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NOVAIS, Vinicius Martins. Monitoramento, diversidade e identificagdo molecular
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RESUMO

Os mosquitos est&o inseridos dentro da familia Culicidae Meigen, 1818. Eles possuem
uma alta diversidade, possuindo aproximadamente 3.729 espécies distribuidas em
113 géneros, sendo que este numero vem se elevando devido a sua importancia
meédica e veterinaria. Dentre os géneros que podemos destacar estdo Aedes,
Anopheles e Culex, sendo estes vetores de arbovirus e patdogenos. Devido as
atividades humanas, os ambientes tem formado criadouros naturais e artificiais,
causando a proliferacdo destes mosquitos e consequentemente um aumento nos
casos de arboviroses. O estudo teve como objetivos estudar a diversidade de
Culicidae vinculada a integridade de ambiente em fundos de vale na zona urbana e
na Universidade Estadual de Londrina (UEL), do municipio de Londrina-PR, bem
como avaliar o repasto sanguineo dos mosquitos para verificagdo de hospedeiros
vertebrados e identificagao de virus. Este trabalho foi dividido em dois capitulos. No
primeiro capitulo, foram realizadas coletas entre dezembro de 2022 a junho de 2023
em seis pontos de coletas, sendo fundos de vale. A coleta de mosquitos adultos nos
fundos de vale foram realizadas cinco réplicas em cada area amostral, no periodo
crepuscular, de modo que houvesse um intervalo de duas semanas entre as coletas
em cada local. Foram coletados 107 espécimes de culicideos adultos, pertencendo a
quatro espécies e cinco morfoespécies. Destaca-se a presenca de espécies
importantes para a saude publica como Aedes aegypti e Aedes albopictus. Fica nitido
a importancia do monitoramento de vetores em regides de fundo de vale pois abrigam
uma diversidade espécies sinantropicas e silvestres que tem relacdo com a
integridade do ambiente. No capitulo dois, as coletas foram realizadas na
Universidade Estadual de Londrina entre os meses de abril de 2023 a dezembro de
2023. Os mosquitos foram coletados com auxilio do aspirador de Nasci, sendo
realizadas as capturas apenas nos pontos com alto risco de infestagdo em cada més.
A analise do sangue de repasto sanguineo foi realizada através de extracdo de DNA
e posterior sequenciamento para identificagdo dos potenciais hospedeiros, e analises
moleculares para detecgcdo de RNA viral (DENV, ZIKV, CHIKV). Foram coletados 939
mosquitos adultos, sendo Culex quinquefasciatus (n=693) a espécie mais abundante,
seguida por Aedes aegypti (n=222). A atividade das fémeas de Aedes spp. foi mais
intensa nos meses com temperaturas e precipitacbes elevadas, havendo forte
correlagado entre estas variaveis climaticas e os indices de densidade de ovos (IDO) e
positividade de ovitrampas (IPO). Embora nao tenha sido detectada a presenga de
arbovirus, o estudo evidencia a importancia do monitoramento entomolégico como
ferramenta de vigilancia e prevencao de surtos de arboviroses, especialmente em
areas com historico de alta incidéncia.

Palavras-chave: Hematofagia; Arbovirus; Integridade ambiental; Dengue;
Antropizacgao.
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ABSTRACT

Mosquitoes are part of the Culicidae family (Meigen, 1818). They are highly diverse,
with approximately 3,729 species distributed in 113 genera, and this number has been
increasing due to their medical and veterinary importance. Among the genera that we
can highlight are Aedes, Anopheles and Culex, which are vectors of arboviruses and
pathogens. Due to human activities, environments have formed natural and artificial
breeding sites, causing the proliferation of these mosquitoes and consequently an
increase in cases of arboviruses. The study aimed to study the diversity of Culicidae
linked to the integrity of the environment in valley bottoms in the urban area and at the
State University of Londrina (UEL), in the city of Londrina-PR, as well as to evaluate
the blood meal of mosquitoes to verify vertebrate hosts and identify viruses. This work
was divided into two chapters. In the first chapter, collections were carried out between
December 2022 and June 2023 at six collection points, all of which were valley
bottoms. The collection of adult mosquitoes in the valley bottoms was carried out in
five replicates in each sampling area, at twilight, so that there was a two-week interval
between collections at each location. A total of 107 specimens of adult Culicidae were
collected, belonging to four species and five morphospecies. The presence of species
important for public health, such as Aedes aegypti and Aedes albopictus, stands out.
The importance of monitoring vectors in valley bottom regions is clear, as they are
home to a diversity of synanthropic and wild species that are related to the integrity of
the environment. In chapter two, collections were carried out at the State University of
Londrina between April 2023 and December 2023. The mosquitoes were collected with
the aid of the Nasci aspirator, and captures were carried out only at points with a high
risk of infestation each month. Blood samples from blood meals were analyzed by DNA
extraction and subsequent sequencing to identify potential hosts, and molecular
analyses were performed to detect viral RNA (DENV, ZIKV, CHIKV). A total of 939
adult mosquitoes were collected, with Culex quinquefasciatus (n=693) being the most
abundant species, followed by Aedes aegypti (n=222). The activity of female Aedes
spp. was more intense in months with high temperatures and precipitation, with a
strong correlation between these climatic variables and the egg density index (ODI)
and ovitrap positivity index (OPI). Although the presence of arboviruses was not
detected, the study highlights the importance of entomological monitoring as a tool for
surveillance and prevention of arbovirus outbreaks, especially in areas with a history
of high incidence.

Keywords: Hematophagy; Arbovirus; Environmental integrity; Dengue;
Anthropization.
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1 INTRODUGAO GERAL

1.1 AFAMILIA CULICIDAE

Os mosquitos pertencem ao Filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae Meigen, 1818. Atualmente sao
registradas 3.729 espécies validas e 113 géneros (Wilkerson et al., 2015, 2021;
Harbach, 2018; Harbach, 2025; WRBU; 2025), sendo este numero constantemente
elevado por conta da importancia médica e veterinaria do grupo, principalmente em
regides topicais (WILKERSON et al., 2021). Pertencendo a Infraordem Culicomorpha,
os Culicidae formam um grupo monofilético e tém como grupo irmao as familias
Chaoboridae e Corethrellidae (WILKERSON et al., 2021). A familia Culicidae esta
organizada em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae. A subfamilia Anophelinae
€ composta por trés géneros Anopheles, Bironella e Chagasia, com cerca de 489
espécies, e a subfamilia Culicinae, possui aproximadamente 3.081 espécies
subdividida em 11 tribos (WILKERSON et al., 2021; WRBU, 2025). Os géneros Aedes,
Anopheles e Culex sao os mais conhecidos possuindo um numero expressivo de
especies com importancia médica, sendo reconhecidos como vetores de arbovirus e
patégenos (WILKERSON et al., 2015).

A diversidade da familia esta distribuida em todas as regides
biogeograficas, sendo um grande e abundante grupo que ocorre em todas as regides
temperadas e tropicais do mundo e bem além do Circulo Polar Artico, sendo mais
diversos em ambientes de floresta tropical (HARBACH et al., 2012). Algumas espécies
possuem grande plasticidade genética e ecoldgica (LOPES, 1997; ZEQUI et al., 2005)
tendo elevada capacidade de adaptacdo ao ambiente antropico, respondendo melhor
as pressdes ambientais e se tornando abundantes em areas que passam a apresentar
baixa riqueza (RUIZ et al., 2007; CHAVES et al., 2011; GUEDES, 2012). A maior
abundancia e riqueza das espécies esta na regido Neotropical, onde o clima e
ambiente sdo mais propicios ao desenvolvimento e reproducdo dos mosquitos
(LOPES, 1997; FORATTINI, 2002; RUEDA, 2008; KRAEMER et al., 2015; EIRAS,
2016; HARBACH, 2025; WRBU, 2025).

No Brasil, as espécies vetoras mais conhecidas e mais comuns no
ambiente urbano sdo: Culex quinquefasciatus Say, 1823, Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
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2002; 10C, 2009; EIRAS, 2016; ZARA et al., 2016). Os comportamentos destes
mosquitos sao diversificados sendo o Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti encontrados
frequentemente no interior de domicilios e estabelecimentos urbanos, enquanto Ae.
albopictus prefere areas peridomiciliares e com maior cobertura vegetal, ou areas de
mata proximas a populagédo (FORATTINI, 2002; LIMA-CAMARA et al., 2006; AYLLON
et al., 2018; HEINISH et al., 2019).

O desenvolvimento dos culicideos apresenta metamorfose completa
sendo caracterizados pelo padrao de desenvolvimento de holometabolia, sendo as
fases imaturas (ovo, larva e pupa) aquaticas, e o adulto € alado e terrestre (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002; RUEDA, 2008; EIRAS, 2016). Os culicideos sao
considerados mais aquaticos do que terrestres, porque é na fase imatura onde os
individuos passam a parte vegetativa do ciclo de vida, se alimentando e crescendo.
Os adultos tém uma funcao exclusiva de reproducao e dispersao da espécie. A cépula
geralmente ocorre em pleno voo, onde fémeas sao atraidas por um enxame de
machos em periodos crepusculares. Apos as fémeas sairem do enxame, ja estarao
acasaladas, sendo possivel que as mesmas possam acasalar mais de uma vez, ao
passo que a substancia protetora para evitar outra cépula, se desfaz em um tempo de
24 horas (FORATTINI, 2002).

Os Culicidae variam entre as espécies no que se refere aos processos
de desenvolvimento, com uma produgdao de muitos descendentes, e um numero
variavel de deposi¢ao dos ovos, sendo entre 50 a 500. Por exemplo, o Ae. aegypti
pode depositar de 49 a 68 ovos por ciclo gonotréfico (GUTIERREZ-LOPES et al.,
2022; STRICKMAN, 2006), enquanto algumas espécies de Anopheles podem colocar
de 50 a 118 ovos em condi¢des ideais (PASCINI et al., 2013). Na maioria das
espécies, a taxa de eclosao depende de fatores como temperatura, dessecacgao,
predagao ou inibi¢ao de outras larvas (MOHAMMED, CHADEE, 2011; ZHENG et al.,
2015; WILKERSON et al., 2021).

O local onde ocorre a oviposicdo recebe o nome de criadouro.
Diversas caracteristicas dos criadouros influenciam uma fémea gravida durante a
escolha do local para colocar seus ovos, como cor, consisténcia, tamanho, forma,
entre outros (LOPES et al., 1995). Os criadouros podem ser (1) naturais no solo:
permanentes ou semi-permanentes (lagoas e alagadi¢os) ou transitorios (tocas de
animais e enchentes); (2) naturais em recipientes: permanentes ou semi-permanentes

(bambus e bromélias) ou transitorios (cocos e folhas caidas); (3) artificiais no solo:
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permanentes ou semi-permanentes (represas e piscinas) ou transitérios (marcas de
pneus e acumulo de pedras); (4) artificiais em recipientes: permanentes ou
semipermanentes (tanques e esgotos) ou transitérios (latas, vidros, pneus, tampas de
garrafa) e quaisquer lugares que acumulem agua (FORATTINI, 2002). Quando uma
fémea escolhe um recipiente artificial para depositar seus ovos pode ser somente um
tipo de oportunismo, como também pode ser um caso de mudanca em seus habitos
(BEIER et al., 1983; LUZ et al., 1987; LOPES, 1997). Em paisagens alteradas ocorrem
mudancas na distribuicao e oferta de criadouros favorecendo espécies sinantrépicas
(MONTAGNER, 2014).

O desenvolvimento larval é influenciado pela disponibilidade de
alimentos e temperatura ambiente, como em casos de altas densidades larvais onde
o periodo de desenvolvimento se prolonga, a maturidade se atrasa e as taxas de
sobrevivéncia diminuem (COURET et al., 2014; SAUERS et al., 2022), podendo
também afetar o metabolismo ou o comportamento alimentar de diferentes maneiras
entre os sexos (WORMINGTON; JULIANO, 2014). A temperatura ideal varia entre
espécies, mas a faixa limite maxima para as fases aquaticas situa-se entre 30°C e
40°C. Essas variacdes térmicas nao apenas afetam o desenvolvimento das fases
aquaticas, mas também tém impacto nas taxas diarias de eclosdo e mortalidade dos
mosquitos adultos (DE MAJO et al., 2016; YANG et al., 2020; SIVAN et al., 2020).

Na fase adulta, os mosquitos sao terrestres e as fémeas se alimentam
de sangue, processo denominado de hematofagia, desempenhando um papel crucial
no desenvolvimento adequado dos ovos e na transmissdo de diversos agentes
patogénicos (WILKERSON et al., 2021), causando uma atengédo no setor da saude
publica. Fémeas e machos de mosquitos Culicidae, alimentam-se principalmente de
agucares de origem vegetal, mas a maioria das fémeas requer um repasto sanguineo
para ativar processos hormonais e desenvolver seus ovos (WILKERSON, et al., 2021;
DOU et al., 2022).

O processo de desenvolvimento dos ovos comega imediatamente
apos a emergéncia das fémeas, quando seus ovarios contém uma série de estruturas
chamadas ovariolos, que amadurecem sob a influéncia do horménio juvenil (HJ)
(HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2019; WILKERSON, et al., 2021; DOU et al., 2022).
A oviposicao pode ocorrer individualmente ou em grupos de ovos, sendo que muitas
especies tém um comportamento de oviposigao em saltos, o que é uma adaptacéo as

limitacbes de recursos nutricionais nos recipientes onde os ovos sdo depositados
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(REINBOLD-WASSON; REISKIND, 2021; WEIDIG et al., 2022).

1.2 HEMATOFAGIA: RELACAO MOSQUITO-VERTEBRADO

Os culicideos adultos se alimentam de liquidos de origem vegetal,
porém, as fémeas da maioria das espécies também sdo hematoéfagas (HARBACH,
2007). A hematofagia em Culicidae foi moldada pela relagdo estabelecida entre as
fémeas de mosquitos e os vertebrados (BALASHOV, 1984), envolvendo adaptagdes
morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais (GWADZ, 1969; KLOWDEN, 1995;
CHADEE et al.,, 1996; SHAO et al.,, 2001; RIBEIRO; FRANCISCHETTI, 2003;
LEHANE, 2005) maximizando a ingestdo do sangue como fonte de energia (WAAGE,
1979). Essas adaptagdes permitiram a ingestado de grandes volumes de sangue, que
podem chegar a ser quatro vezes o peso corporal de uma fémea de mosquito
(NAYAR; SAUERMAN JR, 1977). O sangue desempenha um papel crucial nao
apenas na manutencdo de reservas de energia, mas principalmente na reprodugéo
(LEHANE, 2005). Algumas espécies podem utilizar outras fontes de alimentos que
auxiliam na reprodugao (HARRIS et al., 1969; TELANG; WELLS, 2004), porém, a
quantidade de ovos produzida por postura, ndo é a mesma do que com sangue,
tornando essencial para o sucesso reprodutivo (HARRIS; COOKE, 1969; ARIANI et
al., 2015)

A fonte de sangue dos mosquitos culicideos abrange uma variedade
de vertebrados, incluindo anfibios, répteis, aves e mamiferos (FORATTINI et al.,
1987). Algumas espécies de mosquitos tém uma preferéncia por animais silvestres
em ambientes rurais ou urbanos, fora das residéncias (exofilicas), enquanto outras
tém uma afinidade com os seres humanos e se alimentam dentro das casas
(endofilia), mas também podem se alimentar de aves e mamiferos ndo humanos
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994), demonstrando flexibilidade em sua escolha de presas
(CHAVES et al., 2010).

