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Apresentacao

H& muito sabemos que pesquisa e desenvolvimento (P&D) sdo fundamentais
para o avanco socioecondmico e a independéncia de uma nacdo. Além da
obtencao de produtos e tecnologias através da pesquisa cientifica
propriamente dita, a disseminacdo dos conhecimentos gerados possibilita
que os resultados desta atividade cheguem mais rapidamente aos
beneficiarios do processo, ou seja, produtores, técnicos, estudantes e
populacédo no geral interessada nas novas tecnologias agropecudrias.

Em se tratando de uma empresa publica, como a Embrapa, a transferéncia
das tecnologias geradas em P&D faz parte da prépria esséncia desta
instituicdo. Dessa forma, a Embrapa Pecuéria Sul utiliza as publicacdes da
Série Embrapa como uma das ferramentas estratégicas formais de
transferéncias das tecnologias, direcionadas as cadeias produtivas da carne
bovina e ovina, do leite e da |a para a regido sul do Brasil.

A presente publicacdo é mais um exemplo deste esforco institucional. Nesta
obra é revisado o conhecimento sobre a atuacdo de feromoOnios na
comunicacao quimica de dipteros muscomorpha (moscas) de importancia na
producao animal, especialmente em bovinos. Este documento descreve os
fundamentos de uma das linhas inovadoras de pesquisa cientifica em
sanidade animal da Embrapa Pecuaria Sul, na busca da aplicacao destes
feromoOnios no desenvolvimento de formas alternativas de controle a
aplicacdo de inseticidas, mais seletivas e menos agressivas ao ambiente,
manipulando o comportamento quimico dos organismos envolvidos.

Assim, mais do que cumprir com nossa missdo institucional, a Embrapa esta
trabalhando para a efetiva disponibilizacdo de tecnologias e recomendacdes
que possam contribuir para uma pecudria mais sustentavel e diferenciada
nos campos sul-brasileiros. Esperamos que esta obra seja bem apreciada
pelos leitores e que possa colaborar com a evolucao da ciéncia e da
tecnologia aplicada na agropecuéria do sul do Brasil.

Alexandre Costa Varella
Chefe-Geral
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O Papel dos Feromonios na
Comunicacao Quimica de
Moscas de Interesse na
Saude Animal

Claudia Cristina Gulias Gomes

Introducao

Os dipteros formam o segundo maior grupo taxondmico entre os insetos,
com 125.000 espécies ja descritas (YEATES; WIEGMANN, 1999).
Algumas destas espécies, classificadas em sua maioria na Infraordem
Muscomorpha (McALPINE; WOOD, 1989), apresentam alto grau de
adaptacao as criagdes animais, o que as tornam relevantes sob o ponto
de vista sanitario e econémico em sistemas de producédo. A alta
concentracdo de dejetos e residuos alimentares, assim como a
aglomeracao de animais favorece o descontrole populacional de espécies
parasitas. Dipteros com comportamento generalista na escolha de
alimentos e sitios de oviposicdo elevam o risco de transmissdo de
bactérias, fungos, virus, protozoarios e helmintos (NEVES, 2005),
contribuindo para a dispersdo de doencas infecciosas que afetam tanto a
saude animal quanto a humana. A espécie Musca domestica Linnaeus
(Diptera: Muscidae), encontrada tanto no ambiente urbano quanto no
rural, é um exemplo. No campo, a mosca-doméstica estd associada
principalmente as criacdes de bovinos, suinos e aves, devido ao acumulo
de dejetos e armazenamento de alimentos (Figura 1). Nos centros
urbanos pode ser encontrada em residéncias, hospitais, frigorificos,
restaurantes, depdsitos de lixo ou qualquer lugar onde haja a
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disponibilidade de residuos organicos. A sua presenca, portanto, além de
causar estresse aos animais e pessoas, torna o ambiente insalubre, o
que justifica a necessidade da aplicacdo de medidas de controle. As
injurias provocadas por moscas ndo se restringem a veiculagao de
patégenos. Espécies hematéfagas, como Haematobia irritans (Linnaeus)
(Diptera: Muscidae), Stomoxys calcitrans (Linnaeus) (Diptera: Muscidae)
e Glossina sp (Diptera: Glossinidae), também estdo associadas a reducéao
da producdo animal em consequéncia a espoliacdo sanguinea e estresse
causado pelo parasitismo. Espécies que se alimentam de tecido vivo ou
morto, causando as chamadas mifases (bicheiras), como Dermatobia
hominis (Linnaeus) (Diptera: Oestridae), Cochliomyia hominivorax
(Coquerel) (Diptera: Calliphoridae), Oestrus ovis (Linnaeus) (Diptera:
Oestridae), Chrysomya sp (Diptera: Calliphoridae), Lucilia sp (Diptera:
Calliphoridae) e outras, propiciam a desvalorizacdo do couro, risco de
infeccOes secundérias e reducédo da producao animal.

Foto: Claudia Cristina Gulias Gomes

Figura 1. Criacdo de suinos com infestacao por Musca domestica.

A preferéncia alimentar determina em grande parte onde e como as
diferentes espécies vivem, explicando a diversidade de comportamentos.
O controle quimico tem sido o método de eleicdo para a reducéao
populacional destes ectoparasitas. Mas, assim como em outros campos
da salde animal, o uso intensivo de farmacos tem acarretado o
desenvolvimento de processos de resisténcia, contaminacdo do ambiente
com residuos téxicos e reducao populacional de parasitas e predadores
benéficos. Estas desvantagens tém incentivado a procura por métodos
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alternativos de controle. Por outro lado, as mudancas climaticas globais
tém favorecido o aumento populacional e dispersao de insetos vetores
de patégenos (PICKETT et al., 2010), o que aumenta a responsabilidade
de profissionais da area para o atendimento a demandas crescentes por
producao de alimentos e seguranca alimentar. Neste contexto, a ecologia
quimica veterindria é uma area que oferece potencial para o
desenvolvimento de novas ferramentas estratégicas de controle e
monitoramento de parasitos.

