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RESUMO

Os mosquitos séo insetos da familia Culicidae, ordem Diptera. Alados, holometabolos
e com hébitos de hematofagia para a maturacdo dos ovos. Por conta do habito
hemato6fogo, o grande processo de urbanizacdo e a capacidade de adaptacdo dos
mosquitos ao ambiente antropico, estes insetos tiveram relacdo estreita com os
homens e animais domésticos, veiculando arbovirus, filarias, plasmaddios. Entre os
principais vetores urbanos estdo Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) e Culex quinquefasciatus (Say, 1823), onde a
espécie Ae. aegypti se tornou um grande problema para a salde publica, podendo
veicular os virus DENV (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), CHIKV, ZIKV, entre
outros, sendo necessarios trabalhos para controlar o vetor. O objetivo deste trabalho
foi capturar mosquitos adultos para verificar a presenca dos virus DENV, CHIKV e
ZIKV Ae. aegypti e determinar se os dados meteorolégicos influenciaram na coleta de
mosquitos. Para a captura dos individuos adultos foi utilizado um aspirador de Nasci
adaptado e foram selecionados 7 pontos de coletas (UBS’s: endemias, Miguelito, Vila
Iguacu, 3 conjuntos; Ponto 1, Creche, Patio). Foram capturados um total de 161
mosquitos, distribuidos em duas espécies, Ae. aegypti e Culex. Correlacionando os
individuos coletados durante o periodo amostral com os dados de precipitacdo e
temperatura média, ndo foi encontrado diferenca significativa. Na analise viral ndo foi
encontrado a presenca de virus, porém os resultados demonstram que mosquitos
estdo circulando em unidades bésicas de salde, sendo entdo necessario continuar o
monitoramento viral a fim de preservar a satde populacional.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Virus. Mosquitos.



ABSTRACT

Mosquitoes are insects belonging to the Culicidae family, Diptera order. They are
winged insects, holometabolous, with hematophagy habits for egg maturation. Due to
this habit, the significant process of urbanization and mosquitoes' adaptation to the
anthropic environment, these insects have started to transmit harmful organisms to
humans. Among the main vectors are the species Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762), Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894), and Culex
quinquefasciatus (Say, 1823), where the Ae. aegypti species has become a major
public health problem, capable of transmitting viruses such as DENV (its serotypes),
CHIKV, ZIKV, among others, requiring efforts to control the vector. The aim of this
study was to capture adult mosquitoes to verify the presence of DENV, CHIKV, and
ZIKV viruses in Ae. aegypti females and determine if meteorological data influenced
mosquito collection. An adapted Nasci aspirator was used for adult mosquito capture
at 7 collection points (UBS's: endemias, Miguelito, Vila Iguacu, 3 conjuntos; Ponto 1,
Creche, Patio). A total of 161 mosquitoes were captured, including Ae. aegypti species
and Culex genus. Correlating the collected individuals during the sampling period with
precipitation and average temperature data, no significant difference was found. Viral
analysis did not detect the presence of viruses; however, the results indicate that
mosquitoes are circulating in basic health units, highlighting the need to continue viral
monitoring to preserve public health.
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1. INTRODUCAO
Os insetos conhecidos popularmente como mosquitos, pernilongo,
muricoca, entre outros, pertencem a familia Culicidae, ordem Diptera e subordem
Culicomorpha. Ja descritos em todas as regiées do mundo, a regido Neotropical
possui sua maior riqueza (Forattini, 2002; Rueda, 2008).

Os culicideos possuem metamorfose completa (holometabolos),
apresentando quatro estéagios, sendo ovo, larva, pupa e adulto, Estes estagios podem
variar de 7 a 20 dias considerando a maioria dos géneros, dependendo da
disponibilidade de criadouro, alimento, fonte sanguinea e condi¢des climaticas como
temperatura e umidade (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002; Rueda, 2008).

O primeiro estagio de vida do mosquito é representado pelos ovos,
possuindo um revestimento pelo cério. Apds a eclosdo dos ovos, a fase larval é
aguatica e podem se alimentar de microrganismos e matéria organica. Seguido da
fase larval vem a pupa, com forma de virgula cuja principal caracteristica é realizar as
metamorfoses e se tornar adulto, onde nesta fase sera alado com o corpo revestido

por escamas (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

Os adultos, tanto fémeas quanto machos, podem se alimentar de
substancias naturais, como seiva e néctar. As fémeas de Culicideos, com excec¢ao de
Toxorhynchites spp. sdo hematéfagas, ou seja, necessitam de nutrientes do sangue
para a maturacao de seus ovos, neste momento, podem veicular agentes etiolégicos,
se destacando na entomologia médica (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002;
Rueda, 2008).

Importantes espécies vetores no Brasil sdo Aedes aegypti (Linnaeus,
1762), Aedes albopictus (Skuse, 1894) e Culex quinquefasciatus (Say, 1823). Entre
estas, destaca-se 0 Ae. aegypti, veiculando o virus DENV (DENV1, DENV2, DENV3
e DENV4), ZIKV e CHIKV (Consoli e Oliveira, 1994; MS [s.d.]; Martinez-Torrez, 1990).

