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RESUMO

Caes infectados com Leishmania infantum produzem diferenga nos compostos organicos
volateis emitidos em relacdo aos caes nao infectados e sdo mais atrativos ao seu principal vetor,
Lutzomyia longipalpis. Propde-se que compostos atrativos sao mais eficientes se apresentados
em proporg¢oes aproximadas aquelas encontradas naturalmente. O proposito deste trabalho foi
avaliar a atratividade de flebotomineos para um blend de cairoméOnios emitidos por caes
infectados com L. infantum. A partir de um estudo prévio, foram identificados seis compostos
biomarcadores nos pelos de caes infectados com L. infantum, e destes, cinco tiveram suas
proporcdes estimadas a partir de cromatogramas. A formulagao obtida destes cinco compostos:
nonanal, decanal, octanal, heptadecano e 2-etilhexil salicilato foi avaliada quanto a sua
atratividade para fémeas de Lu. longipalpis em testes de atratividade em tinel de vento e em
condi¢des de campo. Fémeas de Lu. longipalpis foram mais ativadas e atraidas pelo blend
sintético quando apresentado nas concentracdes a 50% e pura nos experimentos laboratoriais,
quando comparado com o controle e octenol, conhecido como atrativo para flebotomineos. A
campo, armadilhas luminosas do tipo CDC obtiveram uma captura 2,08 vezes maior quando
associadas ao blend puro como isca quimica. Das seis espécies de flebotomineos identificadas
apoOs os experimentos de captura, Lutzomyia longipalpis foi a mais frequente nas armadilhas.
Os compostos utilizados para simular o odor de caes infectados por Leishmania infantum
parece influenciar o comportamento de fémeas de Lu. longipalpis, como demonstrado

anteriormente para o odor natural, tanto em condi¢des controladas quanto em campo.

Palavras-chave: flebotomineos; atra¢gdo; semioquimico; cairomonio.



ABSTRACT

Dogs infected with Leishmania infantum emit distinct volatile organic compounds (VOCs)
compared to uninfected dogs, making them more attractive to their primary vector, Lutzomyia
longipalpis. Is hypothesized that attractive compounds are most effective when presented in
proportions mimicking their natural occurrence. This study aimed to assess the attractiveness
of sand flies to a synthetic blend of kairomones derived from L. infantum infected dogs.
Building on a previous study, six biomarker compounds were identified in the hair of infected
dogs; the proportions of five of these were estimated from chromatograms. The resulting blend
of these five compounds: nonanal, decanal, octanal, heptadecane, and 2-ethylhexyl salicylate
was evaluated for its attractiveness to female Lu. longipalpis in both wind tunnel assays and
field conditions. In laboratory experiments, female Lu. longipalpis showed increased activation
and attraction to the synthetic blend when presented at 50% and full (pure) concentrations, when
compared to control groups and octenol. In field trials, CDC light traps baited with the pure
blend captured 2.08 times more sand flies. Among the six sand fly species identified, Lutzomyia
longipalpis was the most frequently captured in the baited traps. The synthetic odor of
Leishmania infantum infected dogs appears to influence the behavior of female Lu. longipalpis,

consistent with observations, for natural odors in both controlled and real-world environments.

Keywords: sand flies; attraction; semiochemical; kairomone.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doengas parasitarias causadas por protozoarios flagelados do
género Leishmania. As representagdes clinicas da enfermidade, leishmaniose tegumentar (LT)
e leishmaniose visceral (LV), sdo definidas pela espécie do parasita infectante e pelo tipo de
resposta imune apresentada pelo hospedeiro.

A LT é subdividida em cutdnea, mucocutinea e disseminada; tais formas sdo
caracterizadas, respectivamente, por lesdes cutaneas ulceradas na pele, lesdes desfigurantes das
mucosas nasal e oral e lesdes polimorficas difusas. No Brasil, foram identificadas oito espécies
de Leishmania envolvidas em casos de LT, sdo elas: Leishmania (Vianna) braziliensis,
Leishmania (Vianna) guyanensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis; Leishmania
(Vianna) lainsoni; Leishmania (Vianna) naiffi; Leishmania (Vianna) lindenberg; Leishmania
(Vianna) shawi e Leishmania (Vianna) utingensis (Brasil, 2017; Almeida et al., 2021). As trés
primeiras sdo as de maior importancia epidemiologica no Brasil.

A leishmaniose visceral ¢ uma doenga potencialmente fatal, caracterizada pelo
acometimento de 6rgdos internos como figado, baco, medula 6ssea e tecidos linfaticos, possui
alta morbidade e mortalidade, sendo fatal em 95% dos casos em que ndo ocorre o diagndstico
precoce e tratamento adequado. Na regido das Américas trezes paises notificaram casos da
doenca entre 2001 e 2023, com uma média anual de 3,178 novos casos. Apesar da reducao no
numero de notificagdes desde 2017, dos 1,604 casos de LV notificados nas Américas em
2023, 91% ocorreram no Brasil (PAHO/WHO, 2024).

A infecgdo ¢ causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) infantum (sin
= Leishmania chagasi) e possui carater zoonOtico; nas zonas urbanas seu principal
reservatorio sao os caes. A infeccdo ocorre a partir do repasto sanguineo das fémeas
infectadas do flebotomineo Lutzomyia. longipalpis (Lutz e Neiva, 1912), espécie de insetos
hemato6fagos pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae,
considerado o principal vetor do parasita no Brasil (Brasil, 2014).