O estimulo quimico (odor), assim como o estimulo visual, acUstico e tatil
esta associado ao desencadeamento de comportamentos e/ou alteracdes
fisiolégicas em diversas atividades da vida de um inseto, como a
reproducao, processo de localizacdo do alimento/hospedeiro, localizacao
de sitios de oviposicao etc. A Ecologia Quimica procura elucidar os
processos de comunicacao quimica entre os organismos Vivos.
Didaticamente, os sinais quimicos, ou semioquimicos, podem ser
classificados em grupos conforme a identidade do emissor e receptor do
sinal no processo de comunicacéo (VILELA; DELLA-LUCIA, 2001). Os
feromoénios, assunto deste documento, pertencem ao grupo dos
semioquimicos com acao intraespecifica, ou seja, substancia produzida
por um organismo (emissor) que incita um comportamento ou resposta
fisiolégica em individuos da mesma espécie (receptor). Conhecendo o
papel das substancias quimicas nas relacdes intra e interespecificas é
possivel desenvolver formas de controle seletivas e menos agressivas ao
ambiente, manipulando o comportamento dos organismos envolvidos.

Este documento revisa todo o conhecimento gerado até o momento
sobre a atuacdo de ferom6nios na comunicacdo quimica de dipteros
muscomorpha de importancia na producao animal. Os tépicos abordados
foram desenvolvidos em um ordem légica de estudo, partindo da
classificacao geral destes quimicos, descricdo dos bioensaios usados
para o isolamento, identificacdo e caracterizacdo das funcdes de seus
componentes, histérico dos trabalhos desenvolvidos na area até o
momento e informacdes adicionais de fatores que regulam a acao destas
substancias e que devem ser consideradas no desenvolvimento de
pesquisas na area. Este trabalho tem por objetivo despertar o interesse
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da pesquisa na area, mostrando, ao revisar o assunto, as lacunas a
serem exploradas neste campo da ciéncia.

Tipos de Feromoénios e Ensaios de
Comportamento Usados em Ecologia
Quimica

Segundo a acdo que estimulam, os feromdnios podem receber nomes
especificos como: feroménio sexual, de agregacao, de dispersao, de
alarme, de territorialidade, de marcacéao de trilha, de oviposicdo, entre
outros (HOWSE et al., 1998). A maioria dos feromonios é formada por
uma mistura de compostos. A estrutura quimica de cada componente,
assim como a composicdo exata da mistura sdo pontos criticos para
incitacdo da resposta comportamental especifica. Cada componente, ou
subgrupos destes, pode controlar etapas definidas da sequéncia
comportamental, como os feroménios de mariposas que estimulam o
voo, seguido do estimulo ao pouso e a cépula (HARTLIEB; ANDERSON,
1999).

Os feromodnios responsaveis pela interacdo entre um par sexual no
processo de cépula sdo denominados especificamente de feromonios
sexuais. De acordo com as subclasses funcionais, estes podem ser
classificados ainda como atraente sexual, arrestante (induzem a
permanéncia do receptor do estimulo no local), fator de reconhecimento
sexual ou fator de reconhecimento da espécie, estimulante sexual e
deterrente (inibidor da cépula) (EIRAS, 2001; FLETCHER, 1977,
HOWARD; BLOMQUIST, 1982). A maioria dos feromonios identificados
em moscas de interesse veterinario estd incluida neste grupo.O estudo
da producao de feromoénios em insetos requer, antes da etapa de
identificacdo e sintese, o desenvolvimento de ensaios biolégicos que
fornecam indicios da atuacdo do semioquimico. Basicamente, os
bioensaios comportamentais podem ser classificados em ensaios com e
sem fluxo de ar. A olfatometria e o tunel de vento sdo equipamentos
utilizados em ensaios discriminantes da funcdo dos estimulos olfativos
onde ha resposta anemotéaxica, ou seja, dependente de fluxo de ar para
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a orientacao do inseto quanto a fonte de odor. Ensaios ndo dependentes
da presenca do fluxo de ar avaliam a atividade de componentes quimicos
de baixa volatilidade ou de acédo por contato. No primeiro caso, os
insetos sdo orientados pelo gradiente de concentracdo do estimulo que
se forma por difusdo (EIRAS; MAFRA-NETO, 2001). Nestes bioensaios,
fatores exdégenos interferentes, como temperatura, umidade e
luminosidade, podem ser controlados, reduzindo-se a influéncia destes
estimulos (SANT'ANA; STEIN, 2001). Além dos bioensaios de
comportamento, é possivel utilizar-se a eletrofisiologia como ferramenta
discriminante para deteccdo de compostos bioativos. Em estudos de
identificacdo de feromodnios, as técnicas de eletroantenografia (EAG) e
cromatografia acoplada a eletroantenografia (CG-EAD) sao as mais
usadas. O processo da técnica de EAG consiste na exposicdo de
estimulos quimicos aos receptores olfativos do corpo do inseto,
localizados principalmente nas antenas. O reconhecimento do estimulo
pelo organismo gera um potencial elétrico que é amplificado e registrado
na unidade de milivolts (SCHNEIDER, 1957). Quanto acoplado a um
cromatdégrafo gasoso, o aparelho de eletroantenografia permite que se
faca a selecdo de compostos bioativos, como etapa prévia aos
bioensaios de comportamento, reduzindo o tempo investido na selecdao
de componentes de interesse em misturas complexas.