A preferéncia alimentar € uma caracteristica genética, mas pode ser
influenciada por diversos fatores (BESANSKY et al., 2004), como por exemplo,
condigdes ambientais, caracteristicas intrinsecas da fémea e caracteristicas do
vertebrado (TAKKEN; VERHULST, 2013). No processo de busca pela fonte de
alimento, as fémeas se deslocam em busca do vertebrado sendo os ritmos circadianos

e fatores internos responsaveis pela ativacdo desse momento (BOWEN, 1991).
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Durante o voo, as fémeas de mosquitos dependem da visdo e de estimulos quimicos
para encontrar sua fonte de alimento (ALLAN et al., 1987). Os principais estimulantes
quimicos s&o o dioxido de carbono (CO2) e odores liberados pelos vertebrados, além
do calor e umidade (ALLAN et al., 1987; LU et al., 2007; SCHYMURA et al., 2010).
Alguns componentes especificos como acidos carboxilicos, aménia, acido latico e
outros compostos volateis, desempenham uma fungao na atracdo dos mosquitos pelo
vertebrado (BOSCH et al., 2000; SMALLEGANGE et al., 2009; TAKKEN; VERHULST,
2017), trazendo também uma orientagcdo mais precisa (SMALLEGANGE et al., 2011).
A escolha de vertebrados como alvo dos mosquitos também pode estar relacionada a
fatores genéticos influenciando padrbes de alimentacao e descanso (GILLIES, 1964;
MUKWAYA, 1977; COLUZZI et al., 1977).

As condi¢bes ambientais interferem na busca de alimento pelos
mosquitos afetando a percepc¢ao dos sinais do vertebrado pelos mosquitos e também
a capacidade de localizacdo (REITER, 2001; BIDLINGMAYER, 1985; GIBSON;
TORR, 1999). As baixas temperaturas podem interromper o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos por meio da diapausa ou quiescéncia, um estado de inatividade
induzido pela temperatura, diminuindo a busca por vertebrados (NELMS et al., 2013).
A luminosidade afeta o voo de busca, influenciando o ritmo circadiano (MURILLO et
al., 1988), enquanto as variagbes de umidade relativa interagem com os odores do
vertebrado, afetando a localizagédo e selegdo da fonte de alimento (TAKKEN et al.,
1997). A combinacao de varias variaveis ambientais define as condi¢des ideais para
cada espécie na busca por vertebrados (FREIRE et al., 2016).

O repasto sanguineo é essencial para acumular nutrientes
necessarios ao desenvolvimento dos ovos em cada ciclo de reproducao (BRIEGEL et
al., 2002). Em relagao aos fatores intrinsecos das fémeas de mosquito, dependendo
das necessidades individuais e da espécie, podem ser necessarios multiplos repastos
para a maturagado completa dos ovos (BRIEGEL; HORLER, 1993). Repastos multiplos
envolvendo diferentes grupos de vertebrados em cada ciclo reprodutivo tendem a
acelerar a maturacdo e aumentar a quantidade de ovos produzidos (BRIEGEL;
HORLER, 1993; XUE et al., 2009; FARJANA; TUNO, 2013; YAMANY et al., 2016).

Os vertebrados exibem comportamentos defensivos que influenciam
na alimentacao das fémeas de mosquitos, sendo que a intensidade dessas reagdes,
depende da capacidade de cada vertebrado de evitar os ataques (EDMAN; SCOTT,

1987). Algumas espécies s&o mais defensivas, outras mais tolerantes, e a abundancia



19

de mosquitos pode influenciar o sucesso dessas defesas (WALKER; EDMAN, 1986).
Animais menores e mais jovens tendem a apresentar defesas mais eficazes,
reduzindo a atracdo dos mosquitos, e isso pode ser influenciado pelo tamanho ou
idade (SOTA et al., 1991). Por outro lado, animais doentes e enfraquecidos tém sua
capacidade de defesa comprometida, tornando-se presas mais acessiveis (DAY;
EDMAN, 1983). O comportamento de defesa inclui uma série de atividades motoras
realizadas na tentativa de afastar os mosquitos (WEBBER; EDMAN, 1972; CULLY et
al., 1991), mas também pode ser um comportamento mais intenso como o vertebrado
se alimentando do mosquito (DARBRO; HARRINGTON, 2007).

A escolha do vertebrado como fonte de alimento pelos mosquitos
pode ser influenciada pela ocupacao coincidente de habitats, mesmo em pequena
escala, especialmente quando tém preferéncias especificas por determinados
ambientes, como areas dentro ou ao redor de domicilios ou diferentes niveis da
floresta. Isso leva a selegao de vertebrados com base na sobreposigcao geografica de
seus habitats (LEHANE, 2005). A introdugdo de uma nova espécie de vertebrado no
mesmo ambiente ocupado pelos mosquitos pode mudar a escolha de alimento,
redirecionando-o para o novo vertebrado introduzido. Isso pode afetar
significativamente os padroes de alimentacdo e comportamento de repouso,
diminuindo sua frequéncia de contato com fontes alimentares menos preferidas
(MAYAGAYA et al., 2015).

Esse conjunto de condigdes e fatores, que incluem aspectos
ambientais, caracteristicas intrinsecas da fémea e relacionados ao vertebrado, como
defesa, fisiologia, morfologia, abundancia, habitat e sazonalidade, influencia a eficacia
da busca por alimento sanguineo, a frequéncia de interagdes e a escolha do
vertebrado. Isso, por sua vez, afeta a capacidade reprodutiva (TAKKEN; VERHULST,
2013) e determina os padrdes gerais de utilizagao de fontes alimentares (BURKETT-
CADENA et al., 2014).

Além da especificidade na interagdo entre patdgeno, mosquito e
vertebrado, que envolve aspectos evolutivos, genéticos e fisioldgicos, as escolhas
alimentares dos mosquitos também podem influenciar a eficacia da relacdo entre
patdgeno, vetor e vertebrado (LEHANE, 2005). Algumas espécies de mosquitos, ao
preferirem se alimentar de humanos (antropofilia), facilitam a transmissao bem-
sucedida de arbovirus como os virus da dengue, febre amarela, febre chikungunya e
Zika (KENNEY; BRAULT, 2014; MUSSO; GUBLER, 2016). Por outro lado, espécies
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de mosquitos como o Cx. quinquefasciatus, que tém um comportamento alimentar
mais voltado para animais ndo humano e sao oportunistas, podem transmitir
patdgenos como o virus do Nilo Ocidental e o virus da encefalite de Saint Louis a uma
variedade de vertebrados, especialmente aves, contribuindo para a manutengao
desses agentes em um ambiente especifico (HAMER et al., 2009; DIAZ et al., 2016).

1.3 IMPACTOS DA URBANIZAGAO E DA FRAGMENTACAO FLORESTAL EM MOSQUITOS

O processo de urbanizagao e o crescimento do agronegdcio levaram
a fragmentacéo intensa da vegetacao nativa, resultando em areas menores e isoladas
(MS, 2013; LINDENMAYER; FISCHER, 2013). Isso afetou negativamente muitas
espécies de seres vivos, levando ao declinio ou extingdo de algumas, enquanto outras
se beneficiaram, mantendo ou aumentando sua abundancia (MS, 2013; LAURANCE,
2008; HADDAD et al., 2015). Com a urbanizacdo e fragmentagao florestal, os
mosquitos sofrem impactos significativos. Muitas espécies perdem seus habitats
naturais e migram para areas urbanas em busca de comida e locais para reprodugao.
Isso resulta na domiciliagdo de espécies altamente adaptaveis a diferentes ambientes
(LOPES, 1997; TAIPE-LAGOS; NATAL, 2003; LEISNHAM et al., 2004; ZAHOULI et
al., 2017, MONTAGNER et al., 2018).

Areas verdes préximas a ambientes urbanos servem como refugio
para varias espécies de mosquitos, incluindo aquelas que podem transmitir doengas
(ZEQUI et al., 2005; ESPINOZA, 2018; CERETTI-JUNIOR et al., 2020). Esses locais
oferecem criadouros naturais, como ocos em arvores e buracos em plantas, além de
abrigar recipientes artificiais, como pneus e recipientes de plastico, que também séo
usados como criadouros por espécies oportunistas (LOPES, 1997; LEISNHAM et al.,
2004; ZAHOULI et al., 2017). Algumas espécies com alta flexibilidade genética podem
se adaptar a ambientes urbanos e se reproduzir em locais domésticos, como caixas
d'agua, piscinas e ralos. Isso coloca fémeas hematdfagas, que podem transmitir
patdogenos, em maior proximidade com os seres humanos, animais de estimacao e
criacdo, aumentando o risco de disseminagdo de doencas (LOPES, 1997; TAIPE-
LAGOS; NATAL, 2003; BARROS; HONORIO, 2015; MONTAGNER et al., 2018).

Os fragmentos urbanos que sofrem acdo antrépica, sem
monitoramento adequado dos culicideos, podem conter além de espécies silvestres,

algumas espécies oportunistas, sinantrépicas e vetoras de patdégenos, pois nesses
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ambientes ocorrem tanto criadouros naturais quanto artificiais utilizados para
oviposicdo das fémeas de acordo com a preferéncia das espécies (ZEQUI et al.,
2005). Nesse contexto, larvas de culicideos sinantropicos possuem uma tendéncia a
ocupar tipos especificos de criadouros, mas a maioria mostra preferéncia por aqueles
artificiais (DA SILVA, 2002).

O processo de urbanizacéo intensificado, fez com que o modelo
econdmico da sociedade contemporanea modificasse o meio ambiente de forma
acelerada colocando em risco diversos processos ecologicos e afetando muitos
organismos (LUCCI, 1997). As necessidades basicas da urbanizagdo (moradias,
trabalho, industrias, comércio e vias de transporte) unidas ao mal planejamento
provocaram grandes impactos ambientais (DE SOUZA; HAYASHI, 2013). O
crescimento populacional, juntamente com as suas demandas, fizeram com que
ocorresse a fragmentacgao florestal e consequentemente a diminuicdo de espécies
nesse ambiente (MYERS et al., 2000; FAHRIG, 2003), alterando os micro-habitats,
padrées de dispersao, distribuicdo, comportamento e sobrevivéncia das espécies
(LAURANCE, 2008).

Mudangas no comportamento de mosquitos podem apresentar
potencial epidemiolégico (FORATTINI, 1998) tendo capacidade de fazer com que
novas doencgas surjam ou reaparecam (MARQUES, 2017). A mudanga na dinamica
das populacdes causada pela antropizacdo muitas vezes beneficia essas espécies
vetoras de patdgenos, prejudicando as populagbes humanas que estdo ao redor ou
que desenvolvem algum tipo de atividade nas proximidades, e ainda contribuem com
ciclos epidemiolégicos de reaparecimento de algumas doengas e aumento de outras
(HUTCHINGS et al., 2005; GUEDES; NAVARRO-SILVA, 2014).

Os repastos multiplos aumentam o risco de exposigcao a patégenos e
a possibilidade de transmissao de doengas (SCOTT; TAKKEN, 2012). A diversidade
na escolha de alimentos pode ter um grande impacto na transmisséo de patogenos,
especialmente quando os mosquitos se alimentam de vertebrados reservatorios e
ocasionalmente escolhem espécies que reagem de maneira diferente a infecgao,
podendo propagar doengas (KILPATRICK et al., 2006). Os mosquitos desempenham
o papel de vetores ao transmitir patdgenos enquanto se alimentam de um ou mais
individuos sem causar morte. Esse comportamento melhora sua aptidao e pode afetar
negativamente os vertebrados (WILSON et al., 2017). Esses vetores desempenham

um papel crucial na probabilidade de transmisséo dos patégenos, contribuindo para a
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multiplicacdo e/ou desenvolvimento de estagios de vida do patdogeno (COWMAN;
CRABB, 2005; WANG et al., 2010).

Muitos patdgenos transmitidos por mosquitos sdo de grande
importancia para a saude publica e economia, exigindo estratégias de controle
(GUBLER, 2002). A plasticidade no comportamento alimentar de algumas espécies
pode dificultar o controle de mosquitos que preferem se alimentar de humanos. Por
exemplo, algumas espécies de Anopheles, que frequentemente se alimentam de
sangue humano, também se alimentam de animais ndo humanos, tornando-se vetores
importantes de patégenos como os da malaria (KEVEN et al., 2017).

Além de transmitir diversos patdgenos que representam riscos para a
saude humana, a presenca desses patdégenos nos mosquitos pode afetar seu
comportamento de busca por vertebrados. Mosquitos infectados por parasitas podem
necessitar de mais sangue durante a alimentagdo, buscar alimento com mais
frequéncia e ter sua atratividade por vertebrados alterada dependendo do estagio do
parasita. Estudos com protozoarios da malaria e nematoides filariais sugerem que
essa mudanga no comportamento alimentar pode acelerar a transmissdo dos
parasitas entre as fontes de alimento (KOELLA et al., 1998; GLEAVE et al., 2016).

1.4 MONITORAMENTO E CONTROLE DE MOSQUITOS

Compreender as diferengas entre os comportamentos dos vetores é
essencial para entender suas caracteristicas ecologicas e desenvolver estratégias de
prevencdo e controle de patdogenos. Para monitorar esses vetores, sédo utilizadas
metodologias que estimam sua densidade no ambiente. Os métodos de
monitoramento abrangem os estagios de ovos, larvas e adultos, e a probabilidade de
captura depende da abundancia local do vetor, seu habitat, disponibilidade de
recipientes para oviposigao e caracteristicas das armadilhas (WHO, 2018).

Diversas metodologias e ferramentas foram desenvolvidas para a
investigacao e monitoramento dos niveis de infestacdo dos mosquitos vetores. Esses
objetivos podem ser alcangados por meio da captura imaturos e/ou adultos dos
mosquitos (MS, 2013; CEVS, 2009). Uma importante metodologia € o Levantamento
Rapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa). Ele foi promovido pelo Ministério da
Saude em 2002 e permite verificar a infestagao vetorial, a partir de coletas de larvas

de Aedes e célculos de indices larvarios: indice Predial (IP) e indice de Breteau (IB),
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obtendo informacgdes sobre os recipientes utilizados como criadouros para as larvas
(MS, 2013). A armadilha ovitrampa, desenvolvida por Fay e Perry (1965), determina
indices de infestacdo dos vetores a partir da quantidade de ovos depositados pelas
fémeas nas ovitrampas. Outra ferramenta muito utilizada € o aspirador de Nasci, muito
eficiente na captura ativa de mosquitos adultos, podendo capturar esses insetos em
pleno voo ou escondidos em abrigos naturais e artificiais.