Devido a esta situacdo, metodologias de monitoramento e controle
vem sendo estudadas, como a coleta deste inseto, desde sua forma imatura até sua
fase adulta (MS, 2013). Entre estas, esta a estratégia de utilizagdo do aspirador de
Nasci, com o intuito de capturar individuos adultos, em qualquer horéario. Criada em
1981, este aspirador consiste em um tubo cilindrico de aluminio, um tecido de tule,

uma hélice e uma bateria 12V (Nasci, 1981).
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Por conta das epidemias causadas pelo vetor Ae. aegypti (OPAS,
2023a; OPAS, 2023b; OPAS, 2023c), este estudo tem como objetivo realizar um
monitoramento viral na cidade de Porecatu, Parand, por meio da coleta de adultos de
Ae. aegypti, verificando a presenca dos virus DENV (seus sorotipos), CHIKV e ZIKV,
sendo que a hipotese deste trabalho é de que o virus DENV estara presente, devido

0S casos na cidade, estara presente nas amostras de mosquito (Infodengue, 2024).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Taxonomia e biologia de Culicidae

Os mosquitos séo insetos pertencentes a familia Culicidae, ordem
Diptera, subordem Culicomorpha. Este grupo possui diversos nomes populares como
pernilongo, murigcoca, mosquitos. Esta familia possui duas subfamilias: Anophelinae,
com trés géneros e Culicinae, com 110 géneros, compreendendo cerca de 3.727
espécies (Forattini, 2002; Harbach, 2007; WRBU, 2024). Estes insetos estao
amplamente distribuidos em diferentes regides geograficas do mundo, sendo que a

Neotropical apresenta sua maior riqueza (Rueda, 2008).

Os Culicideos séao holometabolos, no qual possuem quatro estagios,
sendo eles ovo, larva (com quatro instares larvais) e pupa, onde o periodo larval e
pupa sao aquéaticos, e o adulto alado com habito terrestre. O tempo de vida varia de
sete a vinte dias entre os diferentes géneros de acordo com as condi¢cdes do ambiente,
como a temperatura, umidade e disponibilidade de alimento. (Consoli e Oliveira, 1994;
Forattini, 2002; Rueda, 2008).

Os locais de oviposicdo sdo ambientes com a presenca de agua,
podendo ser locais feitos por outros animais ou vegetacdes, sendo estes chamados
de ambientes naturais, como por exemplo bambus e buraco em arvores, ou ambientes
antrépicos, onde a acdo humana gera criadouros para o mosquito, sendo estes
chamados de ambientes artificiais, como por exemplo pneus e caixas d’agua.
(Forattini, 2002).



2.1.1 Ovos

Os ovos dos mosquitos possuem um formato oval, podendo ser
alongado. Possuem um revestimento formado pelo cério, com duas camadas:
exocorio (externa) e o endocoério (interna). A oviposicao pode ser feita formando um
conjunto de ovos, cuja denominacdo se da por “jangadas” como no género Culex,
separados acima do nivel da agua, como acontece no género Aedes ou entéo
separados com a presenga de flutuadores, como ocorre em Anopheles. (Figura 1)
(Consoli e Oliveira, 1994).

Figura 1 — Ovos isolados e flutuadores (Anopheles), ovos em jangadas (Culex) e ovos separados

acima do nivel da agua (Aedes).

Anopheles

Fonte: Zequi et al., 2021.

2.1.2 Larvas

As larvas sdo aquéticas e se alimentam de microrganismos como
fungos, protozoérios, pequenos animais e, principalmente, matéria organica presente
nos criadouros. Possuem cerdas com fung¢édo sensorial, um par de antenas e um par
de olhos formados por grupos de ocelos. Seu aparelho bucal é do tipo mastigador-

raspador (Consoli e Oliveira, 1994).

Os corpos das larvas sdo compostos por segmentos, onde no VIl esta
presente uma estrutura denominada de sifdo, com funcéo respiratéria. Este sifédo
possui importancia taxondmica, onde a subfamilia Culicinae se caracteriza por possuir
um sifao exuberante, diferentemente da subfamilia Anophelinae onde ele é ausente.
Além disso, a forma e o niumero de espinhos no sifdo variam entre diferentes grupos

de culicideos, sendo utilizado como carater diagnéstico (Consoli e Oliveira, 1994).



2.1.3 Pupas

Ao final do periodo larval, o individuo passa para o estagio de pupa.
Neste estagio, o0 objetivo é ocorrer metamorfoses no individuo imaturo, deixando
inclusive de se alimentar com o objetivo de atingir o estagio adulto. A pupa possui a
fusdo da cabeca com o térax, formando o cefalotérax e o abdémen. Esta configuracéo
faz com que seu corpo fique em forma de virgula. (Consoli e Oliveira, 1994; Forattini,
2002).

2.1.4 Adultos

Com a metamorfose completa da pupa, o organismo adulto ao
emergir geralmente procura um abrigo, com o objetivo de endurecer o seu tegumento.
O corpo do adulto é coberto por escamas e dividido em cabeca, térax e abdémen,
com pernas longas e finas, e aparelho bucal formado por uma probdscide longa
(Consaoli e Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

Fémeas e machos possuem dimorfismo sexual: sendo as antenas do
macho plumosas, enquanto das fémeas pilosas. Em Culicinae os palpos maxilares
das fémeas séo curtos, enquanto dos machos sao alongados. Ambos os sexos podem
se alimentar de substancias acucaradas, como seiva e néctar. Porém, para que as
fémeas de Culicidae, com excecao de Toxorhynchites spp., consigam 0s nutrientes
necessarios para a maturacao de seus ovos, é necessario a hematofagia. Entéo, por
conta da hematofagia, as fémeas podem contrair patégenos ao se alimentar de um
organismo infectado e este patégeno migrar do intestino para as glandulas salivares
e assim o mosquito se torna um vetor (Consoli e Oliveira, 1994; Dimond, 1956;
Farjana, 2013; Forattini, 2002; Rueda, 2008).

