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Resumo

Os flebotomineos (Diptera, Psychodidae) séo insetos transmissores de
leishmanioses e arboviroses. O estabelecimento de colénias em laboratério para o
estudo comportamental da espécie Lutzomyia neivai, transmissor da leishmaniose
tegumentar, requer manutencao e cuidados especiais.

Os insetos hematofagos sdo atraidos por substancias volateis liberadas
pelos hospedeiros e o0 estudo dessas substancias é denominado “ecologia
quimica”. A capacidade atrativa das substancias pode ser medida em laboratério
por meio de aparatos como tuneis de vento. Entretanto, muitas variaveis
interferem na eficacia de um tunel de vento, como por exemplo: tamanho do tunel,
forma de liberacdo e captura dos insetos, velocidade e forma da pluma de odor e
altura da fonte de liberacao de odor (meio ou base do tunel).

Este estudo tem como finalidade o estabelecimento de uma colbénia de
Lutzomyia neivai e a construgdo de um tunel de vento, desenvolvido e modificado
a partir de literatura de referéncia, para avaliacao de substancias atrativas.

Os espécimes foram coletados na regidao de Araraquara, nos municipios de
Rincdo e Santa Euddxia. Apds a coleta, os insetos capturados foram levados para
a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Campus Araraquara onde a coldnia foi
mantida e os experimentos realizados.
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1. INTRODUCAO

Leishmaniose é uma doenga que se manifesta de diversas formas clinicas,
tegumentar (cutdnea e mucocutanea) e visceral. Acredita-se que exista cerca de
12 milhdes de pessoas contaminadas com leishmaniose no mundo, e uma
incidéncia de aproximadamente 1 a 2 milhdes de novos casos por ano, atingindo
88 paises ao redor do mundo (WHO, 2011). A leishmaniose é uma zoonose que
apresenta como agente etioldgico o protozoario Leishmania sp (Kinetoplastida,
Trypanosomatidae), transmitida por flebotomineos .

Para a transmissdo das leishmanioses ao ser humano, é necessario ao
menos a realizacao de dois repastos sanguineos pela fémea. Outros mamiferos
sdo hospedeiros reservatérios e auxiliam a manutencdo do ciclo da doenca.
Portanto, as fémeas se alimentam no hospedeiro reservatério infectado e
contaminam o homem em um segundo repasto (Lainson, 1989). Essas diferentes
fontes de alimentos demonstram flexibilidade alimentar para esse vetor.

A capacidade vetorial dos flebotomineos € caracterizada pela atracao
exercida tanto pelo homem, denominada antropofilia, como pelo hospedeiro
reservatorio denominado zoofilia. Esses dois fatores podem ser medidos pela
observacao do conteldo estomacal de fémeas coletadas no campo (Christensen
et al., 1983; Morrison et al., 1993). Uma alternativa para demonstrar a preferéncia
a determinados hospedeiros € a exposicdo de iscas animais as fémeas de
flebotomineos (Quinnell et al, 1992; Montoya-Lerma & Lane, 1996; Campbell-
Lendrum et al., 1999). Sendo valida também, para testar antropofilia para

determinada espécie de flebotomineo, a utilizacao de iscas humanas. Entretanto,



a utilizagdo de iscas humanas estd sendo cada vez menos utilizado, devido
principalmente as questdes éticas.

As capturas realizadas comumente com armadilhas luminosas também
sofreram criticas de alguns autores como medida indireta da captura em humanos
(Molyneaux & Ashford, 1983; Wheeler et al., 1996). Davies et al. (1995)
destacaram trés pontos relacionados a esses dois tipos de captura, diferenca no
grau de antropofilia e fototaxia entre as espécies de flebotomineos.A atracao pelas
fémeas causada por iscas humanas seria possivelmente superior as iscas
luminosas e as iscas utilizadas podem atrair fémeas em diferentes estados
gonotropicos.

