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RESUMO

O Brasil vem sofrendo epidemia de dengue desde 2019, registrando também casos
de Zika e chikungunya. O municipio de Londrina, Parana, se destaca em numero de
casos e Obitos por dengue, requerendo acbes de vigilancia entomoldgica mais
abrangentes. Portanto, objetivou-se verificar a densidade e diversidade de mosquitos
da familia Culicidae presentes nos estabelecimentos publicos e vegetacfes riparias
urbanas de Londrina, bem como analisar suas relacbes ecoldgicas, e investigar a
presenca dos virus DENV, ZIKV e CHIKV em ovos e adultos coletados. O estudo foi
dividido em duas etapas, descritas em dois capitulos. Na primeira etapa, foram
selecionados dois estabelecimentos publicos urbanos em cada regido de Londrina
(Norte, Sul, Centro, Oeste e Leste), onde foram instaladas, nos ambientes externos,
armadilhas ovitrampas para coleta de ovos, enquanto no interior foram capturados
culicideos adultos, com aspirador de Nasci. Foram obtidos 5077 ovos em 77
ovitrampas. A regido Sul apresentou a maior infestagdo enquanto a regido Leste a
menor (indice de Positividade de Ovitrampas: 38% e 25%:; indice de Densidade de
Ovos: 67,83 e 19,03, respectivamente). A partir dos ovos, obteve-se 704 Aedes
aegypti e 71 Aedes albopictus fémeas, enquanto na aspiracdo capturou-se 99 A.
aegypti e 11 Culex quinquefasciatus, sendo a maior quantidade na regido Oeste e a
menor no Norte. Detectou-se o virus DENV-Il em um pool de 17 fémeas de A. aegypti
aspiradas em uma Unidade Basica de Saude na regido Oeste. Os resultados
demonstram alta densidade de espécies vetoras de patdgenos, principalmente A.
aegypti, alertando para a necessidade de vigilancia constante, a fim de prevenir a
circulacédo viral. A coleta de ovos de A. albopictus também alerta para a urbanizacdo
dessa espécie e potencial participacdo na circulagdo viral, demonstrando a
necessidade de monitoramento do vetor e virus. Na segunda etapa, foram coletados
mosquitos adultos com aspiradores de Nasci, bem como amostras de agua para
verificacdo de imaturos de Culicidae, em seis areas de vegetacao riparia. A partir da
aspiracdo, foram coletados 131 culicideos, pertencentes a cinco espécies
identificadas, sendo C. quinquefasciatus a mais dominante. A maior abundancia e
dominancia ocorreu em areas com maior fluxo de pessoas, enquanto os menores
valores ocorreram em area menos povoada. Diversidade e riqueza foram maiores em
area mais afastada de estabelecimentos urbanos. Cinco criadouros naturais e quatro
artificiais foram encontrados em trés areas, obtendo-se 369 culicideos adultos: 225
nos criadouros naturais (12 A. aegypti, 195 A. albopictus e 18 Limatus durhamii), e
144 nos criadouros artificiais (127 A. aegypti e 117 A. albopictus). Os resultados
demonstram que areas de vegetacgao riparia urbanas abrigam espécies sinantropicas
e silvestres com importancia para a saude publica, sendo influenciadas por atividades
antrépicas. Portanto, sdo necesséarias agfes de vigilancia constante para o vetor e
virus, assim como nos estabelecimentos publicos.

Palavras-chave: ecologia; mosquitos; espacos urbanos; Arbovirus.
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ABSTRACT

Brazil has been suffering a dengue epidemic since 2019, also registering cases of Zika
and chikungunya. The Londrina city, Parand, stands out in number of cases and deaths
from dengue, requiring more embracing entomological surveillance actions. Therefore,
the objective was to verify the density and diversity of mosquitoes of the Culicidae
family present in public establishments and urban riparian vegetation in Londrina, as
well as to analyze their ecological relationships, and to investigate the presence of
DENV, ZIKV and CHIKYV viruses in eggs and adults collected. The study was divided
into two stages, described in two chapters. In the first stage, two urban public
establishments were chosen in each region of the Londrina (North, South, Center,
West and East), where ovitrap traps were installed in the external environments to
capture eggs, while in the interior, culicids adults were captured with a Nasci aspirator.
A total of 5077 eggs were obtained in 77 ovitraps. The South region had the highest
infestation while the East region had the lowest (Ovitrap Positivity Index: 38% and 25%;
Egg Density Index: 67.83 and 19.03, respectively). From the eggs, 704 Aedes aegypti
and 71 females Aedes albopictus were obtained, while 99 A. aegypti and 11 Culex
quinquefasciatus adults was captured from aspiration, the largest amount in the West
region and the smallest in the North. DENV-II virus was detected in a pool of 17 A.
aegypti females aspirated in a Basic Health Unit in the West region. The results
demonstrate high density of pathogen vector species, mainly A. aegypti, warning of
the need for constant surveillance to prevent viral circulation. The collection of A.
albopictus eggs also alerts to the urbanization of the species and potential participation
in the viral circulation, demonstrating the need for vector and virus monitoring. In the
second stage, adult mosquitoes were collected with Nasci aspirators, and water
samples to verify Culicidae immatures, in six areas of riparian vegetation. From the
aspiration, 131 Culicidae were collected, belonging to five identified species, being C.
quinquefasciatus the most dominant. The greatest abundance and dominance
occurred in areas with high flow of people, while the lowest values occurred in areas
with low flow of people. Diversity and richness were greater in an area further away
from urban establishments. Five natural and four artificial breeding sites were found in
three areas, resulting in 369 adult Culicidae: 225 in natural breeding sites (12 A.
aegypti, 195 A. albopictus and 18 Limatus durhamii), and 144 in artificial breeding sites
(127 A. aegypti and 117 A. albopictus). The results demonstrate that urban riparian
vegetation areas harbor both species of public health importance synanthropic and
wild, being influenced by anthropic activities. Therefore, constant surveillance actions
are needed for the vector and virus, as well as in public establishments.

Key-words: ecology; mosquitoes; urban spaces; Arboviruses.
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INTRODUCAO GERAL

Aspectos gerais da familia Culicidae

A familia Culicidae Meigen, 1818 estd inserida na subordem Nematocera, ordem
Diptera, classe Insecta e filo Arthropoda. E representada por insetos conhecidos popularmente
como mosquitos, pernilongos, murigocas, carapanas, sovelas, entre outros nomes, e também
designados como culicideos. Essa familia é dividida em duas subfamilias: Anophelinae,
possuindo trés géneros, e Culicinae, com 110 géneros distribuidos em 11 tribos, englobando
3585 espécies validas (Forattini, 2002; Harbach, 2021; WRBU, 2021).

Os culicideos apresentam grande plasticidade genética e valéncia ecoldgica, o que
garante excelente adaptacdo a diversas condi¢fes ambientais. Isso explica a ampla dispersédo
desses insetos por todo o planeta, embora haja maior abundancia e riqueza de espécies na regiao
Neotropical, onde o clima e ambiente sdo mais propicios ao desenvolvimento e reproducao dos
mosquitos (Lopes, 1997; Forattini, 2002; Rueda, 2008; Kraemer et al., 2015; Eiras, 2016;
Harbach, 2021; WRBU, 2021).

O desenvolvimento dos culicideos é holometéabolo, isto é, apresenta metamorfose
completa, cujas fases imaturas (ovo, larva e pupa) sdo aquaticas, enquanto o adulto ¢ alado e
terrestre (Fig. 1) (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda, 2008; Eiras, 2016). No
entanto, o tempo de desenvolvimento varia entre os géneros, podendo durar de sete a vinte dias,
de acordo com a faixa de temperatura adequada para cada um, dentre outras condi¢des do meio,
como umidade e disponibilidade de alimento. A oviposi¢do também ocorre de forma diferente
para cada género (Fig. 2) podendo variar a maneira como 0s ovos sdo depositados, bem como
0 nimero de ovos em cada postura, além do local para a oviposi¢do, a qual pode ser feita
diretamente na 4gua, no solo ou em recipientes, sendo fixos ou temporarios, e ainda, naturais

ou artificiais (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda, 2008; Eiras, 2016).
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Fig. 1. Ciclo de vida dos mosquitos culicideos. Fonte: adaptado de Vectorstock (2021).
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Fig. 2. Tipos de oviposicédo de alguns géneros da familia Culicidae. Fonte: LABEIN — UNIR.

Os individuos adultos da familia Culicidae sdo caracterizados por possuirem escamas
revestindo a maior parte do corpo, inclusive as veias das asas, além de apresentarem uma
probdscide fina e longa, que se estende além do clipeo, com apéndices bucais em forma de
estiletes perfurantes (aparelho sugador labial hexaqueta). A coloracéo do corpo varia de preto
a marrom, podendo também possuir escamas coloridas, manchas e listras brancas. Os machos

e fémeas de qualquer espécie dessa familia podem ser diferenciados principalmente pela
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genitélia, palpos maxilares e antenas, sendo estas do tipo plumosa em machos, e do tipo pilosa
nas fémeas (Fig. 3) (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Carvalho et al., 2012; Eiras,

2016).

Lb

Fig. 3. Vista lateral da cabeca de adultos da subfamilia Culicinae: a) fémea de Culicinae; b) macho de
Culicinae. ANT: antena; PMx: palpo maxilar; Pr: probéscide; Lb: labela. Fonte: Consoli e Oliveira
(1994).

Fémeas e machos de Culicidae se alimentam de liquidos vegetais, como seiva, néctar e
exsudatos. Contudo, as fémeas de muitas espécies necessitam de sangue de animais vivos para
a maturacdo de seus ovos. Em razao disso, algumas espécies possuem destaque na entomologia
médica, pois, através da hematofagia, podem transmitir diversos patdgenos nocivos ao ser
humano e aos animais domesticos e selvagens. 1sso torna os culicideos 0s organismos que,
indiretamente, mais causam morbidades e mortalidade humana no mundo (Consoli e Oliveira,
1994, Forattini, 2002; Rueda, 2008; loc, 2009; Eiras, 2016; Harbach, 2021).

No Brasil, as espécies vetoras mais conhecidas e mais comuns no ambiente urbano sao:
Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Fig. 4) (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; 10C,
2009; Eiras, 2016; Zara et al., 2016). Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti séo frequentes no

interior de domicilios e estabelecimentos urbanos, enquanto Aedes albopictus prefere areas
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peridomiciliares e com maior cobertura vegetal, ou areas de mata proximas a populacéo
(Forattini, 2002; Lima-Camara et al., 2006; Ayllon et al., 2018; Heinish et al., 2019). Entretanto,
o C. quinquefasciatus possui hé&bito noturno para hematofagia, ao passo que A. aegypti e A.
albopictus possuem habito preferencialmente diurno (Forattini, 2002; Natal, 2002; Lima-

Camara et al., 2006; 10C, 2009).

Culex quinquefasciatus Aedes aegypti Aedes albopictus

E'i}: f. o - =% o
Fig. 4. Formas adultas das espécies Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e Aedes albopictus. Fonte:
James Gathany / Centers for Disease Control and Prevention.

Impactos da urbanizacéo e da fragmentacéo florestal em mosquitos

O processo de urbanizacdo, bem como o crescimento do agronegdcio ao longo de
décadas, visando principalmente a produgdo de commodities para exportacdo, tem gerado
intensa fragmentacdo florestal, onde areas amplas de vegetagdo nativa sdo suprimidas e
divididas em fragmentos menores e isolados entre si (MS, 2003; Lindenmayer e Fischer, 2013).
Em razdo disso, o habitat de muitas espécies, tanto animais como vegetais, € reduzido, levando
ao declinio ou extingdo de algumas espécies, enquanto a permanéncia de outras é favorecida,
podendo manter-se estavel ou aumentar sua abundancia (MS, 2003; Laurance, 2008; Haddad
et al., 2015).

Os mosquitos estdo entre os organismos que podem sofrer drasticamente com o processo

de urbanizacdo e fragmentacdo florestal. Ao perder seu habitat, muitas espécies acabam
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migrando para o0 ambiente urbano, em busca de alimento e local para reproducgéo. Dessa forma,
espécies com alta capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes, tornam-se domiciliadas.
(Lopes, 1997; Taipe-Lagos e Natal, 2003; Leisnham et al., 2004; Zahouli et al., 2017,
Montagner et al., 2018).

Areas verdes periurbanas ou presentes no meio urbano servem como refigio para
diversas espécies de mosquitos, adaptadas ou ndo ao ambiente antropico, incluindo espécies
vetoras de patdgenos (Zequi et al., 2005; Espinoza, 2018; Ceretti-Junior et al., 2020). Nesses
locais, estdo disponiveis criadouros naturais para as formas imaturas dos mosquitos, como 0cos
em arvores, buracos em bambus e em rochas, axilas de plantas e bracteas de palmeiras, além de
serem descartados diversos tipos de lixos artificiais, como recipientes e embalagens de pléastico,
pneus e materiais de construcdo, os quais também acabam sendo utilizados como criadouros
para especies oportunistas (Lopes, 1997; Leisnham et al., 2004; Zequi et al., 2005; Zahouli et
al., 2017).

Algumas espécies com maior plasticidade genética podem se estabelecer nas residéncias
urbanas e se reproduzir em ambientes domésticos, como caixas d’agua, piscinas, ralos e calhas.
Com a aproximacdo dessas espécies ao homem, fémeas hematdfagas com capacidade vetorial
passam a disseminar patdgenos a populacdo humana e aos animais domésticos (Lopes, 1997,

Taipe-Lagos e Natal, 2003; Barros e Honorio, 2015; Montagner et al., 2018).

Principais arbovirus transmitidos por mosquitos urbanos
Dengue (DENV)

O virus DENV é um arbovirus (virus transmitido por artropodes) pertencente a familia
Flaviviridae, género Flavivirus. E caracterizado por possuir genoma constituido por RNA
positivo de fita simples, é envelopado e possui capsideo icosaédrico, medindo entre 40 e 60 nm

de didametro (Santos et al., 2015).
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O virus DENV apresenta quatro sorotipos circulantes no meio urbano: DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, sendo que todos eles podem causar tanto a dengue classica
guanto manifestacbes mais graves da doenca (Santos et al., 2015; WHO, 2020a). Estudos
demonstram que 0s sorotipos 2 e 3 sdo 0s mais virulentos, ou seja, sdo capazes de causar
sintomas mais graves (Vaughn et al., 2000; Nisalak et al., 2003; Balmaseda et al., 2006; BVS,
2015; Soo et al., 2016; Lovera et al., 2019). Além disso, 0s quatro sorotipos da dengue podem
circular ao mesmo tempo em uma regido, como ja foi relatado na cidade de Trés Lagoas, Mato
Grosso do Sul (Souza et al., 2018), e na cidade de Manaus, Amazonas (Bastos et al., 2012),
no Brasil, 0 que aumenta os riscos para o desenvolvimento de dengue grave, uma vez que
podem ocorrer infecgdes secundarias por mais de um sorotipo (Martins et al., 2014; WHO,
2020a).

Nas Ultimas décadas, a incidéncia global de dengue cresceu rapidamente no mundo,
ocorrendo principalmente em regides tropicais e subtropicais, sobretudo em &reas urbanas e
semiurbanas, sendo veiculada principalmente pelo A. aegypti, e secundariamente pelo A.
albopictus em regides da Asia e Europa (WHO, 2020a; ECDC, 2021). Estima-se que haja de
100 a 400 milhdes de infeccdes por ano, em mais de 100 paises endémicos, deixando cerca de
metade da populacdo mundial em risco de infec¢do (WHO, 2020a).

Apbs a ocorréncia de um grande surto de dengue mundialmente em 2016, seguido de
uma diminui¢do no nimero de casos em 2017, ocorreu novamente um aumento acentuado em
2019 nas regides da Africa, Américas e Pacifico Ocidental, sendo o ano onde foi relatado o
maior numero de casos globalmente (WHO, 2020a). Em 2020, continuaram as ocorréncias de
dengue em varios paises, com registros de aumento de casos, inclusive no Brasil (WHO, 2020a;
MS, 2021).

Segundo o Ministério da Saude, o Brasil registrou 1.544.987 casos provaveis de dengue

em 2019, representando um aumento de 488% em relacdo ao ano anterior. Desse total, foram
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confirmados 1.419 casos de dengue grave e 782 6bitos (MS, 2020a). Em 2020 o total de casos
provaveis foi de 987.173, sendo que 89,8% desses casos ocorreu somente no periodo de janeiro
a junho, onde o Parand foi um dos estados que mais se destacou em nimero de casos, com mais
de 250 mil registros. Também foram registrados 554 6bitos, com a maior concentragdo no
Parana (187) (MS, 2021a).

O ano de 2021 também iniciou com elevados casos de dengue, porém com reducéo de
51,8 % em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior (janeiro a julho), sendo registrados
440.012 casos provaveis e 154 6bitos nesse periodo em 2021. No entanto, ressalta-se que, desde
fevereiro de 2020, o Brasil enfrenta uma pandemia da COVID-19 e isso pode estar ocasionando
uma possivel subnotificacdo, devido a menor procura da populacdo por atendimento em
unidades de salde, além de atraso nas notificacbes das arboviroses (MS, 2021b).

Jé existe uma vacina disponivel para os quatro sorotipos da dengue, porém sua eficacia
é moderada, situando-se em torno de 60% para uma faixa de 2 a 16 anos de idade, embora seja
indicada para a faixa de 9 a 45 anos (Gododi et al., 2017; Fongwen et al., 2021). Dessa forma, o
maior foco deve ser voltado ao monitoramento e controle dos vetores, uma vez que estes
também podem veicular e transmitir outros patdgenos para os quais ainda ndo existe vacina,

como os Virus causadores da Zika e chikungunya.

Zika (ZIKV)
Assim como o virus DENV, o virus ZIKV pertence a familia Flaviviridae, género

Flavivirus, apresentando as mesmas caracteristicas estruturais. No entanto, apresenta apenas
um sorotipo conhecido (Haddow, 2012; Santos et al., 2015).

O primeiro surto de infecgéo por ZIKV foi registrado em 2007, na Ilha de Yap (Estados
Federados da Micronésia). Posteriormente, ocorreram surtos na Polinésia Francesa e em outros
paises e territorios no Pacifico, em 2013, enquanto no Brasil ocorreu em margo de 2015. A

partir de entdo, o virus se espalhou para outras regides do mundo, atingindo cerca de 86 paises
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e territorios da Africa, Asia, Américas e Pacifico, onde foram relatadas evidéncias de ocorréncia
de infeccdo por ZIKV, por meio da veiculagdo do virus por mosquitos do género Aedes,
principalmente da espécie A. aegypti (WHO, 2018).

Apos o surto de Zika no Brasil em 2015, continuaram ocorrendo infecgdes, embora em
menor escala, até os dias atuais. Em 2019 foram relatados 10.768 casos provaveis de Zika no
pais, com ocorréncia de trés obitos no estado da Paraiba, regido Nordeste (MS, 2020a),
enquanto em 2020 foram registrados 7.387 casos provaveis e nenhum 6bito (MS, 2021a).

Em 2021, até julho foram notificados 3.458 casos provaveis, apresentando diminuicao
de 35,6 % no nimero de casos, em relacdo ao mesmo periodo no ano anterior, possivelmente
devido a subnotificagdes e atraso nas notificagcdes, em virtude da pandemia da COVID-19,
enquanto Gbitos ndo foram registrados para Zika (MS, 2021b). E importante mencionar também
que a partir do surgimento desse virus no Brasil, muitos casos de microcefalia e/ou alteracdes
do Sistema Nervoso Central em recém-nascidos foram registrados no pais, onde foram
confirmados mais de 3 mil casos entre 2015 e 2020, causando surtos principalmente na regido
Nordeste (MS, 2020b).

A Sindrome de Guillain-Barré é outra doenca associada ao ZIKV que vem causando
preocupacdo desde a introducdo do virus no pais. Sua incidéncia anual é de 1-4 casos por
100.000 habitantes, ocorrendo principalmente em pessoas de 20 a 40 anos de idade, sobretudo

do sexo masculino (Malta e Ramalho, 2020; MS, 2021c).

Chikungunya (CHIKV)

Diferentemente dos virus DENV e ZIKV, o virus CHIKV pertence a familia
Togaviridae, género Alphavirus, apresentando tamanho um pouco maior (cerca de 70 nm de
didametro). Ademais, apenas um sorotipo é conhecido para esse virus (Santos et al., 2015).

O primeiro surto de chikungunya ocorreu em 1952 no sul da Tanzéania. Surtos
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posteriores foram registrados a partir de 1999 na Africa e, em seguida, em ilhas do oceano
indico e na Asia. Em 2007, ocorreu um surto da doenca na Europa, com casos autdctones pela
primeira vez, enquanto nas Ameéricas o surto com transmisséo autoctone ocorreu pela primeira
vez em 2013, e em 2014 nas llhas do Pacifico (WHO, 2020b). Em 2015 e 2016, houve um
declinio nos casos de chikungunya mundialmente, porém, o Brasil estava entre os paises que
notificaram a maioria dos casos, e atualmente é o pais que mais sustenta casos nas Ameéricas
(WHO, 2020b). O CHIKYV pode ser veiculado tanto pelo A. aegypti como pelo A. albopictus,
dependendo da regido (WHO, 2020b).