A vigilancia entomoldgica realizada através da captura de insetos ¢ utilizada para
caracterizacdo da populacdo de flebotomineos em determinadas &areas e para o seu
monitoramento. O principal método utilizado para captura de fleb6tomos sdo as armadilhas
luminosas, ou seja, que utilizam fontes de luz como fator de atragdo, no entanto, a
inespecificidade e a selecao de espécies de flebotomineos fototropicas interferem na eficiéncia

desse tipo de armadilha (Alexander, 2000).
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Na busca de alternativas de aprimoramento dos métodos de vigilancia e controle de
flebotomineos em 4reas endémicas para LV, diversos estudos baseados na utilizagdo de
substancias atrativas vém sendo desenvolvidos com resultados bastante interessantes (Andradre
et al., 2008; Pinto et al., 2011; Magalhaes-Junior et al., 2014a; 2019; Machado et al., 2015;
2020; Mikery et al., 2024). Os métodos se baseiam na utilizagdo de copias sintéticas de
semioquimicos, moléculas que modulam a comunicacdo entre seres vivos, podendo ser de
maneira intraespecifica, no caso dos feromonios, ¢ interespecifica, no caso dos aleloquimicos.
Aleloquimicos sao classificados conforme suas fungdes e o tipo de estimulo provocado em:
cairomonios, beneficiam o receptor em detrimento do emissor; alomdnio, beneficiam o emissor;
sinomonios, beneficiam tanto o emissor quanto o receptor (Bakthavatsalam, 2016).

Para a espécie Lu. longipalpis os estudos com feromdnios tém se mostrado promissores
como estratégia para monitoramento com o aumentando das capturas (Bray et al. 2010;
Gonzalez et al., 2021; Hamilton, 2022) assim como em agdes de controle quando associados a
inseticidas residuais (Courtenay et al., 2019). Entretanto, Lu. longipalpis trata-se de um
complexo de espécies tendo sido identificados, at¢é o momento, cinco feromonios diferentes
(Hickner et al., 2020). Devido a essas variagdes na composi¢ao quimica dos feromonios dentro
do complexo de espécies Lu. longipalpis, sua utilizagdo apresenta limita¢des territoriais que
dificultam sua aplicagdo (Spigel et al., 2016). Assim, ¢ evidenciada a importancia de estudos
baseados no uso dos cairomonios, que sdo mais abrangentes, em relagdo aos feromonios, como

atrativos potenciais para essa importante espécie de flebotomineo.

1.1. Odor do hospedeiro e atratividade

Os insetos hematdfagos utilizam os cairomoénios exalados por hospedeiros vertebrados
para localizacao dessas fontes de sangue, o CO> (didxido de carbono), composto liberado na
respiracdo de humanos e outros animais, ¢ uma das principais substancias atuantes para esse
comportamento (Nicolas; Sillans, 1989; Kelly; Dye, 1997; Logan; Birkett, 2007). O acido
latico, acido caproico e amonia, compostos presentes no odor humano, também sao atrativos
conhecidos para culicideos, havendo inclusive iscas comerciais produzidas especialmente para
esta familia de insetos (Krockel et al. 2006; Chaves et al., 2020).

Para flebotomineos, um estudo de campo, realizado no Parana, empregando odor natural
de um humano adulto e CO, sendo liberado em taxas naturais ao ser humano, demonstrou que
0 COz ¢ responsavel por cerca de 45% da atragdo desses insetos a suas fontes de sangue (Pinto
et al., 2001). No Egito, armadilhas luminosas iscadas com CO> foram 34% mais atrativas que

as nao iscadas para Phlebotomus papatasi, vetor da leishmaniose cutdnea em diversas regioes
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do mundo como Africa e Oriente Médio (Hoel et al., 2018). Grande parte dos experimentos
empregando o CO; como atrativo para flebotomineos utilizam fontes como o gelo seco ou em
cilindros, com resultados relevantes de atragdo, no entanto o acesso a esses produtos ¢
dispendioso e, por vezes, sua utilizagdo € pouco pratica (Sukumaran et al., 2016; Benante et al.,
2018).

Octenol ¢ um alcool secundario, encontrado nos volateis de diversas fontes bioldgicas,
principalmente fungos (Combet ef al., 2006). Em razdo da sua liberagdo direta no odor de
hospedeiros vertebrados, como humanos (Xue et al., 2008) e bovinos (Hall et al., 1984), seu
uso como atrativo quimico de insetos, em especial os hematofagos, ¢ amplamente difundido
(Dormont et al., 2021). A investigacdo da atratividade de octenol para flebotomineos a campo,
utilizando armadilhas do tipo CDC iscadas com diferentes taxas de liberagao: 0,5, 27 e 43 mg/h,
concluiu que armadilhas com iscas do cairoménio (com ou sem luz) capturaram duas vezes
mais flebotomos Nyssomyia neivai que aquelas ndo iscadas (Pinto ef al., 2011). Corroborando
os resultados obtidos em Brejo de Motumbal, Minas Gerais, em que flebotomineos Nyssomyia
intermedia foram mais atraidos para armadilhas iscadas com octenol (Andrade ef al., 2008), em
ambos os trabalhos a resposta foi dose-depende.

A eletroantenografia de fémeas Lu. longipalpis, revelou a presenga de receptores
quimicos especificos na antena desses insetos que os possibilitam detectar, de forma crescente,
octenol em correntes de ar, evidenciando o potencial de estudos utilizando o alcool para a
espécie (Sant’Ana et al., 2002). A avaliacao da atratividade de octenol para Lu. longipalpis em
ensaios de tinel de vento, demonstrou o relevante potencial atrativo do dlcool para esta espécie.
Porém, a campo, armadilhas iscadas com o composto ndo demonstraram a mesma capacidade
para Lu. longipalpis que o observado em laboratdrio e para espécies como Ny. neivai € Ny.
intermedia (Andrade et al., 2008; Magalhaes-Junior ef al., 2014a). Os dados reforcam que
espécies diferentes respondem de forma distinta a0 mesmo composto.

