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RESUMO

A espécie Aedes aegypti € o principal transmissor de arbovirus no Brasil. A temperatura
exerce influéncia direta em seu desenvolvimento. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar
o desenvolvimento das fases imaturas (ovo, larva e pupa) de 4e. aegypti sob temperatura de 9°C
de populagdes provenientes dos municipios de Curitiba (CWB) e Foz do Iguacu (FOI), Estado do
Parana, Brasil. Para a execugdo dos experimentos, foram coletados espécimes de Ae. aegypti por
meio de ovitrampa no periodo do verdao em ambas as cidades, e utilizada a geragao F1. Para o
experimento 1 (EXP1) (ovo a adulto), um pool de 50 ovos foi submetido a 5, 10 a 15 e 20 dias
em temperatura de 9°C e URA de 70%- 80% (tratamento), e na sequéncia transferidos para a
temperatura de 27°C-28°C e URA de 70%-80% (pos tratamento). Foi registrado no controle,
tratamento e pds tratamento: 1) o tempo inicial de eclosdo das larvas (L1); i1) o nimero total de
larvas (L1 a L4), pupas e adultos. Para o experimento 2 (EXP2), larvas L1 e pupa (de forma
independente), foram submetidas a temperatura de 9°C e URA de 70%- 80%. Foi registrado no
controle e tratamento: i) o tempo de desenvolvimento de larva a adulto e ii) o tempo de
desenvolvimento de pupa a adulto. Para ambos os experimentos, o controle teve temperatura de
27°C-28°C e URA de 70%-80. Nao houve eclosao de larva (L1) na temperatura de 9°C para
ambas as populagdes estudadas, somente apds serem transferidos os ovos para a temperatura de
27°C-28°C. Foi observada eclosdo de larvas provenientes do 5°, 10° a 14° dias, sendo 31,6%,
4,4%, 10,8%, 2,8%, 0,8% e 3,6%, respectivamente. No controle o percentual de eclosdo foi de
62,8%. Para a populacdo de FOI, obteve-se um nimero superior de eclosdo de larvas L1, pos o
tratamento para TS5 (48%) em relag@o ao controle (34%). Para os tratamentos (10 a 15 e 20 dias),
houve eclosdo, mas foram inferiores ao controle (34%). Nao foi obtida larvas L1 na temperatura
de 9°C, somente apos 14 dias (CWB), e 15 dias (FOI) em condig¢des ideais. Em relacao ao EXP2,
para as populacdes de CWB e FOI, as larvas desenvolveram até L2, com viabilidade de dois e
seis dias, respectivamente, sob temperatura de 9°C. As pupas provenientes da populacdo de CWB
se mantiveram vivas até 15 dias, e de FOI, 13 dias. Os resultados aqui apresentados confirmam
que a temperatura de 9°C influenciou de forma direta no desenvolvimento de Ae. aegypti.
Contudo, cada populagao apresentou uma reposta diferenciada, apos serem expostas as condigdes
ideais. Este trabalho foi o primeiro verificar a exigéncia térmica de formas imaturas de populagdes
de Ae. aegypti provenientes da regido Sul. Dada a importancia epidemioldgica de Ae. aegypti,
investigacdes sobre o seu desenvolvimento em condigdes ambientais que refletem a realidade das
cidades brasileiras, sdo de suma importancia para a ado¢ao de medidas de controle e compreensao

da dinamica das arboviroses.



Palavras-chave: Limite térmico; Aedes; Quiescéncia; Embriogénese; Controle de vetores.



ABSTRACT
The species Aedes aegypti is the main arbovirus transmitter in Brazil. The temperature exerts

a direct influence on its development. Thus, the objective of this study was to evaluate the
development of the immature stages (egg, larva and pupa) of de. aegypti under a temperature of
9°C from populations from the municipalities of Curitiba (CWB) and Foz do Iguagu (FOI), State
of Parand, Brazil. For the execution of the experiments, specimens of Ae. aegypti through ovitrap
in the summer period in both cities, and the F1 generation was used. For experiment 1 (EXP1)
(egg to adult), a pool of 50 eggs was subjected to 5, 10 to 15 and 20 days at a temperature of 9°C
and 70%-80% RH (treatment), and subsequently transferred to the temperature of 27°C-28°C and
RH of 70%-80% (post treatment). It was registered in the control, treatment and post treatment: 1)
the initial hatching time of the larvae (L1); i1) the total number of larvae (L1 to L4), pupae and
adults. For experiment 2 (EXP2), L1 larvae and pupa (independently) were submitted to a
temperature of 9°C and 70%-80% RH. It was registered in the control and treatment: 1) the time of
development from larva to adult and ii) the time of development from pupa to adult. For both
experiments, the control temperature was 27°C-28°C and 70%-80 RH. There was no larval
hatching (L1) at a temperature of 9°C for both populations studied, only after the eggs were
transferred to a temperature of 27°C-28°C. Hatching of larvae from the 5th, 10th and 14th days
was observed, being 31.6%, 4.4%, 10.8%, 2.8%, 0.8% and 3.6%, respectively. In the control, the
hatching percentage was 62.8%. For the FOI population, a higher number of hatching larvae L1
was obtained, after treatment for T5 (48%) compared to the control (34%). For the treatments (10
to 15 and 20 days), there was hatching, but they were lower than the control (34%). L1 larvae were
not obtained at a temperature of 9°C, only after 14 days (CWB) and 15 days (FOI) under ideal
conditions. Regarding EXP2, for the populations of CWB and FOI, the larvae developed up to L2,
with viability of two and six days, respectively, under a temperature of 9°C. Pupae from the CWB
population remained alive for up to 15 days, and from FOI, 13 days. The results presented here
confirm that the temperature of 9°C directly influenced the development of Ae. aegypti. However,
each population presented a different response after being exposed to ideal conditions. This work
was the first to verify the thermal requirement of immature forms of populations of de. aegypti
from the southern region. Given the epidemiological importance of Ae. aegypti, investigations on
its development in environmental conditions that reflect the reality of Brazilian cities, are of
paramount importance for the adoption of control measures and understanding of the dynamics of
arboviruses.

Keywords:Thermal limit; 4dedes; Quiescence; Embryogenesis; Vector control.



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8
Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

LISTA DE FIGURAS

Ciclo biologico dO Ae. AeGYPLi........oeeeeeeeeiieeiieeieeeieeeee e 22
Mapa da localizagao da cidade de Curitiba..........cccceeveevrirencrieennennns 28
Mapa da localizagdo da cidade de Foz do Iguagu.........c.cccuveevneeennnenn. 29
Ovitrampas expostas nos pontos de coletas em Curitiba..................... 31

Sequéncia utilizada para obtencdo dos adultos de Ae. aegypti a partir
das armadilhas de OVIPOSIGAOD.........eeeruvieriieeriieeiie e e eevee e 32

Recipientes usados para os experimentos das formas imaturas de Ae.

QYT ettt ettt et st 34
Esquema do experimento de exigéncia térmica para ovos de Ae.
12324 7 SRR RTRPR 34
Experimento de exigéncia térmicas para larvas de Ae. aegypti......... 36

Valores referente ao tempo em dias para o aparecimento de cada
estadio de vida de Ae. aegypti coletados em Curitiba (CWB), Parana
apods a temperatura de 9°C (tratamento) em temperatura de 27°-28°C
(pOs tratamento € CONLIOLE).......c.eevuieeiieriieniieeieeie e 39

Valores referente ao tempo em dias para o aparecimento de cada
estddio de vida de Ae. aegypti coletados em Foz do Iguacu (FOI),
Parana apos a temperatura de 9°C (tratamento) em temperatura de 27°-

28°C (pOs tratamento € CONLIOlE)......coueevueerieeriieiiieiie e 41
Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae. aegypti do
mMunicipio de Curitiba.........cc.eevvieeiiieeiieeeecee e 45

Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae. aegypti do

mMunicipio de Curitiba.........ccocecvieeiiieeiiiececce e 46
Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae. aegypti do

MUNICipio de CUritiba.........cooouieiuieiiiiiiieieeceee e 47

Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae. aegypti do

MUNICipio de CUritiba.........oocovieiiieiiiiiieieeceee e 48



Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Sequencias de ovos dos tratamentos da populacdo de Ae.
municipio de Foz do Iguagu..........ccecvveviieeniieinieeiiee,
Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae.
municipio de Foz do Iguagu..........ccccvveviiieniieiciieciee
Sequencias de ovos dos tratamentos da populacdo de Ae.
municipio de Foz do Iguagu..........coceveiiniininiiniiiee
Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae.
municipio de Foz do Iguagu...........ccccoiiiiiiniiiiin,
Sequencias de ovos dos tratamentos da populacdo de Ae.
municipio de Foz do [guagu..........coceeveiiiniininiinicicne

Sequencias de ovos dos tratamentos da populagdo de Ae.
municipio de Foz do Iguagu..........cccevvvvevieniieciiiieiee,

aegypti do



LISTA DE TABELAS

Taxa de eclosdo de larvas (L1) de populagdes de Ae. aegypti da populagao
de Curitiba (CWB) em temperatura de 27°C-28°C.........ccceevvvevverriennrnne. 38

Taxa de eclosdo de larvas (L1) de populacdes de Ae. aegypti da populagao
de Foz do Iguagu (FOI) em temperatura de 27°C-28°C.......ccccceveeveennne 40

Taxa de sobrevivéncia de larvas (L1) de populacdes de Ae. aegypti da
populagdo de Curitiba (CWB) em temperatura de 9°C..........cccevvenneennen. 42

Taxa de sobrevivéncia de larvas (L1) de populacdes de Ae. aegypti da
populagdo de Foz do Iguacu (FOI) em temperatura de 9°C....................... 43

Taxa de sobrevivéncia de pupas de populagdes de Ae. aegypti da populagao
de Curitiba (CWB) em temperatura de 9°C............coooveeeiiieecieeeiieeenee e, 43

Taxa de sobrevivéncia de pupas de populagdes de Ae. aegypti da populacao
de Foz do Iguagu (FOI) em temperatura de 9°C..........c.ccoovveecrveerieeennnn. 44



ABREVIATURAS OU SIGLAS

CWB- Curitiba

Cfa Clima Temperado Umido com Verdo Quente
Cfb- Clima Temperado Umido com Verdo Temperado
FOI- Foz do Iguagu