No Brasil, foram notificados 132.205 casos provaveis de chikungunya em 2019,
havendo 92 6bitos (MS, 2020a), enquanto em 2020 foram notificados 82.419 casos provaveis
e 30 oObitos (MS, 2021a). Entre janeiro e julho de 2021, foram notificados 63.713 casos
provaveis, correspondendo a uma diminuicdo de 3,6% dos casos em relagdo ao nimero
registrado no mesmo periodo no ano anterior, assim como relatado para dengue e Zika, em
razdo de subnotificacbes devido a pandemia da COVID-19. Também foram registrados sete

Obitos nesse periodo (MS, 2021b).

Febre amarela (YFV)

O virus da febre amarela (YFV) pertence a mesma familia e género dos virus DENV e
ZIKV, possuindo as mesmas caracteristicas estruturais e gendmicas. Assim como 0s virus
ZIKV e CHIKYV, possui apenas um sorotipo conhecido (Santos et al., 2015). Entretanto, existe
na natureza dois ciclos para a transmissdo do YFV, um ciclo silvestre e um ciclo urbano
(ICMBio, 2018; MS, 2020c).

No ciclo silvestre, os mosquitos vetores podem transmitir o virus, por meio da
hematofagia, a um hospedeiro silvestre, bem como se infectar a partir desse hospedeiro que,

no caso, sdo primatas ndo-humanos (PNH), neotropicais, dos géneros Alouatta (bugios,
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guaribas), Callithrix (saguis, micos) e Sapajus (macacos-prego). Nesse ciclo, 0os humanos
participam como hospedeiro acidental, ao frequentar &reas de mata. Estes, por sua vez, ao
frequentar o ambiente urbano, podem infectar mosquitos urbanos hematofagos, os quais
podem transmitir o virus a outras pessoas, gerando um ciclo urbano de transmissdo (ICMBio,
2018; MS, 2020c).

Os principais vetores envolvidos no ciclo silvestre da febre amarela, na América
Latina, sdo mosquitos de habitos silvestres, do género Haemagogus e Sabethes, sendo que 0s
vetores primarios no Brasil sdo o Haemagogus janthinomys e H. leucocelaenus, responsaveis
pelo surto no pais ocorrido entre 2016 e 2018 (Abreu et al., 2019). Por outro lado, no ciclo
urbano, a principal espécie envolvida na transmissao do YFV é o A. aegypti (ICMBio, 2018;
MS, 2020c). No entanto, o ultimo surto de febre amarela urbana no Brasil ocorreu em 1942 no
Acre (Franco, 1969; Consoli e Oliveira, 1994). Portanto, casos posteriores de febre amarela
registrados no Brasil, até atualmente, sdo apenas silvestres, sem relagdo com o A. aegypti
(MS, 2020c).

Uma metodologia desenvolvida pela Fiocruz (Sistema de Informacdo em Salde
Silvestre — SISS-Geo) tem funcionado como um importante aliado no monitoramento da febre
amarela silvestre. Esse sistema permite gerar modelos de alerta da doenca na fauna silvestre
a partir de observacdes georreferenciadas de animais, onde primatas ndo-humanos sdo
importantes sentinelas (CISS/FIOCRUZ, 2021). No Brasil, entre julho de 2020 e janeiro de
2021, foram notificadas 574 epizootias de febre amarela em PNH, com 37 confirmacdes nos
seguintes estados: Distrito Federal (1), Goias (16), Sdo Paulo (1), Parana (11) e Santa Catarina
(8). Nesse mesmo periodo foram notificados 125 casos humanos suspeitos de febre amarela,
mas nenhum foi confirmado (MS, 2021d). Vale mencionar que existe vacina eficaz e segura

para a febre amarela, sendo recomendada em 4.469 municipios brasileiros (MS, 2019).
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Pesquisa e monitoramento de vetores com uso de armadilhas e aspiradores entomoldgicos

Diante da preocupacdo com elevada infestagcdo de mosquitos vetores de arboviroses em
areas urbanas e periurbanas, e consequente aumento da cicurculacdo de arboviroses, diversas
metodologias e ferramentas foram desenvolvidas com o intuito de mensurar o nivel de
infestacéo vetorial, bem como investigar e monitorar a presenca dos mosquitos vetores. Esses
objetivos podem ser alcancados por meio da captura de formas imaturas e/ou captura da forma
adulta dos mosquitos (MS, 2013; CEVS, 2009).

O ministério da Satde promoveu em 2002, por meio do Programa Nacional de Controle
da Dengue (PNCD), o Levantamento Rapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa). Essa
metodologia permite verificar a infestacdo vetorial, a partir de coletas de larvas de Aedes e
célculos de indices larvarios: Indice Predial (IP) e indice de Breteau (IB), possibilitando
levantar o percentual de edificios com presenca de larvas, e de recipientes com larvas para cada
100 imoveis inspecionados, além de obter informacdes acerca dos tipos de recipientes usados
como criadouros para as larvas (MS, 2013).

Contudo, muitos estudos de monitoramento vetorial vém demonstrando a eficiéncia e
sensibilidade de uma armadilha para captura de ovos de A. aegypti e A. albopictus na
determinacédo de indices de infestacdo dos vetores, sendo superior a pesquisa larval (Regis et
al., 2008; Nota técnica n.° 3/2014/I0C-FIOCRUZ/Diretoria, 2014; Depoli et al., 2016;
Nascimento et al., 2020; Rossi Da Silva et al., 2021). Essa ferramenta foi desenvolvida em
1965, por Fay e Perry, sendo denominada de ovitrampa.

As ovitrampas consistem em potes de plastico de coloragéo preta, contendo uma palheta
de madeira (Duratree) com um lado &spero. No interior podem ser adicionadas solucdes
atrativas para as fémeas de Aedes, ou apenas agua (Fig. 5). A partir da quantidade de ovos
depositados pelas fémeas nas ovitrampas, é possivel gerar indices de abundancia indireta de

mosquitos e possibilita verificar a distribuicdo local e temporal dos mosquitos. No entanto, ndo
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permite presumir o nimero de fémeas que visitou a armadilha (Fay e Perry, 1965; Facchinelly

et al., 2007; Regis, et al. 2008).

Fig. 5. Armadilha do tipo ovitrampa para captura de ovos de Aedes. Fonte: o préprio autor.

Para a coleta de mosquitos adultos, podem ser utilizadas armadilhas otimizadas para a
captura tanto de ovos como das fémeas que depositam seus ovos no local, tornando possivel
também a utilizacdo dos adultos capturados para investigacdo viral (Facchinelly et al., 2007;
Rossi da Silva et al., 2021). Existem também armadilhas especificas para a captura de formas
adultas, como armadilhas luminosas e aspiradores elétricos e manuais. Enquanto as armadilhas
luminosas sdo funcionais apenas para coletas noturnas, os aspiradores podem ser utilizados em
qualquer periodo (CEVS, 2009).

O aspirador de Nasci, desenvolvido em 1981, € um exemplo de aspirador elétrico que
demonstra ser uma ferramenta eficiente na captura ativa de mosquitos adultos, podendo
capturar esses insetos em pleno véo ou escondindos em abrigos naturais e artificiais. Além
disso, os mantém vivos, permitindo a utilizacdo desses mosquitos para pesquisa viral de forma

eficiente (Nasci, 1981; Costa et al., 2009; CEVS, 2009). Essa ferramenta consiste em um
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cilindro de aluminio com um tecido de tule, e uma hélice, devendo ser conectada a uma bateria

de 12 volts para funcionamento (Fig. 6) (Nasci, 1981; CEVS, 2009).

Fig. 6. Aspirador de Nasci otimizado para captura de mosquitos adultos. Fonte: o prdprio autor.

Pesquisa viral em mosquitos por meio da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) em Tempo Real

A técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi desenvolvida por Kary Mullis
em 1983, com o intuito de realizar analises de expressdo génica e diagndsticos virolégicos em
amostras clinicas. No final de 1990, essa técnica foi aprimorada com uma metodologia em
tempo real, que permite acompanhar a reacdo e visualizacdo dos resultados (qualitativos e
quantitativos) de maneira mais rapida e precisa, dispensando a realizacdo de eletroforese

(Mullis et al., 1986; Novais et al., 2004; Santos et al., 2015).



30

A PCR consiste na amplificacdo, por acdo da enzima DNA-polimerase, de sequéncias
especificas de DNA in vitro, extraido de tecidos, fluidos ou culturas de células, ou seja, bilhGes
de cdpias de moléculas de DNA sdo geradas a partir de quantidades minimas da molécula molde
(Mullis et al., 1986; Novais et al., 2004; Santos et al., 2015).

Se 0 &cido nucleico a ser analisado for o RNA, deve-se utilizar a técnica de RT-PCR
(Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase), onde o &cido nucleico em
questdo é primeiramente convertido em DNA complementar (¢cDNA), por meio da etapa de
transcrigdo reversa, para posterior realizacdo da amplificacdo por PCR, uma vez que a molécula
de RNA é menos estavel que a de DNA (Santos et al., 2015).

Diante da necessidade crescente de vigilancia epidemioldgica e avaliagdo de
arboviroses em humanos, em virtude de elevados casos de infec¢es globalmente, a PCR
comecou a ser utilizada para deteccdo de arbovirus nocivos ao ser humano, em diversos tipos
de amostras, como soro, plasma e urina humana, e até mesmo em mosquitos vetores,
possibilitando maior facilidade e agilidade em diagndsticos de doencas virais, e contribuindo
também com a prevencao e monitoramento de epidemias (Chow et al., 1998; Eisen et al., 2009;
Barbosa et al., 2016).

A investigacdo de virus em mosquitos vetores por meio da técnica de PCR em tempo
real vem sendo realizada por diversos pesquisadores, como Yang et al. (2010), Ferreira-de-
Brito et al. (2016), Balingit et al. (2020) e Rezende et al. (2020). Essa tecnologia utiliza sondas
fluorescentes para detectar sequéncias de cDNA amplificadas a medida que sdo produzidas
durante os diferentes ciclos. Dessa forma, fornece os resultados em tempo real, e ndo apenas ao
final do processo. Portanto, a metodologia em tempo real apresenta maior desempenho e
velocidade, além de possuir alta sensibilidade e especificidade, e baixo risco de contaminacéo,
sendo entdo mais vantajosa que os métodos convencionais utilizados para diagnéstico de

agentes patogénicos. (Novais et al., 2004; Espy et al., 2006; Santos et al., 2015).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Verificar a densidade populacional e as relagbes ecoldgicas de Culicidae, em
estabelecimentos publicos e vegetacOes riparias na zona urbana do municipio de Londrina,

Paran4, Brasil.

Obijetivos Especificos

o Analisar a diversidade de mosquitos culicideos presentes em
estabelecimentos publicos e vegetacdes riparias na zona urbana de Londrina.

o Identificar o indice de infestacdo de Aedes em estabelecimentos publicos
urbanos de Londrina.

o Verificar a presenca dos virus DENV (e seus sorotipos), ZIKV e CHIKV em
adultos e ovos da familia Culicidae, a fim de verificar a ocorréncia de transmisséo viral

horizontal e vertical.

HIPOTESES

o Na éarea urbana de Londrina, as espécies de Culicidae presentes sdo
principalmente o A. aegypti, A. albopictus e C. quinquefasciatus.

o A densidade populacional de adultos de A. aegypti prevalece sobre as demais
espécies de Culicidae encontradas nos estabelecimentos publicos urbanos.

o Nas armadilhas instaladas ao redor dos estabelecimentos urbanos, espera-se
capturar apenas ovos de A. aegypti e de A. albopictus.

o Nas areas de vegetacdes riparias urbanas, o A. albopictus & mais comum que

outras espécies urbanas, e encontram-se especies de habitos mais silvestre.
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o Areas de vegetacio riparia mais preservadas possuem menor densidade de
mosquitos da espécie C. quinquefasciatus e A. aegypti, ao passo que possuem maior densidade

de mosquitos da espécie A. albopictus entre outros culicideos silvestres.

o Nas areas de vegetacOes riparias urbanas encontra-se maior riqueza de
culicideos do que em estabelecimentos urbanos.

o A densidade populacional das espécies de Culicidae capturadas é maior em
periodos com temperaturas mais elevadas e apés dias de maior precipitacao pluviométrica.

o O virus dengue pode ser encontrado principalmente em populacdes de A.

aegypti nos espacos urbanos.
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Densidade e diversidade de Culicidae (Diptera), com anélise da circulacao
viral, em estabelecimentos publicos urbanos no Norte do Parand, Brasil
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RESUMO

O Brasil vem sofrendo epidemia de dengue desde 2019, registrando também casos de Zika e
chikungunya. O municipio de Londrina, Parana, se destaca em nimero de casos e Obitos por
dengue. Diante disso, este estudo objetivou verificar a densidade e diversidade de mosquitos da
familia Culicidae presentes em estabelecimentos publicos urbanos de Londrina, bem como
analisar suas relacdes ecoldgicas, e investigar a presenca dos virus DENV, ZIKV e CHIKV nos
ovos e adultos de culicideos coletados. Foram selecionados dois estabelecimentos urbanos em
cada regido de Londrina (Norte, Sul, Centro, Oeste e Leste), onde foram instaladas, nos
ambientes externos, armadilhas ovitrampas para coleta de ovos, enquanto no interior foram
capturados culicideos adultos, com aspirador de Nasci. Obteve-se 5077 ovos em 77 ovitrampas.
A regifo Sul apresentou a maior infestagdo enquanto a Leste a menor (indice de Positividade
de Ovitrampas: 38% e 25%; indice de Densidade de Ovos: 67,83 e 19,03, respectivamente). A
partir dos ovos, obteve-se 704 Aedes aegypti e 71 Aedes albopictus fémeas, enquanto na
aspiracdo de adultos capturou-se 99 A. aegypti e 11 Culex quinguefasciatus, sendo a maior
quantidade na regido Oeste e a menor na Norte. Detectou-se o virus DENV-II em um pool de
17 fémeas de A. aegypti aspiradas em uma Unidade Basica de Salde na regido Oeste. Os
resultados demonstram alta densidade de espécies vetoras de patogenos, principalmente A.
aegypti, dentro e ao redor dos estabelecimentos, alertando para a necessidade de vigilancia
entomoldgica constante nesses locais, a fim de prevenir a circulagéo viral. A presenca do A.
albopictus ao redor dos estabelecimentos também alerta para a urbanizacdo dessa espécie e
potencial participacdo na circulagéo viral, demonstrando a necessidade de monitoramento do
vetor e virus de forma constante.

Palavras-chave: Mosquitos. Urbanizagdo. Ecologia. Arbovirus. Investigacao viral.
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ABSTRACT

Brazil has been suffering a dengue epidemic since 2019, also registering cases of Zika and
chikungunya. Londrina city, Parang, stands out in number of cases and deaths from dengue.
Therefore, this study aimed to verify the density and diversity of mosquitoes of the Culicidae
family present in urban public establishments of Londrina, as well as to analyze their ecological
relationships, and to investigate the presence of the DENV, ZIKV and CHIKV viruses in
culicids eggs and adults collected. Two public establishments were chosen in each region of the
Londrina (North, South, Center, West and East), where ovitraps traps for egg capture were
installed outdoors, while in the interiors were caught adult culicids, with a Nasci aspirator. 5077
eggs were obtained in 77 ovitraps. The South region had the highest infestation while the East
had the lowest (Ovitraps Positivity Index: 38% and 25%; Egg Density Index: 67.83 and 19.03,
respectively). From eggs, 704 Aedes aegypti females and 71 Aedes albopictus females were
obtained, while in the aspiration of adults, 99 A. aegypti and 11 Culex quinquefasciatus were
captured, the highest amount in the West and the lowest in the North. The DENV-I1I virus was
detected in a pool of 17 A. aegypti females aspirated in a Basic Health Unit in the West region.
The results demonstrate a high density of pathogen vector species, mainly A. aegypti, in and
around establishments, alerting to the need for constant local entomological surveillance in
order to prevent viral circulation. The presence of A. albopictus around the establishments also
warns of the urbanization of the species and potential participation in the viral circulation,
demonstrating the need for monitoring the vector and virus constantly.

Key-words: Mosquitoes. Urbanization. Ecology. Arbovirus. Viral investigation.
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1. Introducéo

A familia Culicidae Meigen, 1818, subordem Nematocera, ordem Diptera, engloba mais
de 3500 espécies de insetos conhecidos popularmente como mosquitos, pernilongos, murigocas,
carapanas, sovelas, e designados como culicideos. Estdo distribuidos em todas as regides
temperadas e tropicais do planeta, e além do circulo polar artico (Forattini, 2002; Harbach,
2021; WRBU, 2021). Essa familia é dividida em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae,
onde encontram-se espécies hematofagas relevantes para a sadde publica, em virtude da
capacidade vetorial para diversos patdgenos ao ser humano e aos animais domesticos e
selvagens (Forattini, 2002, Harbach, 2021; WRBU, 2021).

Os culicideos possuem desenvolvimento holometabolo e podem ter habitos selvagem,
rural e/ou urbano. As espécies urbanizadas apresentam ciclo de vida dependente do ser humano,
se beneficiando das acbes antropicas para reproducdo, desenvolvimento e sobrevivéncia
(Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda, 2008; Dibo et al., 2011; Eiras, 2016).

O Culex guinquefasciatus Say, 1823 e 0 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)
sdo culicideos extremamente urbanos e sinantropicos (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002;
Taipe-Lagos e Natal, 2003; 10C, 2009; Piovezan, 2009; MS, 2011). Ambas as espécies sdo
cosmopolitas, mas distribuem-se principalmente em regifes tropicais e subtropicais do planeta,
sendo comumente encontradas em todo o territério brasileiro (Consoli e Oliveira, 1994,
Forattini, 2002; Taipe-Lagos e Natal, 2003; I0C, 2009; MS, 2011; Kraemer et al., 2015).

O C. quinqguefasciatus é considerado vetor secundario do virus causador da Febre
Oropouche em algumas localidades do Brasil, como no estado do Parad (Vasconcelos et al.,
1989; Consoli e Oliveira, 1994; Cardoso et al., 2015). Na regido Nordeste do Brasil, como nas
cidades de Recife e Macei0, é o principal vetor da filariose bancroftiana, causada por um verme
nematoide (Wuchereria bancrofti) (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; MS, 2011). Essa

espécie também ja foi encontrada portando o virus ZIKV em areas urbanas de Recife, Brasil,
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em 2016 (Guedes et al., 2017), além de apresentar possivel capacidade vetorial para esse virus,
evidenciada por estudos que detectaram a presenca de cepas asiaticas e americanas do virus
ZIKV nas glandulas salivares de mosquitos dessa espécie, ap6s infeccdo em laboratério
(Viveiros-Rosa et al., 2020).

Contudo, a maior preocupacgdo para a saude publica no Brasil é o Aedes aegypti, o qual
tem origem africana, mas vem causando problemas a populacao brasileira desde o final do
século XIX, quando chegou ao Brasil por meio dos navios de trafico de escravos, no periodo
colonial (Forattini, 2002). Até 1942, a febre amarela urbana era amplamente veiculada pelo A.
aegypti (Franco, 1969), mas atualmente, apenas casos de febre amarela silvestre sdo registrados
no Brasil, sem relagcdo comprovada com essa espécie (MS, 2020a).

O A. aegypti € o principal transmissor dos quatro sorotipos virais da dengue (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4), uma arbovirose que vem apresentando carater preocupante de
epidemia no Brasil, desde 2019 até atualmente (WHO, 2020; MS, 2020b; MS, 2021). Também
transmite os virus causadores da chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), os quais causam
preocupacao a salde publica no pais desde 2014 (Nunes et al., 2015; Zanluca et al., 2015; MS,
2019a; WHO, 2020).

Junto ao A. aegypti, se destaca o Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894). Sua
origem ¢ asiatica, onde é vetor comprovado da dengue, e seu primeiro registro no Brasil é de
1986, no estado do Rio de Janeiro (Forattini, 1986; WHO, 2020). Desde entéo, se espalhou
rapidamente por quase todos os estados brasileiros, se tornando comum no Brasil e cada vez
mais frequente no ambiente urbano (Silva et al., 2006; Alencar, 2008; Martins et al., 2010;
Carvalho et al., 2014; Oliveira e Maleck, 2014; Pancetti et al., 2015; Ayllon et al., 2018; Silva
et al., 2018a; Custodio et al., 2019; Rossi da Silva et al., 2021). No entanto, prefere locais com
maior cobertura vegetal e proximos & populacdo, como bosques e parques (Gomes et al., 2005;

Oliveira e Maleck, 2014; Montagner et al., 2018; Silva et al., 2018c; Heinish et al., 2019;
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Lutinski et al., 2020).