A prevencgao de epidemias de arbovirus depende da manutencéo de
baixas densidades de vetores. Para monitorar a distribuicdo e abundancia desses
vetores, as armadilhas de oviposicdo sao a principal metodologia. Esse método é
altamente sensivel e econdmico para detectar vetores como Ae. aegypti e Ae.
albopictus, além de servir para vigilancia, controle e detecgado indireta de adultos
(BRASIL, 2009; FIOCRUZ, 2014; DE SOUZA et al., 2022). Fay e Eliason (1966)
desenvolveram essa armadilha, que oferece dados sobre a atividade das fémeas e
detecta infestacbes precoces, mesmo em areas com baixas infestacbes e poucas
larvas detectadas. Além disso, essa armadilha pode monitorar os efeitos das acdes
de controle (MOURA et al., 2020).

Locais com alta diversidade de espécies vegetais desempenham um
papel crucial na estabilizacdo da temperatura ambiente e na preservacao da qualidade
do ar, do solo e da agua. Além disso, eles desempenham um papel fundamental na
prevencao da erosao e do assoreamento nas margens dos corpos d'agua, bem como
na filtragem de agentes poluentes (SONODA, 2010). Esses ecossistemas também
servem como reflgio para diversas espécies, incluindo mosquitos sinantropicos
vetores de patdgenos, como Ae. aegypti (Linnaeus, 1762), Ae. albopictus (Skuse,
1894) e Cx. quinquefasciatus Say, 1823 (BARTALINI, 1986; CERETTI-JUNIOR et al.,
2015; MEDEIROS-SOUZA et al., 2013; 2015; 2017; VIEIRA et al., 2020).

Diante do aumento significativo da infestagdo de mosquitos vetores e
do crescente numero de casos de dengue em Londrina desde 2019, € importante
investigar a presenca de virus e seus sorotipos em mosquitos culicideos fémeas,
encontrados em vegetacgdes riparias do municipio. Especial aten¢cdo deve ser dada as
espécies Ae. aegypti, Ae. albopictus e Cx. quinquefasciatus, pois s&o conhecidas por
sua alta competéncia e capacidade de transmissdo de determinados patdégenos
(FORATTINI, 2002; MS, 2011; FONSECA JUNIOR et al., 2019). Essa abordagem
complementa as atividades de monitoramento e controle de mosquitos vetores

urbanos, que normalmente se concentram em residéncias e areas urbanas, embora
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esses locais também abriguem mosquitos de importancia para a saude publica, como
ja foi observado por Lopes et al. (2002), Zequi et al. (2005) e Espinosa (2018) em
estudos realizados em areas de vegetagao riparia na zona urbana de Londrina,

Parana.

1.5 ARBOVIROSES URBANAS TRANSMITIDAS POR MOSQUITOS

Os virus dengue (DENV) estdo classificados cientificamente na
familia Flaviviridae e no género Orthoflavivirus. Até o momento sdo conhecidos quatro
sorotipos — DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 — que apresentam distintos
materiais genéticos (genotipos) e linhagens (MS, 2025). Os sorotipos podem circular
simultaneamente em uma area, aumentando o risco de desenvolvimento de dengue
grave, especialmente quando ocorrem infecgdes secundarias por multiplos sorotipos
(MARTINS et al., 2014; WHO, 2020).

A dengue possui uma incidéncia global, com destaque para as regides
tropicais e subtropicais, especialmente em areas urbanas, sendo o Ae. aegypti e Ae.
albopictus os principais vetores nas Américas e em partes da Asia e Europa (WHO,
2020; ECDC, 2021; PAHO, 2024). A incidéncia de dengue acompanha o aumento da
presencga do vetor, onde geralmente o numero de mosquitos aumenta nos periodos
qguentes e chuvosos (REINHOLD et al., 2018). No Brasil, em 2019, houve um aumento
significativo nos casos de dengue, com 1.544.987 casos registrados, representando
um aumento de 488% em relagdo ao ano anterior. No inicio de 2020, o numero de
casos provaveis de dengue foi maior que os anos epidémicos de 2015 e 2019
(BRASIL, 2024). Em 2022, houve aumento de 162,5% nos casos de dengue,
comparando com o ano de 2021 (BRASIL, 2024).

O virus CHIKV pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus,
tendo apenas um sorotipo conhecido (SANTOS et al., 2015), podendo ser transmitido
tanto pelo Ae. aegypti como pelo Ae. albopictus (WHO, 2020). O primeiro caso
registrado no Brasil foi no ano de 2014, destacando os anos de 2019, onde foram
relatados 132.205 casos provaveis, com 92 ébitos; 2020 com 82.419 casos provaveis,
resultando em 30 o&bitos; 2021 com 95.852 casos provaveis, com 14 O&bitos
confirmados; 2022 ocorrendo 173.258 casos provaveis, resultando em 93 6bitos e
2023 com 143.739 casos provaveis notificados, com 82 ébitos confirmados (BRASIL,
2024).
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O virus ZIKV, pertencente a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus,
compartilha caracteristicas estruturais semelhantes ao virus DENV, mas possui
apenas um sorotipo conhecido (HADDOW et al., 2012; SANTOS et al., 2015). A
transmissao do ZIKV é realizada principalmente por mosquitos Aedes, principalmente
o Ae. aegypti, porém gestantes infectadas podem transmitir o virus ao feto, levando a
malformagbdes congénitas ou abortos espontaneos (DUARTE et al., 2021; WHO,
2024). Em 2015, ocorreu a primeira epidemia de Zika no Brasil, sendo observada a
associagao entre a infecgdo da arbovirose com casos de microcefalia, com a presenga
de outras anormalidades desenvolvidas durante a gravidez (BRASIL, 2023; WHO,
2024). Desde 2015, o Brasil registrou mais de 40.000 casos suspeitos, sendo mais de
21.000 casos suspeitos da sindrome congénita associada a infecgao pelo virus Zika
(BRASIL, 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a estrutura populacional de Culicidae vinculada a integridade de
ambiente em fundos de vale no perimetro urbano do municipio de Londrina,
Parana, Brasil, bem como caracterizar o conteudo de repasto sanguineo para

inferir hospedeiros e possiveis patégenos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a diversidade e abundancia de mosquitos culicideos encontrados em
fundos de vale do perimetro urbano do municipio de Londrina, Parana, Brasil.
Identificar o sangue oriundo do repasto sanguineo por método genético.
Conhecer a interagao alimentar entre Culex quinquefasciatus e vertebrados por
meio da analise do DNA do sangue ingerido.

Identificar a presenca dos virus DENV, ZIKV e CHIKV em mosquitos adultos.

Avaliar os indices ecoldgicos de culicideos crepusculares em fundos de vale.
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4 CAPITULO 1

DIVERSIDADE DE CULICIDEOS CREPUSCULARES COM IDENTIFICAGAO DA
FONTE ALIMENTAR SANGUINEA E DETECGAO DE ARBOVIRUS EM FUNDOS
DE VALE URBANOS NO MUNICIPIO DE LONDRINA, PARANA BRASIL
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RESUMO

Devido as atividades humanas, os ambientes tém se tornado cada vez mais
antropicos, formando criadouros artificiais que auxiliam no processo de proliferagcéo
destes mosquitos. As mudangas climaticas globais tém favorecido vetores nos
diversos ambientes no mundo todo, inclusive com veiculagao de novos arbovirus. Este
estudo teve como objetivo avaliar os indices ecoldgicos de culicideos crepusculares
em fundos de vale do Ribeirdao Cambezinho e relacionando com a integridade dos
ambientes. O Ribeirdao Cambezinho possui cerca de 25 km de extensido e cobre a
maior parte da area urbana de Londrina, Parana. Foram realizadas coletas entre
dezembro de 2022 a junho de 2023 em seis pontos de coleta. Em cada ponto foi
determinado um transecto de aproximadamente 200 m em cada margem do ribeirao,
sendo realizada a aspiragao de mosquitos adultos, utilizando o aspirador de Nasci,
por um periodo de 30 minutos. Foram realizadas cinco réplicas em cada area
amostral, no periodo crepuscular, havendo no minimo, um intervalo de duas semanas
entre as coletas em cada local. Foram realizadas as identificagdes e posteriormente
acondicionadas a - 80° C. Foram coletados 107 espécimes de culicideos adultos,
pertencendo a quatro espécies e cinco morfoespécies, observando Aedes scapularis
e Culex quinquefasciatus foram as espécies mais abundantes. Destaca-se a presenca
de espécies importantes para a saude publica como como o Aedes aegypti e Aedes
albopictus. Nao foi possivel a amplificacdo das amostras de sangue nos mosquitos
coletados. Nao houve a deteccdo de virus nas amostras analisadas. Fica nitida a
importancia do monitoramento de vetores em regides de fundo de vale pois abrigam
uma diversidade de espécies sinantropicas e selvagens que tem relagdo com a
integridade do ambiente.

Palavras-chave: Antropizagao; Integridade ambiental; Saude publica; Mosquitos.
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ABSTRACT

Due to human activities, environments have become increasingly anthropic, forming
artificial breeding grounds that aid in the proliferation process of these mosquitoes.
Global climate change has favored vectors in various environments around the world,
including the transmission of new arboviruses. This study aimed to evaluate the
ecological indices of crepuscular Culicidae in the valley bottoms of Ribeirdo
Cambezinho and relate them to the integrity of the environment and verify the degree
of synanthropy of the species found. Ribeirdo Cambezinho is approximately 25 km
long and covers most of the urban area of Londrina, Parana. Collections were carried
out between December 2022 and June 2023 at six collection points. At each point, a
transect of approximately 200 m was determined on each bank of the stream, and adult
mosquitoes were aspirated using the Nasci aspirator for a period of 30 minutes. Five
replicates were performed in each sampling area, during the twilight period, with at
least a two-week interval between collections at each location. Identifications were
performed and subsequently stored at -80°C. A total of 107 specimens of adult
Culicidae were collected, belonging to four species and five morphospecies, with
Aedes scapularis and Culex quinquefasciatus being the most abundant species. The
presence of species important to public health, such as Aedes aegypti and Aedes
albopictus, stands out. It was not possible to amplify the blood samples from the
mosquitoes collected. No viruses were detected in the samples analyzed. The
importance of monitoring vectors in valley bottom regions is clear, as they are home to
a diversity of synanthropic and wild species that are related to the integrity of the
environment.

Keywords: Anthropization; Environmental integrity; Public health; Mosquitoes.
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4.1 INTRODUCAO

A familia Culicidae, inclui os chamados mosquitos, sovelas, carapanas,
bicuda e sdo de extrema importancia para a saude publica em regides tropicais e
subtropicais. Pertencendo a Infraordem Culicomorpha, os Culicidae formam um grupo
monofilético e tém como grupos irmaos as familias Chaoboridae, Corethrellidae e
Dixidae (MILLER et al., 1997; WIEGMANN et al., 2011; WILKERSON et al., 2021).

A familia se divide em duas subfamilias, Anophelinae e Culicinae,
compreendendo um total de 113 géneros e 3.719 espécies (WILKERSON et al., 2015,
2021; HARBACH, 2018; HARBACH, 2025; WRBU; 2025). Os géneros Aedes Meigen,
1818, Anopheles Meigen, 1818 e Culex Linnaeus, 1758, sdo os mais conhecidos por
conta da sua importancia médica, sendo reconhecidos como vetores de arbovirus e
outros patégenos (WILKERSON et al., 2015). Os comportamentos destes mosquitos
sao diversos, sendo o Culex quinquefasciatus Say, 1823 e Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) encontrados frequentemente no interior de domicilios e estabelecimentos
urbanos, enquanto Aedes albopictus (Skuse, 1895) prefere areas peridomiciliares e
com maior cobertura vegetal, ou areas de mata préximas a populagcdo (FORATTINI,
2002; LIMA-CAMARA et al., 2006; AYLLON et al., 2018; HEINISH et al., 2019).

O local onde ocorre a oviposicao das fémeas recebe o nome de criadouro.
Diversas caracteristicas dos criadouros influenciam uma fémea gravida durante a
escolha do local para colocar seus ovos, como cor, consisténcia, tamanho, forma,
entre outros (LOPES et al., 1995). Quando uma fémea escolhe um recipiente artificial
para depositar seus ovos pode ser somente um tipo de oportunismo, como também
pode ser um caso de mudanga em seus habitos (BEIER et al., 1983; LUZ et al., 1987,
LOPES, 1997). Em paisagens alteradas ocorrem mudangas na distribuicdo e oferta
de criadouros favorecendo espécies sinantrépicas (MONTAGNER, 2014). Na fase
adulta, os mosquitos sao terrestres e as fémeas se alimentam de sangue, processo
denominado de hematofagia, desempenhando um papel crucial no desenvolvimento
adequado dos ovos e na transmissao de diversos agentes patogénicos (WILKERSON
et al. 2021), causando uma atengao no setor da saude publica.

O processo de urbanizacao intensificado, em decorréncia das atividades
humanas nas cidades, fez com que o ser humano modificasse 0 meio ambiente de
forma acelerada alterando diversos processos ecoldgicos e afetando muitos

organismos (LUCCI, 1997). As necessidades basicas da urbanizagdo com moradias,
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trabalho, industrias, escolas e hospitais, unidas ao mal planejamento tem provocado
grandes impactos ambientais (DE SOUZA & HAYASHI, 2013). O crescimento
populacional juntamente com as suas demandas de ocupagéao do solo, tém provocado
a fragmentacéo e perda florestal alterando e diminuindo os micro-habitats, padrées de
disperséo, distribuicdo, comportamento e sobrevivéncia das espécies (LAURANCE,
2008; MYERS et al., 2000; FAHRIG, 2003).

Locais com alta diversidade de espécies vegetais desempenham um papel
crucial na estabilizagcdo da temperatura do ambiente e na preservacao da qualidade
do ar, do solo, da agua e manutencao da biodiversidade local em graus variaveis de
acordo com a conservacgao. Eles desempenham um papel fundamental na prevencéao
da erosao e do assoreamento nas margens dos corpos d'agua, bem como na filtragem
de agentes poluentes (SONODA, 2010). Os fragmentos urbanos sao locais que
apresentam condi¢des de abrigar espécies de Culicidae vetoras de patdégenos, com
preferéncia por areas na area urbana com presenca de maior cobertura vegetal e
diversidade de criadouros, sejam naturais ou artificiais (ZEQUI et al., 2005), e devido
a proximidade das populagdes séo locais que necessitam de monitoramento quanto a
presenca do vetor e seus patogenos.