Estudos de atratividade aliados a técnica de cromatografia gasosa associada a
espectrometria de massas (CG-MS) sdo realizados com a finalidade de identificar compostos
especificos no odor de determinados hospedeiros vertebrados, que atuam, em maior ou menor
grau, no direcionamento de vetores hematdfagos aos seus respectivos hospedeiros (Machado et
al., 2020). Um estudo recente identificou, por meio de CG-MS, 49 compostos organicos volateis
extraidos dos pelos de homens adultos, dos quais, 4 desencadearam resposta de ativacao (2-
fenilacetaldeido; 6-metilhept-5-en-2-ona; nonadecano e icosano) e atragcdo (6-metilhept-5-en-

2-ona; fenilacetaldeido e icosano) em fémeas Ny. intermedia (Tavares et al., 2018).
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Dos 16 Compostos organicos volateis identificados no extrato das glandulas de odor de
raposas (Vulpes vulpes), conhecidas por serem um reservatério da L. infantum em ambiente
silvestre, 3 (benzaldeido, 4-metil-2-pentanona e 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona) induziram
resposta de atragdo para Lu. longipalpis (Dougherty et al., 1992). Dos 35 compostos organicos
volateis extraidos do pelo de caes selecionados em uma regido endémica para LV, 6 foram
indicados como possiveis biomarcadores da infeccdo por L. infantum (B-hidroxietilfenil éter,
nonanal, heptadecano, 2-etilhexil-salicilato, decanal e octanal) e, pelo menos, 3 deles (octanal,
nonanal e decanal) demonstraram relevante potencial de atracao para espécie de flebotomineos
Lu. longipalpis (Magalhaes-Junior et al., 2019).

1.2. Manipulacio do odor hospedeiro: uma estratégia de atracio vetorial

Quando se trata da interagcdo parasita-hospedeiro-vetor, estudos tém sugerido uma
possivel alteragdao no odor do hospedeiro causada pelo parasita para elevar a atragdo de vetores
e garantir a perpetuacdo da infec¢do, comportamento bem relatado na relacdo parasita-
hospedeiro entre Anopheles gambiae e Plasmodium falciparum, respectivamente, vetor e
protozoario associados a malaria (Lacroix et al., 2005; Emami et al., 2017).

Estudos tém investigado esse comportamento para flebotomineos Lu. longipalpis. Em
um ensaio de atratividade com volateis exalados por hamsters, fémeas de Lu. longipalpis
foram mais atraidas para compostos extraidos de hamsters infectados L. infantum (Nevatte et
al., 2018).

Em testes de atratividade de escolha em olfatometro de tubo em Y, flebotomineos
machos e fémeas da espécie Lu. longipalpis foram submetidos ao odor de pelos de caes,
extraidos do Headspace por microextracdo em fase solida (SPME), em diferentes estagios
fisiologicos da infec¢do por L. infantum. Os autores observaram que 65,7+1,1% das fémeas
responsivas do flebotomineo foram significativamente mais responsivas ao odor de caes
infectados em comparagao com 50,3+0,6% dos machos. Para os autores, tal comportamento ¢
um claro exemplo de manipulagdo parasitaria, dado que as fémeas sdo as unicas que realizam
hematofagia o que as tornam imprescindiveis para transmissao do parasita (Staniek; Hamilton,
2021).

A analise de 35 compostos organicos volateis, por SPME e GC-MS, dos pelos de caes
infectados e nao infectados, identificou dez cairomdnios cujo perfil de expressao divergiu
conforme o estado fisiologico e carga parasitaria dos caes infectados. A observacao da area
total de pico desses analitos revelou que pelo menos seis deles podem atuar como
biomarcadores da infeccdo por L. infantum, sdo eles: B-hidroxietilfenil éter, nonanal,

heptadecano, 2-etilhexil-salicilato, decanal e octanal (Magalhaes-Junior ef al., 2014Db).
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Em testes de atratividade em tinel de vento com os compostos biomarcadores octanal,
nonanal e decanal, apresentados isoladamente, foi observada ativacdo e atracdo
significativamente de machos de Lu. longipapis, ja fémeas foram mais responsivas a decanal e

nonanal (Magalhaes-Junior et al., 2019).

1.3. Atratividade para blends de compostos

Em analises eletrofisiologicas realizadas em antena de insetos foi constatada a presenca
de neurdnios receptores odoriferos (ORNs) que respondem individualmente a concentragdes
muito baixas de determinadas substancias, sendo que, o estimulo sincronizado desses
neurdnios, frente a um blend de compostos, permite aos insetos, em meio a mistura de odores
ambientais, a localizacdo de pistas quimicas relevantes para direcionamento a espécie
hospedeira (Bruce ef al., 2011).

Para culicideos, a formulagao de quatro aldeidos encontrados na pele de hospedeiros
vertebrados associadas ao CO> dobrou o nimero de capturas em armadilhas luminosas sem luz
quando comparadas as armadilhas iscadas somente com o CO». Outra observacao pertinente foi
a diminuicdo na atratividade dos insetos quando os compostos foram utilizados separadamente
(Tchouassi et al., 2013).

Culex pipiens molestus e C. quinquefasciatus foram responsivos ao odor sintético de
frangos, formulado com compostos em propor¢des aproximadas ao encontrado naturalmente, e
ao odor natural de frango em testes de olfatometro de escolha. A campo, armadilhas iscadas
com o0 mesmo odor sintético associado ao CO; foi mais eficiente na captura de culicideos que
aquelas com iscas individuais (Spanoudis ef al., 2022). Em estudo comportamental, o extrato
total das glandulas de odor de raposas (Vulpes vulpes) foi mais atrativo para Lu. longipalpis do
que compostos isolados identificados por CG-MS no mesmo 6rgao (Dougherty ef al., 1992).

Para flebotomineos a maioria dos trabalhos empregando o odor de hospedeiros foi
realizada em condicdes laboratoriais, quase que exclusivamente com cdpias sintéticas isoladas
ou formulagdes com partes iguais das concentragdes mais atrativas obtidas em testes com os
compostos isolados (Pinto et al., 2011; Magalhaes-Junior et al., 2014a; Tavares et al., 2018;
Machado et al., 2020); ou mesmo com a utilizagdo de cobaias ou combinagdes desconhecidas
de compostos (Nevatte et al. 2018; Staniek; Hamilton, 2021).