Nas Ameéricas, 0 A. albopictus é um potencial vetor das mesmas arboviroses veiculadas
pelo A. aegypti, possuindo capacidade para se infectar com mais de 20 arbovirus em laboratorio
(Moore e Mitchell, 1997; Vega-Rua et al., 2014; Azevedo et al., 2015; Chouin-Carneiro et al.,
2016). Adultos de A. albopictus no Brasil ja foram encontrados portando naturalmente os virus
DENV (Martins et al., 2012; Medeiros, 2018; Rezende et al., 2020), Zikv (Rezende et al., 2020)
e da febre amarela (YFV) (IEC, 2018). Tais descobertas demonstram que essa espécie também
possui importancia epidemioldgica, necessitando, portanto, mais atencdo de érgdos publicos
relacionados a saude.

A maioria dos casos de transmissdo de arbovirus ocorre de forma horizontal, onde um
mosquito fémea se infecta ao ingerir sangue de uma pessoa contaminada com o arbovirus, e 0
transmite a uma pessoa nédo infectada. No entanto, a transmisséo vertical, onde uma fémea de
mosquito infectada transmite o arbovirus para sua prole, também pode ocorrer, sendo sugerida
como mecanismo para persisténcia do virus em situac6es que levam a reducédo da ocorréncia da
transmissdo horizontal, como em estacBes secas, onde a reproducdo de mosquitos é
desfavorecida. (Lipsitch et al., 1996; Ebert, 2013; Grunnill e Boots, 2016; Lequime et al., 2016;
Taghikhani e Gumel, 2018; Chen et al., 2021).

Diante do exposto, a deteccdo do virus DENV e seus sorotipos em mosquitos pode ser
utilizada como estratégia de vigilancia viroldgica, servindo como ferramenta de adverténcia de
surtos de dengue, contribuindo com a prevencao de epidemias, uma vez que possibilita verificar
0s sorotipos circulantes em determinadas localidades, antes que a doenca comece a ser
transmitida em maiores niveis, (Chow et al., 1998; Eisen et al., 2009; Bona et al., 2011; Barbosa
et al., 2016). Posteriormente, diante do aumento da circulagdo de Zika e chikungunya
mundialmente, foram desenvolvidos testes multiplex para detec¢do dos virus ZIKV e CHIKV,

além de DENV simultaneamente, a exemplo de Pabbaraju et al. (2016), complementando assim
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0s estudos epidemioldgicos que visam analisar a distribui¢do viral por meio dos vetores.

O Brasil vem sofrendo com epidemia de dengue desde 2019, onde o Parana se destaca
entre os estados com maior nimero de casos por dengue, além de Zika e chikungunya (MS,
2020Db). Londrina € um dos municipios do Parana com maior indice de infestacdo, onde foram
confirmados 3600 casos de dengue, com sete mortes, em 2019, e foram identificados dois
sorotipos em circulagdo nesse periodo (DENV-1 e DENV-2), segundo a Secretaria da Satde do
Parana (SESA, 2020). Em 2020, os casos de dengue aumentaram exorbitantemente no
municipio, caracterizando surto epidémico, sendo confirmados mais de 24 mil casos da doenca
e 32 mortes, classificando Londrina como o0 municipio que apresentou mais mortes por dengue
no Brasil em 2020 (SESA, 2020).

N&o existem muitos estudos que indiquem a densidade e diversidade de mosquitos
culicideos na &rea urbana de Londrina. Nesse contexto, € importante conhecer a diversidade e
distribuicdo desses insetos na area urbana do municipio, bem como as relagdes entre as espécies
e a associacdo destas com o0s seres humanos e o ambiente urbano. A partir disso, é necessario
analisar o indice de infestacdo de A. aegypti e A. albopictus, principalmente em locais de maior
fluxo de pessoas de diferentes idades, como estabelecimentos publicos urbanos.

Aliado a isso, também é relevante verificar a presenca de virus e seus sorotipos nesses
locais, tanto nos mosquitos adultos, como também nos seus ovos, possibilitando assim
identificar as &reas de ocorréncia de transmissdo viral, assim como 0s mecanismos de
transmissdo que ocorrem em Londrina. Estes dados poderdo auxiliar no direcionamento de
acOes de controle vetorial, contribuindo com a reducéo da circulagdo de arbovirus. Tais medidas
também podem ser adotadas para outras regides do pais, visando um controle mais eficiente em
escala nacional.

Nessa perspectiva, este estudo objetivou verificar a densidade e diversidade de

culicideos presentes nos estabelecimentos publicos urbanos de Londrina, Parana, Brasil, bem
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como analisar suas relac@es ecoldgicas, além de investigar a presenca dos virus DENV (e seus
sorotipos), ZIKV e CHIKV em ovos e adultos da familia Culicidae, possibilitando verificar a

ocorréncia de transmissao viral vertical e horizontal.

2. Material e Métodos
2.1 Area de estudo

O municipio de Londrina localiza-se na regido Norte do estado do Parana, no Sul do
Brasil, entre 23°08°47” ¢ 23°55°46” S ¢ entre 50°52°23” ¢ 51°19°11” O. Possui 1.652,569 km?
de érea territorial, e sua populacdo estimada é de 575.377 habitantes (IBGE, 2020).

Segundo a classificacdo climéatica de Kdppen, Londrina apresenta clima subtropical
umido (Cfa), com verdo quente e ocorréncia de chuvas em todas as estacdes do ano, com maior
abundancia no verdo (Nitsche et al., 2019; INMET, 2021). A temperatura média anual é de
aproximadamente 21,6 °C, com minima anual em torno de 16,6 °C e méaxima anual em torno
de 27,6 °C, enquanto a umidade relativa do ar (UR) encontra-se na faixa de 69 a 76% e a
precipitacdo pluviométrica média anual varia entre 1400 e 1800 mm (Nitsche et al., 2019;
INMET, 2021).

As coletas foram realizadas em Unidades Basicas de Saude (UBS) localizadas no
perimetro urbano, nas cinco regides de Londrina (Norte, Sul, Leste, Oeste e Centro), bem como
em uma escola estadual em uma das regides. Foram escolhidas duas localidades por regido,
havendo trocas de locais durante o periodo de coletas, devido a mudangas temporarias de
endereco dos estabelecimentos. Os pontos de coleta de cada regido foram: regido Sul — Escola
Estadual Prof. Vani Ruiz Viessi, UBS Itapoa e UBS Eldorado; regido Leste — UBS Armindo
Guazzi, UBS Ideal e UBS Marab4; regido Norte — Jardim Paulista (UBS CSU em endereco
temporario), UBS Chefe Newton e UBS Vivi Xavier; regido central — UBS Vila Brasil e UBS

Vila Nova; regido Oeste — UBS Sol e UBS Takio (Fig. 1).
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Flg 1. Localizacdo geogréfica da area de estudo, demonstrando os pontos de coletas, realizadas entre
janeiro e setembro de 2019, na area urbana do municipio de Londrina, Parand, Brasil.

2.2 Obtencédo de dados geograficos e meteoroldgicos

As coordenadas geograficas de cada local de coleta foram obtidas por meio de um

aparelno GPS Garmin eTrex® 30. Posteriormente, foram submetidas ao programa QGIS

3.10.11 ‘A Coruiia’, para elaboracao dos mapas de localizagdo geografica da area de estudo,

com 0s pontos de cada local de coleta. Foram utilizados arquivos shapefiles disponibilizados

pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2021) e pela Prefeitura de Londrina

(2021).

Também foram levantados valores de temperatura e umidade relativa do ar registrados

em Londrina, de cada periodo de coleta, bem como valores de precipitacdo pluviométrica

registrados nos 14 dias anteriores a cada periodo de coleta, uma vez que o ciclo de vida dos

mosquitos culicideos dura em média 14 dias (sete a 20 dias) (Forattini, 2002; Eiras, 2016). Esses

dados foram fornecidos pelo Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-
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EMATER, cuja estacdo meteoroldgica de Londrina (cédigo 23365116) localiza-se na regido

Sul (-23.35454 S e -51.16420 O).

2.3 Coleta de ovos e adultos da familia Culicidae

As coletas foram realizadas entre janeiro e setembro de 2019. Utilizou-se licenga
permanente SISBIO/IBAMA (23093) e autorizagdo da Secretaria Municipal de Satde (SMS)
de Londrina para coleta nas UBS. Foram realizadas cinco réplicas em dois locais de cada regido
de Londrina, de forma alternada entre as regides, havendo intervalo de aproximadamente um
més entre cada réplica.

Para a coleta de ovos, foram utilizadas armadilhas ovitrampas (Fay e Perry, 1965; Fay
e Eliason, 1966), que consistem em vasos plasticos pretos com boca larga (12 cm de
comprimento x 11 cm de didmetro), com capacidade para 750 mL. Em cada armadilha foram
adicionados 200 mL de uma solucdo de &gua deionizada e levedo de cerveja na concentragdo
de 0,04% (0,4 g/L), servindo como atrativo para as fémeas de Culicidae, a fim de aumentar a
chance de escolha das armadilhas pelas fémeas, considerando a competicdo com outros
criadouros ja existentes no ambiente. Também foram introduzidas palhetas Duratree (14 cm de
comprimento x 3 cm de largura, e espessura de 3 mm), contendo um lado aspero para facilitar
a aderéncia dos ovos, o qual permanecia voltado para o lado superior da armadilha.

Foram instaladas cinco armadilhas nas areas externas de cada local, com distancia
minima de 10 m para cada uma, abrigadas de chuva e sol e ao nivel do solo. Dessa forma, cada
regido recebeu 10 armadilhas em cada uma das cinco réplicas, totalizando 50 armadilhas em
cada regido em todo o periodo amostral, perfazendo um total de 250 armadilhas. As armadilhas
eram recolhidas apds quatro dias em campo, para evitar a possibilidade de eclosdo dos ovos, e
encaminhadas ao Laboratorio de Entomologia Médica (LEM), Universidade Estadual de

Londrina, Parana.
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No interior de cada local, as coletas de adultos foram realizadas utilizando-se um
aspirador de Nasci otimizado (Nasci, 1981). O aspirador usado neste estudo consiste em um
instrumento cilindrico de aluminio com hélice, conectado a uma bateria de 12 Volts, contendo
um saco de tecido microtule amarrado na extremidade inferior aberta, onde os mosquitos
capturados ficam presos. As coletas tinham duragio de dois minutos para cada 10 m? e foam

realizadas apenas no periodo matutino, entre 9:00 e 11:00 h, aproximadamente.

2.4 Quantificacéo, identificagdo e armazenamento de ovos e mosquitos coletados

Os ovos coletados foram quantificados em laboratorio com auxilio de microscopio
estereoscopico para, apoOs sete a dez dias (periodo para maturacdo do embrido), serem
submetidos a eclosdo em bacias de plastico (8 cm de altura x 25 cm de didmetro), com as bordas
internas lixadas para facilitar a aderéncia dos mosquitos emergidos, contendo dgua (desclorada)
até metade das bacias, sendo cobertas com tecido microtule. Essas bacias eram mantidas em
uma camara incubadora do tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a temperatura de 25+2
°C. Apos a eclosdo, larvas eram alimentadas com uma mistura de gérmen de trigo e levedo de
cerveja (1:1) com agua, autoclavada, visando o desenvolvimento das larvas até a forma adulta.

As fémeas emergidas foram coletadas com capturador de Castro e essas foram
armazenadas em frascos de acrilico (7 cm de altura x 4 cm de diametro) contendo uma abertura
maleavel na tampa e um microtule na base. Os frascos permaneciam em B.O.D. a temperatura
de 25+2 °C, com algodao encharcado com uma solucéo de agua e agtcar 12% para alimentagéo
das fémeas, a fim de manté-las vivas por até sete dias, até que acumulasse uma quantidade
suficiente de fémeas a serem congeladas para pesquisa viral, como explicado a seguir.

Esses frascos eram colocados em freezer a -20 °C, por 10 min, para reduzir a atividade
dos mosquitos, a fim de realizar a identificacdo e contabilizacdo, com auxilio de microscopio

estereoscopio e chaves de identificagdo propostas por Forattini (2002) e WRBU (2020), além
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de realizar a separacdo por espécie, local e data de coleta, em microtubos de 1,5 mL
devidamente identificados, contendo de um a 50 mosquitos. Esses tubos eram armazenados em
um freezer a temperatura media de -80 °C, com a finalidade de preservar o material genético,
sobretudo viral, para pesquisa de virus nas amostras.

Os mosquitos capturados com o aspirador de Nasci também foram armazenados por 10
minutos em freezer a -20 °C para posterior contagem, identificacdo, separacdo e
armazenamento em microtubos no freezer a temperatura média de -80 °C, da mesma forma que
as fémeas obtidas dos ovos, com a Unica diferenca de que os machos coletados também foram

armazenados, porém separadamente das fémeas, para pesquisa viral.

2.5 Analise viral

Tanto os mosquitos coletados com aspirador de Nasci, como 0s mosquitos obtidos dos
ovos coletados nas ovitrampas, foram submetidos a pesquisa viral, no Laboratério de
Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC) da Universidade Federal do
Parana (UFPR) — Campus Curitiba. Essa pesquisa foi realizada por meio da técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real, utilizando o kit XGEN MULTI ZDC®
(registro ANVISA n° 80502070063), para deteccdo simultanea dos virus ZIKV, DENV e
CHIKYV, de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para isso, 0 RNA das amostras de mosquitos foi extraido usando o kit QlAamp Viral
RNA®, de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, cada amostra foi macerada
em microtubos de 1,5 mL contendo 140 pL de tampé&o fosfato salino. Em seguida, foram
centrifugados a 13000 rpm durante 15 minutos a temperatura de 4 °C, a fim de obter 140 pL do
sobrenadante que, por sua vez, foram tratados conforme os procedimentos do Kit.
Posteriormente, foi verificada a qualidade e quantificacdo do RNA extraido utilizando o

espectrofotdmetro NanoDrop® 2000.
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Para analisar a presenca de cada arbovirus utilizou-se 15 uLL de RNA viral extraido. A
presenca do virus DENV é verificada a 520 nm usando o fluoréforo FAM, enquanto os virus
ZIKV e CHIKYV séo visualizados em 550 nm e os fluoroforos utilizados foram JOE e VIC,
respectivamente. Foi utilizado um controle interno para validar o processo de extracdo do RNA,
além de controles positivos dos trés arbovirus e um controle negativo para garantir 0 sucesso
das analises todos fornecidos pelo proprio kit. Os resultados foram visualizados por meio do

termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen)®.

2.6 Analise estatistica

A partir do nimero de ovos coletados nas ovitrampas, foram calculados, para cada
regido de amostragem, o IPO - indice de Positividade de Ovitrampas (N° de armadilhas
positivas/N° de armadilhas examinadas) x 100, correspondendo a porcentagem de armadilhas
positivas, ou seja, que capturaram ovos (Gomes, 1998), e 0 IDO - indice de Densidade de Ovos
(N° de ovos/N° de armadilhas positivas), correspondendo ao nimero medio de ovos por
armadilha positiva (Gomes, 1998), a fim de verificar o indice de infestacdo de A. aegypti e A.
albopictus em cada local de coleta. Valores de IDO de 0 a 20 indicam nivel de infestacdo
satisfatorio; enquanto 21 a 35 indicam situacdo de alerta, e acima de 35 representa situacao de
risco de infestacdo. Esses valores se baseiam em dados obtidos por Nascimento et al. (2020),
onde comparou-se em campo a técnica do LIRAa com as ovitrampas na mesma area de estudo.

Também foi calculada distribui¢do de frequéncias para ovos coletados em cada regido
de Londrina, com o intuito de analisar a distribui¢éo de ovos por regido, sendo possivel verificar
os intervalos de nimero de ovos mais frequentes.

Tanto a média de ovos como o0 numero de mosquitos coletados com aspirador de Nasci
foram relacionados com valores de temperatura, precipitacdo pluviométrica e UR, registrados

durante o periodo amostral, por meio do Coeficiente de correlacdo de postos de Spearman, uma
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vez que a relagdo entre os dados obtidos ndo é linear. Para a realizacdo dessas analises foi
utilizado o programa BioEstat, versdo 5.3 (Ayres et al., 2007).

O numero de ovos coletados e do IPO e IDO, bem como o nimero de adultos de A.
aegypti capturados com aspirador de Nasci em cada regido, foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente & Anélise de Variancia, sendo ANOVA - 1 fator
para dados normais ou Kruskal-Wallis para dados sem normalidade, com o intuito de verificar
diferenca estatistica entre as amostras (p < 0,05), para entdo serem submetidos ao teste de
Tukey (p < 0,05) ou Dunn (p < 0,05) respectivamente, a fim de verificar quais amostras diferem
estatisticamente entre si. O programa PAST (Paleontological Statistics) versdao 4.03 foi

utilizado para a realizagdo dessas andlises.

3. Resultados
3.1 Quantidade de ovos coletados e nivel de infestacdo de Aedes aegypti e Aedes albopictus
Durante todo o periodo amostral, nas cinco regifes de Londrina, foi coletado um total
de 5077 ovos de Aedes spp. em 77 ovitrampas positivas (30,92%), de 249 ovitrampas
analisadas. Desse total, 1768 ovos foram coletados na regido Sul (34,82%), 1386 na regido
Norte (27,30%), 844 na regido central (16,62%), 560 na regido Oeste (11,03%) e 519 na regido
Leste (10,22%) (Fig. 2). No entanto, ao comparar a quantidade de ovos coletados em cada uma
das cinco regides, pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa ao nivel de 5% de significancia (p = 0,2959; H = 3,296).
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Porcentagem de ovos coletados em cada regiéo

11,03%

16,62%

27,30%

m Sul Norte  Centro = Oeste mLeste

Fig. 2. Porcentagem de ovos de Aedes spp. coletados em cada uma das cinco regiGes de Londrina,
Parand, no periodo de janeiro a setembro de 2019.

A partir da distribuigdo de frequéncias para ovos obtidos em cada regido, verificou-se
que na regido Sul houve maior frequéncia de armadilhas (82%) contendo de zero a 50 ovos, na
regido Norte houve maior frequéncia de armadilhas (88%) contendo de zero a 63 ovos, na regido
central 70% das armadilhas continha de zero a 17 ovos, na regido Oeste 88% das armadilhas
continha de 0 a 19 ovos, e na regido Leste 84% das armadilhas obtiveram de zero a 19 ovos.

Analisando a quantidade de ovos coletados em cada réplica de cada regido, observa-se
que na regido Sul a maior quantidade de ovos foi obtida no més de janeiro, enquanto a menor
quantidade foi obtida no més de julho (apéndice C) coincidindo com a maior e menor
temperatura média registradas nesses periodos. Na regido Norte, obteve-se maior quantidade
de ovos no més de marco, enquanto no més de setembro ndo houve captura de ovos (apéndice
D). Na regido central, 0 més de maio apresentou a maior quantidade de ovos, enquanto no meés
de agosto nenhum ovo foi coletado (apéndice E). Na regido Oeste, a maior quantidade de ovos
também foi obtida no més de maio, ao passo que nenhum ovo foi coletado no més de setembro
(apéndice F). Ja na regido Leste, obteve-se a maior quantidade de ovos no més de marco,

enguanto no més de julho ndo houve captura de ovos (apéndice G).
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Portanto, em geral, a maior quantidade de ovos foi obtida no verdo e outono, enquanto
a menor quantidade de ovos ocorreu no inverno. Observou-se também que em todos 0s meses
obteve-se 0vos nas ovitrampas.

Ao analisar os valores médios de IPO e IDO obtidos em cada regido de amostragem
também se observa padrdo semelhante ao nimero de ovos, onde o maior valor médio de IPO
foi obtido na regido Sul e no Centro, enquanto o menor valor foi observado na regido Leste. Do
mesmo modo, o maior valor médio de IDO também foi obtido na regido Sul, ao passo que 0s
menores valores foram obtidos nas regides Oeste e Leste, respectivamente (tabela 1). Contudo,
comparando os valores de IPO e IDO obtidas em cada uma das cinco regides, constatou-se que,
estatisticamente ndo ha significancia na diferenca entre os valores IPO de cada regido e entre
os valores de IDO de cada regido, ao nivel de 5% de significancia (p = 0,9332; F =0,2045 e p

=0,3876; F = 1,084, respectivamente) a partir da ANOVA.

Tabela 1

Valores médios de IPO e IDO, obtidos em cada uma das cinco regides de Londrina, Parana, no
periodo de janeiro a setembro de 2019, e estimativa do nivel de infestacdo de Aedes aegypti e
Aedes albopictus por meio de valores do IDO.

Regido IPO (%) IDO Situacédo
Sul 38 67,83 Risco
Norte 30 57,31 Risco
Centro 38 39,86 Risco
Oeste 28 19,03 Satisfatdrio
Leste 25 28,54 Alerta

As médias de IDO obtidas em cada regido demostram que as regides Sul, Norte e Centro
apresentavam situacdo de risco de infestagcéo de A. aegypti e A. albopictus, enquanto a regido

Oeste estava em situacao satisfatdria, e a regido Leste em situacéo de alerta (tabela 1).
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3.2 Fémeas adultas geradas a partir dos ovos coletados nas ovitrampas
Foram obtidas 775 fémeas, todas pertencentes ao género Aedes, sendo 704 da espécie
A. aegypti (90,84%) e 71 da espécie A. albopictus (9,16%). Esse total de mosquitos distribui-se
entre as regides de coleta da seguinte forma: 382 na regido Norte (49,29%), 157 na regido
central (20,25%), 96 na regido Sul (12,39%), 74 na regido Leste (9,55%) e 66 na regido Oeste

(8,52%) (Fig. 3).