2.2 Potencializacdo da reproducéo de Culicideos
O constante crescimento urbano e, consequentemente, o grande
desmatamento, provoca uma fragmentacdo florestal fazendo com que muitas
espécies entrem em declinio. Porém, outras espécies conseguem sobreviver a estas
mudancas e podem, inclusive, aumentar sua abundéancia. (Laurance, 2008; Haddad
et al., 2015).

Os culicideos também sofreram com esta grande perda de habitat,

porém devido sua plasticidade genética, rapido ciclo de vida e a capacidade de
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comportamento sinantropico, fizeram com que algumas espécies de mosquitos
conseguissem aumentar sua abundancia no ambiente urbano (Lopes, 1997; Zahouli
et al., 2017; Leisnham et al., 2004).

Um trabalho feito por Iwamura (2020) indica que devido as mudancas
climaticas como aumento de temperatura e precipitacdo, o mundo se tornou 1,5%
mais favoravel para a proliferacdo do Ae. aegypti entre 1950 a 2000. Ainda, com uma
previsdo para este mosquito, o estudo diz que até 2050 a previséo é de 3,2% a 4,4%
mais favoravel, indicando uma dispersdo do mosquito de 2 a 6 km por ano até 2050

na Ameérica do Norte (lwamura, 2020).

2.3 Culicideos como vetores de arboviroses

Algumas das espécies vetoriais mais comuns encontradas no Brasil
sdo: Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), Aedes (Stegomyia) albopictus
(Skuse, 1894), Culex quinquefasciatus (Say, 1823) (figura 2) e Anopheles
(Nyssorhynchus) darlingi (Root, 1926). Estes mosquitos podem ser hospedeiros de
agentes etioldgicos, tendo assim uma grande importancia médica. (Consoli e Oliveira,
1994; Forattini, 2002; Natal, 2002).

O género Aedes, sobretudo a espécie Aedes (Stegomyia) aegypti,
possui uma grande proliferacdo, criando uma preocupacao global. Esta espécie atua
como vetor do virus da dengue, zika chikungunya e febre amarela urbana (Consoli e
Oliveira, 1994). O género Culex, com destaque a espécie Culex quinguefasciatus,
também atua como vetor de patégenos em humanos, como o nematoda Wuchereria
bancrofti, causador da filariose linfatica no Brasil (Guedes et al., 2017; Farajollahi et
al. 2011).



Figura 2 — Adultos de Culex e Aedes, respectivamente.

Fonte: Zequi et al., 2021.

2.4 Patogenos vinculados por Aedes aegypti

2.4.1 Dengue (DENV)

O virus da dengue possui quatro sorotipos (DENV1, DENV2, DEVN3
e DENV4), sendo pertencentes a familia Flaviviridae, sdo transmitidos pelo mosquito
Ae. aegypti. O isolamento dos virus DENV comecgou em 1943, com Kimura, e Hotta
em 1944, onde esta cepa foi denominada como Mochizuki. Em 1945, Sabin e
Schlesinger isolaram a cepa Havai. Ainda em 1945, Sabin identificou outro virus em
Nova Guiné e observou caracteristicas antigénicas diferentes, percebendo que eram
sorotipos do mesmo virus. As primeiras cepas foram denominadas de sorotipo 1 e a
cepa de Nova Guiné, sorotipo 2. Em 1956, houve um surto de dengue grave no
Sudeste Asiatico, onde foram isolados os sorotipos 3 e 4 (Martinez-Torrez, 1990;

Barreto e Teixeira, 2008).

Todos os quatro sorotipos podem causar tanto a dengue classica,
como também uma exposi¢do mais virulenta (Santos et al., 2015; WHO, 2023). Ainda,
h& a possibilidade de todos os sorotipos estarem em circulagcdo ao mesmo tempo,
como ja foi relatado na cidade de Manaus, Amazonas (Bastos et al., 2012) e na cidade

de Trés Lagoas, Mato Grosso do Sul (Souza et al., 2018).

A incidéncia do virus da dengue vem crescendo nas ultimas décadas.
Com uma maior ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, a dengue grave € uma
das principais causas de risco de morte em alguns paises da América Latina e da
Asia. Na regido das Américas, estima-se que cerca de 500 milhdes de pessoas correm
0 risco de se contaminar com os virus da dengue (OPAS, 2023a). Segundo os dados



7

da Organizacdo Pan-americana da Saude, em 2016 houve um grande aumento de
casos de dengue em todo o mundo, e apos este surto, em 2017 e 2018 houve uma
diminuicdo dos casos, seguidos de um grande surto em 2019. Em 2023, ainda nas
Américas, houve a maior quantidade de registros de dengue, somando um total de
4.565.911 casos, sendo 7.653 casos graves e 2340 Obitos (OPAS, 2023a). No Brasil,
até a semana epidemioldgica 13 de 2024, foram notificados cerca de 2,6 milhdes
casos suspeitos de dengue no pais, com 991 Obitos confirmados e 1,4 mil em
investigacdo (MS, 2024c).