A campo, os estudos s3o ainda mais escassos. Recentemente, iscas comerciais
(BGLure® e BG-Sweetscent®) elaboradas para captura de culicideos, contendo acido lactico,
amonia e acido caproéico, foram avaliadas quanto ao seu potencial atrativo para flebotomineos

no Acre. O sistema BGLure® aumentou relativamente a captura de insetos Ny. whitmani
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quando associado a luz (Ortiz et al., 2019). Isso foi observado para Lu. longipalpis em
experimentos anteriores realizados em Brejo de Montubal-MG (Andrade et al., 2008). Ao se
comparar a atratividade de CO» liberado em taxas aproximadas as encontradas naturalmente
com os odores liberados por um humano adulto, foi observado que os odores humanos atrairam
mais flebotomineos Ny. whitmani e Ny. intermedia que CO» isoladamente, constatando a
importancia do efeito dos odores naturais dos hospedeiros para atragao desses insetos (Pinto et

al., 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

A vigilancia entomoldgica ¢ um ponto crucial para as metodologias de controle das
leishmanioses. Seu papel se concentra na identificagdo, levantamento e monitoramento vetorial
em areas ativas ou suspeitas para transmissao dessa parasitose. Os dados obtidos nesses
levamentos auxiliam na tomada de decisdes eficientes para controle da transmissdo nesses
locais. As armadilhas luminosas do tipo CDC sdo as mais empregadas atualmente para captura
de flebotomineos pela efetividade e praticidade da sua utilizagdo, embora, como visto
anteriormente, apresentem limitagdes a serem superadas.

Apesar dos avangos no estudo da utilizacdo de semioquimicos como atrativos para
flebotomineos, particularmente aqueles voltados aos feromoénios de agregacdo sexual da
espécie Lu. longipalpis, poucos experimentos foram realizados para avaliar a atratividade de
cairomonios em formulagdes baseadas por concentracdes encontradas naturalmente nas
amostras bioldgicas, em especial, as de hospedeiros vertebrados.

A compreensdo da dinamica de interacao desses insetos com tais substancias quimicas
pode resultar no aprimoramento de métodos para monitoramento ¢ controle do vetor da
leishmaniose visceral.

Assim, o objetivo desse estudo foi, a partir da obtencdo do perfil quantitativo de
compostos organicos volateis determinado por GC-MS, avaliar a atratividade de flebotomineos
para um blend sintético de compostos organicos volateis considerados biomarcadores da
infeccdo por Leishmania infantum em cades. A investigacdo da atratividade ocorreu em
condi¢des laboratoriais, com um tlnel de vento, e a campo, utilizando o blend sintético como

uma isca quimica associada as armadilhas luminosas.
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3 OBJETIVOS
3.1.Gerais

v’ Avaliar o potencial atrativo de um blend formulado com compostos volateis considerados
biomarcadores da infec¢ao por Leishmania infantum identificados nos pelos de caes, para

flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis.
3.2. Especificos

v' Desenvolver um blend composto por propor¢des de cairomonios equivalentes as
encontradas em amostras de pelos de caes infectados por L. infantum;

v" Realizar testes de atratividade de flebotomineos Lu. longipalpis para o blend de odores de
cdes em tunel de vento;

v Determinar a concentragdo mais atrativa do blend para fémeas Lu. longipalpis;

v’ Avaliar a atratividade das concentra¢des do blend com as melhores respostas em tnel de

vento em condi¢des de campo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Proporc¢iao dos compostos biomarcadores identificados nos pelos de caes
infectados por Leishmania infantum

A estimativa da propor¢ao dos compostos nos pelos de caes infectados com L. infantum,
baseou-se em um artigo que utilizou a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS) para identificagdo desses volateis. Sendo eles: nonanal, decanal, octanal,
heptadecano, 2-etilhexil salicilato e B-hidroxietil fenil éter (Magalhaes-Junior et al., 2014b).

A partir de 15 cromatogramas, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jairo Torres
Magalhaes Junior, foram obtidas as areas relativas dos compostos biomarcadores identificados
nas amostras de pelos de cdes infectados. A area relativa corresponde a razao entre a area do

composto de interesse e area total de picos integrados no cromatograma (Figuras 1 e 2) (Bylesjo

et al.,2009).

Figura 1- Trés dos quinze cromatogramas realizados em amostras de pelos de caes infectados
por L. infantum utilizados para calcular a area relativa dos compostos de interesse para

formulagdo do blend sintético (Magalhaes-Junior et al., 2014).
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Fonte: Magalhaes-Junior et al. (2014).
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Figura 2 — Propor¢ao da area dos picos integrados no cromatograma realizado nos pelos de caes

infectado por L. infantum.

Peak# Area Area%
1 3124491 10.84
2 22651811 78.54
3 2020037 7.01
4 696484 2.42
5 344022 1.19
Area (peak 2) = - * 100

(3124491+22651811+2020037+ 696484 +344022)

=78.54%

Fonte: Adaptado de: CHROMacademy (2025)

Apos a analise de 15 cromatogramas, (cinco caes com trés réplicas) determinou-se a
média da propor¢ao estimada de cada composto biomarcador presente nas amostras de pelos
analisadas. Os cromatogramas foram processados pelo software LabSolutions 3CMSsolution
(versdo 4.20, Shimadzu).

4.2. Compostos

O blend utilizado nos testes de atratividade foi formulado a partir das propor¢des médias
de cinco dos seis compostos identificados como biomarcadores da infec¢do por L. infantum em
caes: nonanal (95% de pureza); decanal (> 98%); octanal (99%); heptadecano (99%) e 2-
etilhexil salicilato (99%). Todos os compostos utilizados foram adquiridos comercialmente
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA).

4.3. Blend e Diluicoes

A producdo do blend foi realizada com o auxilio de micropipetas com as quais cada um
dos compostos biomarcadores foram transferidos para frascos de vidro devidamente limpos
com hexano. O volume de cada composto foi equivalente ao de sua respectiva proporg¢ao,
previamente calculada (item 4.1 e item 5.1). Apds homogeneizagdo da substancia, seguiu-se
para os demais procedimentos.

Além de puro, quatro dilui¢des do blend foram avaliadas quanto a sua atratividade. Para
1ss0 0 blend foi diluido em solvente hexano em concentragdes preparadas para um volume total

2 ml (Tabela 1).
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Octenol, anteriormente considerado atrativo para Lu. longipalpis em tunel de vento
(Magalhdes-Junior et al., 2014b), foi utilizado como controle positivo, enquanto hexano foi
considerado o controle negativo. Todas as substancias foram utilizadas num volume total de 2

ml por teste.