Diante disso, este estudo teve como objetivos avaliar a diversidade de
culicideos crepusculares em regides de fundos de vale relacionando com a
integridade ambiental, e identificar a fonte alimentar sanguinea e presencga de virus,

no municipio de Londrina, Parana.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 AREA DE ESTUDO

Londrina esta localizada no norte do Estado do Parana. O clima é
subtropical umido, com médias anuais de temperatura de 21° C, umidade relativa do
ar entre 69 e 76% e precipitagao pluviométrica de 1400 a 1800 mm, sendo a presenga
de chuvas em todas as estacbes do ano, mas concentradas no periodo do verao
(CAVAGLIONE et al., 2000; NITSCHE et al., 2019). A vegetagao € caracterizada como
Floresta Estacional Semidecidual pertencente ao bioma Mata Atlantica, onde a sua
paisagem é composta por pequenos remanescentes devido ao intenso processo de

fragmentagao por agdes de atividades agropecuarias (MAACK, 1981; LOPES 2002;
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SOARES; MEDRI, 2002; WREGE et al., 2017; SEMA, 2018)

O Ribeirao Cambé ou Cambezinho, pertence a bacia hidrografica do
rio Tibagi e apresenta a sua maior extensao no perimetro urbano do municipio de
Londrina, com uma area total de 76 km?, sendo 50 km? em area urbanizada e 26 km?
em darea rural (AGUAS PARANA, 2015). A area Ribeirdo Cambé Nascente, fica
localizada entre os municipios de Londrina e Cambé. A nascente esta localizada
proximo ao entroncamento da BR-369 e PR-445, com poucas residéncias, presenga
de industrias e constante circulacdo de veiculos; é canalizada, com areas do canal
concretadas; possui vegetagao marginal comprometida, despejo de esgoto e lixo
solido doméstico e industrial. A Ribeirdo Cambé Daher esta inserida na Mata Daher,
sendo uma area proxima a residéncias, com circulacdo de pessoas; presenca de mata
residual com vegetacao alterada, embora haja arvores nativas de grande porte; ha
despejo de lixo soélido doméstico e de construgao civil. A area Ribeirdo Cambé Rubi
esta localizada préxima as residéncias, com constante circulagdo de pessoas;
apresenta vegetacdo marginal reduzida e alterada; possui grande quantidade de lixo
sélido doméstico e despejo de esgoto. A localidade Ribeirdo Cambé Colégio
Universitario esta proxima a residéncias, edificios comerciais e um colégio, havendo
constante circulacdo de pessoas; margens com vegetacao arbdrea reduzida; descarte
de lixo sélido domeéstico e evidéncia de despejo de esgoto. A area Corrego Capivara
esta inserido em area mais povoada, com muitas residéncias ao redor e circulacdo de
pessoas; mata residual com vegetagao alterada e reduzida; presenca de lixo solido
doméstico e industrial. O ponto Assentamento Indigena possui moradia dos povos
Kaingang, havendo outras residéncias ao redor, mas localizada em regido mais
periférica € menos povoada; circulagcdo constante de pessoas, veiculos e animais
domeésticos; vegetagao marginal arbustiva comprometida; grande quantidade de lixo
solido doméstico.

As coletas foram realizadas em seis areas de fundo de vale situadas
no perimetro urbano de Londrina: Ribeirdao Cambé Nascente — RCN, Ribeirdo Cambé
Daher — RCD, Ribeirdao Cambé Rubi — RCR, Ribeirdo Cambé Colégio Universitario —
RCC, Cdrrego Capirava — COC e Assentamento Indigena — AIN (Figura 01). Estas
areas estido distribuidas pelo ribeirdo Cambé e seus afluentes, importante curso

d’agua para o municipio.
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Figura 1 — Mapa das areas de coleta localizadas no perimetro urbano de Londrina,
Parang, Brasil: 1) Ribeirdo Cambé Nascente (RCN), 2) Ribeirdo Cambé Daher (RCD),
3) Ribeirao Cambé Rubi (RCR), 4) Ribeirdo Cambé Colégio Universitario (RCC), 5)
Cdrrego Capivara (COC) e 6) Assentamento Indigena (AIN).
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Fonte: préprio autor. Elaborado no software QGIS 3.34.0.

4.2.2 INTEGRIDADE AMBIENTAL

Para a avaliagao da integridade ambiental dos pontos de coleta, foi aplicado
o Protocolo de Avaliagdo Rapida (PAR) (CALLISTO et al., 2002). Este método consiste
na analise da integridade das margens e do leito dos corpos d’agua, observando a
vegetacdo marginal e a heterogeneidade do ambiente aquatico. Este protocolo &
baseado no valor final obtido através do somatério dos valores atribuidos a cada
parametro, baseado na observagéo das condigbes ambientais. As pontuagdes finais
caracterizam o nivel de preservagcdo das condi¢gdes ecoldgicas que podem ser

classificados como trechos impactados, alterados ou naturais.



47

4.2.3 COLETA DE CULICIDEOS ADULTOS

As coletas ocorreram entre os meses dezembro de 2022 e junho de
2023 sob a licenga permanente SISBIO/IBAMA (23093) em transectos previamente
estabelecidos de aproximadamente 200 metros ao longo de cada margem dos corpos
d'agua. Foram realizadas cinco repeticbes em cada area selecionada com intervalo
de no minimo duas semanas entre as coletas. Os mosquitos foram capturados
utilizando horizontalmente o aspirador de Nasci (NASCI, 1981) no periodo

crepuscular. Cada coleta teve duragao de 30 minutos (figura 02).

Figura 2 - Representagcdo esquematica da coleta de culicideos adultos durante o
crepusculo utilizando aspirador de Nasci, em cada local de coleta, no ribeirao
Cambezinho em Londrina — Parana, entre o periodo de dezembro de 2022 a junho de
2023.

200 metros (15 min)

200 metros (15 min)

Fonte: préprio autor.

Os mosquitos coletados foram acondicionados, em sacos de tule do
aspirador de Nasci, até a chegada ao laboratério de Entomologia Geral e Médica da
Universidade Estadual de Londrina, onde os individuos foram resfriados a -20° C para
diminuicao da atividade, possibilitando a identificacdo e contagem dos mesmos. A
identificacdo dos mosquitos foi realizada utilizando as chaves de Consoli e Oliveira
(1994), Forattini (2002), Wilkerson et al. (2021) e WRBU (2025). Apds a identificacao,
cada mosquito foi acondicionado em microtubo de 1,5 mL e armazenados a -80° C. A
identificacao de todos os individuos foi confirmada com assessoria do Prof°. Dr. Mario
Antonio Navarro e comparagao com a colecdo do Laboratério de Morfologia e

Fisiologia de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC2) no Departamento de Zoologia da
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Universidade Federal do Parana (UFPR), Campus Curitiba.

4.2.4 ANALISE DO SANGUE DE REPASTO SANGUINEO

4241 EXTRAGAO DO DNA, REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E
SEQUENCIAMENTO

Os acidos nucleicos foram obtidos utilizando o kit de extragdo DNeasy
Blood & Tissue (Quiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Brevemente,
cada fémea foi macerada no tubo plastico de 1,5 mL contendo 180 uL de tampao ATL
e 20 pyL de proteinase K com ajuda de um pistilo. O macerado foi agitado
vigorosamente no vortex e logo incubado a 56°C durante 01h30min. Depois deste
periodo foram adicionados 200 pyL tamp&do AL a cada macerado e em seguida
incubados durante 10 min a 70°C. Na sequéncia, foram adicionados 200 uL de etanol
96% a cada tubo e logo agitados no vortex. Cada macerado foi transferido a coluna
de extragao e logo centrifugado. Em seguida a membrana foi lavada com dois tipos
de tampao (AW1 e AW2) e depois os acidos nucleicos foram eluidos da membrana
com 30 pyL do tampao AE fornecido pelo kit. A quantidade (ng pL-1) e qualidade
(relacdes A260/A280 e A260/A230) dos acidos nucleicos foram medidas utilizando um
espectrofotometro NanoDrop®.

Todas as amostras foram analisadas usando Nested PCR com um conjunto
de oligonucleotideos especificos do gene mitocondrial COIl de vertebrados das
classes Amphibia, Reptilia, Aves e Mammalia descritos por Alcaide et al. (2009). As
reacdes de PCR foram seguidas de acordo com Santos et al. (2019) com pequenas
alteracdes. A primeira reagao de PCR foi realizada num volume de 30 uL contendo
1.5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Sigma), 3,0 uL de 10X tampéao (Sigma), 1,6
mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,5 mM de mix dNTP (Invitrogen), 20 ug de BSA (Albumina
Sérica Bovina- Thermo Fisher), 5% de DMSO, 0,7 uM oligonucleotideo M13BC-FW
FW (5-TGT AAAACG ACG GCC AGT HAA YCA YAA RGA YAT YGG-3') e BCV-RV1
(5°-GCY CAN ACY ATN CCY ATR TA-3’) e 1 uL de ADN (100 ng pL-1). As condigdes
de amplificagéo foram: desnaturacgéo inicial de 3 minutos a 94 °C, seguida de 39 ciclos
de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 45°C e 1 minuto a 72°C, com extensao final
de 7 minutos a 72°C, em termociclador (Applied Biosystems TM Veriti TM). A segunda
reacado de PCR foi realizada num volume de 30 pL contendo 1 U da enzima Tag DNA
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Polimerase (Sigma), 3,0 yL de 10X tampao (Sigma), 3,8 mM de MgCI2 (Invitrogen),
0,7 mM de mix dNTP (Invitrogen), 5 ug de BSA (Albumina Sérica Bovina- Thermo
Fisher), 5% de DMSO, 0,7 uM dos oligonucleotideos M13 (5’-GTA AAA CGA CGG
CCA GTG-3') e BCV-RV2 (5'-ACY ATN CCY ATR TAN CCR AAN GG-3') e 1,0 uL do
produto da primeira PCR diluido 1:5000. As condigdes de amplificagdo da segunda
PCR foram desnaturagéo inicial de 3 minutos a 94°C, seguida do protocolo
Touchdown de 16 ciclos a 94°C por 40 segundos, redugdo da temperatura de
anelamento de 60°C para 45°C (- 1 °C/ciclo), seguido por 1 minuto de extensao a
72°C. Logo 14 ciclos de 94°C por 40 segundos, 45°C por 40 segundos e 72°C por um
minuto, com extensao final de 7 minutos a 72°C. O tamanho esperado do fragmento
amplificado apds a segunda PCR variou entre 750 e 900 pb. Nas reacdes de PCR foi
incluido um tubo contendo o master mix e agua a cambio de acidos nucleicos como
controle da reacéo.

A amplificacdo dos produtos de PCR foi visualizada em transluminador de
Led (Kasvi) apos eletroforese em gel de agarose 1,2% e TBE. As amostras que
amplificaram foram purificadas utilizando o QIAquick® PCR Purification Kit (Quiagen)
conforme orientagcdes do fabricante. O produto de PCR foi eluido da membrana da
coluna utilizando 30 pL do tampao EB. O produto de PCR purificado foi quantificado
usando espectrofotdmetro NanoDrop®, em seguida as amostras foram normalizadas
para 20 ng yL-1 e logo enviadas para sequenciamento Sanger na GoGenetic no Tecno
parque da Pontificia Universidade Catélica — PUC em Curitiba. Foi utilizado o

oligonucleotideo M13 na concentragao 5 uM para realizar o sequenciamento.

4.2.4.2 Identificacdo das espécies hospedeiras do repasto

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com as
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI: National Center for
Biotechnology Information — https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) usando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias foram
atribuidas a uma espécie em particular somente quando apresentaram similaridade =
98%.

4.2.5 ANALISE VIRAL
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Os acidos nucleicos foram extraidos das fémeas de Aedes aegypti, Ae.
albopictus, Ae. scapularis e Culex quinquefasciatus formando grupos contendo de 1
a 33 fémeas. As fémeas foram maceradas em 150 yL de tamp&o-fosfato salino (PBS)
com ajuda de um pistilo. Apos centrifugacéo (4°C), 140 pyL do sobrenadante foram
retirados e utilizados para a extragdo do RNA viral utilizando o kit QlAamp Viral RNA
kit (Qiagen®) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O RNA viral foi eluido
da membrana num volume final de 50 uL de tamp&o AVE. A qualidade e quantidade
do RNA viral extraido foi confirmada utilizando um espectrofotdmetro Nanodrop-2000
(Thermo Fischer Scientific) e logo armazenados em - 80°C.

A deteccdo dos arbovirus Dengue, Zika e Chikungunya foi realizada
utiizando uma sonda multiplex do kit qPCR/TagMan technology (XG-ZDC-MB,
Biometrix-MobiusO, registro ANVISA: 80502070100) seguindo as recomendagdes do
fabricante em PCR em tempo real usando um termociclador Rotor-Gene Q (QiagenO).
Foram usados 10 pL de RNA viral para a determinagdo da presenca de cada
arbovirus. Cada tubo de reacdo continha buffer de reagdo, sondas e
oligonucleotideos, enzima, e RNA viral, ademais de controle interno da reacédo. O
controle interno tem como objetivo validar o processo de extracdo do RNA e a
preparagao do master mix usado na reagcao de qPCR. As analises também incluem

os controles positivos dos trés arbovirus avaliados e um controle negativo.

4.2.6 ANALISE DE DADOS

Para analisar a estrutura da comunidade de Culicidae foram
calculados os indices ecoldgicos Abundancia, Riqueza de Margalef, Equitabilidade de
Pielou, Diversidade de Simpson (1-D), Diversidade de Shannon-Wiener e Dominancia
de Berger-Parker. A similaridade entre as areas foi calculada pelos indices de Morisita
e Bray-Curtis, sendo os valores desses coeficientes transformados num dendrograma
para melhor interpretacao.

Foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro Wilk e
posteriormente a Analise de Variancia, sendo ANOVA - 1 fator para dados normais ou
Kruskal-Wallis para dados sem normalidade, com a finalidade de verificar a diferencga
estatistica entre as amostras (p<0,05), para posterior realizagdo do teste de Tukey
(p<0,05) ou Dunn (p<0,05) respectivamente, a fim de verificar quais amostras diferem

estatisticamente entre si.
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As analises foram realizadas por meio do programa Past (versao
4.03).

4.3 RESULTADOS

4.3.1 DIAGNOSTICO AMBIENTAL

Os resultados da avaliagao de integridade ambiental para cada area

de coleta estdo descritos no quadro 01. Todas as areas estdo dentro do ambiente

urbano, e nenhuma delas foi classificada como ambiente natural.
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Quadro 1 - Protocolo de Avaliagao Rapida das areas amostradas, entre o periodo de
dezembro de 2022 a junho de 2023, no ribeirao Cambezinho em Londrina — Parana.

Ribeirdo Cambé Rubi

Ribeirdo Cambé Daher

Coérrego Capivara -
Google Earth

i INTEGRIDADE
AREA COORDENADAS AMBIENTAL
Ribeirdo Cambé 23°17'10.13"S / Impactado
Nascente 51°14'0.99"0 P
Ribeirdo Cambé 23°19'5.51"S / Alterado
Daher 51°12'18.03"0
Ribeirdo Cambé 23°19'5.28"S / Alterado
Rubi 51°11'34.64"0
Ribeirdo Cambé 23°19'27.06"S / Impactado
Colégio Universitario 51°10"19.53"0 P
Corrego 23°20'24.18"S /
Capivara 51°10'4.20"0 Alterado
Assentamento 23°20'15.78"S / Impactado
Indigena 51°8'51.54"0 P
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4.3.2 COMUNIDADE DE CULICIDEOS

Foram coletados 107 culicideos adultos distribuidos em quatro
espécies e cinco morfoespécies: Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae. scapularis
(RONDANI, 1848), Aedes sp.1, Anopheles sp.1, Anopheles sp.2, Anopheles sp.3, Cx.

quinquefasciatus e Culicinae sp.1 (tabela 01).

Tabela 1 - Culicideos adultos coletados durante o crepusculo com aspirador de Nasci
entre dezembro de 2022 e junho de 2023 nos diferentes locais do ribeirdo Cambezinho
em Londrina — Parana.