No ano de 2024, nas Américas, desde a primeira semana
epidemiologica até a oitava, foram registrados 1.874.021 casos de suspeita de
dengue, representando um aumento de 249% em comparagcdo com 0 mesmo periodo
em 2023 e 354% em comparacao aos ultimos 5 anos (OPAS, 2023a).

Devido ao grande numero de casos de dengue nos anos de 2022 e
2023, o ministério da saude iniciou o processo de vacinagcdo no pais. Com a
metodologia de atender municipios com certas caracteristicas, como: populacéo igual
ou maior que 100 mil habitantes, alta transmissao do virus DENV nos ultimos 10 anos
e predominancia do sorotipo DENV-2. A intencdo é que 521 municipios sejam
atendidos com uma primeira remessa de 757 mil doses, sendo que a previsao para o
ano de 2024 é de 5,2 milhdes de doses e, para 2025, um total de 9 milhdes de doses
(MS, 2024b).

2.4.2 Chikungunya (CHIKV)

Com apenas um sorotipo e diferentemente dos virus DENV, o CHIKV
pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus (Santos et al., 2015). Os primeiros
casos registrados foram na Tanzania, em 1952, sendo o virus isolado em 1958, na
Tailandia (WHO, 2022). Os sintomas apresentados pelas pessoas contaminadas com
o virus CHIKV s&o semelhantes as infec¢cbes dos virus da DENV e ZIKV, tornando

assim uma maior chance do diagndstico da chikungunya ser errado (WHO, 2022).

Desde 2004, o CHIKYV ja foi identificado em mais de 110 paises na
Asia, Europa, Américas e Africa (WHO, 2022). O virus é transmitido principalmente
pelo Ae. aegypti, mas também pode ser veiculado pelo Ae. albopictus (WHO, 2022).
Apds 0 ano de 2014, os incidentes com o virus CHIKV diminuiram em escala global

(OPAS, 2023b). No ano de 2023, até a semana epidemiologica 21, foram notificados



8

213.561 casos de Chikungunya nas Américas, onde 124.270 casos foram notificados

no Brasil, sendo o pais com o maior niumero de casos da doenca (OPAS, 2023b).

No Brasil, durante a semana epidemiologica 1 a 4 de 2024, foram
notificados 14.958 possiveis casos de Chikungunya, observando-se uma pequena

reducao de 0,7% comparando com 0 mesmo periodo no ano de 2023 (MS, 2024a).

2.4.3 Zika (ZIKV)

O virus Zika, assim como a Dengue, pertence a familia Flaviviridae e
€ transmitido através do mosquito Ae. aegypti (Santos et al, 2015). O primeiro
isolamento do virus ocorreu em 1947 na floresta de Zika, em Uganda (Africa). Desde
entdo foram relatados pequenos surtos na Asia, até que em 2007, na llha de Yap
(Micronésia) houve uma grande epidemia onde cerca de 75% da populacdo foi
infectada pelo virus (OPAS, 2020)

Em maio de 2015, o virus foi detectado no nordeste brasileiro e, em
julho do mesmo ano, foi constatada a associacao entre o contagio do virus com a
malformacéo do sistema nervoso em bebés, incluindo a microcefalia, e a ligacdo com
a sindrome de Guillain-Barré (OPAS, 2020).

Desde 2015, o virus ZIKV se espalhou por toda a América, com
excecdo do Uruguai, Canada e Chile continental. No ano de 2016 ocorreu um grande
aumento de casos notificados de Zika, somando 651.470 casos, que nos anos
seguintes houve uma grande reducao (OPAS, 2023b).

No ano de 2023, até a semana epidemiolégica 21 nas Américas,
foram notificados 8.758 casos de Zika, observando-se uma reducdo quando
comparada ao mesmo periodo no ano de 2022 (OPAS 2023b). Dos 8.758 casos
notificados, o pais com a maior proporc¢éo de notificagcfes foi o Brasil, com 7.352 casos
(84%) (OPAS, 2023b).

No Brasil, durante as 3 primeiras semanas epidemioldgicas de 2024,
foram registrados 105 casos provaveis de Zika, onde as regifes Sudeste, Nordeste e
Centro-oeste foram as mais afetadas. Comparando com o mesmo periodo de 2023,

houve uma reducgéo de 63% casos provaveis (MS, 2024a).



2.4.4 Febre amarela (YFV)

O virus YFV, pertence a mesma familia do Virus DENV e ZIKV, a
Flaviviridae, com apenas um sorotipo conhecido. Porém, o virus da Febre Amarela
pode se manifestar através de dois ciclos, urbano e silvestre (Santos et al., 2015; MS,
2020).

No ciclo silvestre do virus YFV, os principais vetores sdo 0s mosquitos
do género Haemagogus e Sabethes, onde por meio da hematofagia, os principais
hospedeiros sdo primatas ndo-humanos (PNHs), e os humanos sdo hospedeiros
acidentais deste ciclo. Os humanos infectados em ambientes silvestres, ao frequentar
o ambiente urbano, podem contagiar os mosquitos da espécie Ae. aegypti e
posteriormente transmitir para outras pessoas, iniciando assim o ciclo urbano (MS,
2020; MMA, 2018).