Isolamento e Identificacao de
Feroménios

Os processos de isolamento e identificacdo dos ferom6nios em
artropodes requerem técnicas e procedimentos que permitam a obtencao
do composto em sua forma mais pura, tendo em vista a pequena
quantidade de material biologicamente ativo liberado pelo organismo.
Entre os métodos de coleta de ferom6nios de moscas, destacam-se a
técnica de aeracao e a extracdo por solvente. A técnica de aeracao
consiste na coleta dos compostos volateis emitidos pelos insetos por
meio de um fluxo de ar purificado e constante que carreia as moléculas
liberadas até um polimero de adsorcao (ex.: porapak, tenax, carvao
ativado). A posterior dessorcao é realizada por meio da lavagem do
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polimero com solventes de alto grau de pureza (ex: hexano, pentano,
acetona, metanol, diclorometano). A extracdo por solvente consiste na
lavagem do corpo do inseto ou parte deste com solventes de alto grau
de pureza por determinado periodo de tempo. Este processo acarreta a
coleta de maior quantidade de impurezas, ja que serdo extraidos em
conjunto componentes cuticulares biologicamente inativos. Apesar deste
inconveniente, este tem sido o método mais utilizado na coleta de
feromoénios em moscas, devido a maior praticidade e capacidade de
extracao de moléculas tanto volateis quanto ndo-volateis, ou de pouca
volatilidade (ZARBIN, 2001).

A solubilidade de uma substancia esta diretamente relacionada a
polaridade desta e do solvente utilizado. Substancias polares tendem a
dissolver-se em solventes polares e substancias apolares tendem a
dissolver-se em solventes apolares. A propriedade de polaridade de um
solvente pode ser utilizada em processos de eluicdo de compostos,
utilizando-se diferentes graus de polaridade para se extrairem diferentes
fracOes. As substancias feromonais sdo, geralmente, moléculas apolares
e, portanto, soliveis em solventes apolares (SANT'ANA; STEIN, 2001).
Processos de pré-concentracado de extratos podem acarretar reacoes de
degradacao dos componentes. Temperaturas elevadas favorecem essas
reacdes, portanto, solventes com ponto de ebulicdo mais baixo sdo mais
apropriados. Quanto maior a diferenca entre os pontos de ebulicdo, menor
a perda de substancias ativas durante os processos de concentracéo.

Na maioria dos trabalhos sobre identificacdo de feromo6nios em moscas
as substancias ativas sdo isoladas por fracionamento do extrato total e
identificadas através de técnicas de cromatografia de adsorcao, de
camada delgada e/ou gasosa, associadas a espectrometria de massa.
Entre os solventes utilizados destacam-se o hexano e o éter de petréleo.

Feromonios em Dipteros Muscoéides
de Importancia na Saiude Animal

A grande maioria dos feroménios de dipteros muscomorpha isolados até
o momento é formada por hidrocarbonetos, sejam estes saturados ou
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insaturados, cujas moléculas fazem parte do complexo dos lipideos
cuticulares (HOWARD; BLOMQUIST, 1982; WICKER-THOMAS, 2007).
A necessidade de selecdo dos compostos ativos entre os diversos
componentes quimicos do extrato cuticular e a indisponibilidade
comercial de determinadas substancias, gerando a necessidade de
sintese, dificulta os trabalhos de identificacdo de feromoénios em
dipteros. Grande parte das pesquisas tem focado na comprovacao da
existéncia e identificacdo de feromoénios sexuais produzidos pelas
fémeas. No entanto, ainda ha muito para se desvendar no processo de
comunicacdo quimica intraespecifica de dipteros, como podera ser visto
no decorrer do texto.

Os primeiros estudos sobre a producido de feromdnio em moscas de
interesse na saldde animal iniciaram-se na década de 60, com o trabalho
de Rogoff et al. (1964) com M. domestica. Além dos bioensaios de
olfatometria, os autores desenvolveram a técnica de pseudo-moscas,
que consiste na utilizacdo de objetos de tamanho e formato semelhantes
ao de uma mosca adulta, como o né de um cadarco, como modelos em
ensaios comportamentais. A partir deste ensaio, os autores
demonstraram dois tipos de respostas dos machos frente a exposicao ao
extrato de fémeas: atracdo ao local de liberacdo e comportamento de
excitacdo para cépula. Murvosh et al. (1965) realizaram novos testes de
olfatometria, em que confirmaram a atratividade de machos por fémeas
de M. domestica, embora esta tenha sido pequena, chamando a atencéao
para a relacdo do grau de atratividade com a idade da fémea. Assim
como Murvosh et al. (1965), Mayer e Theggard (1966) também
observaram baixa atratividade de machos por fémeas, representando
somente 6% a mais do valor dos controles. Segundo os autores o
componente atrativo para machos devia tratar-se de alguma substéancia
presente nas fezes das moscas e ndo um feroménio. Posteriormente, a
fracao ativa foi detectada como a porcdo nao polar dos lipideos fecais
(MAYER; JAMES, 1971).

Da década de 70 até meados da década de 80 mais de dez espécies de
moscas tiveram seus feromonios sexuais identificados e sintetizados
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(Tabela 1). Com excecdo do feroménio sexual produzido pelos machos
da espécie Sarcophaga bullata (Parker) (Diptera: Sarcophagidae), com
efeito atrativo para fémeas a longas distancias (GIRARD et al., 1979),
todos os demais compostos quimicos identificados tiveram efeito
atrativo ou de estimulo a cépula a curtas distancias.

Trabalhos iniciais, de fracionamento e identificacdo de extratos ativos,
evidenciaram que a substancia atrativa para machos da mosca-
doméstica pertencia a fracdo dos hidrocarbonetos insaturados com
cadeia de 23 carbonos e era produzida por ambos os sexos (SILHACEK
et al., 1972a, 1972b; VOADEN et al., 1972). Paralelamente a estes
trabalhos, o componente Z-9-tricoseno, denominado comercialmente de
muscalure, foi isolado da cuticula e das fezes de fémeas de M.
domestica em idade reprodutiva (CARLSON et al., 1971). A resposta ao
hidrocarboneto sintético foi equivalente a resposta ao extrato, porém
ambos atrairam apenas 30% dos machos. Este e demais resultados de
olfatometria encontrados em trabalhos prévios (MAYER; JAMES, 1971;
MAYER; THAGGARD, 1966; MURVOSH et al., 1965) colocaram em
davida a funcao atrativa do feromdnio de M. domestica.