Porcentagem de fémeas de Aedes spp. obtidas dos
ovos coletados em cada regiéo

49,29%

" 20,25%

Norte ~ Centro mSul mlLeste mOQOeste

Fig. 3. Porcentagem de fémeas de Aedes aegypti e Aedes albopictus obtidas dos ovos coletados nas
ovitrampas, em cada umas das cinco regides de Londrina, Parand, no periodo de janeiro a setembro de
2019.

O total de fémeas pode ser observado na tabela 2, divididos entre A. aegypti e A.
albopictus, com a porcentagem de cada espécie obtida em cada regido de amostragem. Da
mesma forma que a captura de adultos da espécie A. aegypti foi predominante, nas ovitrampas
instaladas nas regides Sul, Norte, Centro e Oeste as fémeas de A. aegypti tambem prevaleceram,

sendo minoria apenas na regido Leste, com diferenca de dois individuos para A. albopictus

(tabela 2).
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Tabela 2

Total de adultos fémeas e proporcdo de Aedes aegypti e Aedes albopictus obtidas dos ovos
coletados em ovitrampas nas cinco regifes de Londrina, Parana, no periodo de janeiro a
setembro de 2019.

Aedes aegypti Aedes albopictus

Regiéo Total de adultos % Total de adultos %
Sul 75 78,13 21 21,87
Norte 379 99,21 3 0,79
Centro 154 98,09 3 191
Oeste 60 90,91 6 9,09
Leste 36 48,65 38 51,35
Total 704 90,84 71 9,16

Foram obtidos mosquitos da espécie A. aegypti a partir dos ovos coletados em todos os
meses de amostragem. A maior quantidade de fémeas foi obtida a partir de ovos coletados no
més de margo, enquanto a menor quantidade foi obtida de ovos coletados no més de agosto.
Em relacdo ao A. albopictus, ndo foram obtidos mosquitos dessa espécie a partir de ovos
coletados nos meses de maio, junho, agosto e setembro. Por outro lado, assim como para A.

aegypti, a maior quantidade de fémeas foi obtida a partir de ovos coletados no més de marco.

3.3 Culicideos adultos capturados com aspirador de Nasci

Foram capturados 110 culicideos adultos, sendo 73 machos (66,36%) e 37 fémeas
(33,64%). Desse total, 99 eram da espécie A. aegypti (90%), sendo 63 machos (63,64%) e 36
fémeas (36,36%), e 11 eram da espécie C. quinquefasciatus (10%), sendo 10 machos (90,90%)
e uma fémea (9,10%) (tabela 3). O total de mosquitos coletados com aspirador de Nasci, assim

como a porcentagem em cada regido, estao representados na tabela 3.
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Tabela 3
Total e proporcdo de adultos de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus capturados com
aspirador de Nasci nas cinco regides de Londrina, Parand, no periodo de janeiro a setembro de
2019, media e Desvio Padrao da Média para A. aegypti, com as devidas diferencas para o teste
de Dunn.

Regido  Aedes aegypti (n) % Média + DPM  Culex quinguefasciatus (n) %
Sul 5 5,05 0,5+0,40 > ¢ 1 9,09

Norte 2 2,02 0,2+0,13° 0 0
Centro 33 33,33 3,3t1,412 3 27,27
Oeste 55 55,56 5,5+3,61 & ¢d 7 63,64

Leste 4 4,04 0,4+0,27 ¢ 0 0

Legenda: DPM = Desvio Padrdo da Média.
*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) pelo Teste de Dunn.

Nota-se que apenas 0 A aegypti foi coletado em todas as cinco regides de Londrina,
predominando em relagdo ao C. quinquefasciatus. Analisando o nimero de adultos de A.
aegypti aspirados em cada uma das cinco regides de Londrina, é possivel perceber que o maior
namero de mosquitos foi obtido na regido Oeste, enquanto o menor nimero foi obtido na regido
Norte. Os valores médios de A. aegypti obtidos em cada uma das cinco regides, juntamente com
0s respectivos valores de desvio padrdo também estdo demonstrados na tabela 3.

Pelo teste de Kruskal-Wallis, verificou-se que ha diferenca estatisticamente significativa
entre as médias de A. aegypti adultos aspirados, ao nivel de 5% de significancia, (p = 0,0221;
H = 8,658). Ao realizar o teste de Dunn, observa-se que a regido central difere das regides Sul,
Norte e Leste, quanto as médias de mosquitos aspirados, além de haver diferenca entre as
médias obtidas nas regides Oeste e Norte (tabela 3).

Com relacdo a quantidade de A. aegypti capturados com aspirador de Nasci em cada
més do periodo amostral, abril foi 0 Gnico més onde nao houve captura de A. aegypti. Por outro
lado, a maior quantidade de adultos dessa espécie (tanto machos como fémeas) foi capturada

no més de maio.

3.4 Dados meteorologicos registrados e correlacdo com dados de ovos e mosquitos

A temperatura média registrada nos periodos de coleta foi de 21,3 °C, enquanto a
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temperatura minima foi de 1,6 °C e a maxima foi de 36,7 °C. Ja a umidade relativa do ar média
foi de 73,2% (26,2 — 98,4%) (apéndice A). Quanto & precipitacdo pluviométrica ocorrida nos
14 dias antes do primeiro periodo de coleta até 14 dias anteriores ao ultimo periodo de coleta,
foi registrado um total de 778,1 mm, sendo que a precipitacdo total didria minima registrada
nesse periodo foi de 0 mm, enquanto a maxima foi de 62,8 mm (apéndice B).

Em relacéo as variagdes de temperatura ocorridas nos meses em que as coletas foram
realizadas, a temperatura média mais baixa ocorreu no més de julho (17,3 °C), enquanto a média
mais alta ocorreu no més de janeiro (25,8 °C). Quanto as varia¢es pluviométricas ocorridas
durante os meses em que foram realizadas as coletas, 0 menor indice de chuvas foi registrado
no més de agosto (0,2 mm), e 0 maior foi observado no més de fevereiro (219,3 mm). Por outro
lado, a menor e a maior porcentagem média da umidade relativa do ar foram registradas no més
de outubro (56,5%) e maio (84,8%), respectivamente.

Ao relacionar a média de ovos coletados nas cinco regides de Londrina com valores de
temperatura, precipitacdo pluviométrica e UR, observou-se que s6 ha correlacdo significativa
com a UR (p = 0,0048) no periodo de coletas realizadas na regido Oeste, sendo positiva, com
coeficiente de correlacdo de Spearman (rs) de 97,47%. Quanto as demais regides, observa-se
que as correlacBes variam entre muito fraca a forte, para as trés variadveis meteoroldgicas,
havendo também correlacdo negativa com a temperatura na regido Oeste, bem como com a
precipitacdo e com a UR na regido Norte, porém sem significancia estatistica (p > 0,05) (tabela

4).
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Tabela 4
Correlacdo de Spearman entre a média de ovos coletados em cada uma das cinco regides de
Londrina e valores de temperatura, precipitacdo e umidade relativa do ar, referentes ao periodo
de janeiro a setembro de 2019.
T média T minima T maxima Precipitacio UR
Regido rs p-valor  rs p-valor rs p-valor rs p-valor rs p-valor
Sul  0,7000 0,1881 0,7000 0,1881 0,7000 0,1881 0,7000 0,1881 0,0000 n.s.
Norte 0,3189 0,5379 0,0580 0,9131 0,7537 0,0835 -0,0580 0,9131 -0,4928 0,3206
Centro 0,4000 0,5046 0,8000 0,1040 0,4000 0,5046 0,5000 0,3910 0,8000 0,1040
Oeste -0,2000 0,7471 -0,2000 0,7471 -0,2000 0,7471 0,2000 0,7471 0,9747 0,0048

Leste 0,6377 0,1730 0,1479 0,7841 0,4058 0,4246 0,0580 0,9131 0,0290 0,9565

Legenda: T = temperatura; UR = umidade relativa do ar; rs = coeficiente de correlagdo de Spearman; n.s. = ndo
significativo.

Por outro lado, em relacdo ao nimero de mosquitos aspirados nas cinco regides de
Londrina, apenas ha correlacdo significativa com a precipitacdo registrada nos periodos de
coletas nas regides Norte (p = 0,0418 e rs = 82,81%) e Centro (p = 0,0374 e rs = 90%), e com
a UR registrada nos periodos de coleta na regido Leste (p = 0,0418 e rs = 82,81%), sendo
positivas. As demais correlagdes variam de muito fraca a forte, havendo ainda correlagdes
negativas com a temperatura nas regides Norte e Centro, além de correlacdo negativa com a

UR nas regiBes Sul e Centro, mas sem significancia estatistica (p > 0,05) (tabela 5).

Tabela 5
Correlacdo de Spearman entre a quantidade adultos coletados em cada uma das cinco regifes
de Londrina e valores de temperatura, precipitacdo e umidade relativa do ar, referentes ao
periodo de janeiro a setembro de 2019.

T média T minima T maxima Precipitacéo UR

Regido rs p-valor rs p-valor rs p-valor Rs p-valor Rs p-valor
Sul  0,4472 0,4502 0,4472 0,4502 0,4472 0,4502 0,4472 0,4502 -0,1118 0,8579
Norte -0,2070 0,6939 0,0000 ns. -0,2070 0,6939 0,8281 0,0418 0,4140 0,4144
Centro -0,5000 0,3910 -0,7000 0,1881 -0,5000 0,3919 0,9000 0,0374 -0,3000 0,6238
Oeste 0,6000 0,2847 0,6000 0,2847 0,6000 0,2847 0,1000 0,8729 0,3591 0,5528

Leste 0,000 n.s. 0,4140 0,4144 -0,2070 0,6939 0,6211 0,1881 0,8281 0,0418

Legenda: T = temperatura; UR = umidade relativa do ar; rs = coeficiente de correlacdo de Spearman; n.s. = ndo
significativo.

3.5 Andlise viral

Ao analisar as amostras de adultos capturados com aspirador de Nasci, foi detectada a
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presenca do virus DENV-2 em apenas um pool de 17 fémeas de A. aegypti, entre 24 pools de
machos e fémeas da espécie (36 fémeas e 63 machos) e dois pools de C. quinquefasciatus (1
fémea e 10 machos) analisados. A amostra de fémeas contendo virus foi coletada no interior da
UBS Takio - regido Oeste de Londrina, no dia 10 de maio de 2019. Quanto as amostras de
fémeas obtidas a partir dos ovos, nao foi detectado nenhum dos trés arbovirus analisados, nos
30 pools de A. aegypti, e sete pools de A. albopictus obtidos, que totalizaram 704 e 71 fémeas
respectivamente.

O sorotipo da amostra contaminada com virus DENV foi determinado por meio do kit
comercial Biomol ZDC (registro ANVISA n° 39984.998-8), de acordo com as instru¢des do

fabricante.

4. Discussao

A maior quantidade de ovos de Aedes aegypti e Aedes albopictus, assim como 0s
maiores valores do IPO e IDO registrados na regido Sul no presente estudo, estdo de acordo
com os dados de 2019 relatados pela Secretaria Municipal de Sadde de Londrina (SMS), que
apontou a regido Sul como a mais infestada nos trés primeiros LIRAa realizados,
correspondendo ao periodo de janeiro a agosto, abrangendo, portanto, o periodo das coletas.
Ainda em concordancia, era justamente na regido Sul onde estava concentrada a maioria dos
casos de dengue notificados no municipio de Londrina em 2019 (SESA, 2020).

Em contrapartida, a regido apontada pela SMS com menor nivel de infestagdo no
primeiro LIRAa foi a regido Leste, corroborando com o presente estudo, que também registrou
a menor quantidade de ovos nesta regido. Por outro lado, no segundo, terceiro e quarto LIRAa,
o local que apresentou menor infestacdo foi a regido Oeste, condizendo com o menor valor
médio de IDO obtido nessa regido, no presente estudo, apesar de a regido Oeste ter sido o

segundo local a apresentar menor quantidade de ovos capturados, porém com pouca diferenca
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em relacédo a regido Leste.

Ainda em relacdo aos valores médios de IDO, além do maior valor médio obtido na
regido Sul, o segundo, terceiro, quarto e quinto valor médio obtido (do maior para 0 menor) nas
regides Norte, Centro, Leste e Oeste, respectivamente, esta de acordo com os dados relatados
pela SMS, ao realizar o terceiro LIRAa, onde apontou a mesma sequéncia decrescente de
regides em relacdo ao nivel de infestacdo (SESA, 2020).

Quanto a densidade e diversidade de culicideos obtidos a partir dos dois métodos de
coleta, a maior quantidade pertencente a espécie A. aegypti em todas as regides (exceto na a
regido Leste, onde obteve-se duas fémeas de A. albopictus a mais a partir dos ovos) demonstra
que o A. aegypti predomina no ambiente urbano de Londrina. Esse resultado corrobora com
outros trabalhos que observaram elevada frequéncia de A. aegypti no ambiente urbano em
diversas localidades do Brasil, prevalecendo em relacdo a outras espécies (Lima-Camara et al.,
2006; Fantinatti et al., 2007; Silva, 2009; Serpa, 2014; Silva, 2016; Medeiros, 2018; Barbosa et
al., 2019; Fonseca Junior, 2019; Silva, 2019).

Essas observacdes condizem com as caracteristicas ja atribuidas ao A. aegypti, o qual
possui habito diurno e € considerado estritamente sinantrépico e antropo6filo, ou seja, apresenta
extrema dependéncia pelo homem, se beneficiando de suas atividades, as quais propiciam
condicdes favoraveis para a reproducao e sobrevivéncia da espécie (Forattini, 2002; Natal,
2002; Lima-Camara et al., 2006; Zara et al., 2016; Wilk et al., 2019).

Embora ndo tenha sido observada correlacdo significativa entre 0 nimero de ovos e
adultos de A. aegypti e a temperatura, € valido considerar que o clima de Londrina é favoravel
a essa espécie, uma vez que, de acordo com a literatura, a faixa de temperatura média, assim
como o alto indice de precipitacdo pluviométrica do municipio e consequente umidade relativa
do ar elevada, como evidenciado pelos dados meteoroldgicos obtidos no estudo, sdo ideais para

a proliferacdo do A. aegypti.
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De acordo com um estudo recente em laboratorio, a faixa 6tima de temperatura para
sobrevivéncia do A. aegypti encontra-se entre 15 e 30 °C (Galaviz-Parada et al., 2019). Estudos
anteriores de Beserra et al. (2006) e Beserra et al. (2009), também em laboratério, concluiram
que a faixa de temperatura 6tima para o desenvolvimento de A. aegypti encontra-se entre 21 e
29 °C e entre 22 e 32 °C, respectivamente, enquanto para Marinho (2016) a temperatura ideal
para o desenvolvimento dessa espécie, constatada em laboratorio, situa-se em uma faixa de 22
a 36 °C, estando de acordo com os valores médios registrados no periodo amostral.

A pluviosidade também contribui para a proliferacdo do A. aegypti, pois influencia no
aumento da quantidade de criadouros disponiveis para o desenvolvimento das formas imaturas
do mosquito (Barrera et al., 2011; Silva et al., 2018b; Custddio et al., 2019). O consequente
aumento da umidade relativa do ar também tem demonstrado consideravel influéncia na
abundancia e sobrevivéncia do A. aegypti, devendo estar acima de 70% (Canyon et al., 1999;
Fouque et al., 2006; Lega et al., 2017). Essas observacGes corroboram com as correlacfes
positivas estatisticamente significativas obtidas neste estudo, com o consideravel volume de
chuvas registrado no presente estudo, e com a UR média acima de 70%.

Em relacdo ao A. albopictus, a obtencéo de ovos dessa espécie em ovitrampas instaladas
nas areas externas dos estabelecimentos, ao passo que ndo encontrou-se adultos no interior,
sugere que este culicideo € mais frequente em areas peridomiciliares, podendo usar como abrigo
arbustos, parques, bosques ou fragmentos de mata na area urbana, ou lugares mais afastados,
como plantagcBes adjacentes aos domicilios e matas proximas a &rea urbana, conforme
verificado em diversos estudos (Gomes et al., 2005; Lima-Camara et al., 2006; Silva et al.,
2006; Martins et al., 2010; Pedrosa, 2013; Medeiros-Souza et al., 2015; Heinisch et al., 2019;
Silva, 2019; Rossi da Silva et al., 2021). Gomes et al. (2005) também observaram maior
hematofagia de A. albopictus no peridomicilio em comparacdo ao intradomicilio.

Todavia, a captura de ovos de A. albopictus nas ovitrampas evidencia que populagdes
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dessa espécie em Londrina possuem habito urbanizado e utilizam os mesmos criadouros
artificiais que o A. aegypti, apesar de também ovipositar frequentemente em locais naturais,
como oco de arvores, bambus e axilas de plantas (Lima-Camara et al., 2006; Alencar, 2008;
Rossi e Silva, 2009; Rodriguez et al., 2013). Em estudos de Silva (2009), Pedrosa (2013),
Oliveira e Maleck (2014), Serpa (2014), Silva (2016), Custodio (2019), Silva et al. (2018c),
Heinisch et al. (2019), Silva (2019), Dixson et al. (2020) e Rossi da Silva et al. (2021) também
obteve-se ovos tanto de A. aegypti quanto de A. albopictus em ovitrampas, enquanto Honério e
Lourenco-De-Oliveira (2001), Silva et al. (2006), Maciel-De-Freitas et al. (2007), Rossi e Silva
(2009), Martins et al. (2010) e Ayllon et al., (2018) observaram ambas as espécies
compartilhando diversos criadouros artificiais.

Com relagdo ao C. quinquefasciatus, a captura dessa espécie no interior das UBSs,
mesmo que em pequena quantidade, indica que, embora tenha habito noturno para realizacdo
da hematofagia, também pode ser encontrada em meio a populacdo humana no periodo diurno,
juntamente com o A. aegypti e A. albopictus, possivelmente utilizando o interior de
estabelecimentos urbanos como abrigo (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Ramos et al.,
2019).

Contudo, a auséncia de ovos de C. quinquefasciatus nas ovitrampas se deve ao tipo de
criadouro, que ndo é ideal para essa espécie, pois nem sempre utiliza 0s mesmos criadouros que
0 A. aegypti e A. albopictus, além de demostrar a especificidade das ovitrampas e do atrativo
utilizado para a captura de Aedes spp. Esse resultado corrobora com os estudos de Silva (2009),
Oliveira e Maleck (2014), Silva (2016), Nascimento (2017), Silva (2019) e Rossi da Silva et al.
(2021), onde encontraram somente ovos de A. aegypti e A. albopictus em ovitrampas instaladas
em ambientes urbanos.

De acordo com estudos de Codeco et al. (2015), Silva et al. (2018c), Nascimento et al.

(2020) e Rossi da Silva et al. (2021) as ovitrampas possuem alta especificidade e sensibilidade
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para captura de ovos de A. aegypti e geracdo de indices de infestacdo, apresentando melhor
desempenho em comparacéo a pesquisa larval.

O C. quinquefasciatus prefere ovipositar em recipientes artificiais contendo agua rica
em matéria organica, ou em cole¢bes de &gua poluida no solo, além de ovipositar
frequentemente em lugares amplos com agua em baixa ou nenhuma movimentagdo, que tenha
abundante matéria organica em decomposicdo e detritos, como lagoas de tratamento de
efluentes, esgotos a céu aberto, fossas, corregos, margens de rios e lagos poluidos, e similares
(Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Morais et al., 2007; Chaves et al., 2009; Borges,
2014).

Esses locais propiciam condicOes ideais para o desenvolvimento das larvas, pois
caracterizam-se como Gtimas fontes de alimento, garantindo o sucesso reprodutivo da espécie.
Sendo assim, o C. quinquefasciatus esta associado a condi¢bes urbanas onde h& despejo
inadequado de aguas provenientes de esgoto doméstico ou comercial e outros poluentes a céu
aberto (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; MS, 2011; Wilke et al., 2017).

Quanto a investigacdo viral, embora tenha ocorrido elevado nimero de infeccdes em
Londrina durante todo o periodo de coleta (mais de trés mil casos registrados e 7 mortes no ano
de 2019) conforme relatado pela SMS de Londrina e pela SESA (2020), a baixa detec¢do de
virus nos mosquitos aspirados pode ser justificada pelo reduzido nimero de amostras obtidas
no periodo amostral. Por outro lado, apesar do menor nimero de casos de dengue confirmados
na regido Oeste, segundo a SMS de Londrina, supde-se que a possibilidade de encontrar virus
nessa regido tenha sido maior em virtude da grande quantidade de mosquitos capturados em
uma Unica coleta, onde foi detectada a presenga do virus DENV-2.