Taxons RCN RCD RCR RCC COC AIN Total
Aedes aegypti 0 0 2 2 0 2 6
Aedes albopictus 1 0 4 0 0 6 1
Aedes scapularis 0 0 1 54 1 1 57
Aedes sp.1 1 0 0 2 0 0 3
Anopheles sp.1 0 0 0 0 1 0 1
Anopheles sp.2 0 0 0 0 1 0 1
Anopheles sp.3 2 2 0 0 0 0 4
Culex quinquefasciatus 1 3 3 14 0 2 23
Culicinae sp.1 0 0 0 0 0 1 1
Total espécimes 5 5 10 72 3 12 107

Legenda: RCN: Ribeirdo Cambé Nascente; RCD: Ribeirdao Cambé Daher; RCR: Ribeirdo Cambé Rubi;
RCC: Ribeirao Cambé Colégio Universitario; COC: Corrego Capivara; AIN: Assentamento Indigena.

Aedes scapularis foi a espécie mais abundante, representando
53,27% do total das espécies coletadas, seguida por Cx. quinquefasciatus com
21,50% e Ae. albopictus com 10,28%. Ae. aegypti, Anopheles sp. 3 e Aedes sp. 1
foram representadas respectivamente pelas proporgdes 5,61%, 3,74% e 2,80%. E as
espécies com apenas um individuo coletado foram Anopheles sp. 1, Anopheles sp. 2
e Culicinae sp. 1, representando cada uma 0,93% do total.

Ribeirdo Cambé Colégio (RCC) foi o ponto de coleta com maior valor
de abundancia (72 individuos - 67,29%). Ja o ponto Cdrrego Capivara (COC) teve o

menor numero de culicideos coletados (3 individuos - 2,80%). Os valores de
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abundancia, dominancia de Berger-Parker, riqueza de Margalef, equitabilidade de
Pielou, diversidade de Simpson (1-D) e diversidade de Shannon-Wiener estao

representados na tabela 02.

Tabela 2 - Abundancia, dominancia, riqueza, equitabilidade e diversidade de
culicideos adultos capturados com aspirador de Nasci, entre o periodo de dezembro
de 2022 e junho de 2023, no ribeirdao Cambezinho em Londrina — Parana.

indices ecolégicos RCN RCD RCR RCC coC AIN
Abundancia 5 5 10 72 3 12
Dominancia de Berger- 400 0600 0400 0750 0333 0,545
Parker

Riqueza de Margalef 1,864 0,621 1,303 0,701 1,820 1,251

Equitabilidade de Pielou 0,961 0,971 0923 0,528 1,000 0,843
Diversidade de Simpson 0,720 0,480 0,700 0,398 0,667 0,681

Diversidade de Shannon 1,332 0,673 1,280 0,733 1,099 1,169

Legenda: RCN: Ribeirdo Cambé Nascente; RCD: Ribeirdo Cambé Daher; RCR: Ribeirdo Cambé Rubi;
RCC: Ribeirdo Cambé Colégio Universitario; COC: Cérrego Capivara; AIN: Assentamento Indigena.

Os maiores valores para riqueza de Margalef foram nas areas
Ribeirao Cambé Nascente (RCN), sendo o menor valor em Ribeirdo Cambé Daher
(RCD). Ja nas analises de equitabilidade de Pielou as areas COC e RCD obtiveram
0s maiores valores. Por outro lado, a area RCC obteve o menor valor. Nas analises
dos indices de diversidade, os valores tanto Simpson quanto Shannon-Wiener foram
os mais altos em RCN e Ribeirao Cambé Rubi (RCR). Ja os resultados com valores
mais baixos para a diversidade Simpson foi em RCC, e para diversidade de Shannon-
Wiener foi para a area RCD. Os resultados de dominancia de Berger-Parker
demonstraram os maiores valores para RCC e RCD, sendo que COC obteve o menor
valor.

Para verificar se houve diferencga significativa entre os resultados dos
indices de diversidade foi realizado o teste t de Hutcheson, que compara indice de
diversidade de Shannon dos pontos amostrais, retornando um p-valor (a=0,05)

indicado na tabela 3 com os valores significativos destacados com asterisco.
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Tabela 3 - Resultados do teste t de Hutchenson comparando o indice de diversidade
de Shannon de Culicidae crespusculares coletados em fundos de vale urbanos no
municipio de Londrina, Parana, Brasil (*diferenca significativa).

_pontos  RCN  RCD RCR RCC COC AN
RCN 0,08311 0,88135 0,09556 0,61279 0,94585
RCD  0,08311 0,02761* 0,76603 0,31044 0,02959*
RCR  0,88135 0,02761* 0,01816* 0,65360 0,79509
RCC 009556 0,76603 0,01816* 0,36036 0,02633*
COC 061279 031044 0,65360 0,36036 0,54705
AIN 0,04585 0,02959* 079509 0,02633* 0,54705

Legenda: RCN: Ribeirao Cambé Nascente; RCD: Ribeirao Cambé Daher; RCR: Ribeirao Cambé Rubi;
RCC: Ribeirao Cambé Colégio Universitario; COC: Corrego Capivara; AIN: Assentamento Indigena.

Observou-se diferenga significativa na diversidade de Shannon entre
os pontos RCD e RCR, RCD e AIN, RCR e RCC, e RCC e AIN. Todas as comparagdes
entre os outros pontos foram consideradas nao significativas, ou seja, possuindo uma
diversidade de espécies similares.

Os indices de similaridade Bray-Curtis e Morisita demonstraram

resultados muito préximos entre as areas de coleta (figura 3).
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Figura 3 - Dendogramas de similaridade de Bray-Curtis e Morisita entre as areas de
coletas de Culicidae realizadas entre dezembro de 2022 e junho de 2023, no ribeirdo
Cambezinho em Londrina — Parana.
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As areas RCN e RCD foram consideradas similares nos dois indices,
da mesma forma RCR e AIN. Tanto Bray-Curtis como Morisita utilizam como base
para os seus calculos, a abundancia das espécies, por isso 0 agrupamento destas
areas. Porém, as areas RCC e COC obtiveram resultados diferentes, enquanto o
indice de Bray-Curtis leva apenas em consideragdo a abundancia das espécies, a

similaridade de Morisita avalia também a presencga e auséncia.

4.3.3 DETECGAO DE PRESENGA DE ARBOVIRUS (DENV 1-4, ZIKV E CHIKV) EM FEMEAS DE

AEDES. SPP. E CULEX QUINQUEFASCIATUS

Foram avaliadas 100 fémeas sendo Ae. aegypti (6), Ae. albopictus (11), Ae.
scapularis (5)7, Aedes sp1 (3) e Cx. quiquefasciatus (23). Todas as amostras foram
agrupadas por espécie, data e pontos de coleta. No presente estudo nao foi
confirmada a amplificacdo de RNA dos virus DENV, CHIKV ou ZIKV nas amostras
analisadas (figura 4). A validacdo das analises foi realizada pela confirmac¢ao da

amplificagdo dos controles internos adicionados as amostras, sendo constatado sua
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amplificacdo para cada um dos arbovirus testados em todas as amostras analisadas.

Figura 4 - Curvas de amplificagdo em tempo real de RNA viral extraido de fémeas de
Aedes aegypti, Aedes albopictus e Culex quinquefasciatus, nos fundos de vale
urbanos do municipio de Londrina, Parana, Brasil.
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4.4 DISCUSSAO

A abundancia observada a partir da coleta de mosquitos adultos
crepusculares revelou que as areas RCC, AIN e RCR sao aquelas com os maiores
valores (72, 12, 10 respectivamente), sendo essas regides estabelecidas em areas
urbanas e consequentemente um maior fluxo de pessoas. Dentre essas trés areas,

destaca-se o RCC com o maior valor de abundancia, devido ser um local com um alto



58

fluxo de pessoas em relacdo as duas ultimas areas, pela presenca do Colégio
Universitario de Londrina a beira do fundo de vale e uma ponte de acesso entre as
margens. Esta area foi classificada como Impactado de acordo a avaliagdo de
integridade ambiental utilizando o PAR, sendo as margens totalmente comprometidas
com vegetacao reduzida e alterada, com canalizagdo em locais do corpo d’agua. Esse
local esta situado a poucos metros do Lago lgapd, uma importante area de lazer e
recreagcdo do municipio, onde Espinoza (2018) e Silva (2021) realizaram estudos em
areas proximas e encontraram resultados similares, demonstrando uma alta
abundancia neste local, corroborando assim com os dados registrados.
Diferentemente dos resultados obtidos por Silva (2021), a area AIN obteve o segundo
resultado mais alto em abundancia de culicideos. Isso pode ser explicado pela
diferenca na época do ano em que as coletas foram realizadas, nos horarios das
coletas e a metodologia utilizada.

A diminuigado do habitat, como a remogao da vegetagao, resulta na
perda seletiva de espécies, criando um ambiente empobrecido dominado por aquelas
que sao mais dominantes em areas alteradas, como o caso dos culicideos Cx.
quinquefasciatus, Ae. aegypti e Ae. albopictus, presentes nos ambientes citados
acima. Essas condigdes favorecem espécies oportunistas, menos dependentes da
preservagao do ambiente, pois conseguem se adaptar a diversas condigdes criadas
pela agao antropica (MEDEIROS-SOUZA et al., 2017).

Os menores valores para abundancia foram observados nas areas
COC (3), RCN (5) e RCD (5), sendo elas caracterizadas com maior cobertura vegetal
e menor fluxo de pessoas devido ao dificil acesso a estas areas. Apesar de RCD
possuir a maior cobertura vegetal de todas as areas, ha muita deposi¢ao de lixo solido
e alteracao da vegetagao nas margens do corpo d’agua, porém ainda mantém arvores
nativas de grande porte como Cecropia glazioui Sneath, Myroxylum peruiferum L. e
Pterogyne nitens Tul. Entretanto, no estudo realizado por Silva (2021), a area COC foi
classificada como o segundo maior valor de abundancia. Ja as ultimas duas areas
corroboraram com os resultados encontrados neste estudo.

A area RCC obteve o maior valor de dominancia pela sua
caracterizacao e localizagao evidenciada pelo alto numero de individuos coletados de
Ae. scapularis. Segundo Wilkerson et al. (2021) esta espécie demonstrou uma notavel
adaptacao a ambientes artificiais, sendo amplamente encontrada em extensas areas

urbanas, com destaque para os parques urbanos. Esses mosquitos conseguem
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adentrar facilmente as residéncias em busca de alimento. Ainda destaca que no Brasil
€ notdrio que as fémeas, ao procurarem por hospedeiros, exibem uma maior atividade
durante o crepusculo. Observagdes estas que corroboram com os resultados
encontrados neste estudo. Ae. scapularis apresenta uma ampla adaptacao aos tipos
de habitat, tanto em areas naturais quanto proximas a domicilios humanos. Suas
larvas sao frequentemente encontradas em pocgas temporarias formadas por chuvas
ou transbordamentos. Os exemplares adultos tém habitos alimentares oportunistas,
com preferéncia por hospedeiros enditérmicos (Forattini et. al., 1989; Lorosa et al.,
2010; De Carvalho et al., 2014; Santos et al., 2019), além de apresentarem
comportamento sinantropico — adentrando residéncias humanas e alimentando-se de
sangue humano em ambientes internos (Forattini et al., 1995). Esses aspectos
reforcam o papel potencialmente importante dessa espécie como vetor de ligagao
entre ecossistemas silvestres e areas peridomiciliares. Wilkerson et al. (2021),
destaca que os ovos do Ae. scapularis demonstram resisténcia a dessecagao. Os
imaturos sdo comuns em pogas temporarias de agua doce, mas também sao
coletados em lagoas, buracos em rochas e uma variedade de recipientes artificiais.
Nas margens vegetadas de baixa elevagcdo em areas alagadas, eles podem ser
especialmente abundantes, grandes bancos de ovos que podem ser inundados de
uma so6 vez, produzindo altas densidades de mosquitos.

A presenga de Cx. quinquefasciatus em RCC esta associada com
caracteristica sinantropica e predominantemente antropofilica. Imaturos s&o
encontrados em ambientes domiciliares e peridomiciliares, em agua limpa ou com a
presencga de muita matéria organica e esgoto. A disposicéo inadequada de recipientes
artificiais propicios a retengao de agua cria um ambiente favoravel para a reproducéo
de mosquitos do género Culex (FORATTINI, 2002; WILKERSON et al., 2021; ZEQUI
et al., 2005).

Em RCC também foi observada a presenca de dois individuos de Ae.
aegypti, uma espécie sinantrépica facilmente encontrada em ambientes urbanos e
periurbanos, onde os imaturos podem ocupar diversos recipientes naturais ou
artificiais (FORATTINI, 2002; CARVALHO; MOREIRA, 2017; WILKERSON et al.,
2021). A disposicao inadequada de recipientes artificiais propicios a retengao de agua
que cria um ambiente favoravel para a reprodugao de mosquitos da familia Culicidae
igualmente foi confirmada por Zequi e colaboradores (2005).

O menor valor de dominancia foi observado na area COC, onde foi
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coletado apenas um individuo de trés espécies registradas. Consequentemente nesta
area foi observado os maiores valores de riqueza de Margalef e equitabilidade de
Pielou, confirmando os dados encontrados. Apesar deste local estar dentro da area
urbana do municipio, 0 mesmo é caracterizado pela presencga de vegetagédo densa e
de dificil acesso aos cursos d’agua, além da sua ampla cobertura vegetal.
Corroborando com os resultados encontrados, destaca-se a presenca de um unico
registro de duas espécimes de Anopheles, sp. 1 e sp. 2. Algumas espécies do género
sao importantes vetores de plasmodios causadores da malaria no Brasil e no mundo,
sendo considerados silvestres. Os imaturos geralmente sdo encontrados em aguas
limpas, frescas, paradas ou de movimento lento, caracteristicas encontradas na area
COC. As fémeas possuem sua atividade iniciada a partir do crepusculo, sendo
aumentada no periodo noturno (FORATTINI, 2002; WILKERSON et al., 2021).

A area AIN foi considerada uma area prioritaria para monitoramento
vetorial, pois registrou a presenca das espécies Ae. aegypti, Ae. albopictus, Ae.
scapularis e Cx. quinquefasciatus, todas elas importantes vetores de patégenos. A
presenca destas espécies € justificada pelo alto grau de alteragdo ambiental com
cobertura vegetal arborea reduzida e descarte inadequado de lixo. Na avaliagdo do
PAR, esta area foi classificada como Impactado, destacando a modificagao do leito
do ribeirdo sendo canalizado, retilizado e totalmente concretado, sem nenhuma
vegetacdo marginal na maior parte do curso d’agua. Neste local vivem familias da
comunidade Kaingang (PREFEITURA DE LONDRINA, 2023) em condi¢bes precarias
de moradia, com a criagdo de diversos animais domeésticos que inclui aves e
mamiferos como céaes, gatos e galinhas, tornando o local com condi¢des 6timas para
reproducdo de culicideos com diversos recipientes sendo utilizados como criadouros
e a disponibilidade de fonte sanguinea para as fémeas. Destacamos a presenca de
seis espécimes de Ae. albopictus e duas de Ae. aegypti, sendo o local com o maior
numero desses individuos em relacéo a todas as areas.