De acordo com os dados epidemioldgicos do OPAS (2023c), o Brasil
enfrentou grandes surtos durante 2016 a 2020, com 2.256 casos confirmados.
Durante o periodo de julho de 2022 a junho de 2023 registrou-se 1.009 eventos
envolvendo primatas ndo-humanos mortos, onde 5 foram confirmados a presenca da
febre amarela. Ainda durante este periodo, houve 300 casos suspeitos em humanos,
onde trés foram confirmados e um veio a 6bito (OPAS, 2023c).

2.5 Métodos de coleta e monitoramento dos vetores

Por conta dos elevados numeros de mosquitos e, consequentemente,
as diversas epidemias de arboviroses presentes no ambiente urbano, se tornou
necessario a criagcdo de metodologias para lidar com estas situacfes, auxiliando a
mensurar a situacéo dos vetores, podendo utilizar formas imaturas do inseto e até o
individuo adulto (MS, 2013).

Para auxiliar o trabalho de agentes, o Ministério da Saude
implementou o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD). Uma das estratégias
presentes no plano é o levantamento rapido de indice de Ae. aegypti (LIRAa), que
consiste em visitar residéncias e quantificar as larvas encontradas, ademais utilizando
o indice de Breteau, e obtendo os dados de infestacéo predial (MS, 2013).

Com o intuito de realizar o monitoramento do mosquito, existem as

metodologias com armadilhas, como a ovitrampas, larvitrampas e adultrap. As
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ovitrampas consistem em um pote preto, preenchido com agua e atrativo, com uma
palheta de madeira (onde o mosquito ira realizar a oviposicdo), posteriormente
contando estes ovos e gerando indices de infestacdo. As larvitrampas sdo pneus
adaptados para a oviposicdo do mosquito e a eclosdo dos ovos. Adultraps sao
armadilhas que simulam locais ideias para a oviposi¢cdo, porém com o intuito de
prender os adultos (Fay e Perry, 1965; Gomes, 2007; Regis et al., 2008).

Com a coleta dos individuos adultos, é possivel realizar varios
trabalhos, como por exemplo a analise viral. Para realizar a coleta do mosquito adulto,
pode-se utilizar armadilhas, como a de luz, que se demonstra eficaz para a coleta
noturna. Outra estratégia se da com aspiradores que, diferentemente da armadilha de
luz, que é eficiente no periodo noturno, esta € eficaz em qualquer periodo (Facchinelli,
2007). O aspirador de Nasci, ferramenta criada em 1981, é um dos exemplos de
estratégias para capturar individuos adultos. Esta ferramenta, composta por um
cilindro de aluminio com um tecido de tule, uma hélice e uma bateria 12 volts, se torna
eficaz em capturar os mosquitos em pleno voo, ou entdo quando estdo escondidos.
Ao ser capturado, 0 mosquito se prende a rede e permanece vivo, possibilitando a

analise viral (Nasci, 1981).

2.6 Metodologias de controle

No Brasil, eram comuns utilizar diversos inseticidas a base de
organofosforados e carbamato para o controle do mosquito adulto e sua fase larval
(Lopes et al., 2021). Estes produtos, além de ndo terem especificidade aos mosquitos,
eliminando assim outros insetos, também podem selecionar individuos por conta dos
alelos Kdr, gerando resisténcia a inseticidas quimicos a base de piretréides (Lopes et
al., 2021). Ainda, inseticidas quimicos podem ser prejudiciais a saude humana e
outros organismos por conta da toxicidade e o processo de lixiviagdo, contaminando
solos, rios e fontes de agua (Lima e Gurgel, 2018).

Em busca de outras metodologias para o controle dos mosquitos,
trabalhos com agentes biologicos estdo em crescimento por conta de importantes
caracteristicas, como especificidade, ndo gerar resisténcia e ndo causar danos ao
ambiente (Lacey et al., 2015).

Diversas técnicas ja estdo em desenvolvimento para o controle

biolégico de Culicideos, como a utilizacdo de fémeas contaminadas com a bactéria
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Wolbachia sp., bloqueando a infeccdo do mosquito por patégenos (Oliveira et al.,
2015), trabalhos com manipulacdo genética como mosquitos estéreis (Alphey et al.,
2010), esterilizacdo por irradiacdo, e produtos bacterianos a base de Bacilllus
thurigiensis sub israelenses Berliner, 1911 (Costa et al., 2010; Sarmento et al., 2016).

2.7 Pesquisa viral em mosquitos com a técnica PCR (reacdo em
cadeira polimerase) em tempo real

Devido a crescente vigilancia epidemiolégica, a PCR em tempo real
passou a ser muito utilizada para a investigacdo de arboviroses em humanos,
auxiliando nos diagndésticos, e em mosquitos vetores, contribuindo no monitoramento
viral (Yang et al., 2010; Ferreira-de-Brito et al., 2016; Balingit et al., 2020).

Desenvolvida em 1983 por Kary Mullis, a técnica PCR tem como
funcdo analisar a expressao génica e desenvolver diagnésticos em amostras (Mullis,
1986; Novais, 2004).

A técnica PCR ocorre por meio da acdo da enzima DNA-polimerase,
que amplifica sequéncias de DNA in vitro, seja de tecidos, fluidos ou células, gerando
de uma sequéncia molde de bilh&es de cépias de DNA (Mullis, 1986; Novais, 2004).
Caso a amostra a ser analisada seja um RNA, é necessario utilizar a técnica de RT-
PCR (Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeira Polimerase), que consiste
converter o acido nucleico em DNA complementar (transcri¢cdo reversa) e entdo utilizar
a técnica de PCR, pois a molécula de RNA é mais instavel que a de DNA (Santos et
al., 2015).