A auséncia de virus nas fémeas de C. quinquefasciatus aspiradas também pode ser
justificada pelo reduzido nimero amostral, mas principalmente pela baixa competéncia e

capacidade vetorial dessa espécie para os virus investigados (Viveiros-Rosa et al., 2020). Até o



66
momento, apenas um estudo identificou a presenca natural do virus ZIKV em adultos de C.
quinquefasciatus coletados em abundéncia na cidade de Recife, onde havia alto indice de
infestacdo da espécie, devido as condigdes ambientais da regido (Guedes et al., 2017).

A baixa frequéncia de deteccdo viral em mosquitos, mesmo em locais contendo
infestacdo de vetores e elevado nimero de casos de arboviroses em humanos, ja foi relatada em
alguns estudos no Brasil. Lourenco-de-Oliveira et al. (2002) capturaram mais de dois mil
adultos em Nova Iguacu (Rio de Janeiro), mas sé encontraram DENV-3 em trés pools de nove
fémeas de A. aegypti, enquanto Degallier et al. (2003) detectaram a presenca do virus DENV-
1 em somente uma amostra com duas fémeas de A. aegypti, a partir de 23 pools dessa espécie,
capturadas no estado do Espirito Santo, ao passo que ndo encontraram virus em nenhum dos 38
pools de A. albopictus obtidos.

A auséncia de virus nos mosquitos obtidos dos ovos coletados no presente estudo sugere
que a alta incidéncia de dengue em Londrina esteja ocorrendo principalmente por transmissé@o
horizontal. Grunnill e Boost (2016) demonstram, a partir da revisdo de varios estudos, que a
transmissdo vertical € um evento raro, exercendo pouca relevancia na persisténcia do virus
DENV no ambiente. Vale destacar também que foi analisado um nimero amostral reduzido,
obtido em um baixo namero de réplicas e em poucos pontos do municipio.

Em analises de ocorréncia de transmissdo vertical no Brasil, foram obtidas poucas
amostras positivas em um estudo de Serufo et al. (1993), onde isolaram apenas dois lotes de
larvas positivas para DENV-1 entre 743 larvas de A. albopictus coletadas no estado de Minas
Gerais, enquanto Zeidler et al. (2008) ndo obtiveram nenhum pool de larvas de A. aegypti
positivo para DENV, em amostras coletadas em um bairro que apresentava elevada incidéncia
de dengue, na cidade de Boa Vista, Roraima.

De acordo com a Secretaria da Saude do Parana (SESA) (2020), os sorotipos circulantes

no municipio, em 2019, eram o DENV-1 e DENV-2. A circulagdo simultanea desses dois
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sorotipos, aliado ao aumento populacional dos vetores, € de grande risco para a populacao, pois
existe a possibilidade de pessoas que ja foram infectadas por um sorotipo, contrair infeccao
secundaria por outro sorotipo, e em um curto periodo de tempo, ou até mesmo pode ocorrer
infeccdo simultanea por dois sorotipos (Martins et al., 2014). Com isso, aumenta-se a
probabilidade de ocorréncia de novos surtos de dengue e agravamento da doenca, podendo
ocasionar hemorragias, sindrome de choque, disfun¢des dos 6rgdos e possivel 6bito (Halstead
et al., 2003; BVS, 2015; Barbosa et al., 2016).

Estudos demostram singularidades para cada sorotipo da dengue, quanto aos sintomas
provocados. Sintomas mais graves foram predominantes em infec¢bes causadas pelos sorotipos
2 e 3, indicando, portanto, que sdo os mais virulentos (Vaughn et al., 2000; Nisalak et al., 2003;
Balmaseda et al., 2006; BVS, 2015; Soo et al., 2016; Lovera et al., 2019). Sendo assim,
evidencia-se que em Londrina circula um dos sorotipos de maior viruléncia, isto é, capaz de
causar sintomas mais graves.

Segundo a SESA (2020), casos de febre Zika e chikungunya ndo foram detectados em
Londrina, em 2019, o que justifica a auséncia de detec¢cdo desses virus nas amostras coletadas.
Entretanto, a deteccdo do virus DENV-2 em fémeas de A. aegypti presentes em uma das UBSs,
indica que ha circulacdo de mosquitos contaminados com virus, inclusive de um sorotipo
associado a sintomas mais graves, dentro de locais frequentados por pessoas que buscam
diagndstico, orientagdo e tratamento para arboviroses e outras enfermidades. Contudo, é
importante mencionar que a pesquisa viral do presente estudo foi realizada nos mosquitos
inteiros. Sendo assim, ndo foi possivel concluir se o0 virus estava presente apenas no intestino
(hematofagia recente), na hemolinfa (sangue em processo de digestdo) ou na glandula salivar,
0 que caracterizaria as fémeas infectadas como vetores efetivos, podendo transmitir o virus.

Os resultados obtidos alertam para a urgente necessidade de intensificar as medidas

preventivas e de controle vetorial dentro e ao redor desses estabelecimentos, a fim de evitar a
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existéncia de criadouros do Aedes spp., reduzindo assim a infestacdo local dos mosquitos
vetores e, consequentemente, a circulacdo viral. Ressalta-se também a necessidade de vigilancia
constante do Aedes spp. e dos virus veiculados na natureza, ndo s em Aedes spp., mas também
em outras espécies com capacidade vetorial, como o C. quinquefasciatus, sendo importante
também uma analise viral mais especifica nesses mosquitos, para identificar a presenca de virus
nas glandulas salivares, a fim de verificar se 0 mosquito pode transmitir o virus. Essas medidas
possibilitam direcionar as acGes de prevencdo e reducdo dos vetores, evitando assim a
ocorréncia de novas epidemias e sobrecarga do sistema de saude.

Em consonéncia com a vigilancia nos estabelecimentos publicos urbanos, é relevante
também explorar a diversidade de Culicidae e a presenca de virus em outras localidades da zona
urbana de Londrina, como em fragmentos florestais, pois podem ser locais de reflgio para
muitas espécies de mosquitos, inclusive vetoras de patdgenos, necessitando de vigilancia
constante, tanto quanto nos estabelecimentos urbanos. Sendo assim, mais estudos s&o
necessarios para complementar as acdes de vigilancia vetorial e virolégica no municipio de
Londrina.

Este trabalho apresenta um modelo de metodologia com baixo custo para obtencdo de
mosquitos vetores em diferentes localidades, demonstrando ser eficaz no monitoramento
vetorial e viral. E importante que o monitoramento seja realizado de forma constante, aliado &
intensificacdo da investigacao viral nos vetores, a fim de tornar a deteccédo viral mais eficiente,
pois assim permite a tomada de acdes rapidas caso seja detectada circulagdo viral em pontos
estratégicos, a exemplo das UBSs. Esta metodologia pode ser adotada por todos 0s municipios

do Brasil como forma de prevencdo e atencdo primaria a satde.
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Diversidade e abundéancia de Culicidae (Diptera), com analise da circulacao
viral, em vegetacdes riparias urbanas no Norte do Parana, Brasil
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RESUMO

Avigilancia vetorial e viroldgica geralmente é restrita a estabelecimentos e residéncias urbanas,
porém, fragmentos florestais também podem abrigar muitas espécies de mosquitos, inclusive
vetoras de patdgenos. O objetivo deste estudo foi verificar a diversidade e abundancia de
culicideos presentes em vegetacGes riparias urbanas de Londrina, Parand e compreender suas
relacBes ecologicas, bem como investigar a presenca dos virus DENV, ZIKV e CHIKV nesses
mosquitos. Foram coletados mosquitos adultos com aspiradores de Nasci, além de amostras de
agua para verificacdo de culicideos imaturos, em seis areas de vegetacao riparia. A partir da
aspiracdo, foram capturados 131 culicideos nas seis areas amostrais, com destaque para Culex
quinguefasciatus, Aedes aegypti e Aedes albopictus. A maior abundancia e dominancia ocorreu
em areas com maior fluxo de pessoas, havendo principalmente espécies sinantropicas enquanto
0s menores valores ocorreram em area menos povoada. Diversidade e riqueza foram maiores
em area mais afastada de estabelecimentos urbanos, embora com residéncias proximas. Cinco
criadouros naturais e quatro artificiais foram encontrados em trés areas amostrais, obtendo-se
369 culicideos adultos: 225 nos criadouros naturais (12 A. aegypti, 195 A. albopictus, 18
Limatus durhamii), e 144 nos criadouros artificiais (127 A. aegypti, 117 A. albopictus). Apesar
da auséncia de virus nos mosquitos, os resultados demonstram a necessidade de monitoramento
constante nas areas de vegetacdo riparia urbanas, pois abrigam espécies silvestres e
sinantropicas de interesse em salde publica, sendo uma importante interface entre vetores e
humanos que pode possibilitar a circulacdo de novos patégenos no ambiente urbano.

Palavras-chave: Ecologia. Impactos antropicos. Investigacéo viral. Vigilancia entomoldgica.
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ABSTRACT

Vector and virological surveillance is generally restricted to urban establishments and homes,
but forest fragments can also harbor many species of mosquitoes, including pathogen vectors.
The aim of this study was to verify the diversity and abundance of Culicidae present in urban
riparian vegetation in Londrina, Parand, and to understand their ecological relationships, as well
as to investigate the presence of DENV, ZIKV and CHIKYV viruses in these mosquitoes. Adult
mosquitoes were collected with Nasci aspirators, in addition to water samples to verify
immature Culicidae, in six areas of riparian vegetation. From aspiration, 131 Culicidae were
captured in the six sample areas, with emphasis on Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti and
Aedes albopictus. The greatest abundance and dominance occurred in areas with a high flow of
people, with mainly synanthropic species, while the lowest values occurred in less populated
areas. Diversity and wealth were greater in an area farther from urban establishments, although
with close homes. Five natural and four artificial breeding sites were found in three sample
areas, resulting in 369 adults Culicidae: 225 in natural breeding sites (12 A. aegypti, 195 A.
albopictus, 18 Limatus durhamii), and 144 in artificial breeding sites (127 A. aegypti, 117 A.
albopictus). Despite the absence of viruses in mosquitoes, the results demonstrate the need for
constant monitoring in urban riparian vegetation areas, as they harbor wild and synanthropic
species of public health interest, being an important interface between vectors and humans that
can enable the circulation of new pathogens in the urban environment.

Keywords: Anthropic impacts. Ecology. Viral investigation. Virological surveillance
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Introducéo

Culicidae é uma familia numerosa de insetos conhecidos vulgarmente como mosquitos,
murigocas, carapands, sovelas, entre outros, pertencente a subordem Nematocera, ordem
Diptera. Estdo distribuidos em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae, contendo mais de
3500 espécies (Harbach, 2021a, WRBU, 2021a). Ambas possuem importancia para a saude
publica, uma vez que apresentam espécies com competéncia e capacidade para veicular e
transmitir agentes causadores de doengas que acometem 0s seres humanos e outros animais em
todo o planeta (Forattini, 2002; Rueda, 2008; CVBD, 2021; Harbach, 2021a, WRBU, 2021a).

Os culicideos sdo predominantemente tropicais, mas estdo amplamente distribuidos em
todos os biomas, devido a sua grande capacidade de adaptacdo a diversos ambientes. Dessa
forma, podem habitar até mesmo regides articas, bem como ambientes de elevada altitude ou
muito abaixo do nivel do mar (Rueda, 2008; CVBD, 2021; Harbach, 2021a; WRBU, 2021a).

Enguanto algumas espécies sdo estritamente selvagens e sensiveis a mudancas
ambientais, outras podem viver em areas rurais e urbanas, habitando ambientes aquéticos e
terrestres com elevado grau antropico (Lopes, 1997; Forattini, 2002; Rueda, 2008; Medeiros-
Souzaetal., 2017; Montagner et al., 2018). Ambientes antrépicos acabam favorecendo espécies
de mosquitos oportunistas e de maior plasticidade genética, que passam a utilizar recipientes
artificiais descartados pelo homem, para reproducdo e desenvolvimento, acarretando em alta
densidade populacional de mosquitos (Lopes, 1997; Zequi et al., 2005; Medeiros-Souza et al.,
2017; Montagner et al., 2018).

Grandes centros urbanos geralmente possuem fragmentos florestais isolados, resultantes
de acBes antropicas visando o desenvolvimento agropecudrio, industrial e urbano (MMA, 2003;
Dantas et al., 2017; Alves et al., 2020). Muitos desses fragmentos circundam mananciais que
abastecem a regido, podendo ser denominados como formac&o ribeirinha, vegetacao riparia ou

mata/floresta riparia, entre outros diversos termos, dependendo da sua fisionomia e regido
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(Rodrigues, 2000; Kobiyama, 2003; ICMBIo, 2021).

Esses locais possuem elevada diversidade de espécies vegetais que contribuem com a
estabilizacdo da temperatura ambiente e com a qualidade do ar, do solo e da agua, impedindo a
ocorréncia de erosdo e assoreamento nas margens dos cursos hidricos, além de filtrar agentes
poluidores (Sonoda, 2010). Também servem como refugio para diversas espécies animais,
incluindo mosquitos sinantrépicos vetores de patdgenos, como o Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762), Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) e Culex quinquefasciatus Say,
1823 (Bartalini, 1986; Ceretti-Junior et al., 2015; Medeiros-Souza et al., 2013; 2015; 2017;
Vieira et al., 2020).

O A. aegypti € o principal vetor dos virus causadores da dengue, Zika e chikungunya no
Brasil, além da febre amarela urbana, apesar de esta ndo estar vinculada ao A. aegypti com
transmissao urbana no pais desde 1942 (Franco, 1969; WHO, 2020). O A. albopictus também
tem capacidade para veicular mais de 20 arbovirus em laboratério (Moore e Mitchell, 1997;
Vega-Rua et al., 2014; Azevedo et al., 2015; Chouin-Carneiro et al., 2016), além de populagdes
dessa espécie ja terem sido encontradas portando naturalmente o virus da dengue (DENV),
(Martins et al., 2012; Medeiros, 2018; Rezende et al., 2020), da Zika (ZIKV) (Rezende et al.,
2020) e da febre amarela (YFV) (IEC, 2018) no Brasil. No entanto, essa espécie ainda nao foi
associada a transmissao de arbovirus no Brasil, mas € considerada vetor do DENV em regides
da Asia e Europa (WHO, 2020; ECDC, 2021). Em adultos da espécie C. quinquefasciatus,
coletados na cidade de Recife em 2016, também foi identificada a presenca natural do virus
ZIKV (Guedes et al., 2017). Entretanto, a capacidade para transmitir o ZIKV foi verificada
apenas em laboratério (Viveiros-Rosa et al., 2020).

Algumas &reas verdes, como bosques, pragas e parques, sdo projetadas para fins
estéticos e sociais, ou seja, para embelezamento da regido, bem como para promover lazer e

recreacdo a populacdo, além de atividades educativas (Bartalini, 1986; Medeiros-Souza et al.,
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2015). O municipio de Londrina, Parand, Brasil, possui 17 parques e areas verdes, sendo a
maioria localizada no perimetro urbano, com residéncias proximas, e muitos desses espagos sao
utilizadas para lazer e recreagdo (Prefeitura de Londrina, 2020). Diante disso, justifica-se a
necessidade de investigar as espécies de mosquitos presentes nesses ecossistemas, a fim de
conhecer a riqueza e abundancia desses insetos, bem como suas relagdes interespécies e com o
ambiente.

Diante da elevada infestacdo de mosquitos vetores e do crescimento alarmante de casos
de dengue em Londrina desde 2019, segundo a Secretaria da Sadde do Parana (SESA, 2020), é
relevante investigar também a presenca de virus e seus sorotipos, tanto em fémeas como em
machos de mosquitos culicideos presentes em vegetacdes riparias do municipio, principalmente
das espécies A. aegypti, A. albopictus e C. quinquefasciatus, visto que sdo espécies de alta
competéncia e capacidade vetorial para determinados patégenos (Forattini, 2002; MS, 2011;
Fonseca Junior et al., 2019). Dessa forma, complementa as a¢cdes de monitoramento e controle
de mosquitos vetores urbanos, uma vez que a realizacdo dessas acdes é geralmente restrita as
residéncias e estabelecimentos urbanos, embora esses ecossistemas também apresentem
culicideos de importancia em saude publica, como ja observado por Lopes et al., (2002), Zequi
et al. (2005) e Espinosa (2018) em pesquisas realizadas em algumas areas de vegetacdo riparia,
na zona urbana de Londrina, Parana.

Nessa perspectiva, este estudo objetivou analisar a diversidade e abundancia de
mosquitos culicideos presentes em vegetagdes riparias urbanas do municipio de Londrina,
Parand, Brasil, e compreender suas relagGes ecologicas, bem como investigar a presenga dos
virus DENV (e seus sorotipos), ZIKV e CHIKV em mosquitos culicideos, a fim de identificar

areas de ocorréncia de vetores, assim como 0s mecanismos de transmissao viral.
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Material e Métodos
Area de estudo

O municipio de Londrina est4 situado no Norte do estado do Parand, no Sul do Brasil.
O clima de Londrina é classificado como subtropical umido (Cfa), possuindo verdo quente e
chuvas em todas as estaces do ano, sendo mais abundante no verdo, segundo a classificacdo
climatica de Kdppen (Nitsche et al., 2019; Prefeitura de Londrina, 2020). A temperatura média
anual encontra-se em torno de 21,6 °C, enquanto a umidade relativa do ar (UR) média anual
varia entre 69 e 76% e a precipitacdo pluviométrica média anual situa-se em uma faixa de 1400
a 1800 mm (Nitsche et al., 2019; Prefeitura de Londrina, 2020).

A vegetacdo presente na regido de Londrina é do tipo Floresta Estacional Semidecidual,
pertencente ao Bioma Mata Atlantica (Wrege et al., 2017; SEMA, 2018). O municipio possui
um total de sete microbacias hidrogréaficas urbanas (Prefeitura de Londrina, 2020). Dentre elas,
a microbacia do Ribeirdo Cambé, pertencente & bacia do Rio Tibagi, é a que possui maior
extensdo, com uma éarea de aproximadamente 77 km? e delimitacio de 48 km, cujo principal
curso d’agua possui cerca de 25 km de extensdo (Araujo, 2004; Neves, 2012). O Ribeirdo
Cambé forma seis lagos e 26 cdrregos, cercados por vegetacdo, e sua distribuicdo ocorre no
sentido noroeste-sudeste de Londrina, sendo que a maior parte estd localizada no perimetro
urbano (Medri et al., 2002; Araujo, 2004; Neves, 2012; Prefeitura De Londrina, 2020).

As amostragens do presente estudo foram realizadas em seis areas de vegetacéo ripéria
(figura 1), distribuidas ao longo do Ribeirdo Cambé e seus afluentes, no perimetro urbano de

Londrina, cuja localizacdo geografica pode ser observada na figura 2.
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Figura 1 Areas amostrais localizadas no perimetro urbano de Londrina, Parand, Brasil: 1) Ribeirdo
Cambé Nascente (RCN); 2) Ribeirdo Cambé Daher (RCD); 3) Ribeirdo Cambé Tékio (RCT); 4) Aterro
do Lago Igap6 (ALI); 5) Cérrego Capivara (CC) e 6) Assentamento indigena (Al). Fonte: o proprio
autor.
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Figura 2 Localizacdo geogréfica da area de estudo, demonstrando os pontos de coletas realizadas entre
0s meses de novembro de 2020 e marcgo de 2021, distribuidos ao longo do Ribeirdo Cambé, no perimetro
urbano de Londrina, Parang, Brasil.

A denominacdo e coordenadas geograficas de cada area com as respectivas

caracterizagdes dos ambientes, incluindo PAR (Protocolo de Avaliacdo Répida de Rios), podem

ser consultadas no quadro 1. As informag6es sdo baseadas no estudo de Espinoza (2018), que

utilizou como referéncia Callisto et al. (2002). O PAR é uma ferramenta que avalia a qualidade

dos cursos d’agua de acordo com caracteristicas fisicas da dgua e integridade da vegetacdo

presente ao redor (Callisto et al., 2002).
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Quadro 1

Caracterizacdo, Protocolo de Avaliacdo Répida de Rios e coordenadas geograficas das seis
areas de estudo amostradas entre os meses de novembro de 2020 e mar¢o de 2021, no perimetro
urbano de Londrina, Parand, Brasil.

Area

Caracterizacdo da area

PAR

Coordenadas

Ribeirdo Cambé
Nascente (RCN)

Nascente localizada em area
proxima ao entroncamento da
BR-369 com a PR-445, com
poucas residéncias proximas,
presenca de industrias e
constante circulacédo de
veiculos; é canalizada, com
areas do canal concretadas;
possui vegetacao marginal
comprometida, despejo de
esgoto e lixo sélido.

Trecho impactado

23°17'8.34"S e
51°14'0.78"W

Ribeirdo Cambé
Daher (RCD)

Localizagdo proxima a
residéncias, com circulacéo de
pessoas; presenca de mata
residual com vegetacéo
alterada, embora haja arvores
nativas de grande porte; ha
despejo de lixo sélido.

Trecho alterado

23°19'6.42"S e
51°12'25.26"W

Ribeirdo Cambé
Tékio (RCT)

Localizacdo préxima a
residéncias, com constante
circulacdo de pessoas;
apresenta vegetacdo marginal
reduzida e alterada; possui
grande quantidade de lixo
solido e despejo de esgoto.

