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Resumo

Flebotomineos (Diptera, Psychodidae) sao incriminados na transmissao das
leishmanioses. A criacdo destes insetos em laboratério é considerada complexa, porém
€ importante para que testes na area de comportamento e ecologia quimica sejam
realizados. Um dos ramos da chamada ecologia quimica, avalia compostos volateis, os
quais podem ser liberados por hospedeiros ou sintetizados em laboratorio, com poder
atrativo para insetos hematéfagos. Vem sendo bastante estudada para o grupo dos
culicideos, mas para flebotomineos estes estudos ainda séo escassos. Neste estudo foi
feito o estabelecimento da colénia da espécie Lutzomyia (L.) longipalpis, coletados em
Ipecaeta — BA, importante vetor da leishmaniose visceral nas Américas, e realizado
testes de atratividade utilizando alcodis (1-octen-3-ol, 1-octanol, 1l-heptanol e 1-
nonanol), em tanel de vento no laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP, campus de Araraquara. Os testes foram feitos com fémeas e
machos, da colbnia previamente estabelecida. Os resultados mostraram que as fémeas
apresentaram melhor resposta para os compostos nonanol e octenol e os machos para

0s compostos octenol, nonanol e heptanol.
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1. Introducéo

1.1. Leishmaniose

As leishmanioses, causadas pelo agente etiolégico Leishmania spp.
(Kinetoplastida, Trypanosomatidae), sdo transmitidas através dos flebotomineos, que
séo dipteros incriminados na transmissao de diversas bactérias, virus e protozoarios a
diversos tipos de animais. De uma forma geral, as leishmanioses podem ser
classificadas em cutanea e visceral. Sdo enfermidades consideradas negligenciadas,
porém, acredita-se na ocorréncia de 2 milhdes de novos casos no mundo por ano,
sendo 1,5 milh&o na forma cutanea, e os outros 500 mil, na forma visceral, além de
atingir 88 paises com mais de 12 milhdes de pessoas infectadas (WHO, 2012).

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelo protozoario Leishmania infantum
chagasi, que é transmitido para humanos pelo Lutzomyia longipalpis (Belo et al., 2013),
o ciclo da doenca comeca quando o L. longipalpis se alimenta de sangue e ingere o
parasita na sua forma amastigota, dentro do flebotomineo os amastigotas se
transformam em promastigotas e retornam para a proboscide, onde no repasto
sanguineo sao injetadas no hospedeiro. Dentro do hospedeiro os promastigotas sédo
fagocitados por macrofagos, onde voltam a forma amastigota e se dividem por divisao
simples, reiniciando assim o ciclo (Harhay et al.,2011).

O Brasil € 0 pais com o maior nUmero de casos na América Latina, cerca de
3000, tendo uma mortalidade de 5,8%, no periodo de 2005-2009 (De Melo; Fortaleza,
2013). Nos ultimos anos, o numero de casos de LV no Brasil vem aumentando, uma

das explica¢cdes € a capacidade de adaptacdo que o vetor apresenta, ou seja, 0 que ha



algumas décadas era estritamente rural, hoje se encontra casos em perimetros peri-
urbanos e urbanos (Fig 1) (Harhay et al., 2011). Outra explicacdo € a dificuldade de
prevencdo da leishmaniose, seja com problemas com a vacinagdo ou sacrificio de

reservatérios caninos (De Melo; Fortaleza, 2013).
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Fig 1. Aumento no nimero de casos de LV de 1981 — 2009. Os pontos indicam cidades com mais

de 100.000 habitantes e com mais de 10 casos de LV por ano. (Fonte: Harhay et al., 2011)

As manifestacdes clinicas da LV podem ocorrer entre um periodo de 10 dias a 1
ano da exposi¢cao ao parasita, em criangas 0s sintomas mais comuns sao: febre, perda
de peso, distensdo abdominal e fraqueza. Os sinais classicos da LV apos a
disseminacdo do protozoéario sdo acumulo de células fagociticas mononucleares, os

quais invadem os 0rgaos e causam hepatoesplenomegalia.