IIP- indice de Infestagdo Predial

URA- Umidade Relativa do Ar

C/R- Claro e escuro

TMinMax- Temperatura minima maxima

TMedMin-Temperatura média minima



SUMARIO

INErOAUGAOD. ...eiiieiieiee ettt et 17
JUSHHFICATIVAL ..o 18
ODJEEIVOS. ..t euteeiie et ette et et e ete et et eete e st e enbeeseeeabeeseessseenseessneenseaans 20
ODbJEtiVO GTAL....cuviiiiieiiiieiieiie ettt 20
ODbjJetivVOs ESPECTIICOS. . .ieiuiieniieriiieiieriie ettt 20
Revisao BiblIografica.........coceeviiiiiieniiiiiieieceeeece e 21
O vetor Aedes (StegOmMYia) ACYPLi........cccueeeeeeeecieeeiieeeieeeieeeeieeenns 21
Estrutura dos ovos € @ embriogenese. ........cccvveereveeerieerrereeniieeereeennes 22
Dorméncia embriondria (Diapausa e Quiescéncia).........ccceeeeeeeeennne. 24

Exigéncia térmica de Ae. aegypti e padrao climatolégico do Parana..25

MEtOdOIOZIA......uieiiieiieiiecieeeeee et 28
Area do EStUAO.........ooovoieeieeeeeeeeeeee e 28
Estabelecimento de colonias de Ae. aegypti..........ccceveeecvveeecveeeenenennne. 31
Experimento de exigéncias térmicas de Ae. aegypti........ccccceuveeeuvenne. 32
EXPerimento 1.......ccoeeoiiiiiiiieiieceeee e e 33
Exigéncia térmica para os ovos a adulto de 4e. aegypifi....................... 33
Protocolo de Trips e andlise dos ovos de Ae. aegypti...........ccccueeuee.e. 35
EXPEIIMENtO 2...cuviiiiiiiiiiiiieieeciie ettt sve et ens 35

Exigéncia térmica de larvas a adulto, e pupa a adulto de de. aegypti..35

Andlise de Resultados.........cccueeiiiriiiiiiiniieiiieiceece e 37
ReESUIAAOS. ..ot 38
Eclosdo das larvas e desenvolvimento para pupas de Ae. aegypti........ 38

Experimento 2 de exigéncia térmica das larvas e pupas de Ae. aegypti..41

Analise dos ovos de Ae. aegypti pelo protocolo de Trips............cc........ 45
DISCUSSAO. ..ottt st et 55
Conclusao Final.........coooiiiiiiiiii e 59
Referéncias Bibliograficas..........ccceevvvieiiieeiiieeiiecie e 60



1. Introducao

O Aedes (Stegomyia) aegypti (L.) € o principal transmissor dos virus dengue (DENV),
chikungunya (CHIKV), Zika virus (ZIKV) e febre amarela (YFV) no Brasil e no mundo
(MCMENIMAN et al. 2010; CHOI et al. 2013; JIA et al. 2017, KRAMER et al. 2021). Este
mosquito tem sua distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, o qual tem comportamento
sinantrépico, antropofilico e endofilico (PEREZ et al. 2012; OLIVA et al. 2018; KRAMER et al.
2021).

Estudos mostram que diversos fatores ambientais influenciam de forma direta e indireta
sobre o desenvolvimento e o habito do Ae. aegypti (HANSON et al., 1993; HANSON et al., 1994;
BROWN et al., 2014). Dentre os fatores ambientais, a temperatura ¢ a que mais exerce influéncia
sobre o desenvolvimento desse mosquito (BHATT et al., 2013; FISCHER et al., 2019; WHO., 2020).

A temperatura pode ter influéncia positiva e negativa sobre a reproducgdo e sobrevivéncia
de Ae. aegypti, podendo interferir no tempo de vida dos adultos e desenvolvimento dos estadios
larvais. Quando expostos as temperaturas ideias, € observado o aumento da densidade populacional
de forma positiva, contribuindo assim, com surtos e epidemias de dengue (JIA et al., 2016; TREWIN
et al., 2019; FOUQUE et al., 2019; TIPPELT et al., 2020; MENSCH et al., 2021; KRAMER et al.,
2021). Contudo, quando as fémeas de Ae. aegypti sdo expostas as temperaturas baixas, seu
metabolismo ¢ reduzido para ndo haver gasto de energia, tendo assim alguns processos fisiologicos
reduzidos, como ¢ o caso da fecundidade e reproducdo (BESSERA et al., 2006). Neste contexto,
dependendo das condi¢des climaticas nao favoraveis ao seu desenvolvimento, os mosquitos
apresentam estratégias para sua sobrevivéncia e permanéncia na natureza (TAUBER et al., 1986;
FISCHR, et al., 2019).

Diferentes estratégias de sobrevivéncia sdo descritas na literatura, as quais estdo
relacionadas a dorméncia embrionaria (LACUOR et al., 2015; POELCHAU et al., 2014; FISCHER
etal.,2019; DENLINGER et al., 2014). A dorméncia embrionaria ¢ um mecanismo, o qual se define
por ser um processo fisiologico caracterizado pela pausa do desenvolvimento ou cessacdo da
atividade metabdlica, podendo ser dividida em diapausa e quiescéncia (GRATZ., 2004;
DENLINGER et al., 2014; DEBLAUWE et al., 2015; DINIZ et al., 2018).

A diapausa ¢ um processo considerado mais complexo, o qual depende de mecanismos
genéticos para ser iniciado, esse mecanismo de sobrevivéncia ¢ desencadeado por fatores externos,
como variacao de fotoperiodo, exclusivamente a falta de luz (URBASKI et al., 2010; POELCHAU
et al., 2013; DENGLINGER et al., 2014; BATZ et al., 2017/2018/ 2019; DINIZ et al., 2018). Desta
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forma, o embrido entra em um intervalo profundo no seu desenvolvimento até o ambiente apresentar
condicdes favoraveis para o seu restabelecimento (LOUNIBOS et al., 2011; ALENCAR etal., 2014;
HUANG et al., 2015).

A quiescéncia ¢ outro mecanismo muito utilizado pelos mosquitos, principalmente pela
espécie Ae. aegypti. Esse processo ¢ considerado como dorméncia ndo programada geneticamente,
e ¢ desencadeada por fatores externos, como temperatura e umidade, onde o embrido ird diminuir
seu metabolismo e a larva s6 ird eclodir quando o ambiente apresentar condi¢des favoraveis (SILVA
& SILVA. 1999; OLIVA etal., 2018; DINIZ et al., 2018). Sendo assim, ¢ observado que as variaveis
climéaticas determinam a distribuigdo e estabelecimento de Ae. aegypti (BESSERA et al., 2006; JIA
et al. 2016; TREWIN et al., 2019; FOUQUE et al., 2019; MENSCH et al., 2021; KRAMER et al.,
2021).

Diante disso, a elucida¢do sobre a influéncia das variaveis climaticas, em especial da
temperatura sobre o desenvolvimento de diferentes populagdes dessa espécie, ¢ de suma importancia
para a ado¢cdo de medidas de controle e compreensdo dos seus mecanismos e/ou estratégias de

sobrevivéncia.
1.1 Justificativa

Os casos de DENV, CHIKYV e ZIKV vém aumentando a cada ano no Brasil (BARROSO et
al., 2020; MISTRO et al., 2021). O indice de infestacdo de Ae. aegypti pode modular de forma direta
o numero de casos dessas arboviroses, ja que, a principal forma de transmissao dos arbovirus no
Brasil e o no Mundo ¢ por meio da picada da fémea dessa espécie (GRARD et al., 2014).

Segundo dados da Secretaria da Satide do Estado do Parana (SESA), o Estado teve em
média 1,8% Indice de Infestagio Predial (IIP) de Ae. aegypti entre o periodo de junho a julho de
2022. Os fatores climaticos (temperatura, umidade e precipitagdo) estdo diretamente relacionados
aos I[P, uma vez que podem influenciar de forma positiva e/ou negativa na distribuicdo e
sobrevivéncia do vetor, como também na sua competéncia vetorial.

O Estado do Parand, ¢ divido em trés planaltos. Cada planalto, apresenta caracteristicas
geoldgicas e climatologicas distintas. A capital paranaense ¢ considerada a capital mais fria do Brasil
pelo Sistema Meteoroldgico do Parana (SIMEPAR), esta localizada no primeiro planalto e segundo
a classificacao do clima por K&ppen (1901), em que, diz que a vegetagdo natural do local ¢ a melhor
forma de expressar o clima da regido, possui clima Cfb (Clima Temperado Umido com Verdo
Temperado), no qual, retrata temperatura média minima mensal nos meses de inverno de 6°C e média

mensal de umidade relativa do ar (URA) de 60% (SIMEPAR,2022). Segundo dados da SESA o IIP
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foi de 0,9% do municipio de Curitiba entre o periodo de junho a julho de 2022, o que caracteriza o
municipio como infestado de acordo com o Oficio n° 355/2021/CGARB/DEIDT/SVS/MS, de 13 de
setembro de 2021 (Anexo 1) “Informa que confirmada a presenga de Aedes aegypti no municipio,
seja por meio de pesquisa entomologica e/ou registros de casos autoctones, o municipio deve ser
automaticamente considerado infestado”.

O municipio de Foz do Iguacu, ¢ localizado no terceiro planalto, segundo a classificagao
do clima por Koppen (1901), com clima Cfa (Clima Temperado Umido com Verdo Quente)
prevalente, e ¢ considerado um clima favoravel para o vetor, com temperatura e umidade elevadas,
0 que contribui para atual situagdo de infestagdo. A regido no periodo de junho a julho de 2022 teve
IIP de 4,2 %, sendo mais do que o dobro do Estado, o que contribui para a circulacao e transmissao
do DENV na regido.

Estudos conduzidos por Gabriel e colaboradores (2018), Ajuz e colaboradores (2018) e
Kramer e colaboradores (2020) demonstram como o mosquito 4e. aegypti exibe exigéncia térmica
diferente dependendo da regido, variaveis climaticas locais e a populacdo do mosquito. No estudo
de Gabriel e colaboradores (2018) a taxa de eclosdo das larvas aumentou apds exposicdo dos
mosquitos em temperatura alta. Oposto a isto, nos trabalhos Ajuz e colaboradores (2018) e Kramer
e colaboradores (2020) os quais submeteram populagdes de Ae. aegypti em temperaturas baixas, as
mesmas do inverno da regido, obtiveram uma taxa de eclosdo estavel. Esse fendmeno destaca como
a temperatura afeta diretamente o ciclo de vida do mosquito.

Sendo assim, diante de cidades com perfis climaticos tdo distintos, mas geograficamente na
mesma latitude tém em comum, a presenca do Ae. aegypti e a circulagao do virus DENV, objetivou-
se nesse trabalho avaliar como as fases imaturas (ovo, larva e pupa) das populacdes de Ae. aegypti
provenientes de Curitiba e Foz do Iguacu se comportam sob a mediana da temperatura minima de
9°C obtida em ambos os municipios nos ultimos cinco anos.