3. Material e métodos

3.1 Area de Estudo
Localizada na regido norte do Parana, Porecatu se encontra,
geograficamente, em 22° 45’ 37” Sul e 51° 23’ 9” Oeste (figura 3). Possui uma area
territorial de 291.663 km? e 11.624 habitantes (IBGE, 2022).
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Figura 3 - Localizagdo do municipio de Porecatu, area onde foram realizadas as coletas de

mosquitos Culicidae.
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De acordo com a classificacdo de Kdppen, Porecatu apresenta um clima
subtropical umido (Cfa). Durante o ano, a cidade apresenta uma média de temperatura
que varia entre uma média minima de 15°C e uma média maxima de 31°C. Com
chuvas durante todas as estagOes, Porecatu apresenta uma maior taxa de
pluviosidade em janeiro, com uma média de 185 milimetros, e uma menor taxa em
agosto, com uma média de 46 milimetros (Weather Spark, 2024) e, com relacédo a

umidade relativa do ar, Porecatu possui uma média de 63,1% (Clima Today, 2022).

3.2 Coleta dos mosquitos adultos

As coletas dos mosquitos adultos foram realizadas entre 10 de
novembro de 2023 a 01 de margo de 2024, com a licenga permanente SISBIO/IBAMA
(23093) e autorizacdo da Secretaria Municipal de Saude (SMS) de Porecatu.

Foram organizados dois grupos com trés locais de coleta cada, sendo

que a cada duas semanas eram coletados em um grupo. Um dos grupos eram
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compostos pelos seguintes locais: UBS Miguelito, UBS Vila Iguacu e UBS 3 conjuntos.
O segundo grupo era composto por: Creche (posteriormente mudada para o Patio da
prefeitura), Ponto 1 e UBS Endemias (figura 4). Foram realizadas 4 repeticdes em
cada local no primeiro grupo. No segundo grupo foram realizadas 5 coletas no Ponto
1 e na UBS endemias, enquanto na creche uma e no Patio 4 coletas (tabela 1), sendo
todas entre 12:30 e 14:30.

Para a captura dos individuos, foi utilizado o aspirador de Nasci
adaptado (Figura 5). Cada coleta tinha um periodo estabelecido de 15 minutos, e eram
acompanhadas de um ajudante com um bastéo, cuja funcdo era estimular o voo dos

mosquitos batendo nas superficies.

Figura 4 - Os sete locais de aspiragéo no mapa da cidade de Porecatu,PR.
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Tabela 1 - Divisdo dos grupos dos locais e quantidade de coletas em cada local.

LOCAL Quantidade de coletas
UBS - V. Iguacu 4

Grupo 1l UBS - Miguelito 4
UBS - 3 Conjuntos 4

Ponto 1 5

Grupo 2 Cre}c_he L
Patio 4

5

UBS - Endemias

Figura 5 - Aspirador de Nasci modificado, ferramenta utilizada para a captura de mosquitos

adultos.

Fonte: o proprio autor.

3.3 Armazenamento e identificagdo dos mosquitos
ApoOs a coleta os mosquitos foram armazenados em caixa de isopor,

com gelo reutilizavel e uma cama de algoddo embebida de agua e levados para o
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Laboratério de Entomologia Geral e Médica, na Universidade Estadual de Londrina
(UEL), e foram armazenados por 10 minutos em freezer a uma temperatura média de
-5°C a fim de cessarem 0s movimentos para facilitar a triagem e identificagao.
Posteriormente, foram armazenados em microtubos, separados e etiquetados de
acordo com o local de coleta, sexo e espécies. Em seguida, os individuos foram
armazenados em freezer a uma temperatura de -80° C, a fim de preservar seu material

genético para a andlise viral (Figura 6).

Figura 6 — Freezer -80°C utilizado para armazenar os mosquitos adultos com o intuito de preservar

seu material genético.

Fonte: O proprio autor.

3.4 Analise viral

A pesquisa viral foi realizada no Laboratério de Morfologia e Fisiologia
de Culicidae e Chironomidae (LAMFIC), na Universidade Federal do Parana (UFPR),
em Curitiba. Para a extracdo do RNA viral foi utilizado o kit: QlAamp Viral RNA -
Qiagen, seguindo as instrucdes do fabricante. Apds a extracdo, a técnica realizada foi
o PCR em tempo real (reacdo em cadeia de polimerase) e para a deteccéo dos virus
da dengue, zika e chikungunya, foi utilizado o Kit Multiplex Zika, dengue e chikungunya
(lote 32100093).



16

Resumidamente, os mosquitos foram separados em oito grupos com
apenas Ae. aegypti fémeas. Elas foram maceradas com pistilos em tubos de
centrifugacdo de 1,5 mL, com 140 uL de tampdéo-fosfato salino (SBS). Apds, o
macerado foi centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. Posteriormente foi retirado
140 uL do sobrenadante e seguiu-se as proximas etapas da instrucao.