O diagnéstico da LV é feito por meio de observacdo do protozoario em
microscopio, cultura de amostras adequadas, deteccdo de antigenos, testes soroldgicos
e deteccao do DNA do parasita (EImahallawy et al.,2014).

O tratamento tradicional é feito com antimoniais pentavalentes, porém estes
apresentam muitos efeitos adversos, além de casos de resisténcia do parasita. Assim,
na Europa, na Asia e na América do Sul, nas Ultimas duas décadas, estdo sendo
utilizados medicamentos alternativos, como a anfotericina B e derivados lipossomais

(Pace, 2014).

1.2. Flebotomineos

Os flebotomineos séo insetos holometabdlicos, ou seja, apresentam ovos, fase
larval, pupas e inseto adulto (Soares e Turco, 2003). No género Phlebotominae ha por
volta de 900 espécies descritas, porém algumas sem importancia médica ou veterinaria,
pois se alimentam de animais pecilotérmicos (Ready et al., 2013). Na natureza as
larvas se alimentam de matéria organica em decomposi¢cdo no solo e os adultos de
ambos sexos necessitam de uma alimentacdo com carboidratos, encontrada em tecidos
de plantas; somente as fémeas adultas se alimentam de sangue, sendo que este é
necessario para a oviposicao (Soares e Turco, 2003).

Ha muitas tentativas de criacdo de flebotomineos em laboratério para varias
espécies, porém mesmo com alguns avan¢os este ainda € um procedimento muito

trabalhoso (Soares e Turco, 2003).
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Em areas altamente endémicas no Brasil, utiliza-se trés frentes de controle,
tratamento dos pacientes infectados, sacrificio dos reservatérios caninos e nebulizagédo
de inseticidas nas casas (Lainson e Rangel, 2005).

Com recentes avancos na ecologia quimica, essa se torna mais uma tentativa de
ferramenta para controle e monitoramento de insetos hematofagos utilizando-se de
compostos quimicos de varios grupos funcionais, que sejam atrativos para os insetos

(Longan e Birkett, 2007).

1.3. Ecologia Quimica em flebotomineos

A procura por compostos volateis que possam ser utilizados em armadilhas
para a atracdo de insetos hematofagos vem sendo bastante desenvolvida para o grupo
dos culicideos, inclusive com resultados bastante promissores (Mukabana et al., 2012).
O mesmo nao pode ser aplicado para o grupo de flebotomineos, onde os estudos
nessa area sao ainda incipientes.

Os maiores avancos obtidos com flebotomineos sao referentes a utilizacdo de
feromonios da espécie L. longipalpis associados a galinheiros (Bray et al., 2009, 2010).
Entretanto, como existem diferentes feroménios produzidos por diferentes populacdes
de L. longipalpis (Hamilton et al., 2005), a utilizagdo dos feromdnios como possiveis
ferramentas de monitoramento ou controle estara sujeita a variacdes locais.

Cairoménios sdo substancias quimicas volateis produzidas por organismos de
uma espécie, que causam reacoes fisioldgicas ou comportamentais benéficas a outras
espécies (Brown et al., 1970). Para flebotomineos, um estudo com as espécies

Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia demonstrou que 45% da taxa de
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atratividade de um ser humano esta ligada ao CO, o restante da atratividade seria
devido a outras substancias volateis produzidas pelo suor ou respiracao (Pinto et al.,
2001). Experimentos eletrofisiolégicos e comportamentais em tunel de vento
apresentaram resultados positivos para fémeas de L. longipalpis submetidas a misturas
de compostos extraidos de glandulas de odor, originarias da cauda e do anus de
raposa (Douguerty et al., 1999).