Espera-se contribuir para a compreensao do desenvolvimento de diferentes populagdes de
Ae. aegypti frente a influéncia da temperatura minima observada nas cidades alvos desse estudo,

assim como avaliar sua plasticidade térmica e estratégia de sobrevivéncia.
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2. Objetivos
2.1 Geral

- Avaliar a exigéncia térmica no desenvolvimento das fases imaturas (ovo, larva e pupa) de
Aedes aegypti sob temperatura de 9°C de populacdes provenientes dos municipios de Curitiba e Foz

do Iguagu, Estado do Parana, Brasil.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o tempo de inicio de eclosdo das larvas (L1) no 5°,10° 11°, 12°, 13°, 14°, 15° e 20°
dias de Ae. aegypti sob 9°C e URA de 70%-80% (tratamento) e sob 27°C-28°C e URA de 70%- 80%
(pos tratamento).

- Descrever o nimero total de larvas, pupas e adultos no 5°,10°, 11°, 12°, 13°, 14°, 15° ¢ 20°
dias de Ae. aegypti sob 9°C e URA de 70%-80% (tratamento) e sob 27°C-28°C e URA de 70%- 80%
(pos tratamento).

- Avaliar o desenvolvimento das larvas L1 a adulto de Ae. aegypti sob estresse térmico de

9°C e URA de 70%-80%.

- Auvaliar o desenvolvimento de pupa a adulto de Ae. aegypti sob estresse térmico de 9°C e

URA de 70%-80%.
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3. Revisao de Literatura

3.1 O vetor Aedes (Stegomyia) aegypti

O mosquito Ae. aegypti foi introduzido no Brasil nos séculos XVI e de XIX, por meio da
entrada de pessoas oriundas da Africa para serem escravizadas (COSTA et al., 2010; BROWN et
al., 2014; KRAEMER et al., 2015). Este mosquito pertence a ordem Diptera, familia Culicidae, com
distribui¢do em regides tropicais e subtropicais, podendo ser encontrado na Europa, Africa, nas
Américas e algumas regides da Asia (LACUOR et al., 2015; DEBLAUWE et al., 2015; JIA et al.,
2016; KREB et al., 2016; PEREZ et al., 2012; OLIVA et al., 2018; KRAMER et al., 2021). No
Brasil, ¢ o principal transmissor dos arbovirus da dengue (DENV) chikungunya (CHIKYV), Zika
virus (ZIKV) e febre amarela (YFV) (MCMENIMAN et al., 2010; CHOI et al., 2013; JIA et al.,
2017; KRAMER et al., 2021).

Os adultos, machos e fémeas, apresentam morfologia externa de coloragdo castanho escuro,
com manchas brancas pelo corpo e um desenho em formato de “lira” em seu térax (CONSOLI &
OLIVEIRA., 1994; NATAL et al., 2002; BESSERA et al.,, 2010). Os alados apresentam
comportamento sinantropico e endofilico, os quais podem ser encontrados em regides urbanas e
semi-urbanas com constante fluxo de pessoas (CHRISTOPHERS et al., 1960; CROVELLO &
HACKER., 1972; PEREZ et al., 2012; OLIVA et al., 2018; KRAMER et al., 2021).

Quando adultos, machos e fémeas se alimentam de solu¢do agucarada (laboratério) e néctar
na natureza (YAN et al., 2021). No entanto, as fémeas, apos copularem com os machos, irdo em
busca de alimentacdo sanguinea, pois necessitam das proteinas contidas no sangue para a maturagao
de seus ovos (NATAL et al., 2002; YAN et al., 2021). As fémeas da espécie Ae. aegypti depositam
seus ovos na parede de criadouros, estes podem ser naturais, artificiais ou ainda quaisquer detritos
solidos capazes de armazenar 4gua (PASSOS et al., 2022).

ApOs estes ovos serem depositados na parede dos criadouros e terem contato com a agua, as
larvas serdo estimuladas a eclodir. A larva passa por quatro fases (L1, L2, L3 e L4), as quais sao
extremamente ativas e se alimentam. O proximo estagio ¢ de pupa, as quais sdo ativas, mas nao se
alimentam. Nesta fase, ocorrera o desenvolvimento do adulto (machos ou fémeas) (PEREZ et al.,
2013; JIA et al., 2016). O ciclo bioldgico do ovo a adulto, em condic¢des de laboratdrio de 27°C e
URA entre 75%-80% pode e completar entre sete a dez dias (BESSERA et al., 2006; PADMNABHA
etal., 2011) (Fig.1).
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Fig. 1 Ciclo bioldgico do Ae. aegypti. a= oviposi¢do dos ovos;
b= eclosdo das larvas (L1; L2; L3 e L4); c= pupa e d=
emergéncia dos adultos (macho e fémea).

Fonte: Autor

No entanto, o ciclo biologico do Ae. aegypti pode sofrer influéncia de forma direta e/ou
indireta dos fatores climaticos (temperatura, umidade e fotoperiodo) e/ou socioambiental
(deslocamento do ser humano e desmatamento) (ZARA et al., 2016). Dentre estes fatores,
temperatura ¢ a que mais exerce influéncia sobre a o ciclo de vida desse mosquito, podendo
desencadear estratégias de sobrevivéncia, como € o caso da dorméncia embrionaria (BHATT et al.,
2013; FISCHER et al., 2019; WHO., 2020). A dorméncia embriondria ¢ dividida em, quiescéncia, a
qual ¢ utilizada pelo Ae. aegypti, e a diapausa, e ambas estratégias permitem que o mosquito
mantenha sua prole no ambiente em condi¢des nao favoraveis (HANSON et al., 1993, 1994; JIA et
al., 2016; TREWIN et al., 2019; TIPPELT et al., 2020; MENSCH et al., 2021; KRAMER et al.,
2021).

3.2 Estrutura dos ovos e a embriogénese
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Os ovos sao os principais meios de dispersao do Ae. aegypti. Morfologicamente, podem se
apresentar como alongados, simétricos, e de tamanho 0,4mm (CHRISTOPHERS, 1960, FIOCRUZ,
2022). Segundo Reinbold-Wasson e colaboradores (2021) as fémeas podem ovipor até 300 ovos por
dia. Por meio de comportamento caracteristico da espécie, chamado de oviposi¢ao em saltos, a fémea
ira depositar uma quantidade de ovos em diversos criadouros, o que aumenta a distribui¢do da
espécie no ambiente, e perpetuacao da espécie.

Os ovos, por serem o principal meio de dispersdo da espécie, retratam morfologia estrutural
bem organizada relacionada a sobrevivéncia, ao desenvolvimento e protecdo do embrido. Os ovos
de Ae. aegypti sao compostos por uma estrutura denominada cérion, que, por sua vez, pode ser
dividido entre exocdrion (parte mais externa) e endocorion (parte mais interna) (CHRISTOPHERS.,
1960; FARNESE et al., 2009; REZENDE et al., 2008). Ao serem ovipositados o exocorion serd a
primeira camada a ter contato com o meio externo. Essa camada se caracteriza por ser uma estrutura
bem delicada, em que tem uma coloragao transparente que, ao entrar em contato com oxigénio no
ambiente, ird mudar para uma coloragao mais escura (REZENDE et al., 2008; JACOBS et al., 2013).

No entanto, por mais que esta membrana seja delicada, os ovos do Ae. aegypti ainda podem
contar com a endocdrion, membrana mais densa e solida que faz parte nao somente da sua
morfologia externa, mas confere resisténcia (JACOBS et al., 2013; VARGAS et al., 2014). Esta
estrutura ¢ extremamente importante para a sobrevivéncia e viabilidade dos ovos em momentos ndo
favordveis, como, por exemplo, a falta de umidade, pois no interior da endocorion existe uma
membrana chamada serosa (CLEMENTS., 1992; REZENDE et al., 2008).

A serosa serd responsavel por secretar a cuticula serosa, formando assim uma terceira
membrana extraembrionaria, no qual permite que o ovo seja mais resistente a dessecacao. Essa
caracteristica se da pela sua composicao de quitina e lipidios que impede a perda de 4gua em seu
interior favorecendo assim a embriogénese (CLEMENTS., 1992; REZENDE et al., 2008; JACOBS
et al.,, 2013; VARGAS et al., 2014). Sabe-se que a embriogénese ¢ um processo de enorme
complexidade e requer diversos fatores para que ocorra com €xito e que ao final haja um embrido
vidvel formado; esse processo ¢ influenciado e também moldado por fatores climaticos, como
temperatura e umidade.

A embriogénese de Ae. aegypti tem inicio quando o espermatozoide do macho fecunda o
ovocito das fémeas. Esses ovocitos irdo passar pelo processo de clivagem, formagao do blastoderma,
em seguida temos a formagao das membranas extraembriondrias (endocorion e exocorion) e, por
fim, a geracdo do embrido e a diferenciagdo dos folhetos em oOrgdos propriamente ditos

(CHRISTOPHERS., 1960; FONSECA et al., 2012).
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Todo esse processo de embriogénese ird ocorrer por um periodo de 48 a 72 horas
(REZENDE et al., 2008). Entretanto, dependendo das condi¢des ambientais, esse processo pode ser
reduzido ou retardado, o que implicara diretamente no desenvolvimento das larvas, pupas e adultos

(TIPPELT et al., 2020; MENSCH et al., 2021; KRAMER et al., 2021).

33 Dorméncia embrionaria (Diapausa e Quiescéncia)

A dorméncia embriondria ¢ um mecanismo de sobrevivéncia que permite que o Ae. aegypti
e outros mosquitos passem por periodos criticos, ou seja, ambientes em condi¢des ndo favoraveis,
sem sofrerem tanto prejuizo (HANSON et al., 1993, 1994; JIA et al., 2016; TREWIN et al., 2019;
TIPPELT et al., 2020; MENSCH et al., 2021; KRAMER et al., 2021). Este mecanismo pode ser
dividido em diapausa e quiescéncia, ambas permitem que determinada espécie diminua ou retarde o
seu desenvolvimento em momentos nio favoraveis. Anteriormente Christophers (1960), Lourengo
de Oliveira (1994) e Silva & Silva e colaboradores (1998), acreditavam que esses dois eventos sao
desencadeados pelos mesmos fatores, entretanto, atualmente com os novos estudos, sabe-se que
estes mecanismos sao desencadeados por eventos diferentes (URBANSK et al., 2010; LOUNIBOS
etal., 2011; DENLINGER et al., 2014,2016; LAUCOR et al., 2015)

A diapausa € um mecanismo de sobrevivéncia muito utilizado pelos mosquitos, no entanto,
até o presente momento, ndo ha nenhum registro na literatura descrito para o Ae. aegypti
(DENLINGER et al., 2014). A diapausa permite que o mosquito entre em um intervalo/reducdo do
seu desenvolvimento em condigdes climaticas ndo favoraveis (URBANSK et al.,, 2010;
POELCHAU et al., 2013; DENGLINGER et al., 2014; BATZ et al., 2017;2018, 2019; DENIZ et
al., 2018). Segundo Fischer e colaboradores (2019) esta estratégia ¢ regulada por mecanismos
genéticos e induzidas pelo meio. O processo de diapausa tem inicio por meio da estimulagdo das
fémeas ou das pupas quando expostas as alteragdes de fotoperiodo (dias curtos e noites longas).
Somado as variagdes de queda da temperatura, queda da umidade e restricdo de alimento, fazem
com que a prole seja modulada geneticamente para a diapausa até surgirem condi¢des vidveis para
o seu desenvolvimento (TAUBER et al., 1986; DENLINGER et al. 2014).

