visual que mosquitos A. aegypti foram atraidos para um pano
preto, avaliando a frequéncia de pouso desses mosquitos no pano. Utilizando
uma caixa de acrilico, verificaram que nas primeiras 24h as fémeas de A. aegypti
ingurgitadas tiveram menores taxas de pouso no pano preto, comparado com
fémeas alimentadas com sacarose. Isto pode ter ocorrido devido a atividade de
voo reduzida. Somente (4-5%) dos mosquitos pousaram noSs panos pretos
durante as horas de escuriddo. E também a taxa de pouso dos mosquitos
alimentados com sacarose em panos nao-tratados e tratados com fungo foi
similar. Mas, Paula et al. (2011b) afirmam que 96h pos-alimenta¢do sanguinea, a

frequéncia de pouso de fémeas ingurgitadas foi significativamente igual a
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frequéncia de pouso das fémeas alimentadas somente com sacarose. Portanto,
independente do estado nutricional as fémeas de A. aegypti foram atraidas para o
pano preto. No entanto, a diferenca antes de 96h pdés-alimentacdo sanguinea
provavelmente foi devido a reducdo na locomocéo.Foi interessante notar que
poucos mosquitos foram encontrados pousando nos panos nos horarios de
fotoperiodo escuro, indicando que ha uma vantagem para 0S mosquitos em
permanecer nos panos pretos nas horas de claridade dificultando que o predador
encontre a presa.

No presente trabalho foi comparado, utilizando salas simulando coémodo
residencial, os resultados das taxas de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti
expostas a panos pretos + M. anisopliae fixados com fita adesiva em mesas e
cadeiras com a porcentagem de sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti expostas
aos panos pretos + M. anisopliae pendurados em uma armadilha suporte feita de
garrafa PET afim de testar a viabilidade da PET. Os mosquitos expostos aos trés
panos + fungo fixados em moveis residenciais apresentaram taxa de
sobrevivéncia estatisticamente igual (26%) a porcentagem de sobrevivéncia dos
mosquitos expostos a trés armadilhas PET com pano + fungo (24%). A armadilha
PET com pano preto + fungo foi eficiente e essa técnica pode ser utilizada no
campo dentro de habitagcdes humanas. Esses resultados também mostraram que
apenas 3 panos pretos fixados nos méveis resultaram em significativa reducéo da
sobrevivéncia de A. aegypti (26%) diferente do observado por Paula e
colaboradores (2013a), na qual tiveram que utilizar 5 panos pretos + fungo fixados
em maoveis residenciais para resultar em 44% de sobrevivéncia. Entretanto, fixar o
pano preto + fungo utilizando uma fita adesiva ndo seria viavel dentro de
habitacdes humanas ja que causa danos nos moveis das residéncias (observacao
pessoal) e também pendurar os panos pretos de 3m? no teto das casas como
testado por Scholte colaboradores (2005) na Africa também néo seria adequado e
provavelmente muitos voluntarios rejeitariam essa ideia. Para ser usado no
ambiente intradomiciliar o pano deve ser cortado em um tamanho que néao
incomode o morador. Os panos pretos deste estudo tém o tamanho de (16 x
7cm), 0 que seria mais viavel para utilizacdo em residéncias.

Embora nosso grupo de pesquisa do laboratério de Entomologia da UENF
tenha observado significativa diminuicdo da sobrevivéncia de A. aegypti expostos

a panos pretos impregnados com M. anisopliae, ainda restam mosquitos vivos
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nos experimentos. De acordo com Paula et al. (2008), o experimento realizado
em gaiolas grandes (115 x 60 x 75cm) mostrou que apés 7 dias (periodo de
avaliacdo do experimento) 0s mosquitos expostos a um pano preto de 30 x 20 cm
tratado com M. anisopliae (isolado LPP133) resultou em 30% de mosquitos vivos.
Paula et al. (2013a) impregnaram cinco panos pretos com M. anisopliae (ESALQ
818) e fixaram com fita adesiva em mdveis residenciais na sala de semicampo
(6m?) registrando no sétimo dia da avaliagdo do experimento 44% de mosquitos
vivos. Carolino et al. (2014) verificaram que a combinagdo do M. anisopliae com
50% de Oleo vegetal e 50% de dleo isoparafina reduziu significativamente a
sobrevivéncia das fémeas alimentadas com sacarose resultando em 32,6% de
sobrevivéncia, enquanto os testes feitos com M. anisopliae + 6leo vegetal ou
somente com M. anisopliae resultaram em 36,6% e 38% de mosquitos vivos
respectivamente.