Trecho impactado

23°19'6.96"S e
51°11'37.32"W

Aterro do Lago
Igapo (ALI)

Espaco de lazer localizado em
area mais povoada, préxima a
residéncias e edificios
comerciais, havendo constante
circulacdo de pessoas; margens
com vegetacao arbustiva e
pouca vegetacao arbdrea ao
redor; descarte de lixo sélido e
evidéncia de despejo de esgoto.

Trecho impactado

23°19'30.00"S e
51°10'42.96"W

Corrego Capivara
(CC)

Localizagdo em area mais
povoada, com muitas
residéncias ao redor e

circulacdo de pessoas; mata
residual com vegetacédo
alterada e reduzida; presenca

Trecho alterado

23°20'24.18"S e
51°10'4.20"W
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de lixo solido.

Area de moradia dos povos
Kaingang, havendo outras
residéncias ao redor, mas
localizada em regido mais

Assentamento periférica e menos povoada; Trecho alterado 23°20'15.78"S e

indigena (Al) circulacdo constante de pessoas 51° 8'51.54"W

e animais domeésticos;
vegetacdo marginal arbustiva
comprometida; grande

quantidade de lixo sélido.
Fonte: adaptado de Espinoza (2018).

Para a escolha da area de estudo, levou-se em consideracdo a grande abrangéncia do
Ribeirdo Cambé no perimetro urbano do municipio de Londrina, uma vez que esta é a maior
microbacia hidrografica do municipio. Portanto, tem influéncia em uma grande area
populacional, o que torna importante conhecer a riqueza e abundancia de mosquitos culicideos
gue ocorrem nas vegetacdes que margeiam essa microbacia, bem como as condi¢cdes que esses

ambientes propiciam a esses insetos.

Obtencao de dados geograficos e meteoroldgicos

As coordenadas geogréaficas de cada local de amostragem foram obtidas a partir do
aplicativo GPS Status versdo pro. Esses dados foram submetidos ao programa QGIS 3.10.11
‘A Corufia’, para elaboracdo do mapa de localizacéo geografica da area de estudo, contendo os
pontos de cada local escolhido para a realizagéo das coletas. Arquivos shapefiles utilizados para
a elaboragédo do mapa foram disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
- IBGE e pela Prefeitura de Londrina.

Valores de temperatura e umidade relativa do ar, registrados em Londrina durante o
periodo amostral, bem como valores de precipitacdo pluviométrica registrados 14 dias antes de

cada dia de coleta, tendo em vista o tempo do ciclo de vida dos mosquitos, o qual varia de sete
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a 20 dias (Forattini, 2002; Eiras, 2016), também foram obtidos. Esses dados foram
disponibilizados pelo Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-EMATER, cuja
estacdo meteoroldgica de Londrina (codigo 23365116) localiza-se na latitude -23.35454 e

longitude -51.16420, na regiéo Sul.

Coleta de adultos da familia Culicidae

As coletas foram realizadas entre novembro de 2020 e margo de 2021 (primavera e
verdo), com autorizacdo (SISBIO/IBAMA, nimero 23093). Foram efetuadas seis réplicas em
cada &rea amostral, totalizando 36 amostragens, ocorrendo uma vez por semana, no periodo da
manhd, sendo que em cada semana eram escolhidas trés &reas, de modo que houvesse um
intervalo de duas semanas entre as coletas em cada local.

Os individuos adultos foram coletados com o auxilio de dois modelos otimizados do
aspirador de Nasci (Nasci, 1981). Os aspiradores utilizados consistem em um instrumento
cilindrico de aluminio, movido a uma bateria de 12 Volts, contendo uma hélice para permitir a
aspiracdo dos mosquitos, os quais ficam presos em um saco de tecido microtule amarrado na
extremidade inferior aberta do equipamento. Enquanto um dos modelos utilizados possui um
pegador de 50 cm de comprimento (Fig 3A), o outro modelo possui um pegador que se ajusta

até 3,5 m de comprimento (Fig 3B).
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Figura 3 Modelos otimizados do aspirador de Nasci, utilizados para aspirago de mosquitos adultos
entre os meses de novembro de 2020 e margo de 2021: A) Aspirador de cabo pequeno para coleta em
arbustos; B) aspirador de cabo grande para coleta em copas de arvores. Fonte: o proprio autor.

Em cada local, foram determinados transectos de cerca de 150 m, nas margens dos
cursos d’agua. Nesses transectos, as aspiragdes foram realizadas horizontalmente (com o
aspirador de pegador menor) e verticalmente (com o aspirador de pegador maior), a fim de

abranger tanto arbustos como copas de arvores, tendo duracao de aproximadamente 15 minutos.

Caracterizacdo de potenciais criadouros de mosquitos e coleta de agua parada
Potenciais criadouros artificiais e naturais, encontrados nas areas amostrais, foram
classificados de acordo com o Ministério da Saude (MS) (MS, 2013). A classificacdo do MS

consiste em cinco grupos, detalhados no quadro 2.
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Quadro 2
Classificacdo de depdsitos considerados potenciais criadouros de mosquitos.
Grupo Tipos de deposito
Depdsitos de armazenamento de agua, elevado ou ao nivel do solo: caixa
A d’agua, pocos, cacimba, cisterna, tambor, tonel, tina, barril, depositos de
alvenaria e de barro (filtros, moringas, potes).
Depositos moveis: vasos/frascos com &gua, pratos, garrafas, retornaveis,
pingadeira, recipientes de degelo em geladeiras, bebedouros em geral,
B pequenas fontes ornamentais, materiais em depdsitos de construcao
(sanitérios estocados, canos, etc.), objetos religiosos/rituais.
Depositos fixos: Tanques em obras de construgdo civil, borracharias e hortas,
calhas, lajes e toldos em desnivel, ralos, sanitarios em desuso, piscinas nao
¢ tratadas, fontes ornamentais; cacos de vidro em muros, outras obras e
adornos arquitetonicas (caixas de inspecao/passagens).
Depositos passiveis de remocao: pneus e outros materiais rodantes (cAmaras
D de ar, manchdes), residuos solidos (recipientes plasticos, garrafas PET, latas),
sucatas, entulhos de construcao.
Depositos naturais: axilas de folhas (bromélias, etc.), buracos em arvores e
- em rochas, restos de animais (cascas, carapacas, etc.).

Fonte: MS (2013)

A agua retida nos depdsitos encontrados era coletada com auxilio de seringa, mangueira,

pipeta de Pasteur e pisseta, sendo armazenada em potes de plastico devidamente identificados.

Posteriormente, as amostras de dgua eram transferidas para potes entomoldgicos de ecloséo

(figura 4A), quando em volume de até 300 mL, ou para bacias de plastico (8 cm de altura x 25

cm de diametro) quando em volume superior a 300 mL, cobertas com microtule e com as bordas

internas lixadas para facilitar a fixagdo dos mosquitos emergidos (figura 4B). Esses recipientes

eram mantidos em B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a temperatura de 25+2 °C, para

verificar a presenca de culicideos.
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Figura 4 Potes de eclosdo (A) e bacia coberta com microtule (B), em B.O.D. a temperatura de 25+2°C,

contendo amostras de agua recolhidas de potenciais criadouros de mosquitos, encontrados nas areas
amostrais entre os meses de novembro de 2020 e marco de 2021. Fonte: o proprio autor.

Quantificacao, identificacdo e armazenamento dos mosquitos coletados

Todos 0s mosquitos coletados com aspirador de Nasci foram submetidos a um
resfriamento em freezer a -20 °C, por aproximadamente 10 minutos, a fim de diminuir a
atividade desses insetos, possibilitando a identificagcdo, contagem e separacao por espécie, sexo,
local e data de coleta. Para esses procedimentos, foi utilizado um microscopio estereoscopio e
chaves de identificacdo de Forattini (2002) e WRBU (2021).

Tantos os machos como as fémeas de culicideos coletados e identificados, foram
acondicionados separadamente em microtubos de 1,5 mL, formando pools de no maximo 50
individuos. Em seguida, essas amostras eram mergulhadas em nitrogénio liquido por cerca de
cinco minutos e, logo ap6s, armazenadas em um freezer a temperatura média de -80 °C, a fim
de preservar 0 material genético contido nas amostras. Por outro lado, os culicideos nédo
identificados a nivel de espécie foram armazenados a seco em potes de papeldo com tampa (2,5
cm de comprimento x 4 cm de didmetro) e, posteriormente, eram contabilizados e identificados
a nivel de espécie. Os individuos que ndo puderam ser identificados com o auxilio das chaves
de identificacdo utilizadas, foram montados em caixa entomologica para identificagdo no

Laboratério de Morfologia e Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC) da
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Universidade Federal do Parana (UFPR), Campus Curitiba.

Tanto os machos como as fémeas emergidos nas amostras de agua coletadas,
armazenadas nos potes de ecloséo e nas bacias, eram capturados com um capturador de Castro
e transferidos para frascos de acrilico (7 cm de altura x 4 cm de didmetro), contendo um
microtule na base e uma abertura maledvel na tampa, para serem submetidos a um resfriamento
em freezer a -20 °C, por cerca de 10 minutos, assim como 0s mosquitos aspirados.
Posteriormente, foram realizados os mesmos procedimentos adotados para a identificacao,

quantificacdo, separacdo e congelamento dos mosquitos aspirados.

Analise viral

O RNA viral de todas as amostras armazenadas foi extraido utilizando-se o kit QlAamp
Viral RNA®, de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, os mosquitos foram
macerados em microtubos de 1,5 mL contendo 140 pL de tampdo fosfato salino.
Posteriormente, foram centrifugados a 13000 rpm durante 15 minutos a temperatura de 4 °C,
obtendo-se 140 uL do sobrenadante para entdo serem submetidos aos procedimentos do kit de
extracdo. Em seguida a quantidade e qualidade do RNA foram verificadas por meio do
espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 para posterior deteccio dos virus DENV, ZIKV e CHIKV,
utilizando o kit XGEN MULTI ZDC®, seguindo as instru¢des do fabricante, por meio da técnica
de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em Tempo Real.

Foram utilizados 15 pL de RNA viral para avaliar a presenca de cada arbovirus. As
amostras positivas para DENV séo visualizadas a 520 nm usando o fluor6foro FAM, enquanto
os virus ZIKV e CHIKV séo observados em 550 nm e os fluoréforos utilizados foram JOE e
VIC, respectivamente. As leituras incluem um controle interno que valida o processo de
extracdo do RNA, controles positivos dos trés arbovirus e um controle negativo. Para as

visualizages foi utilizado um termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen)®. Todos os procedimentos
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para a deteccéo viral foram realizados no LAMFIC — UFPR, campus Curitiba.

Anélise estatistica

O nudmero de culicideos adultos capturados com aspirador de Nasci e obtidos das
amostras de &gua coletadas foi relacionado com valores de temperatura, precipitacdo
pluviométrica e UR, por meio do Coeficiente de Correlacdo de Spearman, com auxilio do
programa BioEstat, versdo 5.3 (Ayres et al., 2007).

Os valore de culicideos aspirados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e posteriormente & Anélise de Variancia, sendo ANOVA - 1 fator para dados normais ou
Kruskal-Wallis para dados sem normalidade, com a finalidade de verificar diferenca estatistica
entre as amostras (p < 0,05), para posterior realizacéo do teste de Tukey (p < 0,05) ou Dunn (p
< 0,05) respectivamente, a fim de verificar quais amostras diferem estatisticamente entre si.
Essas analises foram realizadas por meio do programa Past (Paleontological Statistics) versao
4.03.

Com auxilio do mesmo programa, foram estimadas a diversidade e riqueza de espécies,
por meio dos indices de Shannon-Wiener (H’) e de Margalef (S), a dominancia por meio do

indice de Berger-Parker (d), e a equitabilidade, utilizando-se o indice de Pielou (J°).

Resultados
Abundancia e diversidade de culicideos adultos coletados com aspirador de Nasci

Foram capturados 131 espécimes adultos da familia Culicidae, nas seis areas amostrais.
Entre os espécimes coletados, foram identificadas cinco espécies: 93 C. quinquefasciatus (87
fémeas e seis machos), 21 A. aegypti (14 fémeas e sete machos), seis A. albopictus (quatro
fémeas e dois machos), um Limatus durhamii Theobald, 1907 (fémea) e um Psorophora

(Janthinosoma) ferox (von Humboldt, 1819) (fémea). Outros nove espécimes ndo foram
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identificados a nivel de espécie, pois foram muito danificados no processo de identificagdo e
manuseio. Dessa forma, um espécime foi identificado como género Aedes, um como género e
subgénero Anopheles (Nyssorhynchus) Meigen, 1818 (fémea), um pertencente a tribo Sabethini

e seis pertencentes a subfamilia Culicinae (tabela 1).

Tabela | — Abundancia, diversidade, riqueza, dominancia, equitabilidade, e proporcédo de
culicideos adultos capturados com aspirador de Nasci, em cada area amostral, no periodo de
novembro de 2020 a marco de 2021.

Taxons RCN RCD RCT ALI CcC Al Total %

Aedes aegypti 0 2 8 6 1 4 21 16,03
Aedes albopictus 1 1 2 0 2 0 6 4,58
Aedes sp.1 1 0 0 0 0 0 1 0,76
Anopheles (Nyssorhynchus) sp.1 0 1 0 0 0 0 1 0,76
Culex quinquefasciatus 0 10 4 39 37 3 93 70,99
Culicinae sp.1 1 1 3 0 1 0 6 4,58
Limatus durhamii 0 0 0 0 1 0 1 0,76
Psorophora ferox 0 1 0 0 0 0 1 0,76
Sabethini sp.1 0 0 0 0 1 0 1 0,76
Total de espécimes 3 16 17 45 43 7 131
Proporgéo (%) 2,29 12,21 1298 3435 3282 535

Diversidade de Shannon- 0,693 1081 00956 0393 0421 0,683

Wiener

Riqueza de Margalef 1,443 1,477 0,758 0,263 0,808 0,514
Dominancia de Berger-Parker 0,500 0,667 0,571 0,867 0,902 0,571
Equitabilidade de Pielou 1,000 0,671 0,869 0,567 0,304 0,985

Legenda: RCN = Ribeirdo Cambé Nascente; RCD = Ribeirdo Cambé Daher; RCT = Ribeirdo Cambé Tékio; ALI
= Aterro do Lago lgapd; CC = Corrego Capivara; Al = Assentamento indigena.

Culex quinquefasciatus foi a espécie mais abundante, representando 70,99% dos taxons
coletados. Por outro lado, L. durhamii e P. ferox foram as espécies identificadas menos
coletadas, representando 0,76% cada uma (tabela 1).

A maior guantidade de culicideos (34,35%), foi obtida no Aterro do Lago Igapd (ALI)
ao passo que a menor quantidade (2,29%) foi coletada no Ribeirdo Cambé nascente (RCN)
(tabela 1). No entanto, analisando o nimero de adultos obtidos em cada area amostral, a partir

do teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de significancia, ndo foi observada diferenca
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estatistica significativa entre as amostras (p = 0,3913; H = 4,917).
Ao analisar os indices de diversidade, considerando apenas os espécimes identificados
a nivel de espécie e género, observou-se que as areas Ribeirdo Cambé Daher (RCD) e Ribeirdo
Cambé Tokio (RCT) apresentaram os maiores valores de diversidade (H’rcp = 1,081 € H’reT =
0,956 respectivamente), enquanto a rea ALI apresentou a menor diversidade (H’aLi = 0,393).
A riqueza também foi maior para a area RCD (Srcp = 1,477) seguida da area RCN (Sren =
1,443), enquanto ALI possui a menor riqueza (SaLi = 0,263). Por outro lado, a dominancia foi
maior na area Corrego Capivara (CC) (dcc = 0,902), sequida de ALI (daLi = 0,867), ao passo
que a menor dominéncia é observada em RCN (dren = 0,500), porém, também é onde se
observa a maior equitabilidade (J’ren = 1,000), seguida da &rea assentamento indigena (Al)
(I’a1 = 0,985), enquanto o menor valor de equitabilidade é observado para CC (J’cc = 0,304)

(tabela 1).

Classificacao de potenciais criadouros de mosquitos e espécies de culicideos obtidos a partir
das amostras de agua coletadas

Foram encontrados potenciais criadouros de mosquitos nas seis areas amostrais,
pertencentes aos grupos B (depdsitos moveis), D (depdsitos passiveis de remocdo) e E
(depositos naturais), de acordo com a classificacdo apresentada por MS (2013). O assentamento
indigena é o local onde observou-se a maior quantidade e variedade de potenciais criadouros
artificiais. Por outro lado, o maior nimero e a maior variedade de potenciais criadouros naturais
foram encontrados no Corrego Capivara e no Aterro do Lago Igapd, onde neste também foi

encontrada grande variedade de depdsitos do grupo B (quadro 3).
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Potenciais criadouros de mosquitos, naturais e artificiais, encontrados nas areas amostrais, no
periodo de novembro de 2020 a marco de 2021.

Areas amostrais

Potenciais criadouros

Ribeirdo Cambé nascente

Grupo B (saco plastico); Grupo D (residuos sélidos, sucatas);
Grupo E (folhas, bambu).

Ribeirdo Cambé Daher

Grupo B (saco plastico); Grupo D (pneus, entulhos de

construcao); Grupo E (folhas).

Ribeirdo Cambé Tékio

Grupo B (saco plastico, copo descartavel, garrafa de vidro);
Grupo D (residuos sélidos, garrafa PET); Grupo E (folhas,

buracos em arvores).

Aterro do Lago lgapé

Grupo B (caixa Tetra Pack, copos descartaveis, saco plastico,
garrafas de vidro, objetos religiosos); Grupo D (garrafa
PET); Grupo E (bambu, folhas, bracteas de palmeira, buracos

em arvores).

Corrego Capivara

Grupo B (saco plastico); Grupo D (garrafa PET); Grupo E
(folhas, bracteas de palmeira, bambu, buracos em arvores).

Assentamento indigena

Grupo B (lona, saco plastico, copo plastico, embalagem de
isopor); Grupo D (residuos soélidos, sucatas, entulhos de

construcdo); Grupo E (buracos em rochas).

Fonte: o préprio autor

Foram obtidos 369 culicideos adultos (171 machos e 198 fémeas) a partir de imaturos

coletados em nove criadouros, sendo cinco naturais e quatro artificiais, encontrados em trés

areas amostrais. O total de culicideos de cada espécie obtido em cada area pode ser observado

na tabela 2.
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Tabela Il - Total de criadouros e espécies de Culicidae obtidas nas amostras de agua coletadas
em dep0sitos naturais e artificiais encontrados no assentamento indigena, Aterro do Lago lgap6
e Cdorrego Capivara, no periodo de novembro de 2020 a marc¢o de 2021.

Criadouros (n) Espécies (n)

I Aedes Aedes Limatus Total de

Local Natural — Artificial aegypti albopictus durhamii  culicideos
Assentamento 0 3 119 17 0 136

indigena
Aterro do,Lago 1 11 1 0 12
lgapd

Corrego Capivara 4 0 9 194 18 221
Total 5 4 139 212 18 369

Nos criadouros naturais, foram obtidos 225 culicideos em quatro réplicas. Dentre os
individuos, 195 eram da espécie A. albopictus (99 fémeas e 96 machos), 12 da espécie A.
aegypti (8 fémeas e 4 machos) e 18 da espécie L. durhamii (fémeas). A maioria dos individuos
(221) foi obtida a partir de amostras de 4gua contendo diferentes instares larvais, além de larvas
de outros insetos, em bracteas de palmeira no chéo, presentes na borda da mata do Corrego
Capivara, sendo observada coexisténcia das trés espécies obtidas em um mesmo criadouro.
Outros quatro individuos foram obtidos a partir de uma amostra de agua retida em um buraco
de &rvore em baixa altura, no Aterro do Lago Igap6, onde coexistiam A. aegypti e A. albopictus.

A partir de amostras de &gua obtidas de recipientes artificiais, foram obtidos 144
culicideos em duas réplicas. Desse total, 127 eram da espécie A. aegypti (65 fémeas e 62
machos), e 17 da espécie A. albopictus (oito fémeas e nove machos). No assentamento indigena,
a maioria dos individuos (129) foi encontrada em uma lona com agua acumulada, havendo
coexisténcia das duas espécies obtidas, juntamente com larvas de mosquitos da familia
Chironomidae, enquanto sete culicideos (A. aegypti) foram obtidos a partir um pote de plastico
e uma bandeja de isopor. Outros oito individuos, também A. aegypti, foram obtidos em um copo

descartavel no Aterro do Lago Igapo.
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Dados meteoroldgicos registrados e correlagdo com a abundancia de mosquitos coletados com
aspirador de Nasci e obtidos a partir das amostras de agua coletadas

A temperatura média registrada durante o periodo amostral foi de 24,3 °C, enquanto a
minima foi de 16 °C e a méaxima de 35 °C. A umidade relativa do ar média registrada foi de
72,7% (54,6 — 87,7%). Quanto a precipitacdo pluviométrica acumulada desde 14 dias antes da
primeira coleta até 14 dias antes da Ultima coleta, observou-se um total de 544,4 mm. Os dados
completos referentes as trés variaveis meteoroldgicas registradas em cada dia de coleta estéo
apresentados no apéndice H.