A espécie Lutzomyia neivai, previamente considerada como sinonimia do
complexo Lutzomyia intermedia, foi reavalidada por Marcondes (1996) sendo
considerada uma espécie de importdncia na transmissdo da leishmaniose
tegumentar (Cérdoba-Lanus et al., 2006). A escolha da espécie L. neivai para o
presente estudo deve-se aos seguintes fatores: sua importancia epidemiolégica;
ao grande numero de exemplares capturados em area endémica de leishmaniose
tegumentar préxima a Araraquara (Pinto et al, 2005) e a auséncia de
conhecimentos sobre substancias atrativas para essa espécie.

A atratividade dos insetos € possivel devido a percepcdo desses por
diferentes substancias liberadas em seu ambiente por outra fonte emissora. Essas
substancias podem ser utilizadas para a atratividade sexual, os feroménios ou a
busca por alimentos, os cairomémios.

Segundo Trigo (1999), ferombnios sdo substancias que mediam interagcbes

entre organismos da mesma espécie, conferindo vantagens adaptativas para o



organismo emissor, para o organismo receptor, ou para ambos. E cairomdnios
sdo substancias pertinentes a biologia de um organismo (organismo 1) que,
quando em contato com um individuo de outra espécie (organismo 2), séo
favoraveis para o organismo 2, mas nao para o organismo 1 .

O conhecimento que se tem, referente a cairoménios e ferormdnios para
flebotomineos € baseado principalmente em estudos com a espécie Lutzomyia
longipalpis, transmissora da leishmaniose visceral, o que determina a falta de
conhecimento de maior quantidade de substancias atrativas. Um estudo realizado
em campo com duas espécies de flebotomineos, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia
intermedia, demonstrou que o CO, € uma das substancias atrativas liberadas pelo
ser humano e corresponde a 45% da atragao total de um ser humano (Pinto et al.,
2001b).

Em estudos realizados em laboratério, o suor humano foi atrativo para
Lutzomyia longipalpis, mesmo com a auséncia de CO, (Hamilton & Ramsoondar,
1994; Rebollar-Tellez et al., 1999). Uma mistura de &cido latico, caproico e aménia
semelhante ao suor humano mostraram-se atrativa para Aedes aegypti (Krockel et
al. 2006). Esse composto foi também avaliado para flebotomineos das espécies L.
longipalpis e L. intermedia indicando diferenca entre as espécies (Andrade et al.,
2008).

Para o estudo em laboratério do comportamento de insetos é necessario o
uso de tuneis de vento que sdo aparelhos construidos com material inerte para
odor e tem um ponto para a liberagdo do estimulo e outro para a detecgdo do
inseto que esta em teste. O comportamento pode ser observado diretamente ou

indiretamente com filmagem.
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Uma utilizagao eficiente desses equipamentos depende da padronizagéo de
certas variaveis como, tamanho do tunel, forma da pluma de odor e velocidade de
liberacdo do composto testado. A diferenga na estrutura da pluma de vento
formada dentro do tunel de vento pode tornar uma mesma substancia mais
atrativa ou menos atrativa para os culicideos (Geier et al., 1999). No trabalho de
Pinto (2001a) obteve-se uma eficacia regular do tunel de vento para flebotomineos
comparando-se suor humano com um controle negativo, com eficacia regular do
tunel de vento para flebotomineos.

E possivel concluir que o uso de isca humana é essencial para o estudo de
flebotomineos devido a sua capacidade atrativa, porém o uso em campo de iscas
humanas por questdes de seguranca nao €& recomendado. A busca por
cairomdnios que substituam as iscas humanas torna-se uma questdo relevante
mesmo com todas as dificuldades para tal proposito.

2. OBJETIVOS
1. Estabelecer uma colénia de L. neivai originaria de Rincdo-SP e Santa
Eudoxia .
2. Construir um tunel de vento satisfatério as condi¢cdes dos flebotomineos.
3. Avaliar a eficacia do tunel de vento para flebotomineos utilizando
substancias quimicas e animais como atrativos.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. Criacao dos flebotomineos

O método utilizado para a colonizagdo de flebotomineos foi baseado na

proposta relatada por Young et al. (1981) e Modi & Tesh (1983) com adaptacdes.