Quando Z-9-tricoseno foi testado a campo, incitou a coleta de adultos
em proporcdo semelhantes de machos e fémeas. Concluindo-se, entéo,
que Z-9-tricoseno poderia exercer concomitantemente as funcdes de
atraente sexual e ferom6nio de agregacdo (CARLSON; BEROZA, 1973;
MORGAN et al., 1974). De fato, estudos recentes demonstraram que o
tricosano e o Z-9-tricoseno estao presentes nos ovarios das fémeas e
estimulam o comportamento de agregacao de fémeas grévidas, em
ensaios de oviposicao (JIANG et al., 2002). Richter et al. (1976)
pesquisaram a acao de diversos alcenos, inclusive o Z-9-tricoseno, na
interacdo do estimulo olfativo e visual de M. domestica. Os autores
concluiram que o estimulo visual para agregacao, assim como para
orientacdo foi potencializado na presenca de altas doses destes
compostos. Eles foram, entdo, associados por estes autores a um efeito
psicodélico, ou seja, um efeito de potencializacdo do estimulo visual.
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O feromonio Z-9-tricoseno foi avaliado ainda em ensaio desenvolvido em
placa de Petri com pseudo-moscas, em gque se avaliou a frequéncia do
comportamento de “ataque” de machos sobre modelos tratados com o
extrato de fémeas em comparacdo ao tratamento com diferentes
quantidades do material sintético (ROGOFF et al., 1973). Nos dois
casos, o numero de tentativas de cépula foi significativamente diferente
do grupo controle, em que se utilizou somente o solvente hexano.
Richter (1974), ao contrario, ndo observou aumento do nimero de
c6pulas em modelos de bolas de algodao pretas, suspensas e em
movimento quando tratadas com Z-9-tricoseno. Apesar dos dados sobre
o efeito atrativo reduzido de Z-9-tricoseno em laboratdrio, mais testes
foram realizados utilizando-se armadilhas iscadas com este componente
em laboratério e a campo. Os resultados destes trabalhos também sao
conflitantes, pois em alguns deles ndo houve aumento da eficiéncia de
captura das armadilhas ao adicionar-se o atraente sintético (CARLSON;
LEIBOLD, 1981; CHAPMAN et al., 1998a, 1998b, 1999; LEARNOUNT
et al., 1996; LEMKE et al., 1990).

As duvidas geradas quanto ao poder atrativo de Z-9-tricoseno
estimularam novas andlises com o extrato de fémeas de M. domestica.
Uebel et al. (1976) isolaram cinco novos compostos da fracdo de
hidrocarbonetos saturados, entre eles o 11- e 13-metil-heptacosano, 11-
e 13-metil-nonacosano e o 4,8-dimetil-heptacosano. Separadamente, os
compostos estimularam pouca atividade sexual, mas em combinacéao
com Z-9-tricoseno houve um incremento da atividade com maior
resposta para 13-metil-nonacosano e 4,8-dimetil-heptacosano. Outros
componentes foram subsequentemente identificados como parte
integrante do feromoénio sexual desta espécie. Entre eles incluiu-se o Z-
9,10-etoxi-tricosano e Z-14-tricoseno-10-ona (UEBEL et al., 1978a).
Posteriormente, o papel dos componentes do feroménio foi avaliado a
niveis fisiolégicos, o que permitiu concluir-se que o comportamento de
“ataque” é influenciado somente por Z-9-tricoseno a uma distancia
maxima de 75 cm; Z-9,10-etoxi-tricoseno e Z-14-tricoseno-10-ona
atuam como fator de reconhecimento sexual com alcance efetivo de 5
cm; os metil-alcanos e a fracdo de nao-hidrocarbonetos atuam como
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estimulantes de cépula e os metil-alcanos possuem ainda efeito
arrestante (ADAMS, 1986; ADAMS; HOLT, 1987). Os componentes da
fracdo de metil-alcanos com efeito afrodisiaco e arrestante sobre contato
foram posteriormente identificados como sendo os compostos 10,14-
dimetil-triacontano e 2-metil-triacontano (ADAMS et al., 1995). O
feromonio sexual de M. domestica trata-se, portanto, de uma mistura de
15 ou mais compostos, com funcdes diversas no processo de cépula. O
componente Z-9-tricoseno, registrado na Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos em 1975, tem sido, desde entdo, mundialmente
utilizado no comércio de iscas atrativas para o controle de M. domestica
(WICKER-THOMAS, 2007).

O segundo muscideo a ser investigado quanto a producdo de feromoénio
foi Musca autumnalis De Geer (Diptera: Muscidae). O primeiro trabalho
demonstrou a presenca do feromoénio na fracdo dos hidrocarbonetos
insaturados de fémeas com cinco dias de idade, indicando a funcao de
atraente e estimulante sexual (CHAUDHURY et al., 1972). Chaudhury e
Ball (1974) determinaram posteriormente que fémeas desta espécie sdo
mais atrativas com idade entre cinco a seis dias, enquanto machos
respondem melhor com quatro a oito dias de idade. Os compostos ativos
foram isolados e sintetizados por Uebel et al. (1975c) e pertencem a
fracdo dos hidrocarbonetos insaturados. Os componentes mais ativos,
em ordem crescente de atividade, foram: Z-13-heptacoseno, Z-13-
nonacoseno e Z-14-nonacoseno. A atividade destes sintéticos foi menor
do que a de uma fémea viva. Estes compostos sdo secretados pelos
machos em proporcdes similares a de uma fémea, no entanto, a razdo de
hidrocarbonetos insaturados para saturados em fémeas aumenta durante
a maturacdo, enquanto nos machos permanece constante.

Uma sequéncia de trabalhos de Uebel e colaboradores (1975a, 1977,
1978b, 1978c) revelaram o feroménio sexual de trés espécies de Fannia
sp. (Diptera: Muscidae). Nos trés casos os compostos pertenciam a
fracdo de hidrocarbonetos insaturados. O feroménio de Fannia
caniculares (Linnaeus) foi identificado como Z-9-pentacoseno, que
constitui 65% do total de alcenos presentes nos lipideos cuticulares
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desta espécie. A substancia apresentou a funcédo de estimulante sexual,
sexo e espécie especifico (UEBEL et al., 1975a, 1977). A composicao
do feromédnio sexual de Fannia pusio (Wiedemann) e Fannia femoralis
(Stein) apresentou a substancia Z-11-hentriaconteno como o
componente mais ativo. Em F. femoralis, no entanto, observou-se um
acréscimo na atividade de estimulo a cépula quando o Z-11-
hentriaconteno foi acrescido de alcanos (tricosano e/ou pentacosano)
(UEBEL et al., 1978b, 1978c).