O composto 1-octen-3-ol é atrativo para diferentes espécies de insetos
hemato6fagos, como por exemplo mosquitos (Kline et al., 1990) e moscas tsé-tsé (Torr et
al.,. 2006), pode ser encontrado naturalmente em varias fontes: algumas plantas como
nas flores da alfafa (Tava et al., 1997), na melancia (Yajima et al., 1985), em fungos
como o champignon (Grove, 1981), além de bactérias (Viehweg et al., 1989) e animais
como gado e ruminantes (Hall et al., 1984, Takken and Knols 1999). No ser humano foi
identificado no suor (Bernier et al., 2010) e respiracdo (Xue et al.,, 2008), para
flebotomineos, apresentou atratividade em campo para a espécie Nyssomyia neivai
(Pinto et al., 2011). Para L. longipalpis, embora tenha apresentado respostas
eletrofisiolégicas (Sant’Ana et al.,2002) apresentou baixa atratividade em campo
(Andrade et al., 2008).

Essa divergéncia entre a resposta fisiologica e os dados de campo de L.
longipalpis nos levou a pensar em avalia-lo em tunel de vento. Além do mais, despertou
mais uma questao, sera que outros alcoois que diferentemente do octenol apresentem
cadeia saturada e simples, também podem ser atrativos para L. longipalpis?

Neste estudo foram feitos testes de atratividade utilizando L. longipalpis em

tunel de vento com os alcoois: 1-octen-3-ol, 1-octanol, 1-nonanol e o 1-heptanol.
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O 1- octanol pode ser encontrado naturalmente em plantas como na melancia
(Yajima et al., 1985), nas flores da alfafa (Tava et al., 1997) e também é encontrado em
formigas (Peerzada et al., 1990).

O 1-nonanol pode ser encontrado naturalmente no mel de eucalipto (Bastos et
al, 2002) e em algumas plantas em geral (Kekelidze et al.,1984, Kekelidze et al., 1983,
Anjou et al., 1967).

O 1-heptanol também €& encontrado naturalmente no mel de eucalipto (Bastos et
al., 2002) e no mel de lavanda (Jerkovic e Marijanovic, 2009), além de ser encontrado

em diversas plantas e vegetais (NCBI, 2012).
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2. Objetivos

1. Estabelecer e manter a coldnia de L. longipalpis originaria de Ipecaeta — BA
na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, Araraquara.

2. Realizar testes de atratividade em tunel de vento com 0os compostos: 1-octen-
3-ol, 1-octanol, 1-heptanol e 1-nonanol em diferentes concentracbes para machos e

fémeas de L. longipalpis.



14

3. Material e Métodos

3.1. Criacéo dos flebotomineos

A técnica empregada na criacdo em laboratério foi baseada na metodologia
adaptada de Young et al., (1981) e Modi & Tesh (1983). Os flebotomineos foram
coletados em Ipecaeta — BA e trazidos em colaboracdo com a Dra. Stella Maria
Barrouin-Melo do Laboratério de Infectologia Veterinaria - Escola de Medicina
Veterinaria da UFBA. Os insetos foram acondicionados em gaiolas com estrutura feita
em tubos de PVC recobertas com um tecido fino, “voil’. Na fase adulta os insetos
recebiam diariamente alimentacdo composta por solu¢cdo aquosa de 50% de sacarose,
sendo a mesma colocada em um algoddo embebido em cima da gaiola. Por volta de
quatro dias apos a emergéncia dos adultos as fémeas sdo alimentadas com sangue,
sendo colocado camundongo anestesiado para a hematofagia das fémeas, as quais
apos um dia do repasto sanguineo foram colocados em potes de plastico de 250 mL,
com fundo cortado preenchido com gesso de cerca de 2 centimetros de espessura para
a oviposicdo. Apods eclosado dos ovos, as larvas eram alimentadas diariamente com uma
mistura feita de racdo de peixe, fezes de coelho seca e terra, autoclavadas. Os insetos
eram mantidos em insetario climatizado com temperatura de 25+1°C, 60%-70% de
umidade relativa e fotoperiodo de 12 horas.

O uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de Animais da

Unicamp, processo: CEUA 2951-1.
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3.2. Tunel de vento

O tunel de vento é de material acrilico transparente nas dimensdes de 40X40cm
e 200cm de extensdo. H4 uma parte removivel na parte superior do tunel de vento para
gue os insetos sejam introduzidos. (Fig. 2).