Os maiores valores para os indices de riqueza de Margalef e
diversidades de Simpson e Shannon foram encontrados na area RCN. Este local de
coleta é caracterizado pela presenga de duas nascentes que dao origem ao Ribeirdo
Cambé, sendo considerado um local urbano onde possui uma cobertura vegetal pouco
densa comparando com outros locais de coleta, e uma regido com a presencga
reduzida de pessoas. Esses valores sao justificados pela distdncia em que este ponto

esta dos grandes centros urbanos do municipio. Isso torna possivel tanto a presenca
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de espécies com alto grau de sinantropia, como Ae. albopictus, como aquelas que sao
consideradas silvestres, como Anopheles sp. 3. Entretanto, esta area foi classificada
como Impactado na analise do PAR, sendo destacado a canalizagdo em locais do
curso d’agua e a presencga de duas rodovias principais da regido, a BR-369 e PR-445,
e industrias em sua proximidade, porém é caracterizada por possuir poucas
residéncias proximas.

Entretanto, os menores valores para riqueza de Margalef e
diversidade de Shannon foram para a area RCD. Os dados obtidos divergem dos
encontrados por Zequi et al. (2005), Grossi (2018), Espinoza (2018) e Silva (2021).
Apesar do local ocupar uma area de 3,3 hectares, com a presenga de arvores nativas
de grande porte (ZEQUI et al., 2005), neste estudo foram coletadas apenas duas
espécies, uma sendo de habito silvestre (Anopheles sp. 3 [N = 2]) e outra sinantrépica
(Cx. quinquefasciatus [N = 3]). Essa divergéncia pode ser explicada pelo motivo que
Zequi et al. (2005) e Grossi (2018) trabalharam com coleta de imaturos, Espinoza
(2018) realizou a coleta em mais areas (13) e Silva (2021) realizou a coleta no periodo
diurno.

A area RCC obteve o menor valor para o indice de diversidade de Simpson
(0,398). Este resultado pode ser corroborado observando que este local obteve o
menor valor para equitabilidade de Pielou e o maior valor para dominancia de Berger-

Parker.

4.5 CONCLUSAO

O curso do Riberido Cambé, dispoe de diferentes tipos de habitats
potenciais para procriagao de culicideos de importancia em saude publica. Em todos
0s ambientes, tanto aqueles com cobertura vegetal densa e maior fluxo de pessoas,
como aqueles com pouca vegetacdo e menor fluxo de pessoas, foi encontrada, pelo
menos, uma espécie vetora de patdgenos. Por isso, estas areas sao fundamentais
para serem incluidas em programas de vigilancia entomoldgica e virologica.

A realizagdo do monitoramento ambiental nas areas de fundo de vale
permitiu a identificagao de espécies silvestres em areas com menor impacto ambiental

e reduzida presenca de pessoas, abrigando maior diversidade e riqueza de espécies.
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MONITORAMENTO DE AEDES SPP., IDENTIFICAGAO MOLECULAR DA FONTE
SANGUINEA E DETECGAO DE ARBOVIRUS NO NORTE DO PARANA, BRASIL
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RESUMO

O estudo teve como objetivos identificar espécies vetoras, potenciais hospedeiros e
presenca de arbovirus, bem como analisar a influéncia de variaveis climaticas na
atividade vetorial. Foram utilizadas 61 ovitrampas para a coleta de ovos de Aedes
aegypti e Aedes albopictus, e aspirador de Nasci para captura de adultos, de abril a
dezembro de 2023. Os ovos foram quantificados, e os mosquitos adultos identificados
e submetidos a analises moleculares para deteccdo de RNA viral (DENV, ZIKV,
CHIKV) e de fonte alimentar sanguinea. Foram coletados 939 mosquitos adultos,
sendo Culex quinquefasciatus (n=693) a espécie mais abundante, seguida por Aedes
aegypti (n=222). Nao foi identificada a presenga de arbovirus nas amostras
analisadas. A andlise de sangue de 18 fémeas ingurgitadas de C. quinquefasciatus
revelou ornitofilia, com todas as fontes alimentares sendo aves, tanto sinantrépicas
quanto silvestres. A atividade das fémeas de Aedes spp. foi mais intensa nos meses
com temperaturas e precipitacdes elevadas, havendo forte correlacdo entre estas
variaveis climaticas e os indices de densidade de ovos (IDO) e positividade de
ovitrampas (IPO). A umidade relativa, por outro lado, apresentou correlacéo fraca e
sem significancia estatistica. Embora ndo tenha sido detectada a presenca de
arbovirus, o estudo evidencia a importancia do monitoramento entomologico como
ferramenta de vigilancia e prevengao de surtos de arboviroses, especialmente em
areas com historico de alta incidéncia, como Londrina, que registrou mais de 40 mil
casos de dengue no periodo de 2023/2024.

Palavras-chave: Mosquitos vetores; Aedes aegypti; ornitofilia; Monitoramento
vetorial; Hematofagia.



68

ABSTRACT

The research aimed to identify vector species, potential blood hosts, and the presence
of arboviruses, as well as to evaluate the influence of climatic variables on mosquito
activity. A total of 61 ovitraps were used for egg collection of Aedes aegypti and Aedes
albopictus, and adult mosquitoes were captured using a Nasci aspirator from April to
December 2023. Eggs were quantified, and adult mosquitoes were identified and
submitted to molecular analyses for viral RNA detection (DENV, ZIKV, CHIKV) and
blood meal source identification. A total of 939 adult mosquitoes were collected, with
Culex quinquefasciatus (n = 693) being the most abundant species, followed by Aedes
aegypti (n = 222). No viral RNA was detected in any of the tested mosquito pools.
Blood meal analysis of 18 engorged C. quinquefasciatus females revealed exclusive
ornithophily, with all blood sources identified as birds, including both synanthropic and
wild species. Aedes aegypti females showed increased oviposition activity in months
with higher temperatures and rainfall. A strong correlation was observed between
these climatic factors and both the Egg Density Index (EDI) and Ovitrap Positivity Index
(OPI), while relative humidity showed weak and statistically insignificant correlations.
Although arboviruses were not detected in this study, the results reinforce the
importance of early entomological surveillance in preventing arbovirus outbreaks. This
is especially relevant in regions such as Londrina, which reported over 40,000
confirmed dengue cases during the 2023/2024 epidemiological period.

Keywords: Mosquito vectors; Aedes aegypti; ornithophilia; Vector monitoring;
Hematophagy.
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5.1 INTRODUCAO

Os mosquitos sdo integrantes do filo Arthropoda, classe Insecta e ordem
Diptera, estando classificados na subordem Nematocera e pertencendo a familia
Culicidae Meigen em 1818. Essa familia é dividida em duas subfamilias principais:
Anophelinae e Culicinae. Entre os géneros mais estudados devido a sua relevancia
meédica estdo Aedes, Anopheles e Culex, pois atuam como vetores de diversos
arbovirus e outros patégenos (WILKERSON et al., 2015).

Algumas espécies possuem grande plasticidade genética e ecologica
(LOPES, 1997; ZEQUI et al., 2005) tendo elevada capacidade de adaptagédo ao
ambiente antrépico, respondendo melhor as pressdes ambientais e se tornando
abundantes em areas que passam a apresentar baixa riqueza (RUIZ et al., 2007,
CHAVES et al.,, 2011; GUEDES, 2012). No Brasil, as espécies vetoras mais
conhecidas e mais comuns no ambiente urbano sao Culex quinquefasciatus Say,
1823, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894). Os
comportamentos destes mosquitos sédo diversificados sendo o Cx. quinquefasciatus e
Ae. aegypti encontrados frequentes no interior de domicilios e estabelecimentos
urbanos, enquanto Ae. albopictus prefere areas peridomiciliares e com maior
cobertura vegetal, ou areas de mata proximas a populagao.

O processo de urbanizagdo e o crescimento do agronegdcio levaram a
fragmentacao intensa da vegetagao nativa, resultando em areas menores e isoladas
(MS, 2003; LINDENMAYER; FISCHER, 2013). Com a urbanizagéo e fragmentagao
florestal, os mosquitos sofrem impactos significativos. Muitas espécies perdem seus
habitats naturais e migram para areas urbanas em busca de alimento e locais para
reprodugcdo. Isso resulta na domiciliacdo de espécies altamente adaptaveis a
diferentes ambientes (LOPES, 1997; TAIPE-LAGOS; NATAL, 2003; LEISNHAM et al.,
2004; ZAHOULI et al., 2017; MONTAGNER et al., 2018). Ambientes urbanos
fragmentados que passam por interven¢gdes humanas sem o devido controle das
populacdes de culicideos podendo abrigar, além de espécies silvestres, oportunistas,
sinantropicos e vetoras de patdgenos. Isso ocorre porque nesses locais existem tanto
criadouros naturais quanto artificiais, que sao utilizados pelas fémeas para a
oviposicao, conforme as preferéncias especificas de cada espécie (ZEQUI et al.,
2005).

Para monitorar os vetores, sdo utilizadas metodologias que estimam sua
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densidade no ambiente. Os métodos de monitoramento abrangem os estagios de
ovos, larvas e adultos, e a probabilidade de captura depende da abundancia local do
vetor, seu habitat, disponibilidade de recipientes para oviposig¢ao e caracteristicas das
armadilhas (WHO, 2018). Desenvolvida por Fay e Perry em 1965, a armadilha
ovitrampa € utilizada para estimar os niveis de infestacao de vetores com base na
quantidade de ovos deixados pelas fémeas. Outro instrumento amplamente
empregado no monitoramento é o aspirador de Nasci, que se destaca pela sua
eficacia na captura ativa de mosquitos adultos, tanto durante o voo quanto quando
estdo escondidos em abrigos naturais ou artificiais. Esse método é altamente sensivel
e econdmico para detectar vetores como Ae. aegypti e Ae. albopictus, além de servir
para vigilancia, controle e detecgao indireta de adultos (BRASIL, 2009; FIOCRUZ,
2014; DE SOUZA et al., 2022).

Os culicideos adultos se alimentam de liquidos de origem vegetal, porém,
as fémeas da maioria das espécies sao hematofagas (HARBACH, 2007). A fonte de
sangue dos mosquitos culicideos abrange uma variedade de vertebrados, incluindo
anfibios, répteis, aves e mamiferos (FORATTINI et al., 1987). O repasto sanguineo é
essencial para acumular nutrientes necessarios ao desenvolvimento dos ovos em
cada ciclo de reproducao (BRIEGEL et al., 2002). Além disso, a hematofagia,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento adequado dos ovos e na
transmissao de diversos agentes patogénicos (WILKERSON et al., 2021) causando
uma atencgao no setor da saude publica.

Este estudo teve como objetivos realizar o monitoramento de culicideos
vetores de patdégenos na Universidade Estadual de Londrina, Parang, identificando os
potenciais hospedeiros e arbovirus (RNA) relacionados a Aedes spp e Culex
quinquefasciatus e avaliar influéncia das variaveis climaticas na atividade vetorial de

Aedes spp.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 AREA DE ESTUDO

Londrina esta localizada no norte do Estado do Parana, com 1.652,569 km?

de area territorial, e sua populagao é estimada 577.318 habitantes (IBGE, 2024). O

clima é subtropical umido, com meédias anuais de temperatura de 21° C, umidade



71

relativa do ar entre 69 e 76% e precipitagao pluviométrica de 1400 a 1800 mm, sendo
a presenga de chuvas em todas as estagcbes do ano, mas concentradas no periodo
do verdo (CAVAGLIONE et al., 2000; NITSCHE et al., 2019). A vegetagcdo é
caracterizada como Floresta Estacional Semidecidual pertencente ao bioma Mata
Atlantica, onde a sua paisagem é composta por pequenos remanescentes devido ao
intenso processo de fragmentacao por agdes de atividades agropecuarias (MAACK,
1981; LOPES, 2002; SOARES; MEDRI, 2002; WREGE et al., 2017; SEMA, 2018).

A Universidade Estadual de Londrina (UEL) conta com um total de mais de
2,4 milhdes de m?, sendo o Campus Universitario com 1.500.017,33 m? de area,
abrigando nove Centros de Estudos, juntamente com o Hospital Universitario
(HU/UEL). Atualmente a comunidade universitaria conta com 21.191 pessoas entre

servidores ativos e alunos ativos/matriculados (UEL, 2024).

5.2.2 MONITORAMENTO DOS VETORES

O monitoramento dos vetores de arborivoses € realizado no Campus
Universitario da Universidade Estadual de Londrina por meio do Grupo de Trabalho
Aedes (GT Aedes) desde 2016, vinculado ao Programa de Atendimento a Sociedade
(PAS) — “Vigilancia e Controle Bioldégico do Aedes”. O projeto é realizado pelo
Laboratério de Entomologia Geral e Médica, coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Antonio
Cyrino Zequi com participacao de estudantes de graduacéao e pés-graduacgao.

Mensalmente, o GT Aedes realiza o monitoramento de 61 armadilhas de
oviposicdo, denominadas ovitrampas, espalhadas pelo Campus da Universidade
(figura 1) a qual permite a contagem e identificagdo dos ovos de Aedes aegypti e
Aedes albopictus em palhetas. O modelo elaborado por Fay & Eliason (1966) consiste
em uma palheta do tipo Duratree com medidas de 15 cm x 3 cm, expondo a parte
aspera voltada para cima, para oviposi¢cao das fémeas. A palheta é colocada dentro
de um recipiente plastico de cor preta com capacidade de 500 ml, contendo agua,

levedo e formulado de BTI (Bacillus thuringiensis israelenses).
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Figura 1 — Mapa do Campus da Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
Parana, Brasil, com a identificacdo dos pontos de instalacdo das ovitrampas.

B e T

Fonte: GT Aedes.
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Semanalmente, as palhetas foram recolhidas e levadas ao Laboratério de
Entomologia Geral e Médica para posterior quantificagdo do numero de ovos. Apds a
retirada das palhetas em campo, elas foram expostas para secagem por cerca de trés
dias em local abrigado de interferéncia externa, e em seguida foi realizada a contagem
dos ovos sob o estereomicroscépio. Os dados referentes ao numero de ovos foram
tabulados no programa Excel/Windows para posterior processamento e analises.
Apds a contagem dos ovos, as palhetas foram escovadas para a remogéo dos ovos e

utilizadas posteriormente para novas instalagoes.

5.2.3 [NDICES DE POSITIVIDADE E DENSIDADE

Para o calculo de infestacdo dos pontos de coleta, por meio da contagem
de ovos detectados nas palhetas, foi possivel o calculo de dois indices: o indice de
Densidade de Ovos (IDO) e o indice de Positividade de Ovitrampa (IPO), de acordo
Gomes (1998). O IDO mede a densidade de ovos por armadilha indica os periodos de
maior e menor reprodutividade das fémeas de mosquito, com possibilidade de ser
inferida a abundancia do grupo de fémeas numa localidade. Este indice é calculado a

partir da seguinte equacao:

Numero de ovos
IDO =

Numero de armadilhas positivas

O IPO traduz a distribuicdo espacial da infestacdo em uma localidade
trabalhada, indicando o percentual de armadilhas positivas, aquelas que
apresentavam alguma oviposigao, entre as examinadas. O indice & expresso pela

seguinte equacao:

o Numero de armadilhas positivas « 100
" Numero de armadilhas examinadas

Com os resultados obtidos a partir dos calculos do IDO, foram elaborados
mapas de infestagdo (Figura 2) todos os meses, durante todo o periodo da coleta de
dados. Os mapas foram elaborados no programa Photoshop, a partir dos dados de

georreferenciamento das armadilhas.
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Figura 2 - Mapas de infestacdo elaborados e disponibilizados mensalmente a

comunidade da UEL.
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Neste més foram coletados 3918 ovos através das armadilhas.