Os insetos foram coletados nas regides de Santa Euddxia e Rincao com coletores
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manuais pela estudante Karina Pereira Barbieri e a Profa. Dra. Mara Cristina
Pinto. Outras formas de coleta como armadilhas de Shannon e armadilhas
luminosas também foram utilizadas. Os adultos coletados foram colocados em
gaiola de armagao de PVC recobertas com tecido tipo “voil”, alimentados com
algodao embebido em solucao de mel 50% (uma parte de agua destilada fervida +
uma parte de mel puro), apos a preparacao a solucao de mel 50% era distribuida
em frascos estéreis de 2ml e mantida em congelador, retiradas apenas quando
eram utilizados.

Os insetos capturados eram transportados para o laboratério de
Parasitologia na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, climatizado
com temperatura média de 25°C e umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12
horas. No dia seguinte, as fémeas eram alimentadas com hamster anetesiados
com solucéo de ketamina/xilazina 0,15ml /50g durante uma a duas horas. Apés 24
horas as fémeas eram separadas em potes de plasticos com fundo de gesso
(potes de oviposicao), preparados anteriormente na proporcéo de 1:2 (400 ml de
agua e 800g de gesso), para a oviposicao. Esses potes foram mantidos dentro de
recipientes plasticos forrados com folhas de papel umedecidas com agua
destilada.

Ap6s a morte, as fémeas foram separadas e identificadas por meio da
técnica de diafanizacdo que permite a clarificagcdo dos insetos, com a retirada de
toda a quitina do exoesqueleto, proporcionando analisar o interior do inseto e
observar a espermateca das fémeas e determinar a diferenciacdo entre as
espécies. A técnica de diafanizacao era realizada com separagao e introdugao dos

insetos adultos em solucéo de hidréxido de potassio 10%, por até 4 horas, depois
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se retirava a solucdo e acrescentava-se uma solucdo de acido acético
concentrado por 15 minutos, lavava-se com agua destilada por mais 15 min.
Acrescenta-se aos insetos lactofenol e analisava-se ap6s 24 horas 0s insetos.

Com a eclosao das larvas adicionou-se ao pote de oviposi¢gdo uma ragao
preparada a partir de uma mistura nas mesmas proporgcdes de racao de coelho,
fezes de coelho e humus de minhoca fermentados durante um més. Essa mistura
foi triturada em gral de porcelana e autoclavada. A quantidade introduzida era
pequena para evitar o crescimento de fungos que poderiam prejudicar o
desenvolvimento das larvas.

As pupas desenvolviam-se dentro dos potes, os adultos que emergiam
foram colocados dentro das gaiolas recobertas por “voil” e alimentados com
solucado de mel 50% embebida em algodao estéril. Dias depois as fémeas eram
alimentadas com hamster anestesiado e o processo era repetido.

3.2. Construcao do tunel de vento

O tdnel de vento foi construido segundo as especificacdes de Pinto (2001a)
com varios ajustes. O tunel foi construido em material acrilico com as dimensdes
20X20cm e 200cm de extensdo. Foram testadas varias formas para se obter as
melhores respostas dos flebotomineos dentro do tunel, o0 mesmo foi desenhado
para proporcionar possibilidades de testes e comparagbes. Por exemplo: a
substancia avaliada poderia ser liberada isoladamente ou concomitantemente com
o controle negativo (uma saida central ou duas laterais); os insetos poderiam ser
liberados do centro do tunel ou da base do mesmo; a gaiola de liberacdo dos
insetos poderia ser colocada em diferentes pontos do tunel para que menores ou

maiores distancias de atracao fossem avaliadas.
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3.3. Padronizacao do tunel de vento

O funcionamento do tunel de vento (detalhes mostrados nas Figs 1 a 8)
baseou-se em um fluxo de ar liberado de um cilindro com vazao de 0,5 mL/min por
um fluxdmetro. O ar entrava no tunel por uma mangueira conectada a um
kitassato contendo agua destilada que era mantido dentro de um banho-maria em
uma temperatura de 37°C (Fig1 e 4).