Ao analisar a correlagdo entre 0s mosquitos aspirados e a precipitacdo pluviométrica,
observou-se correlagdo positiva forte com significancia estatistica (p = 0,0073), cujo
coeficiente de correlagdo de Spearman (rs) foi de 0,7275. Por outro lado, em relacdo a
temperatura minima foi observada correlacdo negativa muito fraca (rs = -0,0141) sem
significancia estatistica (p = 0,9652), enquanto para a temperatura maxima e média foram
observadas correlacfes negativas fracas (rs = -0,3398 e -0,2156, respectivamente), mas ambas
sem significancia estatistica (p = 0,2797 e 0,5010, respectivamente). Também ndo houve
correlacdo significativa com a UR (p = 0,0694), sendo esta positiva moderada (rs = 0,5407).

Quanto a correlacdo entre os culicideos obtidos a partir das amostras de agua coletadas
e as varidveis meteoroldgicas, ndo foi observada significancia estatistica. Tanto para a
precipitacdo pluviométrica como para a temperatura média e minima, a correlagéo foi negativa
moderada (rs = -0,4000; p = 0,6000). Por outro lado, foi obtida correlacdo positiva moderada
para a temperatura maxima (rs = 0,4000; p = 0,6000), enquanto para a UR a correlacdo foi

positiva forte (rs = 0,8000; p = 1,999).

Andlise viral

Foram analisados 58 pools de culicideos coletados nas vegetacOes riparias, sendo 36



102
pools formados por culicideos obtidos por aspiracdo, totalizando 120 espécimes, e 22 pools
formados por culicideos advindos de aguas em criadouros naturais e artificiais, totalizando 318
espécimes. Entre os individuos obtidos por aspiragdo, foram analisados 93 C. quinquefasciatus
(87 fémeas e seis machos), 21 A. aegypti (14 fémeas e sete machos) e seis A. albopictus (quatro
fémeas e dois machos). Entre os culicideos advindo das aguas de criadouros, foram analisados
187 A. albopictus (94 fémeas e 93 machos), 125 A. aegypti (68 fémeas e 57 machos) e seis L.
durhamii fémeas.

Né&o foi observada amplificacdo para os trés virus analisados nos 58 pools avaliados

(438 culicideos).

Discusséo
Culicideos adultos coletados com aspirador de Nasci

Os dados referentes aos culicideos adultos aspirados em cada area amostral demonstram
gue a abundancia foi maior em areas de vegetacdo riparia localizadas em regiGes mais povoadas
de Londrina (ALl e CC), em meio a residéncias e estabelecimentos comerciais, onde ha
constante fluxo de pessoas diariamente, principalmente em ALI, espaco amplamente utilizado
para lazer e recreacdo. Por outro lado, a abundancia foi menor em areas menos povoadas e mais
periféricas em relacdo centro da cidade (RCN e Al). Esses dados corroboram com resultados
obtidos no estudo de Espinoza (2018) que também constatou menor abundancia de culicideos
em RCN e maior abundancia em vegetacdes em torno das quatro divisdes do Lago Igapd, ao
coletar mosquitos com aspirador de Nasci e armadilhas do tipo CDC em 13 areas de vegetacdo
riparia localizadas em ambientes urbanos, periurbanos e naturais de Londrina.

A abundancia obtida nas seis areas amostrais em cada réplica ndo apresentou
dependéncia pela temperatura durante o periodo amostral, mas € importante considerar que ndo

houve grande variacdo de temperatura entre as réplicas. Por outro lado, a abundéncia de
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mosquitos obtida em cada réplica foi influenciada pelos indices pluviométricos registrados 14
dias antes de cada coleta, de acordo com a relacdo positiva observada entre essas variaveis.
Ademais, ressalta-se que a precipitacdo acumulada 14 dias antes da primeira coleta até 14 dias
antes da ultima coleta foi abundante.

Essa relacdo positiva € comumente observada em diversos estudos, pois as chuvas
contribuem para a existéncia de criadouros de mosquitos, uma vez que a eclosdo dos ovos e
desenvolvimento das formas imaturas depende da &gua (Barrera et al., 2011; Medeiros-Souza
et al., 2015; Silva et al., 2018; Custodio et al., 2019). As chuvas também contribuem para a
elevacdo da umidade relativa do ar, a qual também pode influenciar na abundéncia de mosquitos
(Fouque et al., 2006; Lega et al., 2017), apesar de n&o ter sido observada relagdo positiva
significativa neste estudo.

A localizacdo e caracterizagdo ambiental de ALI e CC, justificam a maior dominancia
de espécies sinantropicas obtida nesses locais, evidenciada pela alta abundancia de C.
quinguefasciatus coletados, espécie esta que possui alto grau de sinantropia e antropofilia
(Forattini, 2002; Taipe-Lagos e Natal, 2003; 10C, 2009, Piovezan, 2009; MS, 2011; Wilke et
al., 2019a). Segundo Zequi et al. (2005), o descarte inadequado de recipientes artificiais que
acumulam agua torna o local propicio a procriacdo de culicideos oportunistas, pois estes acabam
utilizando tais recipientes como criadouro. O C. quinquefasciatus, além de depositar seus ovos
em recipientes artificiais contendo agua rica em matéria organica, costuma escolher locais
amplos, como rios e lagos poluidos, de baixa ou ausente movimentacéo, para oviposi¢cdo, como
é o0 caso do Lago lgap6 (Morais et al., 2007; Chaves et al., 2009; MS, 2011; Borges, 2014;
Wilke et al., 2017).

Salienta-se também a coleta de seis espécimes de A. aegypti em ALI, a qual também é
altamente sinantropica (Forattini, 2002; Lima-Camara et al., 2006; Zara et al., 2016; Carvalho

e Moreira, 2017; Wilke et al., 2019a, b) e abundante na area urbana de Londrina, conforme
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demonstrado pelo LIRAa e pela alta incidéncia de dengue no municipio (SESA, 2021). A
dominancia de espécies observada em ALI corrobora com a menor diversidade e riqueza
obtidas nessa area.

E importante considerar também que ALI e CC possuem cobertura vegetal reduzida.
Enquanto a primeira caracteriza-se como uma area aberta, contendo pouca vegetacao arborea,
a segunda possui vegetacdo arbdrea mais densa, mas que, no entanto, sofreu dréstica alteracdo
e reducdo com processos de urbanizagdo em Londrina, de acordo com o estudo de caso
realizado por Costa (1992) e como demonstrado pelo PAR.

Segundo Medeiros-Souza et al., 2017, a reducéo do tamanho do habitat, isto é, remocéo
da cobertura vegetal, provoca perda progressiva e seletiva de espécies, gerando um espaco
pobre em espécies, composto em grande parte por aquelas que exibem preferéncia pelo
ambiente modificado pela acdo humana, como o C. quinquefasciatus, A. aegypti e A. albopictus,
pois nessas condi¢Bes o nimero de predadores e competidores também é reduzido, ndo afetando
as espécies oportunistas, uma vez que sdo menos dependentes da preservacdo desses ambientes
em comparacgdo a outras espécies, ja que podem se adaptar a diversas condi¢des criadas pela
acdo antrépica, utilizando diversos locais para reproducdo. A presenca de cursos de agua
poluida e de baixa movimentacdo nesses locais também favorece a presenca do C.
quinguefasciatus, pois proporciona condicdes ideais para o desenvolvimento dessa espécie.

Ao contrario dos resultados obtidos em ALI, a menor dominancia encontrada na area
RCN evidencia-se pela coleta de apenas um espécime de cada taxon identificado, o que
corrobora com a uniformidade maxima representada pela equitabilidade de Pielou obtida nessa
area. Esse espaco ndo € comumente utilizado para lazer e recreacdo e ndo foi projetado para
esse fim, uma vez que possui dificil acesso, pois localiza-se as margens do entroncamento da
BR-369 com a PR-445, havendo poucas residéncias proximas, presenca de industrias ao redor

e constante circulagdo de veiculos. Essas condi¢des, aliadas as caracteristicas ambientais citadas
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para a area, torna 0 espagco pouco atrativo para a permanéncia de culicideos no local, pois
possivelmente dispde de pouco alimento para as formas adultas, sobretudo para as fémeas que
necessitam de sangue para maturar seus ovos.

Na area Al também obteve se um alto valor de equitabilidade, evidenciado pela
proporcdo semelhante de mosquitos A. aegypti e C. quinquefasciatus coletados nessa area. A
coleta desses culicideos condiz com a condi¢éo ambiental do local apresentada pelo PAR, onde
ha& cobertura arborea reduzida e comprometida, além de alta concentracdo de lixo solido,
situacdo que carece de atencdo de Orgdos governamentais para sua correta destinacdo e
conscientizacao da populacéo.

E importante mencionar que, desde 1999, essa area é destinada a moradia da
comunidade indigena Kaingang, composta atualmente por seis familias, além de oferecer um
espaco para divulgacdo e comercializacdo da cultura material Kaingang, visando sua
subsisténcia na area urbana de Londrina, uma vez que tiveram seus territdrios expropriados por
colonizadores (Prefeitura de Londrina, 2021). No entanto, a comunidade encontra-se em
condicdes precérias, pois recebem poucos recursos para sua sobrevivéncia, advindos da venda
de seu artesanato, enquanto alguns membros se tornaram empregados assalariados, ja que nédo
podiam mais obter recursos de suas terras expropriadas, sendo obrigados a se adequar aos Nnovos
padrdes impostos pela sociedade dominante, mas carecendo de subsidios do governo.

Nessa area também hé criacdo de animais domésticos, como galinhas, cdes e gatos, além
da presenca de outras residéncias ao redor. Portanto, caracteriza-se como um local propicio a
presenca de A. aegypti e C. quinquefasciatus, uma vez que sdo espécies oportunistas que se
beneficiam do descarte de lixo a céu aberto, utilizando-os como criadouros, e as principais
fontes de sangue para as fémeas sdo o ser humano, animais domésticos e aves em geral
(Forattini, 2002; Borges, 2014; Carvalho e Moreira, 2017; Wilke et al., 2017, 20193, b).

Na area RCT também foi observada a presenca de A. aegypti e C. quinquefasciatus,



106
condizendo com a localizagdo e caracteristicas ambientais da area, onde h&a muitas residéncias
proximas, despejo de grande quantidade de lixo artificial com capacidade para reter agua, e
constante fluxo de pessoas que inclusive utilizam a borda dessa &rea para caminhada. Sendo
assim, também apresenta condi¢Bes propicias a proliferacdo e permanéncia de culicideos
sinantropicos. Nessa area também foi coletado o A. albopictus, condizendo com a presenca de
cobertura arborea, sendo uma preferéncia da espécie, de acordo com observacdes de varios
estudos (Gomes et al., 2005; Oliveira e Maleck, 2014; Montagner et al., 2018; Silva et al.,
2018c; Heinish et al., 2019; Lutinski et al., 2020; Rossi da Silva et al., 2021).

Em relacdo a diversidade e riqueza, os maiores valores obtidos na &rea RCD podem ser
justificados pela caracterizacdo ambiental do local. Essa area localiza-se proxima a rodovia
Celso Garcia Cid — PR-445, havendo residéncias ao redor e descarte de lixo sélido. Apesar de
ser uma mata residual alterada pela agdo humana, ainda possui arvores nativas de grande porte,
ocupando uma area de 3,3 hectares (Zequi et al., 2005). Assim como RCN, seu espaco ndo foi
projetado para lazer e recreacao, sendo, portanto, mais isolado da presenca de pessoas.

As caracteristicas locais e ambientais de RCD parecem ser suficientes para tornar essa
area um abrigo de maior diversidade e riqueza de espécies de Culicidae, incluindo as que
possuem habito silvestre, como P. ferox e Anopheles (Nys.) sp. coletadas neste estudo, além de
abrigar espécies sinatropicas e antropofilas, como C. quinquefasciatus e A. aegypti, bem como
A. albopictus, o qual vem se tornando cada vez mais frequente no meio urbano (Pancetti et al.,
2015; Espinoza, 2018; Silva et al., 2018; Custddio et al., 2019; Rossi da Silva et al., 2021).

Os resultados obtidos no presente estudo em RCD corroboram com dados observados
por Zequi et al. (2005), Grossi (2018) e Espinoza (2018), pois também coletaram tanto espécies
silvestres como sinantrdpicas nessa area. Grossi (2018) e Espinoza (2018) também obtiveram
maior diversidade em RCD comparado a outros fragmentos de mata situados tanto na regido

urbana como periurbana de Londrina. Além disso, Espinoza (2018) obteve maior riqueza nessa
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area, assim como no presente estudo. As espécies A. aegypti e A. albopictus foram coletadas
em RCD nos trés estudos supracitados, o que indica que esse local é utilizado como refligio e
repouso para ambas, além de poder ser utilizado para reproducdo, tendo em vista a grande
quantidade de lixo descartado nesse local (potenciais criadouros artificiais), fornecendo
também criadouros naturais, areas sombreadas e alimento, o que contribui para maior
diversidade e riqueza nessa area.

A respeito dos culicideos silvestres coletados em RCD, a espécie P. ferox é tipica de
ambientes florestais que possuem areas alagas por chuvas e enchentes (Holderman e Connelly,
2015; WRBU, 2021b), uma condicéo observada em RCD, cuja area em volta da mata apresenta
solo encharcado de agua apds periodos de chuva, sendo coberto por capim. As fémeas dessa
espécie sdo relatadas como hematofagas ferozes, como sugere o nome cientifico, tendo
preferéncia por sangue de mamiferos, inclusive humanos, além de aves. Sua maior atividade é
observada em dias nublados, em areas abertas de florestas, principalmente no periodo diurno.
(Magnarellli 1980; Holderman e Connelly, 2015; WRBU, 2021b).

Diversos virus ja foram identificados em populactes de P. ferox na América Central e
do Sul, como o virus da encefalomielite equina venezuelana (VEE), virus Rocio, virus do Nilo
Ocidental, virus llheus e virus Una, conforme mencionado por Holderman e Connelly (2015).
No entanto, presume-se que o0 habito silvestre desse culicideo o impede de se tornar um vetor
importante de patdgenos para os humanos (Holderman e Connelly, 2015).

O género Anopheles, também identificado em RCD, inclui diversas espécies que
também apresentam importancia em salde pablica, uma vez que transmitem principalmente
plasmédios causadores da malaria no Brasil. O subgénero Nyssorhynchus (encontrado no
presente estudo) concentra 0 maior nimero de vetores da maldria humana e sua
oviposi¢do ocorre em uma variedade de habitats iluminados pelo sol ou parcialmente

sombreados, incluindo lagoas, lagos, pantanos, margens de riachos e rios, canais, valas,
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inundagdes, pogos subterraneos e trilhas de animais, por exemplo. As fémeas adultas sdo mais
ativas durante periodos noturnos ou crepusculares (Forattini, 2002; Harbach, 2021b, ¢; WRBU,
2021c), o que dificulta a coleta desses culicideos no periodo diurno.

A é4rea CC também apresentou alta riqueza, com destaque para dois espécimes
pertencentes a tribo Sabethini: L. durhamii e outro ndo identificado. Essa tribo é composta por
espécies silvestres, de comportamento diurno e pouco agressivo. Muitas espécies sdo
acrodendrdfilas e zoofilicas, mas algumas fémeas podem se alimentar de sangue de humanos
que visitam seu habitat ou passam ao redor. As formas imaturas se desenvolvem em recipientes
preferencialmente naturais, quase exclusivamente em plantas (Consoli e Oliveira, 1994;
Forattini, 2002; Harbach 2021d).

Acredita-se que, entre os sabetineos, L. durhamii talvez seja a espécie mais adaptada as
alteracbes antropicas em ambientes florestais, podendo ser encontrada proxima ao solo,
utilizando recipientes artificiais para reproducdo em peridomicilio e utilizando o ser humano
como fonte de sangue, o que indica possivel capacidade de domiciliacdo (Consoli e Oliveira,
1994; Forattini, 2002). Esses habitos justificam a coleta de individuos dessa espécie na borda
da mata, a poucos metros de algumas residéncias. Ao contrario dos anofelinos, poucos
sabetineos sao relatados como principais vetores de patdgenos ao homem, estando mais restritos
ao ciclo silvestre das arboviroses (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Harbach 2021d).

Estudos realizados em &reas de vegetagdo pertencente ao bioma Mata Atlantica, situadas
em zona urbana na cidade Sao Paulo e cidades metropolitanas do Rio de Janeiro, Sudeste do
Brasil, também obtiveram tanto espécies silvestres como sinantropicas, com destaque para C.
quinquefasciatus, A. aegypti e A. albopictus, assim como no presente estudo, ressaltando as
consequéncias negativas dos impactos antropicos nesses espagos, 0 risco de maior contato entre
humanos e patdgenos com o processo de urbanizacéo, e a necessidade de incluir essas areas em

programas de vigilancia entomolégica (Medeiros-Souza et al., 2013; 2015; 2017; Camaraet al.,



109
2020).

Em relacdo a andlise viral, a auséncia dos virus DENV, ZIKV e CHIKV nas amostras
de culicideos aspirados pode ser justificada pela baixa amostragem obtida nesses locais, pois
quanto menor o tamanho e quantidade de amostras, menor é a chance de obter mosquitos
contaminados, mesmo em locais com numero elevado de casos de arboviroses, como
demonstrado por outros autores que também realizaram andlise viral em culicideos adultos
coletados, mas ndo identificaram virus, ou foi detectado em poucas amostras (Degallier et al.,
2003; Martins et al., 2006; Bona, 2012). Ressalta-se também que as &reas amostradas nao se
localizam em regides com maior incidéncia de dengue, apontadas pela Secretaria Municipal de

Saude de Londrina no periodo de realizacdo das coletas.

Potenciais criadouros encontrados nas areas amostrais e espécies obtidas nas amostras de
agua coletadas

Areas de vegetacdo localizadas no ambiente urbano costumam ser locais de frequente
despejo de diversos tipos de lixo, como por exemplo recipientes plasticos, materiais de
construcdo, garrafas e pneus, servindo como criadouros para mosquitos oportunistas. Nesses
locais também estdo presentes potenciais criadouros naturais, como axilas de plantas, buracos
em bambus e rochas, ocos de arvores, bracteas de palmeiras, folhas, entre outros (Barbosa et
al., 2003; Zequi et al., 2005; Medeiros-Souza et al., 2015; Espinoza, 2018).

Nas seis areas amostrais do presente estudo foi encontrada grande variedade de
potenciais criadouros artificias e naturais. A maior quantidade e variedade de depositos do
grupo B e D observada em Al reflete a predominancia de espécies antropofilas nesse local, ndo
sO considerando as espécies aspiradas (A. aegypti e C. quinquefasciatus), mas também as
espécies obtidas nas amostras de agua coletadas em depdsitos artificiais encontrados no local,

onde observou-se coexisténcia de A. aegypti e A. albopictus em um mesmo criadouro, além de
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mosquitos da familia Chironomidae.

A grande variedade de depositos do grupo B em ALI também reflete a alta abundancia
de C. quinquefasciatus e A. aegypti aspirados, assim como a obtencdo de A. aegypti em
criadouro artificial e natural, e de A. albopictus em criadouro natural, considerando que esse
local também possui grande variedade de depositos naturais (grupo E). Wilke et al. (2019b)
constataram em seu estudo que depdsitos aquaticos criados pelos processos de urbanizagdo sao
positivamente correlacionados com a abundancia do A. aegypti, o qual é capaz de se
desenvolver em qualquer tipo de objeto que acumule agua.

A abundante quantidade e variedade de depdsitos do grupo E também encontrada na
area CC contribuiu com a obtencéo de maior numero de amostras de agua contendo imaturos
de Culicidae nesse local. Nessa area costumam ser descartadas bracteas de palmeiras ndo
pertencentes ao local, e essas acabam se tornando criadouros naturais de mosquitos, como
observado no presente estudo, uma vez que as amostras de agua contendo culicideos imaturos
foram obtidas apenas em bracteas de palmeiras, encontradas na borda interior da area.

Foi observado que essas estruturas foram frequentemente escolhidas por mais de uma
espécie de Culicidae, além de outros dipteros, para reproducdo e desenvolvimento. Imaturos de
L. durhamii podem ser encontrados em depdsitos artificiais, mas possuem preferéncia por
plantas mortas e vivas (Consoli e Oliveira, 2014; Forattini, 2002). No presente estudo, essa
espécie foi encontrada em coexisténcia com o A. aegypti nas bracteas de palmeira, embora este
ultimo prefira depositos artificiais. No entanto, observou-se baixa quantidade e variedade de
lixo artificial nessa area, apresentando, portanto, poucas opgdes de criadouros. A maior
abundancia de A. albopictus obtidos ressalta o histérico silvestre dessa espécie, a qual foi
encontrada nas quatro amostras de agua coletadas em brécteas de palmeiras, sendo que duas
amostras continham presenca exclusiva dessa espécie, 0 que pode sugerir que esta possui

dominéancia sobre outras no local.
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Medeiros-Souza et al. (2015) também analisaram imaturos em depositos naturais e
artificiais em uma area verde urbana, encontrando principalmente a espécie A. albopictus em
bambus quebrados, e espécies do género Culex, em especial o C. quinquefasciatus, em
depdsitos artificiais, enquanto no presente estudo observou-se predominancia do A. aegypti em
depdsitos artificiais. Esses dados demonstram que &reas verdes urbanas séo locais ndo sé de
repouso para mosquitos sinantrépicos, pois sdo utilizadas também para procriacdo, devido ao
uso inadequado dessas areas pela popula¢do humana.