A quiescéncia € outra forma de dorméncia embrionaria, e € muito utilizada pelo Ae. aegypti.
Essa estratégia tem como finalidade diminuir o metabolismo da larva no interior do ovo. Ela tera
inicio quando o embrido receber estimulos externos de alteracdes extremas da temperatura e/ou
queda brusca da umidade, fazendo com o que a larva no interior do ovo ndo ecloda até ter condigoes

adequadas para o seu desenvolvimento (TAUBER et al., 1986; PEREZ et al., 2012; DENLINGER
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et al., 2014; MONTOYA et al., 2015; DINIZ et al., 2018; OLIVA et al., 2018).

Os ovos, ao entrarem em quiescéncia, assim como na diapausa, sdo muito suscetiveis a
perda de agua, por isso, a camada serosa ¢ de extrema importancia e a deficiéncia desta pode trazer
consequéncias para o desenvolvimento do ovo. Por meio dessa camada o ovo se mantém nutrido e
protegido contra dissecacdo durante todo periodo da quiescéncia (DENLINGER et al., 2014;
MONTOYA et al., 2015).

Estudos mostram que a quiescéncia permite que os ovos dos mosquitos passem por um
longo periodo em locais secos, podendo ficar até 492 dias vidveis sem contato com agua. No entanto,
ao entrar em contato com agua, somado a temperatura adequada, cerca de 10 a 15 minutos, os
mesmos serdo estimulados a eclodir a larva de primeiro estddio (PEREZ et al., 2012; ZARA et al.,
2016; FISCHER et al., 2019; KRAMER et al., 2020).

Segundo os autores Lacour e colaboradores (2015), Denlinger e colaboradores (2014) e
Tauber e colaboradores (1986), a quiescéncia e a diapausa podem ser diferenciadas por meio dos
estimulos de reversdo do estado de dorméncia embrionaria. Para esses autores, enquanto na diapausa,
0 ovo sO entra em processo de eclosdo larvaria quando hd o desencadeamento de uma cascata de
eventos moleculares aliada as condigdes favoraveis (temperatura e umidade adequada), para a sua
finalizagdo; na quiescéncia, os ovos entram em processo de eclosdo larvaria quando ha condicdes

ambientais favoraveis, ou seja, presenca de dgua e temperatura adequada.

34 Exigéncia térmica de Ae. aegypti e padrao climatolégico do Parana

A espécie Ae. aegypti é frequentemente encontrada em areas urbanas e periurbanas, em que
a umidade, temperatura e pluviosidade sdo fatores fundamentais para a manutengdo e
desenvolvimento da espécie. As alteragdes nesses fatores podem afetar a oviposi¢ao, viabilidadedos
ovos, desenvolvimento larval, fecundidade, longevidade e dispersao dos adultos (REYNOLDS et
al., 2012; THOMAS et al., 2012; SERPA et al., 2013; LACOUR et al., 2014; JIA et al., 2016).

A temperatura do ambiente ¢ de extrema importancia para o mosquito, porque € por meio
dela que ele regula a sua propria temperatura ¢ desempenha diversas atividades fisiologicas
(RODRIGUES, 2004). Os mosquitos da espécie de. aegypti tem seu desenvolvimento 6timo em
temperaturas entre 27° C e 28°C e URA entre 70-80% (BESSERA et al., 2006).

As variagdes de temperatura podem influenciar de forma negativa limitando a entrada e o
desenvolvimento do Ae. aegypti em algumas regides (CARRINGTON et al., 2013; TREWIN et al.,

2019). Além disso, podem promover a reducdo de seu metabolismo, alteragcdes morfoldgicas,
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fisiologicas e/ou comportamentais (MARTINS & BARBEITOS, 2000). Segundo Hanson e
colaboradores (1993, 1994) e Jia e colaboradores (2016), as regides com invernos extremos, como
ocorre na Europa e América do Norte, podem limitar distribuigao local do Ae. aegypti. No entanto,
regides como o Brasil que tem um clima tropical, podem beneficiar o desenvolvimento do Ae.
aegypti, como também a sua permanéncia e dispersdo (MENSCH et al., 2021; KRAMER et al.,
2021).

Para Rowley & Graham (1968) e Dalatte e colaboradores (2009), a temperatura tem papel
fundamental no ciclo biologico de Ae. aegypti, podendo reduzir ou prolongar o tempo de
desenvolvimento do ovo até¢ adulto. Gunay e colaboradores (2010), Carrington e colaboradores
(2013), Alto e colaboradores (2013) e Spanoudis e colaboradores (2019) relatam que em
temperaturas altas, o tempo de desenvolvimento embriondrio, desenvolvimento dos estagios
larvarios e a emergéncia dos adultos podem reduzir de forma dréstica, passando de quinze para sete
dias. Isto pode viabilizar o aumento de indice de Infestagao Predial (IIP), consequentemente aumento
da dispersdo dos mosquitos adultos e transmissao de arbovirus, ja que a sua densidade populacional
sera maior (Gunay et al., 2013; Spanoudis et al., 2019).

Entretanto, sob temperaturas entre 10°C a 12°C, as fémeas tém uma série de processos
fisiologicos afetados devido a diminui¢ao do seu metabolismo, como por exemplo, a fecundidade e
reproducdo. Os mesmos sdo reduzidos para ndo haver gastos de energia, e ser direcionado para a sua
sobrevivéncia (BESSERA et al., 2006). BESSERA e colaboradores (2006) relatam que populacdes
de campo de Ade. aegypti t€m maior densidade populacional sob temperaturas entre 22 a 30°C. Ja
temperaturas menores de 18°C e maiores que 34°C podem ter efeitos negativos na taxa de eclosdo,
corroborando com GLASSER (1997) sobre a a temperatura atuar como fator importante para
modulagdo da infestagdo de Ae. aegypti.

Segundo Readio e colaboradores (1999), em condi¢des climaticas desfavoraveis, as fémeas
de Ae. aegypti nao produzem o hormonio juvenil, responsavel por viabilizar o desenvolvimento dos
foliculos ovarianos. Nesse caso, os mesmos permanecem atrofiados o que faz com as fémeas
reduzam o gasto de energia, e haja o aumento da procura de alimentacdo baseada em carboidratos,
aumentando, assim, sua reserva energética em um periodo critico. Esse comportamento implica na
redugdo da procura de hospedeiros vertebrados para o repasto sanguineo.

J& no caso de temperaturas elevadas, pode-se observar que hd maior atividade
hematofagica, influenciando assim, na transmissao de arbovirus como o DENV, o CHIKV, e ZIKV.
Segundo Coita e colaboradores (2019) e Alto e colaboradores (2013), em temperaturas elevadas de

30°C a 32°C, a fémea de Ae. aegypti é capaz de se tornar apta a transmitir o virus entre cinco dias,
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enquanto em temperaturas amenas, de 25°C a 26°C, ele se torna competente para transmitir o virus
em nove dias. Ainda, em temperatura de 30°C, ha aumento da atividade reprodutiva,
consequentemente a oviposicdo e aumento da densidade populacional (CIOTA et al., 2019;
CARRINGTON et al., 2013).

De acordo com Nimer e colaboradores (1989), no Brasil cada regido tem sua propria
caracteristica climatoldgica, tendo assim influéncia direta ou indireta na modulagcdo da densidade
populacional de Ae. aegypti no pais (JIA et al., 2016). A regido Sul do pais tem um clima regional
bem homogéneo em relacdo a pluviometria e ao ritmo estacional do seu regime, além disso, a elevada
umidade da regido faz com que a mesma seja considerada uma regido de clima mesotérmico do tipo
temperado (CERA et al., 2015). Ajuz e colaboradores (2014), relatam que no Sul do pais hé cidades
que apresentam fatores climéaticos que favorecem o desenvolvimento de 4e. aegypti.

Segundo Mendonga (2003), Paula (2005) e Oliveira (2006), na regido Sul ha cidades
geograficamente localizadas em pontos que beneficiam o desenvolvimento do 4e. aegypti. Contudo,
esses autores afirmam que as cidades dos Estados do Parand, Santa Catarina e Rio Grande do  Sul,
sdo localizadas em pontos mais quentes da regido e caracterizadas por apresentarem verdo mais
umido e chuvas intermitentes, temperaturas entre 25°C e 29°C e intervalo de chuvas entre 07 a 10
dias.

Segundo Santos e colaboradores (2006) e Almeida (2012) o Estado do Parana ¢ divido em
trés planaltos: o primeiro planalto, também conhecido como planalto de Curitiba, tem como
caracteristica ser o mais alto, podendo chegar altitudes de 1300 a 850 metros. No entanto, o0 menor
quando se trata de extensdo e seu relevo tem como particularidade ondulacdes e Mata Atlantica
como vegetacao prevalente; o segundo planalto ou planalto de Ponta Grossa, apresenta altitudes
entre 1200 a 300 metros e relevo ondulado com vegetacdo composta por Araucarias ¢ Campos; o
terceiro e ultimo planalto, € considerado o maior em extensdo e tem como caracteristicas, altitudes
que podem variar entre 1200 a 900 metros, e vegetacdo composta por Floresta Tropical e Mata de
Araucérias.

Em relagdo ao clima, o estado do Parand apresenta, de acordo com a classificacdo de
Koppen, climas: Cfa, o qual ¢ caracterizado por clima temperado tmido e com verdes quente, no
qual, para Araujo (2010) este ¢ um clima ideal para o desenvolvimento de Ae. aegypti, e Ctfb, em
que, apresenta padroes de clima temperado, com verao moderadamente quente e chuvas uniformes,
podendo apresentar temperaturas nao tdo favoraveis para o desenvolvimento de Ae. aegypti (SMA,

2023).
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4. Metodologia

41  Area do estudo

O Estado do Parana esté localizado na regido sul do Brasil entre o trépico de Capricérnio e
latitudes média, o que caracteriza o Estado com um clima tropical quente e temperado mesotérmico,
sendo dividido em trés planaltos (SIMEPAR, 2021). Devido a sua localizacao da regido sul do Pais,
¢ observado que as variacdes entre as temperaturas nas estagcdes de verdo e inverno sdo maiores,
tendo regides com temperaturas elevadas e outras baixas em uma mesma estagao.