Os insetos eram colocados em caixinhas do lado oposto ao local da
liberacao dos compostos (Figs 2, 6 e 7). O fluxo de ar era gerado por um exaustor
posicionado no lado oposto a entrada do estimulo (Fig 8).

Os testes eram realizados algum tempo depois da introducdo dos insetos
nas caixas de liberacdo, o que poderia eliminar a saida como impulso do inseto.
Foram realizadas testes com substancias atrativas (cairomonios) e com animais.

O tdnel de vento era higienizado em toda a sua extensdo (Fig 3), com
hexano, um solvente que eliminava todos os compostos remanescentes que
ficavam no tunel, a cada vez que se fazia algum teste, o tunel era mantido aberto
por algum tempo para eliminar os odores do solvente. Os componentes menores
como as caixinhas onde se introduzia os insetos eram limpos com solugdo do
detergente Extran 5% utilizando agua destilada como diluentes e secos em estufa

ou por 24 horas a temperatura ambiente.
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Fig 2. vista total da caixa de liberacdo do inseto.

Fig 1. Cilindro de ar sintético acoplado as mangueiras
e ao Kitassato, dentro do banho-maria,
onde o ar sera umidificado.

Fig 3. Vista total do tunel de vento.

Fig 4. Detalhe da entrada do fluxo de
ar no tdnel de vento.
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Fig 5. Vista frontal do local de liberagao Fig 6.Vista superior da caixa
do fluxo de ar. liberadora dos insetos

Fig 8. Exaustor-extremidade
posterior do tunel.

Fig 7. Caixa de liberacédo do inseto.
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3.4. Experimentos com flebotomineos vindos de campo

Concomitantemente as tentativas de criacao de flebotomineos optou-se por
realizar alguns experimentos com flebotomineos vindos do campo, este método
ndo permitia que se controlasse o tempo de vida dos insetos e o estado
gonotrofico das fémeas. Os insetos eram coletados durante a noite com
capturador manual na parede de uma residéncia e os que sobreviviam até o dia
seguinte, ou dias consecutivo, eram submetidos a testes no tunel de vento.
OBS: Os experimentos descritos a seguir na padronizacdo do tunel de vento
foram realizados, algumas vezes com pequenas variagbes. Desse modo para
tornar a leitura e compreensao mais clara, optou-se por explicitar a metodologia
juntamente com os resultados.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Criacao de flebotomineos

Foram dois anos (de 2009 e 2010) de tentativas de colonizacdo de
flebotomineos vindos do campo, com o inicio das coletas provenientes de Rincao
porém, devido ao menor numero de insetos coletados nessa regido optou-se por
coletar em Santa Euddxia, alguns resultados sao apresentados a seguir.

Para a primeira tentativa de formacdo da col6nia a coleta foi feita em
Rincdo. Aproximadamente 200 adultos foram capturados. Desses, 51 adultos

permaneceram vivos, 23 fémeas foram isoladas e nove ovipuseram (Tabelal).
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Tabela 1. Oviposicdo de fémeas de Lutzomyia neivai coletadas em Rincéo e
individualizadas.

Fémeas Quantidade de ovos
31
49
6
24
44
52
28
40
48
322

©Coo~NOOOaPR~hOWON =

Total

Na primeira tentativa de colonizacado algumas larvas eclodiram, porém
nenhum adulto emergiu, devido ao aparecimento de quantidade elevada de
fungos. Fez-se nova coleta em Santa Euddxia, obtendo-se os resultados
apresentados na tabela 2. Essa coleta novamente nédo resultou em adulto
devido ao aparecimento de muitos fungos.

Tabela 2. Oviposicao de fémeas de Lutzomyia neivai coletadas em Santa Euddxia

e individualizadas.