Os trabalhos de identificacao dos feromdnios sexuais do muscideo
hematéfago S. calcitrans (MUHAMMED et al., 1975; SONNET et al.,
1977, 1979; UEBEL et al., 1975b) ocorreram em paralelo aos trabalhos
de Fannia sp. Inicialmente, Uebel et al. (1975b) detectaram como
componentes ativos compostos da fracdo de hidrocarbonetos saturados
(cadeias mono e dimetil-hentria e tritriacontanos) e insaturados (Z-9-
hentriaconteno, Z-9-tritriaconteno e cadeias metil-hentria e
tritriacontenos). Muhammed et al. (1975) concluiram que tanto o
componente com funcéo de estimulante sexual quanto o componente
com funcédo atrativa residiam na fragcdo dos alcenos. Estes autores
observaram ainda que a atividade sexual envolvia o estimulo quimico e
visual, enquanto a atracdo envolvia somente o estimulo quimico. Uebel
et al. (1975b) continuaram os testes de identificacdo e sintese dos
compostos pertencentes as fracOes ativas detectadas de inicio. Entre os
alcanos, as substancias 15-metil e 15,19-dimetil-tritriacontano foram as
que demonstraram maior atividade de estimulo a cépula, enquanto nos
alcenos destacaram-se os componentes Z-9-hentriaconteno, Z-9-
tritriaconteno, 13-metil-1-hentriaconteno e 13-metil-1-tritriaconteno. A
combinacdo destes compostos demonstrou maior atividade do que os
componentes individuais (SONNET et al., 1977, 1979). Recentemente,
foi demonstrado que adultos da mosca dos estadbulos, principalmente as
fémeas, sdo atraidos pelas proprias fezes (CARLSON et al., 2000). Nos
bioensaios comportamentais, mais de mais de 50 % das fémeas foram
atraidas, no entanto a atividade das amostras foi perdida com o passar
do tempo, indicando uma substéancia volatil.



O Papel dos Feroménios na Comunicacdo Quimica de Moscas de Interesse na
Saude Animal

A producédo de feromdnio na espécie H. irritans, conhecida vulgarmente
como mosca-do-chifre, foi investigada primeiramente por Mackley
(1977), por meio de ensaios de olfatometria. O autor observou pequeno
percentual de atracdo dos machos pela fracdo de hidrocarbonetos
extraidos dos lipideos cuticulares de fémeas. Foram identificados e
sintetizados quatro alcenos majoritarios: Z-9-tricoseno, Z-5-tricoseno, Z-
9-pentacoseno e Z-9-heptacoseno. Os machos continham uma maior
quantidade de Z-9-tricoseno, enquanto nas fémeas predominaram as
outras trés substancias. A atividade dos componentes sintéticos, no
entanto, nao foi esclarecida. Posteriormente, Bolton et al. (1980)
retomaram os estudos iniciados por Mackley (1977) e constataram que
os machos eram estimulados a cépula pelas fracées de hidrocarbonetos
saturados e insaturados, quando testados isoladamente. Os
componentes Z-5-tricoseno, Z-9-pentacoseno e Z-9-heptacoseno foram
ativos isoladamente, embora uma maior atividade tenha sido observada
quando analisados em conjunto. Mayer et al. (1972) observaram atracao
cruzada entre espécies de muscideos. Os hidrocarbonetos cuticulares de
H. irritans e de M. autumnalis atrairam machos de M. domestica. Os
autores sugeriram que Z-9-tricoseno ou um isémero préximo pudesse ser
produzido por estas duas espécies.

Os estudos sobre a producao de feromoOnio sexual na mosca-das-
bicheiras, C. Hominivorax, iniciaram-se na década de 60, com o trabalho
de Fletcher et al. (1966) em que se investigou a producdo de
substancias atrativas por machos da espécie. Os ensaios de atratividade
foram conduzidos com extrato de volateis liberados por 77.000 machos,
coletado por meio de um sistema de aeracdo. Somente fémeas em idade
reprodutiva (acima de 48 h de idade) responderam ao estimulo; fémeas
jovens, machos virgens ou fémeas copuladas ndao foram atraidos.
Nenhuma tentativa de isolamento e sintese desta substancia quimica foi
realizada. Posteriormente, os estudos com C. hominivorax foram
retomados por Mackley e Broce (1981) e Hammack (1986). Estes
autores comprovaram, através de bioensaios bioldgicos, a atuacao de
um estimulante sexual em fémeas desta espécie. Os resultados
demonstraram que a lavagem de fémeas em hexano reduz a sua
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atratividade, no entanto esta pode ser reconstituida ao banharem-se as
fémeas com o extrato cuticular. Observou-se, ainda, que machos criados
em contato com fémeas tornam-se atrativos a outros machos, ao
contrario de machos criados isolados. Alguns anos depois, Pomonis e
colaboradores (1993) reportaram o isolamento e caracterizacdo dos
quimicos da fracdo biologicamente ativa do extrato de fémeas, sem, no
entanto, testa-los isoladamente. Ao contrario da maioria dos feromoénios
sexuais em moscas, as substancias isoladas nao eram hidrocarbonetos,
encontrando-se o aldeido triacontanal entre elas. Em 2002, seis destes
compostos foram sintetizados (FURUKAWA et al., 2002) e
posteriormente avaliados em bioensaio sem fluxo de ar, tendo sido
atribuido a funcado de estimulante de cépula ao 6-acetoxi-19-
metilnonacosane e 7-acetoxi-15-metilnonacosane (CARLSON et al.,
2007). O aldeido triacontanal nao foi avaliado e, por se tratar de um
composto com alta volatilidade, pode estar associado a funcao de
atraente a longa distancia, como demonstrado para S. bullata (GIRARD
et al., 1979).