A capital paranaense, Curitiba (CWB), fica localizada na regido leste do Estado e tem cerca
de 1.917.185 habitantes (IBGE, 2022) (Fig. 2). A regido de Curitiba localiza-se no primeiro planto.
Segundo a classificacdo do clima por Koppen (1901), o municipio possui um clima Cfb (Clima
Temperado Umido com Verdo Temperado), o qual apresenta um clima subtropical umido. A
temperatura maxima mensal, em meses de verdo e primavera ¢ de 27°C a 29°C e a minima mensal,
em meses de outono e inverno, varia de 5°C a 6°C, URA mensal de 80% e precipitagdo mensal de

60mm a 180mm (SIMEPAR, 2021).
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Fig. 2 Mapa da localizagao da cidade de Curitiba (CWB), Estado do Parana, Brasil.
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O municipio de Foz do Iguacu (FOI) esta localizado na regido oeste do Estado do Parand e
tem cerca de 257.971 de habitantes (IBGE, 2021) (Fig. 3). A regido de FOI se localiza no terceiro
planalto. Segundo a classificacdo do clima por Koppen (1901), com clima Cfa (Clima Temperado
Umido com Verdo Quente), o qual apresenta um clima subtropical umido, com temperatura méaxima
mensal de 29°C a 32°C e a minima mensal de 12°C a 15°C, URA de 70%-80% e precipitacdo mensal
que pode variar entre 100mm e 199 mm (SIMEPAR, 2021).
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Fig. 3 Mapa da localizagdo da cidade de Foz de Iguacu (FOI), Estado do Parand, Brasil.
FONTE: AUTOR

Os municipios de CWB e FOI foram escolhidos para o desenvolvimento deste projeto
devido a: a) caracteristicas climaticas opostas em rela¢do as temperaturas minima e maxima mensal
conforme descrito para a area de estudo item 3.1, e b) circulagdo do DENV autéctone. A circulagao
de DENV autoctone ¢ caracterizada quando a doencga ¢ adquirida na zona da residéncia do paciente
e, o individuo ndo pode ter viajado no periodo de até 15 dias; c) indice de infestagdo predial (IIP)
acima de 0,1%. O valor do indice de infestacdo predial foi determinado por meio do Oficio n°
355/2021/CGARB/DEIDT/SVS/MS, de 13 de setembro de 2021, que detém que o municipio que
confirmar a presenca de Ae. aegypti, ou seja, acima de 0,1%, ¢ diretamente considerado infestado.

Ambas as cidades sdo consideradas infestadas.
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Para a realizacdo das coletas, foram selecionadas areas com registro confirmado de Ae.
aegypti pela Secretaria de Satide de Curitiba e de Foz de Iguagu. Além disso, foram considerados os
locais que nao havia soltura de mosquito transgénico e/ ou aplicacdo de inseticidas. As coletas foram
conduzidas entre os meses de fevereiro a abril (90 dias) de 2022 no periodo do verdo, por meio de
armadilhas de oviposi¢do (ovitrampa), com adaptacdo do modelo de Fay e Eliason (1965). Esta
armadilha consiste em um recipiente de plastico de coloracao preta com dimensdes de 9x10 cm, que
comporta uma palheta, madeira do tipo Eucatex medindo 14x3 cm, a qual ficou fixada verticalmente
por um clipe, parcialmente submerso em 300mL de 4gua ndo clorada (Fig.4).

As armadilhas foram georreferenciadas nos locais de coletas e posicionadas com distancia
de aproximadamente 1km, uma vez que o raio de voo dos alados pode chegar a 800 metros, caso a
fémea ndo encontre locais apropriados para oviposicao (REITER, 1996). Ainda, essa conduta
maximiza a chance de variabilidade de oviposicdo das fémeas de Ae. aegypti entre os pontos de
coleta.

No municipio de CWB, foram instaladas 23 armadilhas, distribuidas em trés localidades:
Jardim das Américas (5 armadilhas), Bairro Alto (12 armadilhas) e Bigorrilho (6 armadilhas).

Para o municipio de FOI, 30 armadilhas foram instaladas em 15 pontos diferentes, sendo
duas armadilhas por localidade: Vila C, Vila Maracana, Lot Witt, Lot Jardim Colombelli, Novo
Mundo, Residencial Lagoa Duradoura, Pilar Parque Campestre, Parque Marumbii, Jardim Morenita,
Jardim das Flores, Portal da Foz, Jardim Marisa, Jardim Naipi, Profilurb II, Vila Yolanda.

Para a realizagdo das coletas tivemos a colaboragdo da Secretaria Municipal de Saude da
cidade de Curitiba e Foz de Iguacu. Para ambas cidades, foi determinado um protocolo para as
coletas e, visou a redu¢do do risco da eclosdo das larvas, sendo: o tempo de permanéncia das
armadilhas foi de trés dias para inspegdo, troca da adgua destilada, e da palheta. As palhetas eram
transportadas para o insetario Professor Enio Luz da Universidade Federal do Parana (Setor de
Ciéncias Biologicas, Departamento de Patologia Basica), em uma bandeja forrada com algodao e
papel filtro, ambos umedecidos, para que ndo fosse interrompida a embriogénese do inseto.

As armadilhas eram colocadas em locais de peridomicilio em uma altura de até um metro
e meio do chdo quando necessario, onde havia sombreamento evitando a evaporagdo rapida da agua
e proximo a locais de circulagdo de pessoas, o que garantia a oviposicao da fémea ap0s a realizagio

do repasto sanguineo (Fig. 4).
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Fig. 4 Ovitrampas (indicadas pelas setas) expostas em alguns pontos de coletas em Curitiba, Estado

do Parana, Brasil.

Fonte: Autor

4.2 Estabelecimento de colonias de Ae. aegypti

A partir dos ovos provenientes do campo, todas as palhetas foram analisadas com auxilio
de microscopio estereoscopico para observacdo da presenga de ovos. Apds as palhetas com ovos
foram submersas em agua destilada contendo 1 pg de racao para estimular a eclosdo das larvas. Na
sequéncia, os adultos foram identificados quanto a espécie e sexo, e transferidos para as gaiolas de
criacdo sem separacdo do sexo para permitir a cOpula. Nas gaiolas foi oferecida alimentagdo
acucarada para ambos os sexos de Ae. aegypti (Fig. 5). Apoés a copula dos adultos, as fémeas
nuliparas tiveram a solugdo agucarada removida 24h antes de serem expostas ao repasto em
camundongo. Posteriormente, foi oferecido recipiente com papel filtro para oviposi¢do e obtencao
da geracao F1. A utilizagao de camundongos para o repasto das fémeas foi autorizada pela Comissao
de Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(CEUA/UFPR) sob o n°1334.

As fases imaturas (ovos, larvas e pupas) foram mantidas em condi¢des laboratoriais para o
desenvolvimento dos mosquitos (Temperatura 28°C = 1°C; URA 70% a 80% e fotoperiodo de 12:12

h Claro/Escuro (C/E)) para o estabelecimento de colonias e geragao (F1).
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Fig. 5 Sequéncia utilizada para obtengdo dos adultos de Ae. aegypti a partir das
armadilhas de oviposi¢do, ovitrampa. A= armadilha ovitrampa; b= Laboratorio de
Parasitologia Molecular da Universidade Federal do Parand, para a analise das
palhetas; c= analise das palhetas provindas de campo; d= colonias das populagdes de
Ae. aegypti das cidades de FOI e CWB; e= Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D)

para manutengdo das colonias.

FONTE: Autor

4.3 Experimento de exigéncias térmicas de Ae. aegypti

Para realiza¢ao dos experimentos, uma pesquisa prévia foi feita sobre a temperatura minima
maxima (TMinMax), temperatura média minima (TMedMin) e temperatura minima minima
(TMinMin) mensal dos meses referente ao inverno, dos ultimos cinco anos das cidades de CWB e
FOI, por meio dos dados obtidos da SIMEPAR para anélise da média e mediana destas temperaturas.
A mediana obtida TMinMin em CWB e FOI foi de 8,7°C e 9,3°C, respectivamente. Sendo assim,
como mediana da TMinMin ficou em torno de 9°C e ndo tendo conseguido a diferenca de 0,3°C na
camara climatizada, adotou-se essa temperatura os experimentos de exigéncia térmica de Ae. aegypti
para ambas as cidades.

Para os experimentos, ficou estabelecido a TMinMin de 9°C, URA de 70%-80% e
fotoperiodo 12h/12h (C/E). Como controle, foi utilizada a temperatura de aproximadamente, 27°C-

28°C e URA de 70%-80%, as quais sdo consideradas adequadas para o desenvolvimento do
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mosquito. Foram realizados dois experimentos, divididos em:

Experimento 1: Observacdo do desenvolvimento de ovo a adulto.

Para o experimento 1 (ovo a adulto), o ovo embrionado foi submetido aos diferentes
periodos: 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 20 dias sob a temperatura de 9°C ¢ URA de 70%-80%
(tratamento), e, na sequéncia, transferidos para a temperatura de 27°C-28°C e URA de 70%-80%
(pos tratamento), sendo as mesmas condic¢des do controle. Nesse experimento foram registrados no
controle, tratamento e pos tratamento: 1) o tempo inicial de eclosdo das larvas (L1); ii) o numero

total de larvas (L1, L2, L3 e L4), pupas e adultos (fémea e macho).

Experimento 2: Observacdo do desenvolvimento da larva L1 a adulto, e da pupa a
adulto.Para o experimento 2 (larva L1 a adulto e pupa a adulto), as larvas e pupas foram submetidas
a temperatura de 9°C e URA de 70%-80% e acompanhadas em rela¢do ao controle 27°C- 28°C e
URA de 70%-80%. Nesse experimento foram registrados no controle e tratamento: i) o tempo de
desenvolvimento de larva L1 a adulto e ii) o tempo de desenvolvimento de pupa a adulto (fémea e
macho).

O periodo de tempo de 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 20 dias foi determinado em funcao do
tempo de desenvolvimento de ovo a adulto que a espécie Ae. aegypti apresentou em laboratério,
apos a realizacdo de um piloto inicial. Para realiza¢do dos experimentos, foram utilizadas a geracao

F1 e feitas avaliagdes diarias.