Tabela 1 — Dilui¢des do blend de compostos organicos volateis considerados biomarcadores da

infeccdo por L. infantum usadas em testes de atratividade em tinel de vento.

Diluicao Blend (ml) Hexano (ml) Volume total (ml)
1:1000 0,002 1,998 2,0
1:100 0,020 1,980 2,0
1:10 0,200 1,800 2,0
1:1 1,0 1,0 2,0
Puro 2,0 0 2,0

Fonte: Bonfim (2025).

4.4. Colonia de flebotomineos

Os flebotomineos, trazidos do Laboratdrio de Fisiologia de Insetos Hematéfagos (LFIH)
da Universidade Federal de Minas Gerais (Laboratério do Dr. Nelder Gontijo) e inicialmente
coletados no estado do Piaui — Brasil, foram mantidos por 6 geracdes no insetario do
Laboratério de Parasitologia da FCFar/Unesp/Araraquara, de acordo com a metodologia
adaptada de Modi e Teshi (1983). Os insetos eram mantidos em gaiolas de tecido voil e
recebiam solucao de sacarose a 30%, nas condic¢oes de 26 + 1°C, 80-90% de umidade relativa
e fotoperiodo 12:12 (L:D).

Para os testes de atratividade em tinel de vento foram utilizadas fémeas Lu. longipalpis,
de at¢ seis dias, sem alimentacdo sanguinea prévia.

4.5. Atratividade em tinel de vento

Um tunel de vento foi utilizado para avaliacdo da atratividade do blend sintético em
condig¢des laboratoriais. O equipamento € feito de material acrilico transparente nas dimensdes
de 20X20cm e 200cm de extensdo. Possui fluxo de ar na extremidade de introducao do odor,
obtido de um cilindro de ar comprimido de alta pureza, umedecido por banho-maria (36°C) e
regulado por um fluxdmetro. Enquanto na extremidade oposta, hd um exaustor (Figura 3). Os
parametros utilizados em cada teste foram adaptados de estudos anteriores (Pinto ef al., 2012).
Sendo, temperatura a 26 + 1 °C, fluxo de ar a 1,0 L min™!, umidade relativa de 60- 70% e
exaustor gerando 1.150 rotagdes por minuto. Antes de todos os testes o tunel foi devidamente

higienizado com hexano.
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Figura 3 — Esquema do tinel de vento utilizado nos testes de atratividade em condig¢des

laboratoriais.
Fonte de odor '
50cm Camara de liberagao
/
4
Fluxo de ar il / 20em
sintético 1 f < exaustor
v
> 20cm
. 200cm
Banho-marla/
>

Direcao do fluxo de ar

Adaptado de: PINTO et al. (2012).

4.6. Liberaciao dos compostos

Para os ensaios no tinel de vento, optou-se pelo sistema de liberagdo por capilaridade
adaptado de Van Essen et al. (1994). Que consiste em frasco de vidro com capacidade de 4 ml,
fechado com tampa septada transpassada por um pavio revestido com plastico PTFE (Figura
4). Buscando manter a concentracdo dos compostos mais estavel, o liberador, contendo 2 ml
de substancia, foi posicionado dentro de um frasco tipo Drechsel com capacidade de 500 ml
acoplado ao fluxo de ar e posicionado na entrada do tinel (Figura 4).
Figura 4 — Frasco tipo Drechsel com capacidade de 500 ml conectado ao fluxo de ar e acoplado

na entrada de odor do tinel de vento. Seta vermelha: liberador.

Fonte: Bonfim (2024).
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4.7. Experimentos de atratividade em tunel de vento

O experimento foi realizado em triplicata. Em cada repeticdo, a atratividade do
composto puro e das quatro dilui¢des, além dos controles positivo e negativo, foi testada para
30 fémeas, sendo entdo 90 fémeas avaliadas por tratamento.

No inicio de cada teste, os insetos eram transferidos em grupos de trés para gaiolas de
liberagdo para aclimatagdo durante um periodo de 30 minutos. Apds os quais a gaiola era
alocada no tinel de vento, a 50 cm de distancia da entrada do odor.

As fémeas de Lu. longipalpis eram liberadas e avaliadas quanto aos comportamentos de
ativacdo, quando o inseto deixava a gaiola, e atracdo, quando o inseto alcancava a fonte de odor.
Cada grupo foi monitorado por um periodo de dois minutos, totalizando dez repeticdes por
tratamento.

Ao final do experimento, 630 fémeas de Lu. longipalpis foram avaliadas.

4.8. Atratividade em condicées de campo
4.8.1. Area de estudo

O experimento de campo ocorreu no municipio de Barra, regido Oeste do estado da
Babhia, localizado a cerca de 675 Km da capital do estado, Salvador (10°43'56"S 42°48'10"W).
A 4rea foi previamente caracterizada como endémica para leishmaniose visceral, com presenca
reconhecida de flebotomineos da espécie Lu. longipalpis.

Em razdo das suas caracteristicas bioecoldgicas e facilidade de acesso, o local escolhido
para montagem das armadilhas, foram as instalacoes da Fazenda Escola da Universidade
Federal do Oeste da Bahia. A fazenda fica localizada no perimetro periurbano do municipio, a
cerca 4,7 Km do centro da cidade. Sua area ¢ caracterizada pela presencga de vegetacdo nativa e
areas de cultivo experimental (Figura 5).

Seis pontos, distantes 20 m um do outro, foram escolhidos ao redor de um aprisco

mantido no local para instalagdo das armadilhas luminosas (Figura 6).
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Figura 5 — Vista aérea completa da area de estudo correspondente a Fazenda Escola da

Universidade Federal do Oeste da Bahia — UFOB.
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Fonte: Google Earth Pro (2025).