Fonte: GT Aedes.
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5.2.4 COLETA DE CULICIDEOS ADULTOS

As coletas ocorreram entre os meses de abril de 2023 a dezembro de 2023.
Todos os meses, dentre as 61 armadilhas, foram selecionadas aquelas em que o nivel
de risco era alto (IDO acima de 35), sendo utilizado como base o mapa de infestagao
do més anterior publicado pelo GT Aedes. Os mosquitos adultos foram capturados
utilizando o Aspirador de Nasci (NASCI, 1981).

Em cada ponto com nivel de risco alto foi realizada a aspiracdo em setores
em um raio de 200m, sendo que cada aspirag¢ao tinha uma duragcdo de 30 minutos.
Os mosquitos coletados foram acondicionados, ainda vivos dentro dos sacos de tule
do aspirador de Nasci até o Laboratério de Entomologia Geral e Médica da
Universidade Estadual de Londrina, onde os individuos foram resfriados a -20° C para
diminuicdo da atividade, possibilitando a identificacdo e contagem dos mesmos. A
identificacdo dos mosquitos foi realizada utilizando as chaves de Consoli e Oliveira
(1994), Forattini (2002), Wilkerson et al. (2021) e WRBU (2025). Apds a identificagao,

cada mosquito foi acondicionado em microtubo de 1,5 mL e armazenados a -80° C.

5.2.5 ANALISE VIRAL

Os acidos nucleicos foram extraidos das fémeas de Aedes aegypti, Aedes
albopictus, Aedes scapularis e Culex quinquefasciatus formando grupos contendo de
1 a 33 fémeas. As mesmas foram maceradas em 150 pyL de tampéo-fosfato salino
(PBS) com ajuda de um pistilo. Apds centrifugagéo (4°C), 140 pyL do sobrenadante
foram retirados e utilizados para a extragao do RNA viral utilizando o kit QlAamp Viral
RNA kit (Qiagen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA viral foi
eluido da membrana num volume final de 50 yL de tampao AVE. A qualidade e
quantidade do RNA viral extraido foi confirmada utilizando um espectrofotémetro
Nanodrop-2000 (Thermo Fischer Scientific) e logo armazenados em - 80°C.

A deteccdo dos arbovirus dengue, Zika e chikungunya foi realizada
utiizando uma sonda multiplex do kit gqPCR/TagMan technology (XG-ZDC-MB,
Biometrix-MobiusO, registro ANVISA: 80502070100) seguindo as recomendagdes do
fabricante em PCR em tempo real foi realizada utilizando um termociclador Rotor-
Gene Q (QiagenO). Foram usados 10 uL de RNA viral para a determinagdo da

presenca de cada arbovirus. Cada tubo de reacdo continha buffer de rea¢ao, sondas
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e oligonucleotideos, enzima, e RNA viral, ademais de controle interno da reagao. O
controle interno teve por objetivo validar o processo de extragdo do RNA e a
preparacdo do master mix usado na reagao de qPCR. As analises também incluem

os controles positivos dos dois arbovirus avaliados e um controle negativo.

5.2.6 ANALISE DE FONTE ALIMENTAR SANGUINEA

5.2.6.1 EXTRACAO DO DNA, REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E
SEQUENCIAMENTO

Os acidos nucleicos foram obtidos utilizando o kit de extragdo DNeasy
Blood & Tissue (Quiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Brevemente,
cada fémea foi macerada no tubo plastico de 1,5 mL contendo 180 uL de tampéo ATL
e 20 pyL de proteinase K com ajuda de um pistilo. O macerado foi agitado
vigorosamente no vortex e logo incubado a 56°C durante 01h30min. Depois deste
periodo foram adicionados 200 pL tamp&o AL a cada macerado e em seguida
incubados durante 10 min a 70°C. Na sequéncia, foram adicionados 200 uL de etanol
96% a cada tubo e logo agitados no vortex. Cada macerado foi transferido a coluna
de extragao e logo centrifugado. Em seguida a membrana foi lavada com dois tipos
de tampao (AW1 e AW2) e depois os acidos nucleicos foram eluidos da membrana
com 30 pL do tampao AE fornecido pelo kit. A quantidade (ng pL-1) e qualidade
(relagbes A260/A280 e A260/A230) dos acidos nucleicos foram medidas utilizando um
espectrofotdbmetro NanoDrop®.

Todas as amostras foram analisadas usando Nested PCR com um conjunto
de oligonucleotideos especificos do gene mitocondrial COIl de vertebrados das
classes Amphibia, Reptilia, Aves e Mammalia descritos por Alcaide et al. (2009). As
reagdes de PCR foram seguidas de acordo com Santos et al. (2019) com pequenas
alteracdes. A primeira reacdo de PCR foi realizada em um volume de 30 pL contendo
1.5 U da enzima Taq DNA Polimerase (Sigma), 3,0 uL de 10X tampéao (Sigma), 1,6
mM de MgCI2 (Invitrogen), 0,5 mM de mix dNTP (Invitrogen), 20 ug de BSA (Albumina
Sérica Bovina- Thermo Fisher), 5% de DMSO, 0,7 uM oligonucleotideo M13BC-FW
FW (5-TGT AAAACG ACG GCC AGT HAA YCA YAA RGA YAT YGG-3') e BCV-RV1
(5'-GCY CAN ACY ATN CCY ATR TA-3’) e 1 uL de ADN (100 ng pL-1). As condigdes
de amplificagdo foram: desnaturagéo inicial de 3 minutos a 94 °C, seguida de 39 ciclos



7

de 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 45°C e 1 minuto a 72°C, com extensao final
de 7 minutos a 72°C, em termociclador (Applied Biosystems TM Veriti TM). A segunda
reacao de PCR foi realizada num volume de 30 pL contendo 1 U da enzima Tag DNA
Polimerase (Sigma), 3,0 yL de 10X tampao (Sigma), 3,8 mM de MgCI2 (Invitrogen),
0,7 mM de mix dNTP (Invitrogen), 5 ug de BSA (Albumina Sérica Bovina- Thermo
Fisher), 5% de DMSO, 0,7 uyM dos oligonucleotideos M13 (5-GTA AAA CGA CGG
CCA GTG-3') e BCV-RV2 (5'-ACY ATN CCY ATR TAN CCR AAN GG-3’) e 1,0 uL do
produto da primeira PCR diluido 1:5000. As condigdes de amplificagdo da segunda
PCR foram desnaturagdo inicial de 3 minutos a 94°C, seguida do protocolo
Touchdown de 16 ciclos a 94°C por 40 segundos, reducdo da temperatura de
anelamento de 60°C para 45°C (- 1 °C/ciclo), seguido por 1 minuto de extenséao a
72°C. Logo 14 ciclos de 94°C por 40 segundos, 45°C por 40 segundos e 72°C por um
minuto, com extensao final de 7 minutos a 72°C. O tamanho esperado do fragmento
amplificado apds a segunda PCR variou entre 750 e 900 pb. Nas reacdes de PCR foi
incluido um tubo contendo o master mix e agua de acidos nucleicos como controle da
reacao.

A amplificacdo dos produtos de PCR foi visualizada em transluminador de
Led (Kasvi) apos eletroforese em gel de agarose 1,2% e TBE. As amostras que
amplificaram foram purificadas utilizando o QIAquick® PCR Purification Kit (Quiagen)
conforme orientagdes do fabricante. O produto de PCR foi eluido da membrana da
coluna utilizando 30 pL do tampéao EB. O produto de PCR purificado foi quantificado
usando espectrofotdmetro NanoDrop®, em seguida as amostras foram normalizadas
para 20 ng pyL-1 e logo enviadas para sequenciamento Sanger na GoGenetic no
Tecnoparque da Pontificia Universidade Catélica — PUC em Curitiba. Foi utilizado o

oligonucleotideo M13 na concentragao 5 uM para realizar o sequenciamento.

5.2.6.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES HOSPEDEIRAS DO REPASTO.

A identificagdo do sangue foi realizada em 18 fémeas de Culex
quinquefasciatus que estavam ingurgitadas no momento da coleta. Apés identificagéo
taxondmica utilizando a chave de Foratini, as fémeas foram individualizadas em tubos
plasticos de 1,5 mL e preservadas a -80 °C até o momento das analises moleculares.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram comparadas com as

sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank (NCBI: National Center for
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Biotechnology Information — https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) usando a
ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). As sequéncias foram
atribuidas a uma espécie em particular somente quando apresentaram similaridade =
98%.

5.2.7 ANALISE DE DADOS DAS VARIAVEIS CLIMATICAS

Para a avaliagao da distribuicdo normal, ou n&o, das variaveis climaticas e
dos indices de positividade e densidade foi utilizado o teste Shapiro Wilk. Para avaliar
arelacao entre as variaveis climaticas de temperatura, precipitacdo e umidade relativa
com a atividade das fémeas de Aedes spp. foi utilizada a correlagdo. Para as variaveis
gue nao tinham a distribuicdo normal dos dados foi utilizada a correlagdo de Spearman
e para aquelas que possuiam a distribuicdo normal dos dados foi utilizada a correlagéao
de Pearson. A influéncia das variaveis climaticas em relacdo ao numero de mosquitos
adultos coletados seguiu 0 mesmo padrao aplicado nas analises anteriores.

As informagdes de meteorologia foram obtidas a partir do resumo
climatoldégico do municipio de Londrina, ano 2023, disponibilizados pelo Instituto de

Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-Parana).

5.3 RESULTADOS

Foram capturados 939 mosquitos adultos distribuidos em quatro espécies
sendo elas Aedes aegypti (222), Aedes albopictus (22), Aedes scapularis (2) e Culex
quinquefasciatus (693). A espécie mais predominante foi Cx. quinquefasciatus,
presente em todos os meses de coleta do estudo, seguido de Ae aegypti com a
presenca mais abundante nos meses de novembro e dezembro (tabela 1).

No més de setembro de 2023, observou-se um numero elevado de
individuos de Cx. quinquefasciatus devido a aspiracao de adultos ser realizada em
bueiros no Centro de Estudo de Ciéncias Biologicas. Foi decidido realizar a coleta
neste local para que aumentasse as chances positivas nas analises posteriores de

identificacédo tanto de virus quanto da fonte alimentar sanguinea dos mosquitos.
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Tabela 1 — Numero de culicideos capturados com aspirador de Nasci, por més, na

Universidade Estadual de Londrina, entre os meses de abril e dezembro de 2023.

MESES TAXONS
Aedes Aedes Aedes Culex Total por
aegypti albopictus  scapularis quinquefasciatus més
ABR 3 0 0 2 5
MAI 35 12 1 36 84
JUN 0 1 0 15 16
JUL 0 0 0 11 11
AGO 3 0 0 3 6
SET 1 0 0 417 418
ouT 1 0 0 89 90
NOV 111 9 1 64 185
DEZ 68 0 0 56 124
e::;i'i;zs 222 22 2 693 939

5.3.1 CARACTERIZAGAO DO HABITO ALIMENTAR

Dos 939 mosquitos culicideos coletados, 352 foram machos e 587 fémeas,

das quais 18 estavam ingurgitadas, todas correspondentes a espécie Culex

quinquefasciatus. Das fémeas ingurgitadas que passaram pela analise molecular, 15

tiveram a fonte alimentar identificada, sendo todas as espécies de vertebrados

identificadas como aves (tabela 2). Trés amostras tiveram a porcentagem de

similaridade de identidade dos vertebrados entre 98% e 100%, sendo distribuidos em

trés espécies (Mimus saturninus, Patagioenas picazuro e Turdus leucomelas). Sete

amostras apresentaram similaridade entre 92% e 97% distribuidos em cinco espécies

(Dacnis cayana, Mimus saturninus, Passer domesticus, Turdus amaurochalinus e

Zenaida auriculata auriculata).
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Tabela 2 - Espécies de aves utilizadas como fonte alimentar de Culex
quinquefasciatus na Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.

Ponto de Total de Similaridade Espéci N
coleta individuos (%) spécie de vertebrado ome comum
Passer domesticus
A01/06 1 92 (Passeriformes: Passeridae) Pardal
Patagioenas picazuro
A09 1 99 (Columbiformes: Columbidae) Pomba-asa-branca
Dacnis cayana .
A09 2 95.6 (Passeriformes: Thraupidae) Sai-azul
Zenaida auriculata auriculata
A20 1 93,16 (Columbiformes: Columbidae) Pomba-de-bando
Turdus leucomelas .

A26 1 99.25 (Passeriformes: Turdidae) Sabia-barranco

Ad1 1 97 Mimus saturninus Sabia-do-campo
(Passeriformes: Mimidae)

A41 2 96 Mimus saturninus Sabia-do-campo
(Passeriformes: Mimidae)

A41 3 98 Mimus saturninus Sabia-do-campo
(Passeriformes: Mimidae)

Zenaida auriculata auriculata
A43/45 1 92,8 (Columbiformes: Columbidae) Pomba-de-bando
A51/56 2 92 Turdus amaurochalinus Sabia-branco

(Passeriformes: Turdidae)

Dentre as espécies de aves identificadas destaca-se tanto a presenca de
individuos sinantrépicos representados por Mimus saturninus e Passer domesticus,
como grupos silvestres que frequentemente habitam o ambiente urbano

representados por Dacnis cayana e Turdus amaurochalinus.

5.3.2 DETECGAO DE PRESENGA DE ARBOVIRUS (DENV 1-4, ZIKV E CHIKV) EM FEMEAS DE
AEDES AEGYPTI, AEDES ALBOPICTUS, AEDES SCAPULARIS E CULEX

QUINQUEFASCIATUS

Foram avaliadas 445 fémeas sendo 123 de Ae. aegypti, 16 de Ae.
albopictus, uma de Ae. scapularis e 305 de Cx. quiquefasciatus. Todas as amostras
foram agrupadas por espécie, data e pontos de coleta. No presente estudo nao foi
confirmada a amplificacdo de RNA dos virus DENV, CHIKV ou ZIKV nas amostras
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analisadas. A validacao das analises foi realizada pela confirmagao da amplificagcao
dos controles internos adicionados as amostras, sendo constatado sua amplificacéo

para cada um dos arbovirus testados em todas as amostras analisadas.

5.3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE AEDES SPP.

Foram instaladas 2257 armadilhas com 13,11% perdidas, somando um
total de 296. O més de julho de 2023 foi 0 que obteve o maior percentual de armadilhas
perdidas, com um total de 24,18%. Como as coletas sao feitas semanalmente, nos
meses de junho e setembro de 2023 tivemos um maior numero de armadilhas
instaladas. No estudo obteve-se uma recuperacao total de armadilhas de 86,89%
(tabela 3).

Tabela 3 — Numero examinado, percentual mensal e total de armadilhas de oviposigao
positivas para presenga de Aedes aegypti e/lou Aedes albopictus, na Universidade
Estadual de Londrina, entre os meses de abril e dezembro de 2023.