Com a utilizacdo do NanoDrop 2000 foram feitos os testes de
espectrometria para verificar a qualidade e quantidade do RNA das amostras. Foi
utilizado 10 uL de RNA extraido para avaliar a presenca ou auséncia dos arbovirus.
Para os testes relacionados aos virus DENV e CHIKV, sao feitos a partir de uma
mesma reacdo, porém a visualizacdo dos resultados da PCR em tempo real,
aparecem em comprimentos de ondas diferentes, sendo 520nm utilizando fluoréforo
FAM para DENV positiva (cor verde no resultado) e 550nm utilizando fluoréforo
JOE/VIC para CHIKYV positiva (cor amarela). Para o teste com relacdo ao ZIKV, foi
realizada outra reacdo, onde seu resultado se da pelo comprimento de onda de
550nm, com fluor6foro ROX/TEXAS RED (cor laranja no resultado). Para a
visualizagao do resultado PCR em tempo real, utilizou-se o termociclador Rotor-Gene

O - Qiagen, com um controle positivo e um negativo.

3.5 Anélise estatistica

Foi realizado um agrupamento dos dados em dias de coleta, sendo
duas mensais, com a intencdo de comparar se houve variancia entre os meses. Para
analisar se os dados dos adultos capturados eram normais (p>0,05) ou ndo-normais
(p<0,05), foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk e, apds, analisado a variancia, sendo
usado o teste ANOVA-1, caso as amostras se classifiguem como normal, ou entdo o
teste de Kruskall-Wallis, caso as amostras fossem sem normalidade.

Além disto, os dados de individuos adultos também foram agrupados
mensalmente e feito uma apuracdo dos dados meteorologicos possiveis, fazendo
entdo um outro teste de Shapiro-Wilk, e entdo, caso os dados fossem parameétricos
seria utilizado um teste de correlacdo de Pearson, enquanto caso fossem néao
paramétricos, seria utilizado um teste de correlagdo de Spearman. Neste ultimo teste,
além dos dados de precipitacdo mensal do més em questdo, também foi utilizado os
altimos 14 dias do més anterior, levando em conta o ciclo de vida dos mosquitos.

Todos os testes foram realizados utilizando o R Studio (versao 4.3.3.).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo amostral, foi coletado um total de 161 culicideos
adultos, sendo 77 da espécie Ae aegypti (47,82%), e 84 do género Culex (52,17%).
Com relacédo aos individuos pertencentes a espécie Ae aegypti, 41 eram machos
(53,24%) e 36 fémeas (46,75%), enquanto do género Culex 46 machos (54,76%) e 38
fémeas (45,23%). Observa-se que no local “patio” foi capturado mais individuos
guando comparado a outras regides, enquanto na UBS — 3 conjuntos ndo foram

coletados nenhum organismo (tabela 2).

Tabela 2 — Culicideos coletados em Porecatu, com auxilio de aspirador de Nasci, de novembro de

2023 a 01 de margo de 2024.

Ae. aegypti Culex sp. 0
Local Macho Femea ” Macho Femea %
Ponto 1 4 4 10,39 3 2 5,95
Creche 2 - 2,6 - 1 1,2
Patio 20 19 50,64 32 27 70,23
UBS- Endemias 8 11 24,67 4 4 9,52
UBS- Miguelito 4 1 6,5 3 2 5,95
UBS- Vilalguagu 3 1 5,19 4 2 7,14
UBS- 3 Conjuntos - - 0 - - 0
41 36 100 46 38 100
TOTAL 61

A presenca do mosquito Culex spp. nos locais de coleta indica que ali
estdo presentes seus criadouros, que geralmente sdo agua estagnada e poluida,
podendo ser fossas, esgotos etc. E necessario aten¢do com relacio a este género,
especialmente a espécie Cx. quinquefasciatus, pois além de ser o transmissor de
filariose linfatica no Brasil, pode também ser o vetor dos virus Oropouche, Mayaro e
Rocio. Outro fator importante relacionado ao género Culex spp. se da com seu grande
incdbmodo devido tanto a pratica hematofagica quanto o barulho de suas asas no
periodo noturno, indicando uma ma qualidade urbana. (Farajollahi et al. 2011; Guedes
et al., 2017).
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O Patio foi o local de maior captura de individuos adultos, de ambas
as especies. A principal funcéo do Patio é ser um estacionamento, possuindo trafego
de pessoas diariamente, porém também h& um local de descartes de pneus, assim
gerando muitos criadouros para 0os mosquitos (figura 7).

Figura 7 - Pneus deixados no Patio, gerando muitos criadouros para 0s mosquitos.

Fonte: O proprio autor.

A maioria das coletas na UBS — 3 conjuntos foram impossibilitadas
em todos seus comodos, pois alguns estavam trancados ou em utilizacdo. Somado a

isso, assim como as outras UBS’s, em muitos comodos havia um ar-condicionado
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ligado, o que pode ter influenciado na auséncia dos mosquitos. Porém, os mosquitos
coletados nestes locais se tornam um dado importantissimo, pois em unidades de
saude ocorre uma grande circulacdo de pessoas com a saude debilitada, e a presenca
destes vetores pode indicar mais um possivel risco a populagéo.

Para realizar as analises estatisticas com a intencdo de comparar 0s
adultos coletados mensalmente, os dados foram agrupados por dias de coletas,
considerando apenas o numero de individuos (tabela 3). Ao realizar o teste Shapiro-
Wilk, foi constatado o valor de p=0.09605, sendo entdo dados paramétricos. Para o
teste ANOVA a nivel 5% de confianca, ndo houve diferenca significativa (F= 0,293 e
p=0,869).