O presente trabalho visou diminuir ainda mais a sobrevivéncia dos
mosquitos A. aegypti. Para isso foi utilizado um atraente sintético de mosquitos
cedido pelo Prof. Dr. Tarig Butt da Universidade de Swansea (Pais de Gales)
associado ao pano preto envolvido com o filme adesivo e também pano preto
impregnado com o fungo entomopatogénico.

Foi observado que os mosquitos expostos ao filme adesivo + pano preto +
atraente por 24h apresentaram significativamente maior nimero de insetos presos
(31%) comparado com os outros tratamentos: filme adesivo + pano preto (17%),
filme adesivo + atraente (10%) e somente filme adesivo (3%). Os mosquitos
expostos ao filme adesivo + pano preto + atraente por 48h tiveram
significativamente maior nimero de insetos presos (66%) comparado com oS
outros ensaios: filme adesivo + pano preto (36%), filme adesivo + atraente (22%)
e filme adesivo (6%). Outros estudos mostraram que mosquitos respondem a
estimulos por atraentes sintéticos. As armadilhas MosquiTRAP® possuem um
atraente de oviposicao sintético que libera um odor atraindo as fémeas gravidas
para dentro da armadilha onde ficam presas em um cartdo adesivo colocado na
parede da armadilha (Eiras, 2002; Gama et al., 2007). A utilizacdo de atraentes de
mosquito em condi¢cdo de campo € importante para direcionar 0 mosquito ao pano
preto + fungo associado ao atraente sintético.

O presente estudo feito em uma simulacdo de um cdémodo residencial

mostrou que 0s mosquitos expostos a uma armadilha PET com pano preto + M.
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anisopliae + atraente sintético apresentaram significativamente menor taxa de
sobrevivéncia (32%) comparada com a sobrevivéncia dos demais tratamentos:
insetos expostos a uma PET com pano preto + M. anisopliae (48%), pano preto +
atraente (80%) e pano preto + TW (82%). Importante ressaltar que enquanto
Paula e colaboradores (2013a) e Carolino e colaboradores (2014) necessitaram
utilizar 5 panos pretos impregnados com somente o isolado ESALQ colocados em
salas simulando cémodos residenciais para apresentarem 44% e 38% de
mosquitos vivos respectivamente, o atual estudo utilizou apenas uma armadilha
PET com pano preto + fungo + atraente sintético, o que resultou em 32% de
mosquitos vivos. Cabe ressaltar que a maioria dos estudos do nosso grupo de
Pesquisa de Entomologia da UENF é realizada com o isolado ESALQ 818 por ser
facil o cultivo em condi¢cdes de laboratorio, mas outros isolados podem ser
testados usando a mesma armadilha.

Paula e colaboradores (2008) utilizando apenas um pano preto + fungo
observaram 30% de mosquitos vivos em condicfes de semicampo, entretanto o
isolado de M. anisopliae utilizado por esse grupo foi o LPP133 altamente virulento
contra fémeas de A. aegypti, entretanto de dificil cultivo em laboratério.