4.3.1 Experimento 1
4.3.1.1 Exigéncia térmica para os ovos a adulto de Ae. aegypti

Para a avaliacdo da exigéncia térmica de ovos a adultos de Ae. aegypti foram utilizados
2250 ovos da geragao F1, sendo 50 ovos para cinco réplicas (N=250) submetidos a temperatura de
9°C nos tempos (dias): 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 20. No controle foram utilizados (N=250) ovos a
temperatura de 27°C-28°C e URA de 70%-80% e observados até a fase alada. Os 250 ovos
destinados ao tratamento foram submetidos a temperatura de 9°C por 5, 10, 11,12,13,14,15 e 20 dias
e em seguida, ap6s cada tempo determinado, os mesmos foram transferidos para temperatura

considerada ideal 27°C- 28°C e URA de 70%-80% (pos tratamento) e observados até a fase alada.

Os ovos foram separados com auxilio de microscopio estereoscopio e pincel, os quais, eram
contados e transferidos de um papel filtro para outro de forma manual. Os ovos foram colocados em
recipiente de plastico polipropileno contendo 40ml de dgua destilada e 2 pug de ragdo por ovo/larva

(Fig. 6). A cada 48h a 4gua era trocada e a quantidade de ragdo adicionada foi equivalente ao nlimero
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de larvas eclodidas (Fig. 7).

Fig.6 Recipientes de plasticos prolipropileno usados para os experimentos das formas imaturas de Ae.
aegypti sob temperatura de 9°C e controle (27°-28°C). A= recipientes (contendo 40mL de agua)

contendo ovos (controle); B= recipientes (contendo 40mL de dgua) contendo ovos (experimentos).

Fonte: Autor
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Fig. 7 Esquema do experimento de exigéncia térmica para ovos de Ae. aegypti. a=
recipientes plasticos de polipropileno contendo ovos de Ae. aegypti para o

tratamentos; b= periodo determinado para exposi¢do dos ovos na temperatura de
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9°C; c= recipientes plasticos de polipropileno contendo ovos de Ae. aegypti para
o controle; d= transferéncia dos recipientes contendo os ovos em temperatura

27°/28°C e URA 70%-80%.

Fonte:Autor

4.4 Protocolo de Trips e analise dos ovos de Ae. acgypti

ApoOs os experimentos de exigéncia térmica, os ovos que ndo eclodiram foram
acondicionados a seco. Posteriormente a isso, foram separados em tubos de 2ml de acordo com cada
tratamento e submetidos a solu¢do de 7rips modificada. Os ovos foram incubados por 24h nessa
solucdo ao abrigo da luz. Em seguida, os ovos foram lavados com Phosphate Buffered Saline (PBS
)1X e incubados em Calcofluor@ por 24h.

Para visualizagdo, os ovos foram montados em laminas com glicerina e levadas ao
Microscopio BX51 Olympus e Confocal AIR MP+ Nikon para visualizagdo do embrido. Este
protocolo foi conduzido para confirmacdo se ovo ndo eclodido tinha completado ou nao sua

embriogénese.

4.4.1 Experimento 2

4.4.1.1 Exigéncia térmica de larvas a adulto, e pupa a adulto de Ae. aegypti

Para obtencao das larvas e pupas, foram colocados os ovos provenientes de CWB e FOI em
recipiente de plastico polipropileno contendo 100ml de agua destilada e 2 pg de ragdo por ovo
(OLIVI et al., 2018) em temperatura de 27°-28°C.

Para os experimentos de avaliagdo da exigéncia térmica das larvas, foram utilizadas 60
larvas L1 para o tratamento (20 larvas/recipiente), e 60 larvas L1 para o controle (20
larvas/recipiente). Foram feitos trés experimentos em triplicata. Para os experimentos com as pupas,
foram utilizadas 30 pupas para o tratamento (10 pupas/recipiente) e 30 pupas para o controle (10
pupas/recipiente). Foram feitos trés experimentos em triplicata. Para o controle e tratamento, as
formas imaturas foram submetidas a 27°C-28°C e URA 70%-80% e a 9°C e URA de 70%-80%

respectivamente (Fig. 8).
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Fig. 8 Experimento de exigéncia térmica para larvas de Ae. aegypti. a=recipiente
contendo ovos em temperatura controle para o experimente de larva L1 a adulto,
e de pupa a adulto da populagdo de Curitiba; b= recipiente contendo ovos em
temperatura controle para o experimente de larva L1 a adulto, e de pupa a adulto
da populagdo de Foz de Iguacu; c= larvas L1 e pupas que serdo utilizadas no
tratamento de 9°C da populag¢do de Curitiba; d= larvas L1 e pupas que serdo
utilizadas no tratamento de 9°C da popula¢do de Foz do Iguagu; e= transferéncia

dos imaturos para temperatura de tratamento.

Fonte: Autor
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5. Analises de resultados

Para andlise dos resultados, foram realizados quatorze modelos lineares mistos
generalizados (GLMM) para cada populacao estudada (CWB e FOI), considerando as seguintes
variaveis respostas: No experimento 1: i) o tempo inicial de eclosao das larvas (L1); ii) o nimero
total de larvas (L1, L2, L3 e L4), pupas e adultos. No experimento 2: 1) o tempo de desenvolvimento
de larva L1 a adulto e ii) o tempo de desenvolvimento de pupa a adulto. A ndo eclosdo de larvas
e/ou ndo desenvolvimento de larvas levou a exclusdo do tratamento T20 de todos os modelos. Pelo
mesmo motivo, o tratamento T15 foi excluido das anélises em todos os modelos, exceto para
numeros larvas L1 eclodidas para Foz do Iguagu. As analises estatisticas foram realizadas pelo
software Stata® e as comparagdes par-a-par dos efeitos dos tratamentos sobre cada resposta, com
corregdo do teste de tukey dos p-valores, sendo adotados um valor de significancia de 0,05.

Para os experimentos foram estabelecidas duas hipdteses: a) Hipotese HO a temperatura de
9°C diminui o tempo da eclosdo das larvas e retarda o desenvolvimento das larvas e pupas das
populacoes de Ae. aegypti de CWB e FOI e b) Hipotese H1 a temperatura de 9°C ndo influencia o
tempo da eclosao das larvas e no desenvolvimento das larvas e pupas das populacdes de Ae. aegypti

de CWB e FOLI.
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6. Resultados

6.1 Eclosao das larvas e desenvolvimento para pupas de Ae. aegypti

Nenhuma larva, de ambos os municipios (CWB e FOI) eclodiu na temperatura de 9°C no
tempode 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 20 dias. Para ambas as populagdes o tratamento T20 inviabilizou
a eclosdo, sendo assim eles foram excluidos de todas analises estatisticas.

Para CWB houve menor eclosao das larvas L1 em relag@o ao controle (62.8%), sendo: 31,6
% (T5), 4,4% (T10), 10,8% (T11), 2,8 % (T12), 0,8 % (T13) e 3,6% (T14). Todos os valores para a
taxa de eclosdo (%) dos ovos foram estatisticamente significativos. Nao houve morte das larvas nos
estadios de L1 a L4 tanto para o controle quanto para os tratamentos de 5, 10-14 dias. Nao houve

eclosdo para o T15, sendo este excluido das anélises estatisticas (Tabela. 1).

Tabela 1. Taxa de eclosdo de larvas (L1) das populacdes de 4e. aegypti de Curitiba (CWB) em
temperatura de 27°C-28°C.

Taxa de Desvio Valor de p

Tratamento eclosdo padrio <0.05
Controle 62.8% 25.072 0.0199
TS 31.6% 25.072 0.0199

T10 4.4% 34.199 0.0010
T11 10.8% 31.399 0.0015
T12 2.8% 34.656 0.0014
T13 0.8% 32.263 0.0017
T14 3.6% 34.437 0.0011

Controle; T5=tempo de 5 dias; T10=tempo de 10 dias; T11=tempo
de 11 dias; T12=tempo de 12 dias; T13= tempo de 13 dias; T14=
tempo de 14 dias; T15= tempo de 15 dias;

Em relagdo ao tempo de duracao entre as fases de desevolvimento (ovo, L1, L2, L3, L4,
pupa e adulto) para CWB o controle e o tratamento TS5, obtiveram o mesmo tempo em dias para o
aparecimento da primeira L1, sendo de um dia. Os demais tratamentos ficaram entre 2 a 3 dias para
a eclosdo da primeira L1. Para os demais estadios, o tratamento que obteve o maior tempo entre eles
foi o T14, sendo que para o aparecimento das primeiras L2, L.3, L4 e pupa o tempo foi de 5,6,7,10 e
12 dias, respectivamente. Em relacdo ao tempo total de ovo a adulto, o controle obteve o menor
tempo, sendo de 8 dias para o aparecimento do primeiro adulto. O tratamento que mais demorou
entre as fases de ovo a adulto foi o0 T14, o qual durou 14 dias para o aparecimento do primeiro adulto.
Os demais tratamentos ficaram entre 9 e 10 dias (Fig. 9).
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Fig. 9 Tempo de duracio (dias) para o aparecimento de larvas Aedes aegypti coletados em
Curitiba (CWB), Parana ap6s a temperatura de 9°C (tratamento) em temperatura de 27°-28°C
(p6s tratamento e controle). Legenda: Controle; T5=tempo de 5 dias; T10= tempo de 10 dias;
T11=tempo de 11 dias; T12= tempo de 12 dias; T13= tempo de 13 dias; T14= tempo de 14
dias; T15= tempo de 15 dias; a= fase de ovo; b= aparecimento da primeira L1; c=
aparecimento da primeira L2; d= aparecimento da primeira L3; e= aparecimento da primeira

L4; f= aparecimento da primeira pupa; g= aparecimento do primeiro adulto; *- p<0,05.

Em relagdo ao estagio de pupa, no controle foi obtido 61,6% e 30,7% para T5. Os mesmos

valores foram para a emergéncia dos adultos (Tabela 1).

Para FOI, quando incubados os ovos em temperatura adequada (27°C-28°C), ap6s 10 (T10),
11 (T11), 12 (T12), 13 (T13), 14 (T14) e 15 (T15) dias ap6s a temperatura de 9°C, houve menor
eclosdo das larvas L1 em relagdo ao controle (33,6%), sendo: 48% (T5), 3,2% (T10), 0,8% (T11),
1,6% (T12), 2,0% (T13), 8,0% (T14) e 0,4% (T15), respectivamente. Todos os valores para a taxa
de eclosdo (%) dos ovos foram estatisticamente significativos em relagcdo ao controle. Nao houve
mortalidade das larvas nos estadios de L1 a L4 tanto para o controle quanto para os tratamentos de

5, 10 a 14 dias. Houve morte de L1 para o T15 (Tabela 2).

Tabela 2. Taxa de eclosdo de larvas (L1) de populagdes de Ae. aegypti da populagdo de Foz do
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Iguacu (FOI) em temperaura de 27°C-28°C.