Figura 6 — Vista aérea da area dos pontos de captura delimitados para os testes de atratividade
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Fonte: Google Earth Pro (2025).
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4.8.2. Atrativos e liberacio
A capacidade de atracao do blend e suas diluigdes foi avaliada através da sua utilizagao
como iscas quimicas associadas as armadilhas luminosas do tipo CDC (Figura 7). Para isso um
frasco contendo 2 ml de substancia quimica foi preso as armadilhas com auxilio de um barbante.
Para liberagdo foi utilizado o mesmo sistema descrito nos experimentos de tinel de vento. Os
tratamentos foram: trés concentracdes do blend (1:10; 1:1 e pura); octenol puro (99%),
armadilha luminosa sem o blend e o blend em uma armadilha sem a luz.
4.8.3. Investigacao da atratividade em campo
As capturas foram realizadas em trés rodadas. Em cada rodada, os seis tratamentos
percorreram os seis pontos delimitados na area da fazenda ao longo de seis noites consecutivas,
seguindo um delineamento de quadrado latino, totalizando 18 repeti¢cdes por tratamento. As
armadilhas eram ligadas as 18h e desligadas na manha do dia seguinte, apds 12h de operagao.

A posi¢ao das armadilhas foi alternada ao longo das noites de experimento.

Figura 7 — Armadilha luminosa, tipo CDC, iscada com blend formulado com compostos

organicos volateis considerados biomarcadores da infec¢ao por L. infantum.

Fonte: Bonfim (2025).

Apos cada noite, as redes de captura foram recolhidas e levadas ao laboratorio de
Parasitologia do Campus local da Universidade Federal do Oeste da Bahia, onde os
flebotomineos capturados foram triados e contabilizados (Figura 8). Para identificagdo das
espécies capturadas, os flebotomineos foram clarificados e montados em Béalsamo do Canada
de acordo com Forattini (1973) e identificados utilizando a chave taxonomica proposta por

Galati (2024).
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Figura 8 — Flebotomineos capturados em armadilha luminosa, tipo CDC, iscada com blend
formulado com compostos organicos volateis considerados biomarcadores da infecgao por L.

infantum.

/@

Fonte: Bonfim (2025).

4.9. Analises estatisticas

Para os experimentos de atratividade em tunel de vento foi realizada Analise de
Variancia (ANOVA) seguida pelos testes de Tukey para comparacdo multipla de médias. O
software utilizado foi o GraphPad Prism versdo 10.4.2.

Para os experimentos de campo, a analise foi conduzida utilizando o R versdo 4.3.0. A
detec¢do de outliers foi realizada utilizando o método Intervalo Interquartil (IIQ). As
observagdes foram sinalizadas como outliers se estivessem abaixo de Q1 — 1,5 x IIQ ou acima
de Q3 + 1,5 x IIQ, onde Q1 e Q3 representam o 1° e 3° quartis, respectivamente. Coletas com
valores outliers detectados foram posteriormente removidos do conjunto de dados. A
modelagem inicial utilizou regressao de Poisson com avaliagdo da superdispersdo baseado em
metodologia descrita por Gelman e Hill (Gelman; Hill, 2006) que confirmou uma
superdispersdo significativa. Consequentemente, o modelo foi reajustado usando regressao
binomial negativa do pacote MASS (v7.3.60). Os tamanhos dos efeitos foram calculados
exponenciando os coeficientes de regressdo para produzir as Razdes de Coleta. Intervalos de
confianca de 95% foram calculados utilizando o erro padrdo do modelo. Os resultados foram
visualizados por meio de um grafico de floresta usando o ggplot2 (v3.4.4). O grafico mapeou
as Razoes de Coleta para o eixo x e as categorias de comparagdo para o €ixo y, com barras de
erro representando intervalos de confianga de 95%. Uma linha de referéncia vermelha tracejada

em Razao de Captura = | indicou auséncia de efeito.


https://paperpile.com/c/Cin5zK/dijN

29

5 RESULTADOS

5.1. Formula do blend
O célculo das propor¢des médias de cada composto biomarcador, previamente

obtidas nos cromatogramas (item 4.1), indicou a seguinte formulagdo: 77,08% de nonanal;

11,35% de decanal; 6,55% de octanal; 3,32% de heptadecano; 1,64% de 2-etilhexil salicilato.

5.2. Atratividade em tinel de vento
A andlise de variancia apontou diferenga estatistica tanto para ativagao (p<0,0002) como
para atragdao (p<0,0001) das fémeas (Figuras 9 e 10). Na comparagdo entre as médias, os
resultados foram os mesmos para ativagdo e atracdo, sendo que o controle diferiu da dilui¢ao
de 50% assim como do blend puro (p<0,05), ndo diferindo das outras dilui¢des e nem do octenol

(p>0,05). A diluicdo de 50% nao diferiu do blend puro (p>0,05).

Figura 9 — Percentual médio de fémeas de Lutzomyia longipalpis ativadas em tinel de vento
pelo blend sintético formulado com compostos biomarcadores liberados por caes infectados

com Leishmania infantum (Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferenga

significativa p<0,05).
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Fonte: Bonfim (2025).
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Figura 10 — Percentual médio de fémeas de Lutzomyia longipalpis atraidas em tinel de vento
pelo blend sintético formulado com compostos biomarcadores liberados por caes infectados

com Leishmania infantum (Letras diferentes entre os tratamentos indicam diferenca

significativa p<0,05).
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Fonte: Bonfim (2025).

5.3. Atratividade em condi¢des de campo
Ao final do experimento capturou-se 1,412 flebotomineos. Destes, 921 foram
capturados em armadilhas iscadas com o blend testado. A quantidade de machos e fémeas e o

total de espécimes capturados em cada tratamento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Flebotomineos capturados em armadilhas do tipo CDC, com ou sem luz, iscadas ou
nao com blend sintético formulado com compostos biomarcadores liberados por caes infectados

com Leishmania infantum.

Tratamento Fémeas capturadas Machos capturados Total
Luz 152 149 301
Luz + 10% 139 107 246
Luz + 50% 99 120 219
Luz + 100% 259 159 418
Luz + Octenol 85 105 190
Sem Luz (+ Puro) 7 12 19

Total 741 652 1412

Fonte: Bonfim (2025).