O fluxo de ar, que leva as substancias volateis do seu ponto de liberacéo até os
insetos, é obtido por cilindro de ar sintético comprimido de alta pureza (5.0, White
Martins) umedecido e aquecido a 37°C em Kitassato, em banho-maria e regulado por

um fluxdmetro. Desenho do tunel em Pinto et al., (2012).

Fig 2. Tunel de vento
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3.3. Avaliacdo em tunel de vento das substancias potencialmente atrativas

Os experimentos foram realizados em ambiente com temperatura de 25 +1°C e
60%-70% de umidade relativa do ar.

Estimulos olfativos como 1-octen-3-ol, 1-octanol, 1-heptanol e 1-nonanol
(98.0%, Aldrich Chemical,Milwaukee, WI) foram testados em trés concentracdes
diferentes (10%; 50% 100%) diluidas em hexano (98.0%, Aldrich Chemical,Milwaukee,
WI). Os compostos foram adquiridos pela colaboracdo estabelecida com a Dra. Arlene
Corréa do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos.

Antes de cada teste realizou-se a limpeza do tinel com hexano.

Os testes foram realizados com machos e fémeas de quatro a seis dias de vida,
eram colocados em grupos de trés insetos em dez gaiolas, utilizando em cada teste o
total de 30 insetos, os quais ficaram a 50 centimetros do estimulo que foi um papel
filtro, com dimensdes de 4x4 centimetros, com 200 microlitros dos compostos. Também
foram realizados testes com hexano, como controle negativo, substancia utilizada para
a diluicdo dos alcoois.

Cada experimento teve duracdo de dois minutos e foram analisados os
seguintes comportamentos dos flebotomineos: nimero de insetos que deixaram a gaiola
de liberacdo: Ativacdo; numero de febotomineos que alcancaram a fonte de odor e tempo

gasto para a chegada até a fonte de odor: Atracéo.
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3.4. Andlises estatisticas

O teste de Chi-quadrado de Pearson foi utilizado para comparar as proporc¢oes de
insetos ativados e atraidos nos diferentes compostos e concentracdes. As analises foram

realizadas no programa estatistico Bioestat 5.0.



18

4. Resultados
4.1. Fémeas

A resposta para o octenol apresentou dose dependéncia, tanto na ativagdo como
na atracdo. Na ativacdo, houve diferenca estatistica a partir da concentragcdo 50% em
relacdo ao controle (p<0,05), porém nado houve diferenca entre as concentracdes de 50%
e 100% (p>0,05). A atracdo foi estatisticamente diferente a partir de 50% em relacdo ao
controle (Fig2 e 3).

Para o octanol ndo houve uma resposta dose dependente. Houve apenas diferenca
entre o controle e a concentracéo de 50% na ativacao.

Para o heptanol ndo houve resposta dose dependente, sendo que as
concentracdes de 50 e 100% obtiveram melhor resposta de ativacdo em comparagdo com
o controle e 10%. Para a atracdo a Unica concentracdo em que houve resposta foi a de
50%.

A resposta para o nonanol apresentou dose dependéncia, tanto na ativagdo como
na atracdo. A ativagdo foi estatisticamente diferente a partir de 50% em relacdo ao
controle, enquanto na atracdo a resposta foi estatisticamente diferente apenas na

concentracdo de 100%.
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Fig 3 . Ativacdo de fémeas de L. longipalpis - Porcentagem de fémeas ativadas pelo heptanol, octanol,
octenol e nonanol (trés diferentes concentracdes). Barras com letras significando a diferenca entre as
comparacdes (p< 0,05).
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Fig 4. Atracdo de fémeas de L. longipalpis - Porcentagem de fémeas atraidas pelo octenol, octanol,
heptanol e nonanol (trés diferentes concentragfes). Barras com letras significando a diferenga entre as
comparacdes (p< 0.05).
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4.2. Machos

A resposta para o octenol apresentou dose dependencia, tanto na ativagdo como
na atracdo. Na ativacao e atracdo, houve diferenca estatistica a partir da concentracdo
50% em relagdo ao controle (p<0,05), porém n&o houve diferenca entre 50% e 100%
(p>0,05) (Fig 4 e 5).