Fémeas Quantidade de ovos
51
65
62
60
6
59
29
75
49
6

Coo~NOoOOOTh~hWwWND =

—_
o

Total 464
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Na coleta posterior foram capturados 300 adultos, com uma grande
mortalidade no primeiro dia. As fémeas vivas se alimentaram no hamster e depois
63 foram individualizadas. A partir deste numero, 24 fémeas ovipuseram (Tabela
3). As larvas oriundas destes ovos chegaram a fase de desenvolvimento L4 e ndo
se observou a presenca de fungos nos potes de criacdo. Porém nao obteve-se
nenhum adulto.

Tabela 3. Oviposicao de fémeas de Lutzomyia neivai coletadas em Santa Euddxia
(16/09/2009) e individualizadas.

Fémeas Quantidade de Ovos
1 56
2 32
3 50
4 64
5 42
6 51
7 39
8 44
9 43

10 21
11 60
12 38
13 35
14 52
15 50
16 47
17 29
18 61
19 36
20 42
21 15
22 38
23 43
24 51
1059
Total




Observa-se que nas primeiras coletas ndo foi obtido nenhum adulto,
havendo alta taxa de mortalidade das fémeas capturadas considerando a
quantidade de fémeas que ovipuseram. No decorrer do trabalho alguns
aperfeicoamentos foram realizados, como a esterilizacdo de todos o material
utilizado para evitar a proliferacdo dos fungos, a diminuicao da quantidade de
alimento fornecido e a esterilizacdo do mesmo. Nessa fase dos experimentos,
alguns problemas climaticos foram enfrentados. As coletas foram
interrompidas e iniciaram-se apenas no ano seguinte.

Coletou-se em 21/04/2010 poucos adultos, com mortalidade elevada de
larvas, como demonstra a tabela abaixo.

Tabela 4. Dados de L. neivai. Coleta 21/04/2010.
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Numeros absolutos Sobrevivéncia (%) a partir
do estagio anterior

Quantidade de fémeas 56
que ovipuseram
Quantidade de ovos 372 (6,6 ovos/fémea)
Quantidade de larvas 120 32
Quantidade de pupas 30 25
Quantidade de adultos 3 10
resultantes

Observou-se que o0 numero de insetos diminuiu a cada estagio de
desenvolvimento da colénia. A prdéxima coleta foi realizada em 31/08/2010,
porém nao resultando em adultos (Tabela 5).

Tabela 5. Dados de L. neivai. Coleta 31/08/2010.

Numeros absolutos Sobrevivéncia (%) a partir
do estagio anterior

Quantidade de fémeas 30
que ovipuseram
Quantidade de ovos 164 (5,5 ovos/fémea)
Quantidade de larvas 20 12,2
Quantidade de pupas 15 75
Quantidade de adultos 0 0
resultantes
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Outra tentativa de desenvolver a colbnia foi a coleta do dia 26/10/2010,

porém desta vez, ndo obteve-se desenvolvimento da fase de ovos.

Tabela 6. Dados de L. neivai. Coleta 26/10/2010.
Quantidade de fémeas | 10 Fémeas (a partir de 90)
que ovipuseram

Quantidade de ovos 391 (39 ovos/fémea)
Quantidade de larvas 0
Quantidade de pupas 0
Quantidade de adultos 0

resultantes

A colonizagao de flebotomineos mostrou-se com varias dificuldades, a
primeira era a distancia do local das coletas e problemas de transportes ou de
clima favoravel, e coletas em que a quantidade de insetos capturados era
menor do que a necessaria para o inicio de uma colénia. Observou-se que
para obtencdo de um numero significativo de adultos era necessério iniciar
com uma quantidade elevada de fémeas coletadas.

4.2. Padronizacao do tunel de vento

A pluma de odor gerada pelo fluxo de ar e sua dispersdo ao longo do
tunel de vento foi visualizada por meio de teste de fumaca. Pedras de gelo
seco foram colocadas no kitassato contendo a agua por onde o fluxo de ar
passava. A reacdo quimica produziu a liberagdo de uma fumaga branca
visivel. Com isso observou-se como a pluma de odor se dispersava e o tempo
decorrido de sua liberagcao até a caixa onde

4.3. Experimentos com flebotomineos vindos do campo

A utilizacao de flebotomineos vindos diretamente do campo para testes em

tunel do vento foi alternativa para o prosseguimento dos experimentos que ficaram

impossibilitados devido a falta de flebotomineos obtidos na colénia de laboratério.