Tabela 3 — Dados agrupados por dias de coletas para realizar os testes estatisticos (foram

invertidos para melhor visualizaco).

Periodo
NOV NOV DEZ DEZ JAN JAN FEV FEV MAR
N° de individuos 14 14 53 9 31 2 22 3 13

Seguindo os dados coletados, observou-se que nos meses de
dezembro e janeiro foram capturados mais mosquitos, enquanto marco e fevereiro foi

0 més com menos individuos capturados (gréafico 1).

Grafico 1 — Numero de mosquitos adultos coletados em cada més no periodo amostral.
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Para a obtencdo dos dados meteorologicos, utilizou-se o Infodengue
(2024) com os dados de temperatura e 0 SEMA (2024) para os dados de precipitacao.
Durante os meses de coleta, a temperatura média observada foi de 25,97°C, enquanto

a temperatura maxima observada foi de 31°C, e a temperatura minima foi de 21°C.

No periodo amostral da coleta, observou-se pouca variacdo média de
temperatura, sendo que o més com maior temperatura meédia foi margo, enquanto o

com a menor foi janeiro (tabela 4).

Tabela 4 — Temperatura média e n° de individuos em cada més no periodo amostral.

PERIODO TEMPERATURA MEDIA N°INDIVIDUOS

NOV 26.2 28
DEZ 26.23 62
JAN 25.26 33
FEV 25.89 25
MAR 26.31 13

Como as coletas foram finalizadas no dia 01 de marco de 2024, o
baixo nimero de individuos neste més pode se justificar por ter sido realizada apenas

uma coleta.

Com relacao a precipitacao pluviométrica, considerando os valores de
14 dias antes da primeira coleta, e os 14 dias antes da ultima coleta, teve um total de

392,1 mm, com a maxima neste periodo sendo de 53mm.

Para o teste de Shapiro-Wilk com os dados de pluviosidade e
temperatura, o resultado foi de normalidade para ambos. O resultado do teste de
correlacdo de Pearson para pluviosidade e numero de individuos foi de r= 0.0278 e
para a temperatura e numero de individuos foi de r= 0.0083, indicando assim uma
relacdo fraca entre as duas variaveis. No grafico abaixo € possivel observar os dados
de temperatura, precipitacdo e individuos (figura 8). Estes resultados podem se dar
por razdo do baixo numero de individuos coletados e o pouco tempo de periodo

amostral.



Figura 8 — Dados de temperatura, precipitagéo e individuos durante o periodo amostral
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Como resultado da analise, nenhum virus foi encontrado nos 8 pools

de Ae. aegypti fémeas (figuras 8 a 10). As analises foram confirmadas por meio dos

controles positivos.

Figura 9 — Curva de amplificagdo em tempo real de RNA viral extraido de fémeas de Aedes

aegypti com o controle positivo para Dengue.
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Figura 10 — Curva de amplificagido em tempo real de RNA viral extraido de fémeas de Aedes

aegypti com o controle positivo para Chikungunya.
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Figura 11 — Curva de amplificagdo em tempo real de RNA viral extraido de fémeas de Aedes aegypti

com o controle positivo para Zika.

ZIKV
0.8-
0.6 -
o
=]
=
o
E0.4
(=]
=
0.2 —————==
e ————————
0.0 Lo et =
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Com relagdo a analise viral, do inicio das coletas até a semana

epidemiologica (SE) 9 (25 de fevereiro de 2024), Porecatu apresentou um alerta

amarelo, onde ha condi¢des favoraveis para a reproducdo do mosquito, porém nao

h& circulacéo viral significativa (Infodengue, 2024). A baixa circulacéo viral, somado

ao numero reduzido de amostras obtidas pode justificar este resultado

A baixa deteccdo viral pode ser evidenciada em outros trabalhos.

Lourenco-de-Oliveira et al. (2002) capturaram mais de 2 mil individuos na cidade de



23

Nova lguacu (Rio de Janeiro) e obtiveram DENV-3 em trés pools de nove fémeas de
Ae. aegypti. Gu et al. (2004), conclui que a chance de deteccao viral em 700 mosquitos
é de 0,5, e para conseguir uma alta probabilidade de detec¢do (mais de 0,8) sédo

necessarios mais de 1600 individuos.

Ainda de acordo com o Infodengue (2024), no periodo amostral houve
apenas 1 caso de Chikungunya, em 4 de fevereiro de 2024, enquanto para 0 virus

ZIKV, nao houve nenhum ndimero de casos.

5. CONCLUSAO

Mesmo com a auséncia viral nas amostras, foram dois vetores
importantes em locais com grande circulagdo de pessoas, 0 que torna relevante a
continua vigilancia viral, principalmente em unidades basicas de saude, a fim de

preservar a integridade populacional e melhorar a qualidade de vida dos habitantes.

A presenca do mosquito Culex sp. pode indicar uma ma qualidade
urbana, visto que utiliza locais com grande matéria organica para oviposicdo, como
fossas, e ainda causa um grande incomodo na populacdo com seu barulho e

hematofagia.

Conclui-se ainda que as metodologias deste trabalho sdo uma
importante ferramenta de acdo para alinhar juntamente ao Plano Nacional de

Combate a Dengue, aumentando a qualidade de vida da populagéo.

E necessario realizar um trabalho com um periodo amostral maior a
fim de obter dados, tanto meteorologicos quanto dos individuos mais robustos e assim

ter resultados com maior precisao.
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