Para o octanol ndo houve uma resposta dose dependente. A concentracdo de 10%
foi a Unica que obteve resposta comportamental de ativacéo e atracao.

Para o heptanol houve resposta dose dependente tanto na ativacao quanto na
atracdo. A concentracdo de 100% foi a Unica que diferiu estatisticamente do restante,
tanto na ativacdo quanto na atracéo.

Para o nonanol houve resposta dose dependente tanto na ativagdo quanto na
atracdo, sendo que estas respostas foram estatisticamente diferentes a partir de 50% em

relacdo ao controle, ndo diferindo entre as concetragbes de 50% e 100%.
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Fig 5. Ativacdo de machos de L. longipalpis - Porcentagem de machos ativados pelo octenol, octanol,
heptanol e nonanol (trés diferentes concentragdes). Barras com letras significando a diferenga entre as
comparacoes
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Fig 6. Atracdo de machos de L. longipalpis - Porcentagem de machos atraidos pelo octenol, octanol,
heptanol e nonanol (trés diferentes concentragdes). Barras com letras significando a diferenca entre as
comparacgdes (p< 0.05).
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5. Discusséo

Os resultados apresentados mostraram que além do octenol, os alcoois
primarios também obtiveram resposta, assim devem ser melhor investigados. Octenol e
nonanol apresentaram as melhores respostas para fémeas de L. longipalpis, enquanto
gue para os machos heptanol, octenol e nonanol obtiveram boas repostas.

O octenol é extensivamente usado como cairomonio para insetos hematofagos,
pois é encontrado em varias fontes, como na respiracdo humana (Xue et al., 2008) e em
bovinos (Hall et al.,1984). A atratividade do octenol € controversa, porém os resultados
apresentaram uma dose — dependéncia, além de uma fraca atra¢ao na diluicdo de 10%,
assim pode-se explicar a baixa resposta em campo do L. longipalpis, ja que foi utilizada
uma baixa taxa de liberacédo (0,5mg/h) (Andrade et al 2008).

No entanto, para o heptanol, octanol e nonanol, ndo ha informacéo na literatura
para flebotomineos. Estes alcoois ndo estao diretamente ligados a animais, sendo por
liberacdo na respiracdo ou pelo suor, porém estes alcoois foram detectados em
pequenos niveis, apds incubacdo de suor humano por 42-52 horas (Meijerink et al.,
2000). O heptanol também foi isolado no hidrolisado de penas de galinha (De Milo et
al., 1997) sendo importante, ja que os flebotomineos sdo frequentemente encontrados
em galinheiros, estes sendo relevantes na criacdo das larvas de L. longipalpis
(Casanova et al., 2013 ). Para insetos hematofagos no geral, existem alguns estudos
mostrando resposta a estes compostos, como Aedes aegypti que apresentou
atratividade ao nonanol (Mathew et al., 2013). Para os simulideos foi testado o octanol,
porém nao apresentou resposta em campo (Sutcliffe et al., 1994), e o heptanol foi

testado para triatomineos e também nao houve resposta (Vitta et al., 2009)



23

Volateis de flores sdo compostos por varias substancias, as quais se mostraram
atrativa para mosquitos (Jhumur, Détterl , Jirgens , 2008), Os alcoois primarios aqui
testados foram encontrados em algumas plantas (Yajima et al., 1985 , Kekelidze et al.,
1984, Tava et al.,, 1997). Como os flebotomineos utilizam as plantas como fonte de
alimentacédo, esses alcoois presentes em plantas podem ser potencialmente atrativos.
Sendo que machos e fémeas necessitam de caboidratos para fornecimento de energia,
0 que € obtido atraves de alimentacédo direta em tecidos de plantas no campo (Schlein
et al.,1995).