Més Armadilhas
Examinadas Perdidas Positivas
N N % N %
ABR 244 32 13,11 123 50,41
MAI 244 25 10,25 102 41,80
JUN 305 57 18,69 91 29,84
JUL 244 59 24,18 56 22,95
AGO 244 40 16,39 54 22,13
SET 305 38 12,46 115 37,70
ouT 244 22 9,02 143 58,61
NOV 244 16 6,56 148 60,66
DEZ 183 7 3,83 135 73,77
Total 2257 296 13,11 967 42,84

A porcentagem total de armadilhas positivas foi de 42,84%, sendo um total
de 967. Os maiores valores percentuais de positividade de armadilhas foram os meses
de outubro, novembro e dezembro de 2023, com 58,61%, 60,66% e 73,77%,
respectivamente. Os menores valores foram observados nos meses de julho e agosto
de 2023 com 22,95% e 22,13%, respectivamente.
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No periodo do estudo foram coletados um total de 31.051 ovos. Os meses
de outubro, novembro e dezembro de 2023 obtiveram maior atividade das fémeas de
Aedes spp. com 5.697, 5.290 e 7.855 ovos coletados, respectivamente. Ja os meses
com os menores valores de numero de ovos foram julho e agosto de 2023 com 907 e
1.236 ovos, respectivamente. Observou-se uma média de 3.450,11 média de ovos
coletados nos meses de estudo. As menores médias de ovos por armadilhas foram
observadas nos meses de julho e agosto de 2023, com 15 e 20 ovos, respectivamente
(figura 4).

Figura 3 - Numero e média de ovos coletados com ovitrampa, entre os meses de abril
e dezembro de 2023 na Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
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5.3.4 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS CLIMATICAS SOBRE 0S INDICES IDO E IPO

Todos os dados apresentaram distribuigdo normal, portanto, a correlacao
utilizada foi a de Pearson. As variaveis Temperatura Média (TM), Temperatura Minima
Média (TMiM) e Precipitacdo (PREC) apresentaram correlagao forte tanto para IDO
Ja a Temperatura Maxima Média (TMaM) apresentou uma correlagéo forte para IDO
e moderada para IPO. A variavel Umidade (UMI) foi a unica que apresentou uma

correlagao fraca para os indices de densidade e positividade (tabela 4). Em todas as
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correlagdes forte e moderada, o valor de p foi maior que 0,05 indicando haver
diferenca significativa entre as analises. Apenas na correlagao entre os indices e UMI

que o valor de p foi acima de 0,05, indicando ndo haver uma diferenga significativa.

Tabela 4 - Correlacdo de Pearson aplicado aos dados de IDO e IPO e variaveis
climaticas.

CORRELAGAO DE PEARSON

Temp. Temp. Temp.
Média MiM MaM

Coeficiente~ 0.81576 0.86117 0.76063 0.059572 0.76444
de correlacao

Umidade Precip.

IDO
valor-p 0.0073435* 0.0028584* 0.017324* 0.879  0.016445*
Coeficiente 340105  0.88856 06958 0.23275 0.82411

IPO de correlagao

valor-p 0.0094313* 0.0013621* 0.037382* 0.54674 0.0062973*

Legenda: Temp.Média: Temperatura média; Temp.MiM: Temperatura minima média; Temp.MaM:
Temperatura maxima média; Umidade e Precip.: Precipitagdo acumulada.

5.3.5 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS CLIMATICAS SOBRE O NUMERO DE CULICIDEOS COLETADOS

O numero de culicideos coletados n&o obtiveram os dados com distribuicao
normal, por isso foi utilizada a correlacdo de Spearman. As variaveis TM, TMiM, TMaM
apresentaram uma correlacdo moderada em relagdo ao numero de culicideos
coletados. Ja a Umidade Relativa e a Precipitacdo Acumulada obtiveram uma
correlacao fraca (tabela 5). Em todas as correlagdes o valor de p n&o foi igual ou maior

que 0,05 indicando nao haver diferenga significativa entre as analises.
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Tabela 5 - Correlacédo de Spearman aplicado aos dados de numero de culicideos
coletados e variaveis climaticas.

CORRELAGAO DE SPEARMAN

Temp. Temp. Temp.

Média MiM MaM Umidade Precip.

Coeficiente ) 65667 0.61667 0.68333 -0.45  0.46667
N° de de correlagdo
culicideos , 1or-p 0.05889 0.085725 0.05032 0.22982 0.20316

Legenda: Temp.Média: Temperatura média; Temp.MiM: Temperatura minima média; Temp.MaM:
Temperatura maxima média; Umidade e Precip.: Precipitagdo acumulada.

5.4 DiscussAo

Com os resultados obtidos por meio da identificacdo molecular da fonte
alimentar sanguinea dos culicideos coletados, podemos observar as interagdes que
0s mosquitos estabelecem com os vertebrados. A quantidade de fémeas ingurgitadas
de Culex quinquefasciatus (18 individuos — 3,07%) € pequena em relagcdo a
quantidade de fémeas coletadas (587 individuos). Este resultado reflete a dificuldade
deste tipo de estudo, sendo que a porcentagem de fémeas de culicideos ingurgitadas
depende de fatores como periodo do ano, método de coleta, técnicas de coleta e area
estudada (BLOSSER et al., 2016; KEK et al., 2014; FARAJI et al., 2014; MURDOCK
et al., 2010).

Apenas fémeas de Cx. quinquefasciatus tiveram sucesso na amplificagao
por PCR, e isso pode estar relacionado a diversos fatores que envolvem a
preservagao do DNA do sangue. A temperatura e o tempo s&o as variaveis que mais
influenciam no sucesso das analises da caracterizacio alimentar. Para um resultado
positivo na identificacdo molecular do sangue, a temperatura mais empregada em
estudos é de -80° C (REEVES, et al., 2016), sendo observados resultados positivos a
-20° C (SANTOS et. al., 2019; ALROKAYAN, 2000). Ja o tempo, a ideia € que quanto
mais rapido a analise for realizada e quanto menos tempo for armazenada, tera mais
chances de sucesso nos resultados evitando a digestdo e degradacdo do DNA, com
resultados positivos sendo observados em horas e entre 30 a 180 dias (OSHAGHI et
al., 2006; REEVES et al., 2016; SANTOS et al., 2019). Outros fatores como o0 modo

de congelamento do sangue, o tamanho do fragmento alvo, a especificidade do primer
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e o protocolo de extragao utilizado influenciam positivamente ou negativamente a
amplificagado (PRENDINI et al., 2002; GOMEZ-DIAZ; FIGUEROLA, 2010; MARTINEZ-
DE LA PUENTE et al., 2012).

As fémeas de Cx. quinquefasciatus diversificaram o repasto sanguineo em
sete espécies de aves, observando um alto indice de ornitofilia, corroborando que os
mosquitos desta espécie tem as aves como preferéncia alimentar (FORATTINI et al.,
1987). As aves visitadas pelas fémeas foram os Passeriformes, seguido dos
Columbiformes, onde foram encontrados resultados similares por Garcia-Rejon et al.
(2010) e Santos et. al.,, (2019) estudando areas urbanas e florestais, com uma
relevante ornitofilia para area urbana. A preferéncia no comportamento alimentar de
Cx. quinquefasciatus pode estar relacionada pela disponibilidade e abundéancia dos
vertebrados do que por fatores intrinsecos (MOLAEI et al., 2007; GARCIA-REJON et
al., 2010; MUCCI et al., 2015), sendo a preferéncia pelas aves influenciada também
por sinais quimicos como compostos volateis e odor de fezes exalado pelas aves
facilitando a localizagao pelos mosquitos (ALLAN et al., 2006; BERNIER et al., 2008;
COOPERBAND et al., 2008). Apesar desta espécie também possuir uma tendéncia
alimentar antropofilica (FORATTINI et al., 1987; SAMUEL et al., 2004), a espécie
Homo sapiens nao foi identificada como fonte alimentar, corroborando a observagao
da preferéncia alimentar dos mosquitos pelas aves.

A presenca de Aedes aegypti foi observada em todos os meses com a
utilizagdo das ovitrampas, sendo considerada uma armadilha sensivel na deteccao
dos mosquitos (ZEQUI et. al., 2018) pelos indices calculados, estimando a distribuicao
e densidade populacional dos vetores (GOMES, 1998). No presente estudo, O IPO
meédio foi de 50,19% indicando uma alta infestacdo de mosquitos, com excecao dos
meses de julho e agosto que apresentaram IPO 30,27% e 26,47%, respectivamente.
Depoli et. al. (2016) observaram o IPO com variagéo entre 43,1% a 83,1% e IDO entre
15,8% a 68,5%, enquanto Zequi et. al. (2018) identificaram uma variagao do IPO entre
34,6% a 88,8% e IDO entre 7,9% e 49%, demonstrando a sensibilidade da ovitrampa
em baixa e alta infestagdo de mosquitos.

Na avaliacado da correlacéo entre os indices de densidade e positividade, e
as variaveis climaticas, as variaveis temperatura (média, minima e maxima) e
precipitacao tiveram uma forte ou moderada relagdo, corroborando com dados
encontrados na literatura (CALADO, SILVA, 2002). Esta associacao foi observada em
outros estudos (ZEQUI et al., 2018; ISHAK et al., 2021; COSTA et al.,, 2015;
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REINHOLD et al., 2018; AHMED et al., 2019), onde essas variaveis influenciam no
desenvolvimento, alimentacao e consequentemente a circulagao de arbovirus (SILVA
et al., 2016; MELO-MOURA et al., 2020). Neste presente estudo foi observado que
nos periodos de alta precipitacao e temperatura, também obteve-se o aumento tanto
do indice de densidade quanto de positividade. Este padrao foi observado em outros
trabalhos (BARRERA et al., 2011; TARANTO et al., 2014; REINHOLD et al., 2018;
AHMED et al., 2019), onde o numero de individuos est&o relacionados positivamente
em relacdo a temperatura e a precipitagdo acumulada. A temperatura influencia
diretamente no metabolismo dos insetos (LOPES et. al.,, 2004) e a precipitagéo
contribui para a formagao de criadouros para a reproducado dos mosquitos (COSTA et
al., 2015; REINHOLD et al., 2018; AHMED et al., 2019).

A correlagdo entre a umidade relativa e os indices tiveram uma relagao
fraca, porém sem apresentar uma diferenca significativa. Em outros trabalhos foram
observados que a umidade esta associada a densidade populacional (NASIR et. al.,
2017) e que a probabilidade de sobrevivéncia de mosquitos adultos aumentam
conforme ha o aumento da umidade (LEGA et. al., 2017). Também foi relatado que a
umidade pode ter efeito negativo na abundancia de vetores, quando acima de 79%
(FERREIRA et. al., 2017). Neste presente trabalho ndo foi observado um padréo entre
a umidade, e a temperatura e precipitacdo, sendo um fator secundario na densidade
da populacao de Aedes aegypti.

Na aspiracdo de mosquitos, foi identificada a presenca de quatro vetores
em todo o periodo de coleta do estudo, sendo Cx. quinquefasciatus a espécie com a
maior abundancia, seguido de Ae. aegypti, os dois vetores possuem preferéncia por
areas urbanas, com habito antropico. A presencga tanto de Ae. albopictus e Ae.
scapularis, estao relacionadas com a presenca de areas silvestres com vegetacao
arborea consideravel no local de coleta, sendo o seu habito com preferéncia a
ambientes rurais e silvestres (LOPES, 2002; LIMA-CAMARA et. al., 2006). O encontro
das duas espécies é justificado pela caracteristica das areas do campus da
Universidade Estadual de Londrina, onde possui locais urbanizados com edificagcoes
intercaladas com locais de fragmentos de mata reflorestada (ZEQUI et. al., 2018).

Durante o periodo de coleta nao foi detectado virus de DENV 1-4, CHIKV
ou ZIKV, que pode estar relacionado com o numero relativamente baixo de mosquitos
coletados. Para que haja uma alta probabilidade na identificagcao viral € necessario

1.600 individuos, influenciando positivamente o sucesso na deteccdo (GU et al.,
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2004). Porém, no estudo de Silva et. al. (2024) foram coletados um total de 99
individuos e havendo a detecgao de arbovirus, entendendo que a detecgao depende
dos indices de transmissdo dos locais de coleta. Sobre o numero de individuos
coletados neste presente estudo, um fator a ser observado € que o local onde foram
realizadas as coletas € um espago que possui certa distancia de residéncias e tem
uma cobertura arbdrea relativamente alta. Tanto o Ae. aegypti quanto o Cx.
quinquefasciatus possuem a caracteristica sinantrépica, dando preferéncia em area
residencial onde terdo uma maior disponibilidade de alimento.

Apesar da nao identificagdo de arbovirus no presente trabalho, o
monitoramento de mosquitos adultos possibilita a identificagcdo da circulacdo de
arbovirus. Nos dois ultimos periodos epidemiolégicos, o municipio de Londrina
apresentou uma crescente nos numeros de casos de dengue. No periodo
epidemioldgico 2022/2023 o municipio liderou em numero de casos de dengue com
34.815 e também no numero de 6bitos, em um total de 29. No periodo de 2023/2024
mais uma vez o municipio liderou com 40.552 casos confirmados de dengue e 52
mortes (PARANA, 2024).

5.5 CONCLUSAO

Das quatro espécies de culicideos identificadas neste estudo, apenas Cx.
quinquefasciatus teve a identificacdo da fonte alimentar sanguinea. Todos os
vertebrados identificados foram aves, corroborando com os resultados encontrados
na literatura. Esta mesma espécie é considerada oportunista, entendendo que em um
ambiente com maior presenca de humanos, ou apenas deles, os resultados poderiam
ser diferentes. Porém, essa caracteristica da preferéncia em aves é observada tanto
em ambientes preservados como antrépicos, trazendo base para o habito ornitofilico
desses individuos.

Foi observada a atividade vetorial em todos o periodo de coleta dos dados,
indicando a possibilidade de transmissao de arbovirus no campus da Universidade
Estadual de Londrina. As variaveis de temperatura e precipitacédo influenciam de igual
forma a atividade das fémeas de Ae. aegypti, possuindo uma forte correlagao entre os
dados e com diferencga significativa. Outros trabalhos relatam a forte influéncia das
mesmas variaveis, podendo ser potencializadas pela alteracdo de outras variaveis

como a umidade relativa, porém neste presente estudo nio foi observada esta relagao
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estatisticamente significativa.

Dentre as variaveis climaticas que influenciaram os indices de densidade e
positividade de ovos de Aedes spp., apenas a umidade nao teve uma correlagcao
positiva. Isso pode indicar que a umidade depende de outros fatores que n&o foram
avaliados neste estudo. As variaveis temperatura e precipitacdo estao intimamente
relacionadas com a presenca de criadouros dos mosquitos em ambientes, facilitando
e potencializando a densidade destes vetores. Com isso, entendemos a importancia
que é minimizar o surgimento destes locais, evitando descarte de lixo em qualquer

tipo de local, sendo este preservado ou urbano.
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6 ANEXOS

Anexo 1 — Mapas de infestagao elaborados pelo GT Aedes e disponibilizados para
toda a comunidade académica e do municipio.
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