Somente na concentracao de 100% o blend testado demonstrou uma Razao de Captura
estatisticamente significante, com valor de p < 0,05 e intervalo de confianga da Razao de
Captura sem incluir o valor 1, em relagdo ao grupo controle (Figura 11). Tal resultado indica

uma captura em torno de 2,08 vezes maior que o controle (apenas luz) quando utilizado o



31

composto na concentracdo de 100% associado a luz. Para as demais concentragdes e octenol
ndo houve significancia estatistica de acordo com o modelo binomial negativo. Em relagdo ao
sexo também nao houve significancia estatistica na coleta de machos e fémeas. Quanto as
armadilhas sem luz, os resultados mostraram uma menor coleta de flebotomineos em relagao a

todos os outros tratamentos e controle.

Figura 11 — Gréafico de floresta indicando a Razdo de Captura de flebotomineos utilizando
armadilhas do tipo CDC, com ou sem luz, iscadas ou ndo com blend sintético formulado com
compostos biomarcadores liberados por caes infectados com Leishmania infantum. Losango e
barras azuis representam a Razao de Captura e intervalos de confianca de 95%. Linha vermelha

tracejada em Razdo de Captura = 1 indica auséncia de efeito.
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Fonte: Bonfim (2025).

Cinco espécies foram identificadas em todo o experimento. A espécie Lutzomyia
longipalpis foi a mais abundante, representando 88,31% dos flebotomineos capturados. As
demais espécies identificadas, em ordem decrescente, foram: Evandromyia sallesi (2,12%);
Evandromyia lenti (1,56%); Nyssomyia whitmani (0,50); Nyssomyia intermedia (0,21%);
Migonemyia migonei (0,07%) (Tabela 3). Do total de flebotomineos capturados, 6,23%

estavam danificados e ndo puderam ser identificados.
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Tabela 3 — Espécies de flebotomineos capturados utilizando armadilhas do tipo CDC, com
ou sem luz, iscadas ou ndo com blend sintético formulado com compostos biomarcadores

liberados por caes infectados com Leishmania infantum.

Tratamento Espécies
Sexo (6\ 9) Lu. longipalpis Ev. lenti Ev. sallesi Ny. intermedia Ny. whitmani Mg. migonei Total
Luz
4 136 1 4 0 1 0 142
Q 126 4 3 0 0 1 134
39 262 5 7 0 1 1 276
Luz+Octenol
3 93 6 0 0 2 101
Q 76 0 0 0 0 77
39 169 1 6 0 0 2 178
Luz+10%
3 95 1 2 3 0 0 101
Q 123 2 4 1 0 0 130
39 218 3 6 4 0 0 231
Luz+50%
4 112 2 4 0 2 0 120
Q 90 4 2 0 0 0 96
39 202 6 6 0 2 0 216
Luz+100%
3 148 5 0 0 0 1 154
Q 229 2 2 0 0 233
30 377 7 2 0 0 1 387
S/L+100%
3 12 0 0 0 0 0 12
Q 7 0 0 0 0 0 7
39 19 0 0 0 0 0 19

Fonte: Bonfim (2025).
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6 DISCUSSAO

O procedimento adotado para determinacdo das propor¢des dos compostos organicos
volateis, identificados nos pelos de caes infectados com Leishmania infantum, utilizados para
producao do blend testado nesse estudo, assume que o valor da area de um pico cromatografico
¢ linearmente proporcional a sua quantidade relativa em uma amostra (Harris, 2012). Embora
haja controvérsias sobre seu uso como método de quantificacdo (Noonan et al., 2018), essa
estratégia ¢ pratica e acessivel, sendo adotada em outros estudos para quantificagao relativa de
metabolitos em amostras bioldgicas como, extrato de penas de galinhas (Allan; Bernier; Kline
2006) plasma humano (Lawton et al., 2008) e urina humana (Mattarucchi; Guillou 2012; Nam
et al. 2020). Cabe ressaltar que os resultados obtidos ndo refletem a concentragdo absoluta
(ng/mg/g) dos analitos nas amostras de pelos de caes, representando apenas uma estimativa da
propor¢ao de cada um em relagao aos demais identificados.

A maioria dos componentes utilizados no blend sintético foi encontrada nos volateis de
diversas espécies de vertebrados como: ruminantes (Spinhirne et al, 2003; Yan et al. 2019)
canideos (Oliveira et al., 2008; Apps et al., 2012; Magalhdes-Junior et al., 2014b), felinos
(Burger et al. 2008), aves (Burger et al., 2004; Spanoudis et al., 2022) e humanos (Dormont,
Bessiere; Cohuet, 2013; Tavares et al., 2019).

Os compostos mais generalistas presentes no blend como nonanal, decanal e octanal,
foram investigados quanto ao seu potencial atrativo para algumas espécies de insetos de
importancia médica.

Para Culex quinquefasciatus, vetor do agente etiologico da filariose Wuchereria
bancrofti, nonanal ¢ uma pista quimica relevante. Neuronios receptores odoriferos (ORNs)
identificados para a espécie foram altamente responsivos a esse composto. Testes de
atratividade demonstraram aumento na captura de C. quinquefasciatus quando o composto foi
utilizado como isca (Leal et al. 2008). Resultados mais significativos foram alcangados para
capturas em que o composto foi associado a outros cairomdnios (Syed; Leal 2009).

Para Triatoma infestans, vetor do Trypanosoma cruzi, foram registradas respostas
elétricas para octanal e nonanal em andlises eletroantenograficas (Guerenstein; Guerin 2001).
Estudos recentes utilizaram nonanal em testes de olfatdmetro de escolha, onde machos e fémeas
de T. infestans responderam significativamente a 1 pl do composto; ja para ninfas de IV instar,
1 e 5 pl de nonanal foram as concentracdes mais atrativas (Rojas de Arias et al., 2023).
Nonanal foi significativamente atrativo para fémeas de Phlebotomus perniciosus em teste de

olfatdmetro de tudo em Y (Bezerra-Santos et al., 2024).
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Quando apresentados individualmente em tunel de vento para Lu. longipalpis, os
componentes do blend utilizado nesse estudo, em especial, decanal, nonanal, octanal e
heptadecano, foram mais efetivos para ativagao e atracao de machos. As fémeas foram ativadas
por decanal e nonanal, ndo demonstrando atratividade significativa. Os autores avaliaram ainda
blends dos mesmos compostos combinando volumes iguais de cada um. As respostas
observadas foram consideradas fracas pelos autores, sendo que apenas os machos de Lu.
longipalpis foram ativados e atraidos para o blend de octanal; decanal e heptadecano (1:1:1)
(Magalhaes-Junior et al., 2019).