Considerando a resposta aos 4alcoois primarios, pode-se observar tanto
semelhancas como particularidades entre machos e fémeas, entretanto, ambos os
sexos nessecitam de alimentacdo em plantas, assim certa atragdo para com alguns
volateis dessas plantas € esperado. Porém ha dificuldades em caracterizar essas
diferencas através de caracteres morfolégicos, como as sensilas. Sendo que ha
diferencas no numero das sensilas do segundo segmento palpal, no entanto no terceiro
segmento do maxilar o nimero de sensilas séo iguais (Spiegel et al., 2005).

A resposta dose-dependente do octenol para fémeas, ja foi observada em estudo
eletrofisiolégico (Santana et al., 2002), a qual corrobora com os resultados desse
estudo, entretanto ndo ha estudos de eletrofisiologia com octenol para machos, sendo
que este também apresentam atracgéo.

Os resultados mostraram que as fémeas apresentaram melhor resposta para os
compostos nonanol e octenol e os machos para os compostos octenol, nonanol e
heptanol.

Mediante os resultados promissores encontrados, novos experimentos serao

realizados com diferentes alcoois primarios no laboratodrio de Parasitologia.
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Abstract
Background: The potential attraction from 1-octen-3-ol for sandflies has been documented; however, studies using
other primary alcohols are limited.

Findings: We used a wind tunnel to compare the activation and attractive behaviors in male and female Lutzomyia
longipalpis using 1-octen-3-ol and three additional alcohols, 1-octanol, 1-heptanol and 1-nonanol at three different

1-nonanol and 1-heptanol yielded the same results.

plant volatiles.

concentrations: neat (100%) and diluted in hexane (10% and 50%). The compounds 1-octen-3-ol and 1-nonanol
induced a clear concentration-dependent activation and attraction response in females. In males, 1-octen-3-ol,

Conclusions: L. longipalpis is attracted to 1-octen-3-ol, 1-nonanol and 1-heptanol, which are found in many
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J

Findings

Background

Volatile compounds used as haematophagous insect lures
may improve the efficacy of traps for surveillance and con-
trol of disease vectors. For the sandfly Lutzomyia longipal-
pis (Lutz & Neiva), which is the major Leishmania
infantum vector in South America, previous investigations
into attractive lures have focused on male pheromones [1]
and kairomones [2].

The kairomone 1-octen-3-ol (hereafter octenol) is a vola-
tile component of bovine [3] and human breath [4]. Its po-
tential role as an attractant has been documented for
different haematophagous insect species, such as mosqui-
toes [5] and tsetse flies [3]. For the New World sandfly spe-
cies, octenol has previously been used with light traps and
found to be relatively attractive to Psathyromyia shannoni
(Dyar) (=Lutzomyia shannoni) [6] and, in a concentration-
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dependent manner, to Nyssomyia neivai (Lutz & Neiva)
(=Lutzomyia intermedia) [7]. For L. longipalpis, octenol
elicited significant olfactory responses in electrophysio-
logical experiments [8], but it showed a weak attractive re-
sponse at 0.5 mg/h associated with light traps under field
conditions [2].

Unlike octenol, studies on the potential attractiveness of
other primary alcohols, namely, 1-octanol, 1-heptanol, 1-
nonanol (hereafter, octanol, heptanol and nonanol), for
haematophagous insects are limited. These alcohols were
identified at small levels in incubated human sweat [9].
Only nonanol has been demonstrated as relatively attract-
ive to Aedes aegypti (Linnaeus) compared with a control
[10]. No studies have been reported on attractiveness of
these alcohols to sandflies.

The aim of this study was to evaluate L. longipalpis male
and female responses to octenol, octanol, heptanol
and nonanol at different concentrations using the wind
tunnel method.