4.3.1. Teste com animais utilizando flebotomineos da espécie L. neivai
Utilizou-se como estimulo diferentes espécies de animais, camundongo

e hamsters, avaliando-se 10 insetos em cada experimento e 0 mesmo numero

de flebotomineos no controle. Considerando os insetos que responderam

foram ativados pelo estimulo, observando-se o comportamento dos insetos na
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tabela 7.
Tabela 7. Resposta de L. neivai aos odores de camundongo e hamster
Flebotominineos | Controle (ar) | Camundongo Hamster
avaliados
Avaliados 10 10 10
N&o responderam 2 5 5
Responderam 8 5 5
(ativados)

A partir dos insetos ativados mediu-se a distancia percorrida e o tempo
de resposta, com duracdao dos experimentos de 5 minutos e a distancia do
estimulo a caixa de recep¢ao do inseto de 100 centimetros, considerando os
insetos que chegaram ao local do estimulo como atraidos pelo odor. Na tabela
8 observa-se que ndo houve diferenca de atratividade entre os odores do
camundongo e o hamster, porém comparando-se com o controle pode-se

perceber que nenhum inseto foi atraido pelo controle.
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Tabela 8. Resposta de L. neivai aos odores de camundongo e hamster (distancia).
Distancia percorrida

Insetos Controle | Camundongo Hamster
ativados
1 25 cm 100 cm* 100 cm*
2 10 cm 10 cm 100 cm*
3 50 cm 100 cm* 100cm*
4 15cm 60 cm 10 cm
5 50 cm 100 cm* 10 cm
6 5cm - -
7 50 cm - -
8 30cm - -

* Insetos que foram atraidos, ou seja, chegaram até o local de liberacao do estimulo.

Qutra variavel analisada foi o tempo de resposta dos insetos ao estimulo,
0s experimentos apresentavam o tempo de duracédo de 5 minutos, observando-se
a tabela abaixo, percebe-se que aproximadamente 2 minutos de experimentos
foram suficientes para a resposta do inseto. Porém, neste experimento ndo se
obteve resultados conclusivos de atratividade, isto pode ser observado pela
variabilidade grande de tempo de resposta para os animais em teste e também o
controle na tabela abaixo.

Tabela 9. Tempo de resposta dos insetos ao odor de camundongo e hamster.

Tempo de resposta

Insetos Controle | Camundongo Hamster
ativados

1 10” 10™ 3:00*

2 30” 3:00 2:00*

3 4:30 107 2:00*

4 30” 1:00 30”

5 1:00 10™ 1:30

6 2:00

7 30”

8 4:50

* tempo de chegada ao estimulo.



4.3.2. Teste com octenol 1% utilizando flebotomineos da espécie L.neivai

O octenol é uma substancia que havia sido testada em campo e
mostrou-se um atrativo eficiente. Neste experimento, utilizou-se como
substancia teste o octenol diluido em hexano na concentracao final de 1%,
esta solucao foi transferida 20ul em papel de filtro. O controle era apenas 20
pL de hexano puro em papel de filtro.

Analisando-se a tabela 9, foram testados 10 insetos em cada situagao,
com resposta de ativagcao de 60% com o octenol, nenhuma ativagao para a
substancia controle, porém neste experimento foi possivel identificar que a
resposta era influenciada com o decorrer dos experimentos, ou seja, percebia-
se que com a evaporagdao do octenol, os Uultimos insetos analisados
apresentam um comportamento de resposta diferente em relacdo aos
primeiros analisados. Observou-se que os insetos foram ativados pelo octenal,

embora o numero de insetos avaliados tenha sido pequeno.

Tabela 10. Resposta de L. neivai ao octenol 1%.