Com relacéo a auséncia dos virus DENV, ZIKV e CHIKV nas amostras de culicideos
obtidos nas colecdes de 4gua coletadas, presume-se que a transmissdo viral vertical ocorra em
baixo numero, sendo um evento raro e, portanto, de dificil identificacdo em um reduzido
ndmero amostral, assim como observado por Pinheiro et al., (2005) e Bona (2012). Zeidler et
al. (2008), também ndo identificaram transmissdo vertical em amostras de Ae aegypti
analisadas, embora tenham sido coletadas em um bairro com alta incidéncia de dengue, na
cidade de Boa Vista, Roraima.

Ao analisar diversos estudos sobre transmissdo vertical, Grunnill e Boost (2016)
concluiram que é pouco provavel que esse mecanismo seja relevante para a persisténcia do
virus DENV no ambiente, sendo essa persisténcia determinada principalmente por uma

combinacdo de infec¢des assintomaticas e circulacdo de pessoas.

Concluséao

Apesar da auséncia dos arbovirus investigados nas amostras, ressalta-se a necessidade
de inclusdo das areas de vegetagdo riparia localizadas no perimetro urbano de Londrina em
programas de vigilancia entomoldgica e viroldgica, pois os dados de abundancia e diversidade
demonstram que esses locais abrigam mosquitos com importancia em saude publica,

principalmente onde ha maior impacto antrépico e maior fluxo de pessoas. E relevante destacar



112
também que as amostras de 4gua parada contendo culicideos imaturos foram obtidas justamente
nos trés locais onde foram identificadas as maiores quantidades e variedades de depositos
artificiais e ou naturais, evidenciando a grande influéncia das a¢des antropicas na proliferacdo
de mosquitos vetores e alertando para a necessidade de maior atencdo dos Orgaos
governamentais, bem como conscientizacdo da populagdo quanto a importancia de se descartar
corretamente os diversos tipos de residuos produzidos.

Em contrapartida, areas que possuem menores impactos antropicos e menor fluxo de
pessoas, abrigam maior diversidade e riqueza de culicideos, onde foram identificadas espécies
silvestres e sinantropicas. E importante que esses locais sejam preservados, evitando o
desmatamento e descarte de lixo e poluentes nos cursos d’agua, pois essas agdes comprometem
o0 héabitat natural de espécies silvestres, ao passo que favorecem espécies oportunistas com maior
plasticidade genética e capacidade adaptativa, as quais podem se beneficiar das acdes
antrdpicas, além de colonizar facilmente os espagos urbanos.

Nessas condicdes, as espécies oportunistas passam a ter maior proximidade com o ser
humano, podendo transmitir patégenos que até entdo circulavam apenas entre animais
silvestres. Portanto, recomenda-se a realizacdo de monitoramento ambiental nas areas de
vegetacdo riparia urbanas, de modo a evitar maiores impactos antropicos nesses locais, em
consonancia com monitoramento entomolégico e investigacdo ndo s6 dos virus DENV, ZIKV
e CHIKV, mas também de outros patdgenos em culicideos presentes nessas areas, a fim de
evitar a ocorréncia de novas epidemias e verificar a possibilidade de circulacdo de novos

patdgenos entre 0s humanos.
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CONCLUSAO GERAL

A realizacdo deste estudo possibilitou conhecer a densidade e diversidade de mosquitos
culicideos presentes em diversos ambientes da area urbana de Londrina, tornando possivel
analisar também a distribuicdo desses insetos, bem como suas relagdes ecoldgicas e associacbes
com os seres humanos e o ambiente urbano. A partir da aspiragdo de mosquitos em
estabelecimentos puablicos urbanos, foi possivel concluir que esses locais sdo propicios para
abrigar espécies extremamente sinantropicas (A. aegypti e C. quinquefasciatus), uma vez que
séo frequentados diariamente por pessoas de diferentes idades e localidades, fornecendo fontes
de alimento para mosquitos fémeas.

A alta infestacdo de A. aegypti obtida em vérios desses locais, juntamente com a
identificacdo do virus DENV nessa espécie, coletada em UBS, alerta para a urgente necessidade
de intensificar as medidas de monitoramento e controle do Aedes no municipio. Para isso, 0 uso
de ovitrampas e aspiradores para coleta de ovos e adultos, aliado a investigacdo viral, sdo
excelentes medidas complementares ao LIRAa, visando otimizar a analise de distribuicdo dos
vetores e dos virus, para evitar novas epidemias e sobrecarga do sistema de satde. E importante
destacar também a possibilidade de participacdo do A. albopictus no ciclo urbano das
arboviroses em Londrina, considerando sua presenca ao redor dos estabelecimentos,
identificada a partir da coleta de ovos, 0 que evidencia a importancia de incluir essa espécie em
andlises virais.

O estudo em vegetagdes riparias urbanas também forneceu importantes contribuigdes
para a area de ecologia e epidemiologia de mosquitos vetores, pois possibilitou identificar as
principais espécies presentes e sua abundancia em cada area de estudo, onde foi possivel
comparar esses dados com as caracteristicas ambientais de cada local. Essas analises permitiram
concluir sobre a importancia da presenca de fragmentos de vegetacdo em area urbana para a

manutencdo da biodiversidade, além de demonstrar os impactos negativos das a¢des antropicas
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nesses locais, uma vez que areas menos impactadas por a¢fes antrépicas apresentaram maior
diversidade e riqueza, abrigando espécies mais silvestres, enquanto areas mais impactadas e
com maior fluxo de pessoas apresentaram pouca riqueza e diversidade, possuindo alta
abundancia e dominancia de espécies sinantropicas.

Diante do exposto, a¢des de vigilancia entomoldgica e virologica devem ocorrer ndo s6
em residéncias e estabelecimentos urbanos, mas também em areas de vegetacao localizadas na
zona urbana, uma vez que muitos desses locais também sdo frequentados por pessoas, seja para
lazer, recreacdo ou atividades educativas. Ademais, abrigam espécies de mosquitos tanto
silvestres como sinantropicas que possuem papel relevante na transmissao de patdgenos.

Monitoramento ambiental e acBes de conscientizacdo da populacdo também sédo
necessarios, pois as vegetacGes que margeiam o Ribeirdo Cambé e seus afluentes estdo
proximas a estabelecimentos urbanos e ou residéncias, havendo circulacdo constante de
pessoas, e frequentemente sdo utilizadas de forma inadequada pela populacao, servindo como
areas de descarte de poluentes e diversos tipos de lixos artificiais que acumulam agua. Essas
acOes prejudicam a integridade dos ambientes, levando a diminui¢do da biodiversidade, mas,
ao mesmo tempo, favorecem mosquitos oportunistas que podem se proliferar em abundancia,
frequentando residéncias e causando incdmodo ao ser humano, além de poder transmitir

diversos patdgenos aos humanos e animais domeésticos.
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APENDICE A — Dados de temperatura (T) média, maxima e minima, e umidade relativa do
ar (UR) média, obtidos em cada periodo amostral realizado nos estabelecimentos publicos
urbanos de Londrina Parana

Periodos de coleta T média (°C) T maxima (°C) T minima (°C) UR (%)
17/01/2019 26,3 33,8 20,9 75
18/01/2019 25,6 32,8 20,9 80
19/01/2019 24,4 31,6 21,3 89
20/01/2019 24,0 30,6 20,2 90
21/01/2019 26,7 33,4 20,0 77

Média 25,4 32,4 20,7 82,2
14/02/2019 23,0 27,6 18,0 78
15/02/2019 22,4 25,2 20,0 91
16/02/2019 23,6 28,6 19,5 82
17/02/2019 23,6 29,4 19,6 80
18/02/2019 23,5 30,1 19,2 81

Média 23,2 28,2 19,3 82,4
25/02/2019 25,1 30,6 21,0 84
26/02/2019 20,4 24,6 19,4 100
27/02/2019 21,6 24,2 19,8 97
28/02/2019 22,5 25,8 20,6 93
01/03/2019 23,7 27,8 20,3 78

Média 22,6 26,6 20,2 90,4
08/03/2019 23,9 30,6 20,4 80
09/03/2019 24,0 27,8 19,4 75
10/03/2019 24,9 31,2 21,3 81
11/03/2019 23,4 27,0 20,2 78
12/03/2019 25,2 30,8 19,0 66

Média 24,3 29,5 20,1 76
15/03/2019 23,1 27,6 21,6 95
16/03/2019 23,6 28,4 20,8 85
17/03/2019 23,0 29,0 20,8 86
18/03/2019 23,6 29,4 19,8 81
19/03/2019 23,7 29,6 21,0 85

Média 23,4 28,8 20,8 86,4
22/03/2019 21,7 27,4 16,6 72
23/03/2019 22,8 29,0 16,5 63
24/03/2019 24,1 31,0 17,0 60
25/03/2019 25,1 31,2 18,6 57
26/03/2019 25,1 31,5 19,7 60

Média 23,8 30,0 17,7 62,4
05/04/2019 25,2 31,1 20,9 83
06/04/2019 23,7 30,2 21,2 93
07/04/2019 22,6 26,0 20,4 97
08/04/2019 23,6 30,6 19,2 83

Média 23,8 29,5 20,4 89

12/04/2019 23,1 30,5 16,1 71



13/04/2019
14/04/2019
15/04/2019
16/04/2019
Média
26/04/2019
27/04/2019
28/04/2019
29/04/2019
30/04/2019
Média
03/05/2021
04/05/2019
05/05/2019
06/05/2019
07/05/2019
Média
10/05/2019
11/05/2019
12/05/2019
13/05/2019
14/05/2019
Média
17/05/2019
18/05/2019
19/05/2019
20/05/2019
21/05/2019
Média
31/05/2019
01/06/2019
02/06/2019
03/06/2019
04/06/2019
Média
07/06/2019
08/06/2019
09/06/2019
19/06/2019
11/06/2019
Média
28/06/2019
29/06/2019
30/06/2019
01/07/2019
Média

23,2
23,1
24,3
24,5
23,6
24,4
247
21,6
20,9
20,4
22,4
23,6
24,8
25,2
24,6
24,0
24,4
22,1
22,5
22,2
21,5
18,2
21,3
19,4
19,3
18,9
19,7
20,3
19,5
24,0
21,4
20,0
19,3
17,0
20,3
17,3
18,6
17,7
17,8
18,7
18,2
21,5
21,9
21,7
21,6
21,7

30,5
28,1
30,5
31,1
30,1
32,2
32,4
24,6
27,2
26,4
28,6
29,8
29,8
31,3
32,5
30,7
30,8
29,4
27,3
28,4
26,0
23,9
27,0
24,3
26,1
25,6
27,4
28,0
26,3
29,5
24,8
23,4
25,0
22,1
25,0
25,6
26,6
23,9
23,9
25,8
25,2
28,3
28,4
28,7
29,0
28,6

16,8
19,9
19,6
20,3
18,5
19,6
19,9
19,9
16,6
15,1
18,2
18,6
20,0
20,0
19,1
20,4
19,6
17,0
19,6
18,9
18,7
13,9
17,6
14,8
13,7
13,9
14,1
13,9
14,1
19,3
19,8
17,6
15,6
12,5
17,0
10,6
12,4
12,5
12,3
12,6
12,1
15,8
14,8
14,0
15,4
15,0

124

73
89
80
78
78,2
83
84
97
89
88
88,2
85
80
79
79
82
81
85
96
92
96
85
90,8
82
83
85
83
81
82,8
81
98
98
89
85
90,2
81
75
74
78
79
77,4
82
73
71
68
135



05/07/2019
06/07/2019
07/07/2019
08/07/2019
09/07/2019
Média
12/07/2019
13/07/2019
14/07/2019
15/07/2019
16/07/2019
Média
19/07/2019
20/07/2019
21/07/2019
22/07/2019
23/07/2019
Média
26/07/2019
27/07/2019
28/07/2019
29/07/2019
30/07/2019
Média
02/08/2019
03/08/2019
04/08/2019
05/08/2019
06/08/2019
Média
16/08/2019
17/08/2019
18/08/2019
19/09/2019
20/08/2019
Média
23/08/2019
24/08/2019
25/08/2019
26/08/2019
27/08/2019
Média
30/08/2019
31/08/2019
01/09/2019
02/09/2019

8,6

7,8

9,6
12,0
14,6
10,5
17,3
18,6
21,7
17,6
15,3
18,1
17,8
17,6
18,1
19,2
20,4
18,6
21,3
22,8
19,7
18,6
17,9
20,1
20,2
12,6
10,9
15,6
17,6
15,4
18,5
21,8
23,3
17,8
18,8
20,1
17,8
17,4
18,2
19,6
20,4
18,7
24,3
23,4
18,8
18,5

18,2
15,8
17,8
19,6
22,8
18,8
24,8
26,6
29,4
22,4
21,2
24,9
22,6
24,5
24,0
24,6
27,2
24,6
26,5
28,2
25,6
24,6
23,6
25,7
28,8
20,2
17,6
22,0
23,4
22,4
26,4
29,4
29,0
24,4
25,4
26,9
26,2
24,6
26,5
28,4
26,0
26,3
32,2
33,2
19,9
22,0

8,6

1,6

3,0

4,8

7,2

5,0

10,2
11,8
13,8
14,6
13,2
12,7
11,2
11,4
11,4
13,3
13,6
12,2
16,2
17,3
15,0
13,8
13,8
15,2
15,5
7,6

52

9,0

12,0
9,9

12,1
12,8
16,8
15,6
12,8
14,0
11,6
11,8
10,8
11,0
13,8
11,8
14,6
19,0
16,6
15,5

125

60
53
67
66
66
62,4
58
59
44
82
60
60,6
70
65
59
70
58
64,4
65
66
65
69
73
67,6
63
37
66
68
76
62
51
43
48
77
70
57,8
53
55
50
57
62
55,4
43
74
96
87
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03/09/2019 20,8 24,4 17,4 90

Media 21,2 26,3 16,6 78
06/09/2019 19,0 26,8 12,2 66
07/09/2019 25,3 33,1 15,7 49
08/09/2019 27,5 34,4 19,2 41
09/09/2019 28,4 35,6 19,9 40
10/09/2019 28,6 35,6 20,3 39

Media 25,8 33,1 17,5 47
13/09/2019 24,7 32,7 19,8 58
14/09/2019 22,9 32,5 15,8 52
15/09/2019 26,3 33,8 18,5 46
16/09/2019 29,3 36,6 22,3 33
17/09/2019 29,5 36,7 20,0 26

Media 26,5 34,5 19,3 43
Média Total 21,3 27,6 16,2 73,2

APENDICE B — Dados de precipitacdo pluviométrica registrada 14 dias antes de cada
periodo amostral realizado nos estabelecimentos publicos urbanos das cinco regides de
Londrina, Parana

Periodo Precipitacdo Total (mm)

03/01 a 16/01
31/01 a 13/02
22/03 a 04/04
03/05 a 16/05
28/06 a 11/07

11/02 a 24/02
22/02 a 07/03
12/04 a 25/04
24/05 a 06/06
12/07 a 25/07
16/08 a 29/08

11/02 a 24/02
22/02 a 07/03
29/03 a 11/04
17/05 a 30/05
05/07 a 18/07
09/08 a 22/08

01/03 a 14/03
19/04 a 02/05
14/06 a 27/06
19/07 a 01/08

Sul

97,6
79,7
5,6
46,8
58,8

Norte

147,2

118,8
5,2

139,8
2,8
0,2

Leste

147,2

118,8
12,4
38,2
31,8
0,2

Centro

81,6
15,4
2,4

0
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23/08 a 05/09 25,6
Oeste

08/03 a 21/03 52,8

26/04 a 09/05 19,2

21/06 a 04/07 32,2

02/08 a 15/08 0

30/08 a 12/09 25,6
Total 778,1

APENDICE C - Quantidade de ovos de Aedes spp. coletados por meio de ovitrampas, em cada
réplica realizada na regido Sul de Londrina, Parana
Quantidade de ovos / ovitrampas

21/jan 18/fev 08/abr 21/mai 16/jul

Ovitrampas L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
1 242 0 0 0 6 0 0 2 0 0

2 332 0 156 40 20 0 0 0 0 0

3 0 5 0 14 85 0 0 25 0 0

4 220 0 29 0 0 0 0 96 0 2

5 109 248 126 0 0 11 0 0 0 0
Totaldeovos 903 253 311 54 111 11 0 123 0 2
Positivas 4 2 3 2 3 1 0 3 0 1
Analisadas 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Legenda: L = Local de coleta.

APENDICE D — Quantidade de ovos de Aedes spp. coletados por meio de ovitrampas em cada
réplica de coleta na regido Norte de Londrina, Parana
Quantidade de ovos / ovitrampas

01/mar 12/mar 30/abr 11/jun 30/jul 03/set
Ovitrampas L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
1 0 32 135 0 0 26 0 6 0 0
2 0 62 9 0 0 0 0 169 0 0
3 0 438 12 0 0 0 89 0 0 0
4 0 34 30 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 202 142 0 0 0 0 0 0
Total de ovos 0 566 388 142 0 26 89 175 0 0
Positivas 0 4 5 1 0 1 1 2 0 0
Analisadas 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Legenda: L = Local de coleta.
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APENDICE E — Quantidade de ovos de Aedes spp. coletados por meio de ovitrampas em cada
réplica realizada na regido central de Londrina, Parana
Quantidade de ovos / ovitrampas

19/mar 07/mai 01/jul 06/ago 10/set

Ovitrampas L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
1 117 0 60 20 12 84 0 0 0 0

2 47 77 29 0 83 0 0 0 53 55

3 0 10 21 51 0 0 0 0 0 0

4 0 0 20 14 0 0 0 0 0 0

5 0 16 34 41 0 0 0 0 0 0

Total deovos 164 103 164 126 95 84 0 0 53 55
Positivas 2 3 5 4 2 1 0 0 1 1
Analisadas 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Legenda: L = Local de coleta.

APENDICE F- Quantidade de ovos de Aedes spp. coletados por meio de ovitrampas em cada
réplica realizada na regido Oeste de Londrina, Parana
Quantidade de ovos / ovitrampas

26/mar 14/mai 09/jul 20/ago 17/set
Ovitrampas L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
1 0 9 0 112 0 0 0 0 0 0
2 0 5 10 0 0 0 0 0 0 0
3 0 133 0 28 0 0 0 3 0 0
4 0 7 4 106 0 0 0 0 0 0
5 0 6 97 36 4 0 0 0 0 0
Total de ovos 0 160 111 282 4 0 0 3 0 0
Positivas 0 5 3 4 1 0 0 1 0 0
Analisadas 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Legenda: L = Local de coleta.

APENDICE G — Quantidade de ovos de Aedes spp. coletados por meio de ovitrampas em cada
réplica realizada na regido Leste de Londrina, Parana
Quantidade de ovos / ovitrampas

0l/mar 12/mar 16/abr 04/jun 23/jul 27/ago

Ovitrampas L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2 L1 L2
1 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 85 0 0 0 0 0 0
3 0 133 0 0 0 0 0 X 0 0
4 0 58 0 17 94 0 0 0 0 8
5 0 29 23 4 48 0 0 0 0 0
Total de ovos 0 240 23 106 142 0 0 0 0 8
Positivas 0 4 1 3 2 0 0 0 0 1
Analisadas 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5

Legenda: L = Local de coleta.
X = Qvitrampa ndo analisada.
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APENDICE H - Dados de temperatura (T) média, maxima e minima, e umidade relativa do ar
(UR) média registrados durante o periodo amostral, e precipitacdo acumulada 14 dias antes de
cada coleta realizada nas vegetaces ripérias urbanas de Londrina, Parana

Data de T média T maxima T minima UR média Precipitacéo

coleta (°C) (°C) (°C) (%) (mm)
10/11/2020 23,0 30,6 18,3 77,4 7,5
17/11/2020 27,6 35,0 21,1 59,6 41,8
24/11/2020 25,0 33,7 16,3 55,6 68,3
01/12/2020 24,7 30,6 20,4 77,5 42,0
08/12/2020 23,8 30,7 17,8 74,0 59,1
15/12/2020 24,2 30,3 20,0 80,8 80,7
26/01/2021 24,0 30,1 19,1 83,8 156,4
02/02/2021 25,3 31,9 19,6 82,4 136,2
09/02/2021 21,7 27,3 16,0 71,9 65,9
19/02/2021 23,6 31,6 16,4 54,6 52,3
23/02/2021 26,1 34,9 18,7 66,6 52,3
02/03/2021 22,2 30,8 18,6 87,7 43,4

Media/ 24,3 31,4 18,5 72,7 544,4

Total