© 2014 Magalhées-Junior et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.
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Methods

Insects

Sandflies were collected in Ipecaetd (12°18’00’S
39°18'28”W), Bahia State and kept in a colony at the
Laboratory of Veterinary Infectious Diseases (Federal
University of Bahia) for 18 generations. The insects were
maintained in netting cages using standard methods with
access to a 50% sucrose solution at 26 + 1°C and 80-90%
humidity. The sandfly species names are presented using
the Galati classification system [11] followed by the corre-
sponding Young and Duncan nomenclature [12] in
brackets when cited for the first time.

Bioassay protocol in the wind tunnel

Each bioassay was performed from 9:00 to 19:00 in a
transparent acrylic wind tunnel (length 200 cm, width
20 cm and height 20 cm) as previously described [13]. For
each test, three male or female L. longipalpis were placed
inside a releasing chamber for 30 min for acclimation be-
fore each test. The insects were 3-6 days old and received
only sugar meal. Females had not received a blood meal.
The chamber was then placed inside the wind tunnel
50 ¢cm downwind from the odor source. Each trial was
2 min long, and we recorded the sandfly activation and at-
traction behaviors. The activation behavior was demon-
strated through the number of sandflies that left the
releasing chamber. The attraction behavior was demon-
strated through the number of sandflies that reached the
odor source. Thirty insect specimens were used for each
concentration per compound.

The compounds used for the experiments were octenol,
octanol, heptanol and nonanol (98.0%, Aldrich Chemical,
Milwaukee, WI) at three different concentrations: neat
(100%) and diluted in hexane (10% and 50%). Each con-
centration was released by placing 200 pL onto filter paper
(4 x 4 cm) in the wind tunnel entrance. The controls were
200 pL of hexane on filter paper (4 x 4 c¢cm) before each
trial.
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Figure 1 Activation of female L. longipalpis. Percentage of female
L. longipalpis activated by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with different
letters were significantly different in pairwise comparisons (p < 0.05).
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Figure 2 Attraction of female L. longipalpis. Percentage of female
L. longipalpis attracted by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with different
letters were significantly different in pairwise comparisons (p < 0.05).

Statistical analysis

Chi square tests were used to evaluate the different propor-
tions of males and females activated and attracted by each
compound. Initially, the test was conducted for all four
groups simultaneously. Thereafter, if a significant difference
was verified, each of the two groups was compared separ-
ately. The statistical analyses were performed using BioEstat
(version 5.0; Mamiraud/CNPq, Belém, PA, Brazil).

Results

Female responses

Octenol and nonanol induced a clear concentration-
dependent activation and attraction response within the
dosage range evaluated. For octenol, the activation and
attraction responses were significantly different at the
50% concentration compared with the control (p < 0.05),
but the 50% and 100% concentrations were not different
(p > 0.05). For nonanol, the activation response was sta-
tistically different from the 50% concentration compared
with the control; however, there was a significantly dif-
ferent attraction response only at the 100% concentra-
tion (p < 0.05) (Figures 1 and 2).
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Figure 3 Activation of male L. longipalpis. Percentage of male L.
longipalpis activated by octenol, octanol, heptanol and nonanol
(three different concentrations) in the wind tunnel. Bars with
different letters were significantly different in pairwise

comparisons (p < 0.05).
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Figure 4 Attraction of male L. longipalpis. Percentage of male L. longipalpis attracted by octenol, octanol, heptanol and nonanol (three different
concentrations) in the wind tunnel. Bars with different letters were significantly different in pairwise comparisons (p < 0.05).
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The female activation and attraction response to octanol
did not yield a concentration-dependent pattern. The only
statistical difference detected was for activation at the 50%
concentration compared with the control (p < 0.05).

For heptanol, the female activation responses were
concentration-dependent; the 100% response was greater
than at 50% compared with the control (p <0.05). How-
ever, only the 50% concentration yielded a significantly dif-
ferent insect attraction response compared with the
control (p <0.05); the 100% concentration was not differ-
ent from the control (p > 0.05).

Male responses
The male sandfly responses followed a similar pattern as
the females for octenol, nonanol and heptanol (i.e., a
concentration-dependent response).