A producédo de feromdnio sexual foi demonstrada em uma segunda
espécie de califorideo, Phormia regina (Meigen) (Diptera: Calliphoridae),
em trabalho de identificacdo dos hidrocarbonetos cuticulares da espécie
(STOFFOLANO et al., 1997). Os hidrocarbonetos cuticulares de P. regina
consistem em uma mistura de n-, monometil e dimetilalcanos de 23 a 33
carbonos, todos com cadeias saturadas, ou seja, ndo foram encontrados
alcenos na composicdo, ao contrario do que se observa em outras
espécies.

Nos estudos com a espécie Glossina sp. (Diptera: Glossinidae), além do
feromoénio sexual, que vem sendo discutido até entdo nos outros
géneros, inclui-se a identificacdo de feroménios de larviposicdo e uma
substancia classificada como deterrente. Inicialmente, Langley et al.
(1975) perceberam que machos da espécie Glossina morsitans
Westwood respondiam a outros alvos em movimento que ndo a fémea
da espécie e, apds contato, o comportamento sexual cessava. Esta
observacédo estimulou os autores a investigar a existéncia de algum fator
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de reconhecimento sexual nas fémeas. Os estudos comportamentais
comprovaram a presenca de um estimulante de cépula na fracdo néao-
polar dos extratos de fémeas. Segundo os autores, a capacidade de
extracao do solvente néo polar, que é menos volatil, e a persisténcia da
atividade do extrato nos modelos de moscas indicou que o feromonio
provavelmente tratava-se de um estimulante de contato de baixa
volatilidade. O feroménio foi identificado posteriormente, isolando-se trés
componentes ativos: 15,19-dimetil-heptatriacontano, 17,21-dimetil-
heptatriacontano e 15,19,23-trimetil-heptatriacontano (CARLSON et al.,
1978). O terceiro composto, porém, foi quatro vezes mais ativo que o
segundo e 14 vezes mais ativo que o primeiro. Huyton e colaboradores
(1980a) descobriram, mais tarde, que o componente mais ativo
apresenta-se na superficie de fémeas dois dias antes da emergéncia.
Observaram, ainda, que modelos de n6 de cadarco tratados com
15,19,23-trimetil-heptatriacontano permaneceram atrativos por mais de
um ano, o que confirma a qualidade de um feroménio de contato, devido
a baixa volatilidade. Este ultimo dado corrobora com teste realizado a
campo onde se testaram armadilhas iscadas com o feromé6nio sem se
obter sucesso no aumento de capturas (HALL, 1987). Um segundo teste
a campo observou o comportamento de machos marcados em
armadilhas contendo modelos iscados. De acordo com os autores, mais
de 60% das moscas que tiveram contato com os modelos o fizeram
mais de uma vez, o que poderia aumentar as chances do acumulo de
quimioesterelizantes (HALL; LANGLEY, 1989). Posteriormente, Carlson e
Schlein (1991) identificaram a substancia 19,23-dimetil-1-tritriaconteno
como um anti-afrodisiaco desta espécie. O componente é transferido
parcialmente para as fémeas durante o processo de cépula, causando
80% da perda de estimulo com 2 e 4 microgramas e extincdo da
resposta de cépula com 10 microgramas.

A especificidade do feroménio de contato entre varias espécies de
Glossina sp. foi demonstrada por Huyton et al. (1980b) quando verificou
que o feroménio sexual produzido por G. morsitans nao é utilizado por
outras seis espécies. Oportunamente, estes autores isolaram o
componente ativo 15,19-dimetil-tritriacontano de fémeas de G. austeni
Newstead, como feroménio sexual desta espécie. Ainda duas outras
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espécies de Glossina sp. tiveram seus feromoOnios sexuais identificados:
Glossina pallidipes Austen com o componente 13,23-dimetil-
pentatriacontano (CARLSON et al., 1981) e G. tachinoides (Westwood)
com os compostos 11,23-isémero e 13,25-dimetil-heptatriacontano
(CARLSON et al., 1998).

Ensaios realizados em laboratério com as espécies G. m. morsitans e
Glossina m. centralis Machado revelaram a presenca de feromonios no
exsudato anal das larvas que funciona como atraente para fémeas
adultas. Os compostos foram identificados como n-pentadecano e n-
dodecano, respectivamente (LEONARD; SAINI, 1993; NASH et al.,
1976; SAINI et al., 1996). O feromobnio de oviposicdo é comum em
alguns nematdceras como Culex sp. e Aedes sp. Na espécie Culex
tarsalis Coquillet (Diptera: Culicidae) atuam dois tipos distintos de
feromonio de oviposicdo: o primeiro € um composto volatil que atrai as
fémeas sem induzi-las a oviposicéo, ja o segundo é uma substancia nédo
volatil que sob contato funciona como um estimulante de oviposicao
(HUDSON; MCLINTOCK, 1967 citado por FLETCHER, 1977). No caso
das espécies G. m. morsitans e G. m. centralis, apesar do exudato larval
ter funcionado como atraente e como estimulante de larviposicdo, nao
houve uma preocupacdo dos autores em testar as duas fungdes
isoladamente com os compostos sintéticos. Os autores lembram que
todos os feromoénios conhecidos do género Glossina sao hidrocarbonetos
saturados o que sugere um padrdo geral para a selecdo desta classe de
compostos como sinal na comunicacao intra-especifica por tsé-tsé.