Taxa de Desvio Valor de p

Tratamento eclosdo padrio <0.05

Controle 34.0% 13.408 0.9501

T5 48.0% 13.408 0.9501

T10 3.2% 18.428 0.0020

T11 0.8% 19.437 0.0019

T12 1.6% 19.077 0.0020

T13 2.0% 18.926 0.0019

T14 8.0% 17.568 0.0041
T15 0.4% (-) ()

Legenda: Controle; T5=tempo de 5 dias; T10=tempo de 10 dias; T11=
tempo de 11 dias; T12=tempo de 12 dias; T13=tempo de 13 dias; T14=

tempo de 14 dias; T15=tempo de 15 dias; -=ndo houve desvio padrio.

Em relagdo ao tempo de duracao entre as fases de desevolvimento (ovo, L1, L2, L3, L4,
pupa e adulto) para FOI o controle e o tratamento TS5 obtiveram o mesmo tempo em dias para o
aparecimento da primeira L1, o equivalente a um dia. Os demais tratamentos ficaram entre 2 a 3 dias
para a eclosdo da primeira L1. Para os demais estadios, o tratamento que obteve o maior tempo entre
eles foi 0 T12, sendo que para o aparecimento das primeiras L2,1.3,1.4 e pupa o tempo foi de 6,8,9,10
e 12 dias, respectivamente. Em relagcdo o tempo total de ovo a adulto o controle obteve o menor
tempo, sendo de 8 dias para o aparecimento do primeiro adulto. O tratamento que mais demorou
entre as fases de ovo a adulto foi 0 T12, o qual durou 13 dias para o aparecimento do primeiro adulto.

Os demais tratmentos ficaram entre 9 e 10 dias (Fig. 10).
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Fig. 10 Valores referente ao tempo em dias para o aparecimento de cada estadio de vida
de Aedes aegytpi coletados em Foz do Iguacu (FOI), Parana apos a temperatura de 9°C
(tratamento) em temperatura de 27°-28°C (pos tratamento e controle). Legenda Controle;
TS5=tempo de 5 dias; T10=tempo de 10 dias; T11=tempo de 11 dias; T12= tempo de 12
dias; T13=tempo de 13 dias; T14= tempo de 14 dias; T15= tempo de 15 dias; a= valores
em dias para o tempo (dias) em fase de ovo; b= valores para o tempo (dias) para o
aparecimento da primeira L1; c= valores para o tempo (dias) para o aparecimento da
primeira L2; d= valores para o tempo (dias) para o aparecimento da primeira L3; e=
valores para o tempo (dias) para o aparecimento da primeira L4; f= valores para o tempo
(dias) para o aparecimento da primeira pupa; g= valores para o tempo (dias) para o

aparecimento do primeiro adulto; *- p<0,05.

Em relagdo ao estagio de pupa, no controle foi obtido 32,8% em relagdo a 45,6% para TS.
Nos tempos: T10 (3,2%), T11 (0,8%), T12 (1,6%), T13 (2,0%), T14 (8,0%) e T15 (0,4%). Os

mesmos valores foram para a emergéncia dos adultos (Tabela 2).

Para FOI, quando incubados os ovos em temperatura adequada (27°C-28°C), ap6s 10 (T10),
11 (T11), 12 (T12), 13 (T13), 14 (T14) e 15 (T15) dias apds a temperatura de 9°C, houve menor
eclosdo das larvas L1 em relacdo ao controle (33,6%), sendo: 48% (T5), 3,2% (T10), 0,8% (T11),
1,6% (T12), 2,0% (T13), 8,0% (T14) e 0,4% (T15), respectivamente. Todos os valores para a taxa
de eclosdo (%) dos ovos foram estatisticamente significativos em relacdo ao controle. Nao houve

mortalidade das larvas nos estadios de L1 a L4 tanto para o controle quanto para os tratamentos de
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5, 10 a 14 dias. Houve morte de L1 para o T15 (Tabela 2, Fig. 10).

O tempo de eclosdo das larvas (L1) pos tratamento, ou seja, apds permanecer o periodo de
5,10 a 15 dias em temperatura de 9°C, apresentou diferengas entre as populacdes estudadas. Para a
populagdo de Ae. aegypti proveniente de CWB, o tempo de eclosdo de L1 pds tratamento para T3,
T10 a T14 dias foi de um dia, o mesmo tempo observado para o controle. Para a populacio de FOI,
o tempo de eclosdo transcorreu de um a cinco dias, sendo um dia para TS5, dois dias para T10, T11,

T13, T14 e T15 e cinco dias para T12. No controle foi um dia.

6.2 Experimento 2 de exigéncia térmica das larvas e pupas de Ae. aegypti

Nenhuma larva e/ou pupa conseguiu chegar até a fase adulta na temperatura de tratamento
de 9°C. Para a populagdo de CWB, todas as larvas chegaram até o segundo instar, no entanto, a partir
do segundo dia, neste estadio, todas morreram. No controle 100% das larvas desenvolveram até
adulto (Tabela 3).

Para populagdo de FOI, as larvas desenvolveram até o segundo instar quando expostas a
temperatura de 9°C e permaneceu por seis dias seguidos nesse estddio. A partir do sétimo dia, houve

mortalidade de 100% das larvas. No controle 100% das larvas desenvolveram até adulto (Tabela 4).

Tabela 3: Taxa de sobrevivéncia de larvas (L1) de populagdes de Ae. aegypti da populagao

de Curitiba (CWB) em temperatura de 9°C.

Controle Tratamento
Dia Instar Sobrevivéncia Dia Instar Sobrevivéncia
\Y M \% M
1 L1 100% - 1 L1 100% 0%
2 L2 100% - 2 L2 100% 0%
3 L3 100% - 3 L2 3% 97%
4 L3 100% - 4 L2 0% 100%
5 P 100% - 5 - - -
6 P 100% - 6 - - -
7 A 100% - 7 - - -
8 - - - 8 - - -
9 - - - 9 - - -
10 - - - 10 - - -

N
\®)



Legenda: dia =nUmero de dias do experimento; instar= fase imatura do mosquito;
sobrevivéncia V =percentual de individuos vivos; sobrevivéncia M= percentual de individuos

mortos; -= ndo houve evolugdo no desenvolvimento

Tabela 4: Taxa de sobrevivéncia de larvas (L1) de populacdes de Ae. aegypti da populacao
de Foz do Iguagu (FOI) em temperatura de 9°C.

Controle Tratamento
Dia Instar Sobrevivéncia Dia Instar Sobrevivéncia
\Y M V M
1 L1 100% - 1 L1 100% 0%
2 L2 100% - 2 L2 100% 0%
3 L3 100% - 3 L2 3% 97%
4 L3 100% - 4 L2 8% 12%
5 P 100% - 5 L2 0% 100%
6 P 100% - 6 - - -
7 P 100% - 7 - - -
8 A 100% - 8 - - -
9 - - - 9 - - -
10 - - - 10 - - -

Legenda: dia= numero de dias do experimento; instar= fase imatura do mosquito;
sobrevivéncia V= percentual de individuos vivos; sobrevivéncia M= percentual de

individuos mortos; -= nao houve evolu¢ao no desenvolvimento.

As pupas provenientes da populacdo de CWB permaneceram 15 dias, e de FOI 13 dias em

temperatura de 9°C. Para ambas as cidades ndo houve emergéncia de adulto (Tabela 5 e Tabela 6).

Tabela 5: Taxa de sobrevivéncia de pupas de populagdes de Ae. aegypti da populagdo de

Curitiba (CWB) em temperatura de 9°C.

Controle Tratamento
Dia Instar Sobrevivéncia Dia Instar Sobrevivéncia
Vv M \Y% M
P/A 100% - 1 P 100% 0%
2 P/A 100% - 2 P 100% 0%
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3 A 100% - 3 P 100% 0%

4 - 100% - 4 P 100% 0%

5 - 100% - 5 P 100% 0%

6 - 100% - 6 P 100% 0%

7 - 100% - 7 P 100% 0%

8 - 100% - 8 P 50% 50%

9 - - - 9 P 50% 50%

10 - - - 10 P 43% 57%

11 - - - 11 P 43% 57%

12 - - - 12 P 10% 90%

13 - - - 13 P 6% 94%

14 - - - 14 P 4% 96%

15 - - - 15 P 0 100%
Legenda: dia= nimero de dias do experimento; P= Pupa; A= Adulto;V= percentual de
individuos vivos; M= percentual de individuos mortos; -= nao houve evolugdo no
desevolvimento.

Tabela 6: Taxa de sobrevivéncia de pupas de populacdes de Ae. aegypti da populacio de

Foz de Iguagu (FOI) em temperatura de 9°C.

Controle Tratamento
Dia Instar Sobrevivéncia Dia Instar Sobrevivéncia
\Y M Vv M
1 P/A 100% - 1 P 100% 0%
2 P/A 100% - 2 P 100% 0%
3 A 100% - 3 P 100% 0%
4 - 100% - 4 P 80% 20%
5 - 100% - 5 P 80% 20%
6 - 100% - 6 P 50% 50%
7 - 100% - 7 P 50% 50%
8 - 100% - 8 P 30% 70%
9 - - - 9 P 30% 70%
10 - - - 10 P 5% 95%
11 - - - 11 P 1% 99%
12 - - - 12 P 1% 99%
13 - - - 13 P 0% 100%

Legenda: dia= nimero de dias do experimento; P= Pupa; A= Adulto;V= percentual de
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individuos vivos; M= percentual de individuos mortos; -= ndo houve evolucdo no

desevolvimento.

6.3 Analise dos ovos de Ae. aegypti pelo protocolo de Trips

Por meio das analises feitas pelo protocolo de Trips, observa-se que os ovos ndo eclodidos
nos tratamentos T5, T10, T12, T13, T14, T15 e T20, de ambas as populagdes estavam embrionadas,
como observado no controle (Fig 11 e 16, A-1, A-2, e A-3). Os parametros utilizados para

confirmacao da embriogénese completa foi a presenga da cabega, os oito segmentos abdominais,

presenca do sifao respiratdrio e os trés seguimentos toraxicos de acordo com Farnesi et al. (2009)

(Fig. 11 a 19).

100um

100pum

Fig. 11 Ovos da populacdo de Ae. aegypti do municipio de Curitiba (CWB). Tempo 5 dias: A-1=
controle; B-1 (T5): ovos em calcofluor; A-2= controle; /B-2=ovos com a propria fluorescéncia do
embrido; A-3= controle; B-3= imagem negativa. Legenda: ¢ cabega; tx= torax; sa= segmentos

abdominais; sf=- sifao respiratodrio.