For octanol, similar to the females, the males did not ex-
hibit a concentration-dependent response; however, the
only significant difference detected in the activation and

attraction response was at the 10% concentration compared
with the control (p<0.05). For heptanol, although the
males presented the same pattern as the females, the best
activation and attraction responses were at the highest con-
centration (100%) compared with the control (p < 0.05)
(Figures 3 and 4).

Discussion
Our results show that in addition to octenol, other alcohols
evoke sandfly responses and should also be investigated.
Octenol and nonanol elicited the highest responses from
L. longipalpis females, and octenol, heptanol and nonanol
elicited the highest responses from males. Further, not all
mosquito species respond equally to octenol [5], and
whether different groups of alcohols would increase attract-
ant activity for such species has been discussed [10]. How-
ever, a clear structure-activity relationship has not been
demonstrated [14].

Octenol’s role as a kairomone has been extensively
evaluated in haematophagous insects because it is found

Table 1 Reports of haematophagous insect responses to octanol, heptanol and nonanol

Compounds Sources of compounds Insects References
Experimental design responses
1-octanol Commercial (Aldrich) Simulium arcticum Sutcliffe et al. [18]
Field Negative attractiveness
1-heptanol Metasternal glands of Triatoma brasiliensis Triatoma brasiliensis Vitta et al. [19]
CG- EAD
No response
1-nonanol Volatiles from cattle headspace and urine Haematobia irritans Stomoxys calcitrans Birkett et al. [20]

CG-EAG Positive response
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in different sources, such as bovine [3] and human
breath [15]. Octenol’s role in attracting sandflies
is controversial, but our results showed a clear dose-
dependent response with weak attractiveness at a low
concentration (10%). These results may explain
the poor results from L. longipalpis captures in the
field when octenol was used at a low concentration
(0.5 mg/h) [2].

Nevertheless, primary alcohols, such as octanol, hepta-
nol and nonanol, have not been well-investigated for
haematophagous insects, and this is the first report of
such a study using sandflies. Such alcohols are not dir-
ectly associated with vertebrate breath or skin odors,
which may be the basis for the lack of interest in their
potential role as an attractant for disease vectors. None-
theless, those alcohols were detected at small levels in
human sweat after incubation for 42-52 h, and nonanol
presented the highest levels compared with octanol and
heptanol [9]. Heptanol was also observed in chicken fea-
ther hydrolysate [16], which is relevant for sandflies be-
cause they are present at high levels in chicken sheds.
Such bird shelters are the putative breeding sites for L.
longipalpis [17]. The literature reports on haematopha-
gous insect responses to octanol, heptanol and nonanol
are summarized in Table 1 [18-20].

Floral volatiles are composed of various substances
that have been shown to be attractive to mosquitoes
[21]. The primary alcohols herein were identified in sev-
eral mushrooms species [22] and other herbaceous
plants [23]. From an environmental perspective, it is
noteworthy that primary alcohols are in plants, which
are generally sandfly feed sources. Both male and female
sandflies require carbohydrates for energy, which are
acquired through feeding directly on plant tissues in the
field [24].

Herein, we observed similarities and distinctions be-
tween the insect sexes considering their biological re-
sponses to the primary alcohols evaluated. Although both
males and females require plant sap to survive and specific
variation in attraction to their constituent compounds is
expected, it is difficult to explain such events through
reports on morphological aspects. Differences were also
observed in the number of sensilla on the second palpal
segment in females (2-6) compared with males (1-2).
However, an equal number of sensilla were observed in
the third segment of the maxillary palps (Newstead’s sen-
silla) for L. longipalpis males and females [25].

A dose-dependent response to octenol in female L. long-
ipalpis was previously observed through electrophysio-
logical recordings [8]. The female behavioral responses to
octenol herein are consistent with such studies. Although
no studies have investigated male electrophysiological re-
sponses to octenol, they were both activated and attracted
in the wind tunnel.
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Plant-specific emissions are important for attracting
sandflies, and further studies with plant volatiles may be
a potential approach to improve sandfly lures.
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