Quantidade Controle Octenol
de (hexano) 1%
insetos
Avaliados 10 10
Nao 10
responderam
Responderam 0 4
(ativacao)
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A ativagao do inseto, que € sua resposta frente ao estimulo, determinou-se
o tempo de resposta e a distancia percorrida. A distancia entre o estimulo e o
inseto era de 1metro, a tabela 10 demonstra que nenhum inseto atingiu o local de
estimulo, o que caracterizaria a atragao pelo estimulo. O tempo de resposta para
75% dos insetos ativados foi de até 2 minutos, tempo suficiente, portanto para a

ativagéo do inseto.

Tabela 11. Resposta de L. neivai ao octenol 1% (tempo de resposta e distancia).

Insetos Tempo de Distancia
(ativados) reposta percorrida
1 50” 50 cm
2 2:35 80 cm
3 1:07 30 cm
4 1:20 90 cm

4.3.3 Octenol com liberacao constante em tunel de vento

Optou-se por realizar o teste usando o octenol com liberacdo constante e
sem diluicdo, para se evitar a diminuicao da liberacdo a cada inseto testado. A
metodologia de liberagao seguiu a mesma que o grupo havia utilizado em campo
(Pinto et al., 2011). Dessa forma, 1mL de octenol foi colocado dentro de um frasco
fechado por uma rolha perfurada por onde dois barbantes foram transpassados. O
barbante ficava mergulhado no octenol com as pontas de aproximadamente 2 cm
para fora. O composto foi liberado por volatilizagéo.

Os flebotomineos (L. neivai) trazidos do campo foram colocados
individualmente nas caixinhas de liberacao e expostos ao controle ou octenol por 2
minutos. Um total de 50 insetos foram utilizado para o controle e mais 50 insetos

para o octenol.
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Dos 50 insetos avaliados em cada tratamento, 48 ndo responderam no
controle (ndo sairam da caixa de liberagdo) em relagdo aos 12 que néo
responderam no octenol. O teste de quiquadrado apresentou significancia tanto
para a ativagdo como para a atracao entre controle e octenol (p<0,0001).

Os resultados mostraram a atratividade do composto € a eficiéncia do tunel

de vento em medir atratividade (grafico).

Resposta de L. neivai em tunel de vento
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Analisando-se os resultados com octenol pode-se observar que a forma de
liberacdo do composto interferiu na resposta do inseto, a liberacdo constante
obteve maior eficaz em relacdo a outra forma de liberagdo. Optou-se por esta
variacdo devido a observacdo durante os experimentos da diminuicdo das
respostas com a evaporagao do composto com o tempo, diminuindo a quantidade
de octenol no papel, com a liberacdo constante era possivel controlar a
quantidade de liberacao (0,13 mg/ min) e garantir a presenca deste composto até

o final do experimento.
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CONCLUSOES

A colonizacao de flebotomineos em laboratério € uma tarefa ardua em que
varios fatores devem ser considerados, como alimentagdo apropriada,
locais de manutencao da colénia com controle de temperatura, periodo de
luminosidade, presenga de fungos e a quantidade de adultos coletados em

campo.

A colonizacao de flebotomineos tornaria mais facil o estudo em laboratério
com a eliminacao de varias coletas que poderiam ser prejudicadas pelo
clima ou questdes de logistica. Uma questdo também seria a utilizagao de
insetos com o tempo de vida conhecido, porém neste estudo optou-se pela
utilizacdo de insetos trazidos do campo, devido ao insucesso da

colonizacéo.

O estudo do comportamento de atratividade dos insetos a compostos é

possivel de ser realizado em tunel de vento.

Para este estudo algumas variaveis foram observadas que pudessem
interferir nos experimentos, como tempo, distancia do estimulo ao inseto e

a forma de liberacao das substancias.

A resposta do inseto frente ao estimulo caracteriza uma ativagao deste,
enquanto que a busca do inseto ao estimulo considera-se como

atratividade.
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v" Compostos utilizados em armadilhas no campo, como o octenol, podem ser
usados como controles positivos em experimentos de atratividade para L.

neivai.

v' QOutros estudos devem ser realizados para a identificacdo de substancias

atrativas.
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