A comunicacao quimica no processo de cépula foi demonstrado ainda
em bioensaios com D. hominis (GULIAS-GOMES et al., 2008), tendo
sido o unico relato de producao de feroménio sexual na familia
Oestridae. Componentes quimicos incluidos no extrato cuticular de
fémeas apresentaram funcado de estimulante sexual, tendo sido
demonstrado também atratividade a curta distancia entre machos e
fémeas e entre fémeas. Os autores sugerem que este tipo de resposta
possa estar associado a producdo de um feroménio social de agregacéo,
como descrito para diversas espécies de Drosophila. A auséncia de
atracdo e tentativas de cépula entre machos sugere ainda a acdo de um
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fator de reconhecimento sexual no extrato de machos de D. hominis. O
trabalho descreve a composicdo quimica dos extratos cuticulares,
constituido por uma mistura de n-, monometil e dimetilalcanos em
diferentes concentracdes relativas para machos e fémeas e presenca de
alcenos somente nas fémeas. Apesar do trabalho ndo especificar quais
hidrocarbonetos constituem o feromonio sexual produzido pelas fémeas,
os autores destacam a citacdo de alcenos como moléculas bioativas para
diversas espécies, sendo portanto os compostos 7-tricoseno e 7-
pentacoseno em D. hominis possiveis candidatos a funcado de
estimulantes de cépula e atracdo a curtas distancias.

Fatores que Regulam a Dinamica de
Acao dos Feromodnios em Moscas

A produciéo e liberacdo dos compostos feromonais, assim como a
resposta do organismo receptor a estes compostos quimicos, sdo
moduladas por fatores endégenos e exdégenos. Os fatores enddégenos
referem-se a regulacdo interna do organismo emissor ou receptor da
mensagem quimica, enquanto os fatores exdgenos referem-se a
influéncia do meio externo.

Entre os fatores enddégenos, pode-se incluir a maturidade sexual do
inseto, a atividade circadiana do comportamento biolégico, a
funcionalidade dos receptores quimicos, concorréncia de substancias
inibidoras do comportamento e influéncia de co-especificos. Entre os
fatores exdgenos destacam-se os fatores ambientais (como a
temperatura, luminosidade e umidade), a estrutura das plumas de odor e
estimulos externos concorrentes (estimulo visual e acustico) (LIMA;
DELLA LUCIA, 2001).

O conhecimento da influéncia destes fatores é essencial para a
compreensao da dindmica de acdo dos feromonios no processo de
comunicacao intra-especifica. A seguir serao citados alguns estudos
desenvolvidos nesta area, envolvendo a biologia de moscas de interesse
na saude animal.
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Influéncia de Fatores Endégenos

Maturidade Sexual: A maturidade sexual de moscas na fase adulta é o
fator endégeno mais estudado até o momento, devido a sua importancia
nos trabalhos de isolamento e identificacdo das moléculas de feroménio
sexual. A maturidade sexual de uma espécie é definida pela idade
fisiolégica em que ocorre o inicio da atividade sexual, ou seja, a idade
em que o aparelho reprodutor dos insetos encontra-se completamente
desenvolvido. Geralmente, a idade de maior atividade sexual corresponde
ao momento de maior producao do feromoénio. A idade fisiolégica de
espécies anautdégenas, no entanto, varia conforme a disponibilidade da
dieta protéica (CHAPMAN et al., 1998b). Um exemplo claro da relacéo
entre maturidade sexual, idade fisiolégica e dieta protéica é demonstrado
pelos estudos realizados com M. domestica. Nesta espécie foi
demonstrado que a producao do feroménio sexual nas fémeas ocorre de
forma sincronizada com o desenvolvimento ovariano. O pico de atividade
do estimulante sexual coincide com os estagios finais da vitelogénese
(DILLWITH et al., 1983). Estes dados foram ratificados através da
implantacdo de ovarios em machos, o que acarretou a producao dos
principais componentes do feromonio sexual das fémeas (BLOMOQUIST et
al., 1984). Como M. domestica é uma espécie anautégena, fémeas
alimentadas com dieta a base de aculcar ndo desenvolvem seus ovariolos
além do estagio quatro da vitelogénese e, portanto, demonstraram queda
na frequéncia de cépula. A atratividade, no entanto, permanece a
mesma, assim como a quantidade de Z-9-tricoseno na cuticula externa
destas fémeas. Internamente, porém, observa-se uma quantidade nove
vezes inferior desta substancia (ADAMS; NELSON, 1990).

A fisiologia de M. autumnalis e S. calcitrans parece funcionar de forma
semelhante a de M. domestica. A maturacdo sexual ocorre dentro de
dois a cinco dias ap6s a emergéncia e dietas sem fonte protéica
acarretam o decréscimo da atividade sexual. Como fémeas de M.
autumnalis ovariectomizadas permaneceram ativas sexualmente, os
autores sugeriram que a falta de proteina poderia afetar a producédo do
feromonio sexual da espécie. ldeias semelhantes foram defendidas para
S. calcitrans (CHAUDHURY; BALL, 1973; MEOLA et al., 1977).
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A atividade sexual de fémeas de G. pallidipes parece ser um caso a
parte, pois apesar da quantidade de feromoénio sexual aumentar com a
idade, fémeas recém-emergidas sao capazes de incitar resposta
copulatéria nos machos (CARLSON et al., 1984). A espécie Phormia
regina Meigen também difere das demais, pois embora a dieta protéica
seja importante no amadurecimento sexual de machos e fémeas
(STOFFOLANO et al., 1995), ndo ha interferéncia deste fator ou da
idade na constituicdo dos hidrocarbonetos cuticulares (STOFFOLANO et
al., 1997).

Ritmo Bioldgico: Ao contrario da maturidade sexual, o ritmo diario da
producdo dos feromdnios sexuais em moscas ndo tem sido tema de
estudos. Chaudhury e Ball (1974) observaram, porém, que a
atratividade, assim como a inseminacao de fémeas de M. autumnalis
obedecem a um padrao ritmico durante o dia, alcancando um pico em
torno das 12 h.