De acordo com Cooper e colaboradores (2004), os insetos utilizam os
estimulos produzidos pela pele do hospedeiro, como o diéxido de carbono (CO32),
para se direcionar até a fonte de alimentacdo sanguinea. Acido latico e aménia
também tém sido confirmados como atraentes para as fémeas de mosquitos
(Braks et al., 2001). Além dos compostos volateis que séo produzidos e
emanados pelo hospedeiro, outros estimulos sdo importantes para atracdo de
mosquitos. Fémeas conseguem detectar o calor e a umidade que somados aos
estimulos anteriores, fazem com que elas encontrem o hospedeiro especifico
(Cooper et al., 2004). Esses atrativos formam plumas de odores que se dispersam
no ambiente. Os mosquitos detectam e respondem a mudancas na frequéncia e
na concentracdo do odor aproximando-se da fonte de alimentacdo (Qiu et al.,
2004). Eiras & Jepson (1991) encontraram evidéncias de que fémeas de A.
aegypti foram excitadas a voar quando CO:2 combinado com &cido latico foi
liberado em um tunel de vento. Esses autores também demonstraram que altas
concentragbes de CO: associadas a baixas concentragcbes de Aacido latico
levaram a resposta de pouso das fémeas da mesma espécie sobre a fonte

atrativa. O mesmo nao ocorre com A. gambiae, o qual apesar de ter respondido a
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estimulos volateis do suor humano, ndo respondeu da mesma maneira que A.
aegypti para o acido latico em condicfes de olfatdbmetro (Braks et al.,2001).

Lwetoijera et al., 2010 mostraram em seus estudos a eficiéncia de uma
armadilha feita com caixa de madeira contendo panos pretos impregnados M.
anisopliae associados a atraente (COz organico), feito a partir de uma mistura de
fermento e acucar, podendo atrair e infectar o vetor da malaria, A. arabiensis. A
armadilha BG- Sentinel™ utiliza um atraente quimico baseado em acido latico,
imitando odores da pele humana, com o objetivo de atrair as fémeas do mosquito.
O inseto entra em um funil de tecido telado e fica preso em um saco coletor sem
chances de retornar ao ambiente (Ball et al., 2010). Andrade et al. (2008)
avaliaram o efeito de cairomonios (odores sintéticos de hospedeiros) BG Mesh
Lure® em armadilha luminosa em campo, aumentando o potencial das armadilhas
na captura de espécies de flebotomineos, do género Phlebotomus e Lutzomyia)
quando comparado a armadilha somente a luz.

A armadilha PET com pano preto impregnado com M. anisopliae + atraente
sintético reduziu a sobrevivéncia dos mosquitos A. aegypti mais eficientemente do
que armadilhas iguais sem o atraente. No campo essa armadilha podera ser
colocada no chdo dentro das habitacdbes humanas embaixo de mdveis
residenciais sem incomodar o morador. A associacao do atraente no pano preto +
fungo provavelmente possibilitara que essa armadilha seja melhor utilizada fora
das residéncias, em varandas abertas, quintais ou no meio de vegetacdes locais
onde os mosquitos tém o habito de se esconder. O atraente provavelmente
direcionara o mosquito para o pano preto + fungo infectando-os e evitando que os
mosquitos entrem nas residéncias. Armadilha PET com pano preto + fungo +
atraente sintético demonstrou nos experimentos, ser interessante para o controle
do mosquito A. aegypti. Portanto, € necessario priorizar programas de educacéo,
esclarecendo a populacdo do beneficio do controle biolégico, garantindo a

aceitacdo de novas estratégias para controle de vetores.
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8 — CONCLUSOES

A armadilha confeccionada de garrafa PET com pano preto + M. anisopliae
reduziu significativamente a sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti.

O filme adesivo + pano preto prendeu maior quantidade de mosquitos comparado
com testes utilizando somente o filme adesivo, demonstrando a atracdo dos

mosquitos ao pano.

A sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti expostas ao pano preto + M. anisopliae
fixado em moveis residenciais foi igual a sobrevivéncia de fémeas de A. aegypti
expostas a armadilha PET com pano preto + M. anisopliae.

A armadilha PET com filme adesivo + pano preto + atraente sintético resultou em
maior nimero de mosquitos capturados comparado com ensaios feitos com filme

adesivo + pano preto sem o atraente.

O pano preto + M. anisopliae + atraente sintético reduziu significativamente a
fémeas de A. aegypti, comparando com testes feitos com pano preto + M.
anisopliae, demonstrando o potencial da nova armadilha para o controle bioldgico

do vetor de dengue.
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