Aproximadamente 70% das fémeas de Lu. longipalpis avaliadas no presente estudo,
foram atividades e atraidas para o blend de forma significativa. Os dados encontrados aqui
corroboram a afirmagdo de que insetos sdo mais responsivos aos odores do hospedeiro quando
sdo apresentados em conjunto e em propor¢oes aproximadas aquelas encontradas naturalmente
(Bruce; Pickett 2011; Tchouassi et al. 2013).

A espécie Lu. longipalpis foi a mais abundante em nossas capturas e, diferente do
observado por outros autores para a espécie, o numero de flebotomineos fémeas capturados
neste estudo foi maior que o de machos (Andrade ef al. 2008; Bray et al. 2014; Campos ef al.
2017; Courtenay et al. 2019).

Para Lu. longipalpis, é proposto que os machos busquem ativamente por hospedeiros
vertebrados, a fim de copular com as fémeas. Ao encontrar os hospedeiros, passam a liberar
feromonios sexuais, e de agregagdo, que em sinergismo com os cairomdnios do hospedeiro,
atraem tanto machos, que chegam primeiro aos locais de agregacdo potencializando a agdo do
feromoénio, quanto fémeas que respondem mais tardiamente aos semioquimicos produzidos
durante a agregacao (Kelly; Dye, 1997). O comportamento de busca ativa pelo hospedeiro
pode favorecer a captura dos machos em armadilhas.

A menor proporc¢ao de fémeas capturadas em estudos de campo também ¢ justificada
pelo seu estado fisiologico, dado que fémeas ingorgitadas tém sua capacidade de voo reduzida.
E proposto que tendem a permanecer proximas a locais apropriados para refeicio sanguinea,
acasalamento e oviposicdo (Ready, 2013). Para fémeas de Nyssomyia neivai, o estado
fisioldgico interferiu significativamente em sua resposta a luz e ao composto hexanol em tinel
de vento, onde fémeas gravidas e alimentadas responderam menos aos atrativos que as nao
alimentadas (Machado et al., 2022).

Em testes de olfatdmetro de escolha o odor de caes infectados por L. infantum foi
significativamente mais atrativo para fémeas de Lu. longipalpis do que para machos (Staniek;

Hamilton, 2021). Os autores sugeriram uma possivel manipulagdo parasitaria no padrdo de
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atratividade entre os sexos. E suposto que fémeas de Lu. longipalpis seriam mais
fortemente atraidas para hospedeiros infectados por L. infantum, enquanto machos, teriam
preferéncia pelo odor de animais nao infectados. Ou seja, naturalmente, os machos tenderiam
a buscar hospedeiros ndo infectados para a agregacao. Tal comportamento, aumentaria as
chances de fémeas infectadas encontrarem hospedeiros susceptiveis, garantindo a perpetuacao
da infeccdo, e consequentemente da espécie parasita. Contudo, sdo necessarios mais estudos
para comprovacao dessa suposicao.

Embora nao tenha sido identificada diferenca estatistica na propor¢ao de machos e
fémeas capturados no presente estudo, as fémeas foram mais abundantes no tratamento Luz +
blend puro, Unico com significancia para aumento de capturas (Tabela 2). Para o mesmo
tratamento, 88,41% das fémeas identificadas pertenciam a espécie Lu. longipalpis (Tabela 3).
Corroborando os estudos que afirmam que o odor do hospedeiro infectado com L. infantum ¢
mais atrativo para seu principal vetor, os flebotomineos da espécie Lu. longipalpis.

Os resultados obtidos no presente estudo para a avaliacdo em tinel de vento, refletiram-
se parcialmente nas avaliagdes de campo, visto que armadilhas luminosas iscadas com o blend
a 50% nado tiveram capturas significativas, como observado para aquelas iscadas com o blend
puro.

Houve variacdes na atratividade de compostos organicos volateis para algumas
espécies de flebotomineos e outro insetos hematéfagos a medida que se aumentava ou
diminuia as taxas de liberacdo dos compostos atrativos (Andrade et al., 2008; Dormont et al.,
2021).

A avaliacdo da atratividade de copias sintéticas do feromonio de agregacao sexual de
machos de Lu. longipalpis associados a aplicagdo de inseticidas, utilizando a estratégia de atrair
e matar (“atract and kill”), demonstrou que o incremento de 1 para 10 liberadores, aumentou
em 2,8 vezes o nimero de fémeas atraidas para os locais de aplicacdo (Bray ef al. 2010). A taxa
de liberacao utilizada no presente estudo foi relativamente baixa, possivelmente interferindo na
volatilidade do blend durante avaliagdo em campo. Seria interessante investigar a atratividade
do blend avaliado neste estudo com outro tipo de liberador, ou com um niimero maior desses

liberadores, visando o incremento do nimero total de capturas.
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7 CONCLUSOES

v' Areas relativas obtidas a partir de cromatogramas de material biologico mostram-se

uteis como base para formulagao de atrativos para insetos;

v" Compostos considerados biomarcadores da infec¢do por L. infantum identificados
nos pelos de caes infectados, quando formulados em um blend em proporgdes aproximadas

aquelas determinadas por GC-MS, foram capazes de ativar e atrair fémeas Lu. longipalpis;
v' Fémeas de Lu. longipalpis foram mais responsivas as altas concentra¢des do blend,

v' A utilizagdo do blend puro como isca quimica associada a armadilhas luminosas do

tipo CDC incrementou em 2,08 vezes o numero total de flebotomineos capturados.
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