Substancias Inibidoras do Comportamento de Cépula: Alcenos de
diferentes tamanhos de cadeias de carbono foram estudados em machos
de oito espécies de Glossina sp. Os compostos apresentaram-se em
pequenas quantidades em fémeas virgens da espécie correlata,
aumentando a quantidade pés-cépula. Os autores ndo puderam definir se
houve uma transferéncia no momento da cépula ou se as fémeas
aumentam a producdo destas substancias ap6és o acasalamento
(CARLSON; LANGLEY, 1986). Posteriormente, isolou-se o alceno 19,23-
dimetil-1-tritriaconteno de machos de G/ossina m. morsitans, que é
parcialmente transferido para as fémeas no processo de cépula.
Bioensaios comportamentais demonstraram que este componente é um
deterrente (CARLSON; SCHLEIN, 1991). A producao e transferéncia de
compostos quimicos de machos para fémeas no processo de cépula tém
sido reportadas em outras espécies de moscas. Em S. calcitrans, por
exemplo, este composto foi identificado como (Z,2)-1,7,13-
pentacosatrieno, no entanto sua atividade permanece desconhecida
(CARLSON; MACKLEY, 19886).
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A perda de receptividade sexual em M. domestica foi ocasionada
inoculando-se extratos do abdome e duto copulatério de machos em
fémeas virgens (ADAMS; NELSON, 1967; RIEMANN et al., 1967).
Apesar das fémeas rejeitarem a copula, parece nao haver interferéncia
na producao do feromédnio sexual ja que fémeas acasaladas séo téao
atrativas quanto fémeas virgens (COLWELL; SHOREY, 1977; SILHACEK
et al., 1972b).

Presenca ou Auséncia de Co-especificos: Benziane e Campan (1993)
observaram os efeitos do isolamento de moscas sobre o
desenvolvimento gonadotréfico, producao de hidrocarbonetos cuticulares
e comportamento sexual de Calliphora vomitoria (Errard) (Diptera:
Calliphoridae). Os resultados demonstram que insetos criados
isoladamente tém seu desenvolvimento retardado e o volume de drgaos
do aparelho reprodutivo reduzido. Fémeas apresentaram um leve
aumento na concentracdo dos hidrocarbornetos cuticulares e pareceram
mais receptivas na cépula, com menor frequéncia e duracédo do
acasalamento. Os machos apresentaram um retardamento do
comportamento sexual com reducdo da frequéncia e duracédo das fases
da cépula. Ainda ndo ha uma explicacao fisiolédgica para estas
observacoes.

Trabalhos realizados com a espécie C. hominivorax, por outro lado,
analisaram a atuacdo do estimulante quimico entre diferentes populacdes
desta espécie, assim como a influéncia do tempo de colonizacado
(HAMMACK, 1987, 1991, 1992). A questao considerada é de grande
importancia em programas de erradicacdo de insetos através da liberacao
de machos estéreis, pois o0 sucesso do programa depende da habilidade
das populacdes criadas em laboratério em competir com machos de
populacdes selvagens. Foi constatada uma reducao da producéao de
feromo6nio em fémeas colonizadas por longos periodos, j& que machos de
criacdes mais recentes foram menos atraidos por estas fémeas. No
entanto, os machos da populacdo mais antiga pareceram acompanhar as
mudancas processadas nas fémeas, pois responderam melhor a estas do
que as fémeas colonizadas mais recentemente. Segundo o autor, esta
adaptacdo pode envolver modificacées do limiar de resposta e dose-
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dependéncia, sendo relevante na aplicacao da técnica de esterilizacao e
liberacdo em massa. No entanto, a longa colonizacdao nao afetou a
habilidade dos machos em discriminar fémeas de espécies préximas,
como Cochliomyia macellaria (F.) (Diptera: Calliphoridae).

Influéncia de Fatores Exdgenos

Temperatura e Umidade Relativa: Noorman e Den Otter (2002)
demonstraram que a temperatura e umidade relativa do ar interferem na
producdo de hidrocarbonetos cuticulares de M. domestica. Insetos
mantidos em condicdes de alta umidade relativa (90%), comparados
com insetos mantidos em umidade igual ou inferior a 50%, sofrem um
atraso de aproximadamente trés dias na producao dos hidrocarbonetos
cuticulares, enquanto insetos mantidos em temperaturas mais altas (35
°C) produzem mais hidrocarbonetos. Como a maioria dos componentes
do feroménio sexual das fémeas desta espécie sdo hidrocarbonetos
cuticulares, a producao destas moléculas pode ser afetada, conforme as
condicdes ambientais. No entanto, ainda ndo foi demonstrada a
interferéncia na receptividade sexual das fémeas.

Leonard e Saini (1993) ao estudarem o feroménio de larviposicao
produzido por larvas das espécies G. m. morsitans e G. m. centralis
observaram que a diferenca entre a umidade relativa do ar e a umidade
do solo, onde as larvas foram acondicionadas, interferiu na atratividade
do componente feromonal. Aparentemente, a umidade relativa do ar alta
(em torno de 80%) inibiu a capacidade das fémeas gravidas de detectar
o solo que continha o feromoénio.

Fatores Externos Concorrentes: Na tentativa de comprovar a existéncia
de um estimulante sexual, diversas varidveis que poderiam interferir no
reconhecimento entre sexos foram pesquisadas. Colwell e Shorey
(1977), por exemplo, investigaram, em M. domestica, o tamanho das
fémeas, formato dos olhos (holépticos e dicépticos), diferenca na
posicdo das asas na hora da cépula, posicdo das pernas no momento da
monta e importancia das antenas. Os resultados mostraram que
nenhuma destas variaveis foi significativa para a distincdo do sexo pelos
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machos. Trabalho semelhante foi realizado com a espécie G. m.
orientalis (DEAN et al., 1968). Os autores verificaram a influéncia de
fatores como a visdao e som produzido pelas asas. Em um ensaio onde os
olhos das moscas foram pintados de preto, demonstrou-se que os
machos necessitam da visao para a localizacdo das fémeas, sendo este
um estimulo essencial ao acasalamento desta espécie. Esta informacéao
esta de acordo com o relato de Carlson et al. (1978) que justificaram o
uso de bioensaios com contato induzido nesta espécie, alegando que os
machos nédo respondem a objetos parados. A influéncia do som
produzido pelas asas e balancins também foi observada nesta espécie
retirando-se estas estruturas. Constatou-se que esta variavel nao foi
essencial no processo de cépula, embora tenha aumentado o tempo
entre o pareamento do casal e o acasalamento.
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