45



Fig. 12 Ovos dos tratamentos da populagdo de Ae. aegypti do municipio de Curitiba do tempo 10 e 11.
C1 (T10)/D1 (T11)= ovos em calcofluor; C2 (T10)/D2 (T11)= ovos com a propria fluorescéncia do

embrido; C3 (T10)/D3 (T11)= imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa= segmentos

abdominais; sf= sifao respiratorio.
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Fig. 13 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacdo de Ae. aegypti do municipio de Curitiba do
tempo 12 e 13 dias. E-1(T12)/F-1 (T13) = ovos em calcofluor; E-2 (T12)/F-2 (T13) = ovos com a prdpria
fluorescéncia do embrido; E-3 (T12)/F-3 (T13)= imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= térax; sa=

segmentos abdominais; sf= sifao respiratorio.
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Fig. 14 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populagdo de 4e. aegypti do municipio de Curitiba do
tempo 14 e 15. G-1(T14)/H-1 (T15)= ovos em calcofluor; G-2 (T14)/H-2 (T15)= ovos com a prdpria
fluorescéncia do embrido; G-3 (T14)/H-3 (T15)= imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa=

segmentos abdominais; sf= sifao respiratdrio.
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Fig. 15 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacao de 4e. aegypti do municipio de Curitiba do tempo de
20 dias. I-1 (T20) = ovos em calcofluor; I-2 (T20)= ovos com a propria fluorescéncia do embrido; 1-3 (T20)=

imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa= segmentos abdominais; sf= sifdo respiratorio.
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Fig. 16 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacdo de Ae. aegypti do municipio de Foz do
Iguacu do controle e do tempo de 5 dias. A-1 (controle) /B-1 (T5)= ovos em calcofluor; A-2
(controle)/B-2 (T5)= ovos com a propria fluorescéncia do embrido; A-3 (controle) /B-3 (T5)= imagem

negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa= segmentos abdominais; sf= sifdo respiratorio.
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Fig. 17 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacdo de Ae. aegypti do municipio de Foz do

Iguagu do tempo de 10 e 1 dias . C-1 (T10)/D-1 (T11)= ovos em calcofluor; C-2 (T10)/D-2 (T11)=

ovos com a propria fluorescéncia do embrido; C-3 (controle)/D-3 (T11)= imagem negativa.

Legenda:c= cabega; tx= torax; sa= segmentos abdominais; sf- sifao respiratorio.
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Fig. 18 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacdo de Ae. aegypti do municipio de Foz do
Iguacu do tempo de 12 e 13 dias. E- 1 (T12) /F-1 (T13)= ovos em calcofluor; E-2 (T12) /F2 (T13)=
ovos com a propria fluorescéncia do embridao; E3 (T12) /F3 (T13)= imagem negativa. Legenda: c=

cabeca; tx= torax; sa= segmentos abdominais; sf= sifao respiratorio.
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Fig. 19 Ovos dos tratamentos da populacdo de 4e. aegypti do municipio de Foz do Iguacu do tempo de
14 e 15 dias. G-1 (T14) /H-1 (T15)= ovos em calcofluor; G-2 (T14) /H-2 (T15)= ovos com a propria
fluorescéncia do embrido; G-3 (T14)/H-3 (T15)= imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa=

segmentos abdominais; sf= sifdo respiratério.
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Fig. 20 Sequéncia dos ovos dos tratamentos da populacdo de 4e. aegypti do municipio de Foz do Iguagu do

tempo de 20 dias. I-1 (T20)= ovos em calcofluor; I-2 (T20)= ovos com a propria fluorescéncia do embrido;
[-3 (T20)= imagem negativa. Legenda: c= cabeca; tx= torax; sa= segmentos abdominais; sf= sifdo

respiratorio.
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7. Discussao

Nao foi observado desenvolvimento de ovo a adulto das populacdes de Ae. aegypti
provenientes dos municipios de CWB e FOI sob a temperatura de 9°C. Contudo, quando transferidos
esses mesmos ovos para a temperatura de 27°C-28°C, houve eclosdo das larvas. Os resultados
divergiram em relagdo a origem das populagdes deste mosquito. Para a populacdo de CWB, houve
eclosdo de larvas L1 nos tempos de 5, 10-14 dias; para a popula¢ao de FOI, as larvas eclodiram a
partir do 5° dia, como em CWB, mas no 15° dia também teve eclosao de larvas, diferente da
populacdo de CWB.

Na populacdo de FOI, a exposicdo dos ovos por cinco dias em temperatura de 9°C parece
ter influenciado de forma positiva para a eclosdo das larvas quando expostos a temperatura de 27°C.
Tendo sido observado que o percentual de eclosdo das larvas foi superior ao do controle. O que nao
ocorreu para a populagdo de CWB.

Possivelmente, a explicacao para tal fendmeno ¢ que a populacao de Curitiba estd mais
adaptada as temperaturas médias minimas mensais de 9°C, permitindo, assim, que eclosao de larvas
(L1) pos tratamento e controle fossem semelhantes. O mesmo foi visto por Ajuz et al. (2013) para a
populagdo de 4e. aegypti do municipio de Guarapuava-PR, regido com temperatura média minima
18°C. Quando esses autores expuseram a populagdo a temperatura de 18°C e controle 27°C, a taxa
de eclosdo das larvas foi similar. Kramer et al (2020) ao exporem diferentes populagdes de Ae.
aegypti provenientes de regides frias as temperaturas de 13°C e 18°C, ndo observaram diferenca na
eclosdo das larvas entre o tratamento e controle.

Para a espécie Culex quinquefaciatus de Pelotas- RS, Ribeiro et al. (2004) observaram que
em temperatura de 15°C, na regido de Pelotas, a taxa de eclosdo das larvas foi igual ao do controle,
o que indica segundo os autores que essa populacdo estava adaptada ao clima da regido. No caso da
populacao de FOI, o elevado numero de eclosdo de larvas (L1) em condi¢ao adequada, pds condigao
indspita de 9°C, pode ser atribuida ao fendmeno observado na transi¢cdo das estagcdes de inverno e
verdo. Segundo Mendonga e colaboradores (2003) quando os ovos se encontram em um ambiente
nao adequado, como no caso do inverno, o qual se tem temperaturas abaixo daquelas consideradas
ideais para o seu desenvolvimento, com a chegada do verdo, o qual ¢ caracterizado por altas

temperaturas e chuvas, observa-se maior namero de larvas eclodidas

Gabriel e colaboradores (2018) observaram o aumento de 80% na eclosdo dos ovos de Ae.
aegypti na cidade de Ribeirdo Preto (SP) na transicao do inverno para o verdo. Resultado semelhante

a este foi visto por Da Silvia Correia et al. (2016), os quais relatam que existe relagdo entre o maior
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numero de larvas eclodidas com a transi¢ao de temperaturas, corroborando assim com os resultados
obtidos no tempo de cinco dias (T5) para a populacao de FOI. Esse resultado ¢ interessante, uma vez
que as medidas de controle sdo dirigidas, em geral, na metade do verdo, quando o IIP ¢ muito
elevado. Partindo do principio que as populagdes de Ae. aegypti podem se manter durante o inverno
no estadio de ovos e ter suas larvas eclodidas em maior quantidade em temperatura elevada na
primavera, seria indicado que os esforgos para o controle dessa espécie fossem direcionados nessa
estagdo.

O fato de ambas as populagdes de Ae. aegypti (CWB e FOI) terem larvas eclodidas quando
oportunizada temperatura adequada, pode ser atribuido ao mecanismo de dorméncia embrionaria,
nesse caso, a quiescéncia. O fendmeno da quiescéncia ¢ um mecanismo de sobrevivéncia no qual ¢
caracterizado pela queda do metabolismo da larva no interior do ovo, o que leva a ndo eclosdo das
larvas até o ambiente ter condi¢des adequadas (Diniz et al., 2017).

Resultados semelhantes a deste estudo foram observados por Fischer colaboradores (2019),
em que os ovos de Ae. aegypti foram expostos a temperatura de 13°C e, no entanto, s6 houve eclosdo
de larvas (L1) ap6s os ovos serem expostos a temperatura de 27°C, ao qual, os autores atribuem este
fato a quiescéncia.

Quando observado os tratamentos T10, T11, T12, T13 e T14 da populacao de CWB, foi
visto que houve um declinio da eclos@o de larvas L1 em relagdo ao controle. Para a populacao de
FOI, observou-se que os tratamentos T10, T11, T12, T13, T14 e T15, também apresentaram declinio
da eclosdo de larvas L1 em relacdo ao controle.

Para o municipio de CWB, foi observado que nos ultimos cinco anos, a temperatura variou
entre 9°C e 10°C no inverno. Para FOI e outras cidades com temperaturas mais elevadas do Parana,
dificilmente havera 10 dias de temperaturas abaixo de 10°C. Para Trips & Shemanchuk (1970) isso
ocorre devido ao comprometimento da viabilidade dos embrides, em func¢do de maior gasto de
energia para sua manuten¢ao no ambiente. Além de que, em temperaturas baixas, os fluidos dos
insetos podem congelar e ficar num estado de anabiose irreversivel, levando, assim, a morte do
animal (Rodrigues, 2004).

Para o tratamento T14, foi observado que o ntimero de larvas (L1) eclodidas para a
populacdo de CWB foi inferior aos tratamentos de 12 ¢ 13 dias, 0 mesmo nao foi observado para a
populacdo de FOI, o qual o namero de larvas (L1) eclodidas no tratamento de 14 dias foi superior
aos dos tratamentos 12 e 13 dias. Este resultado pode ser explicado por: a) serem de diferentes
populagdes, consequentemente cada populagdo terd uma resposta diferente a determinada
temperatura e ambiente e b) amplitude térmica de cada regido e adaptabilidade do mosquito, no qual,

a amplitude térmica, ou seja, a diferenca entre a temperatura maxima e minima registradas em um
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mesmo lugar durante um certo periodo (hora, dia, semana, mensal e anual) ¢ diferente entre as
populagdes investigada neste estudo.

De acordo com Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), a cidade de FOI apresenta a
maior amplitude térmica didria e mensal do Estado do Paran4, a qual, em um mesmo periodo registra
queda significativa na temperatura. Sendo assim, isso pode explicar porque o tratamento de quatorze
dias da populacao de FOI teve maior eclosdo, demonstrando que a populagdo de Ae. aegypti se
adaptem as quedas abruptas de temperatura.

Os experimentos T15 e T20 foram letais para os ovos de Ae. aegypti para ambas as
populagdes, mesmo que somente uma larva de FOI tenha eclodido no T15, uma vez que sua
viabilidade foi curta, o equivalente a dois dias. Tal resultado mostra a influéncia da temperatura sob
o desenvolvimento dos ovos de 4e. aegypti. No entanto, vale ressaltar que mais do que a temperatura
baixa, ¢ importante analisar o tempo de exposi¢do destes ovos a determinada temperatura, no qual,
para este estudo o tempo de exposi¢cao de 15 e 20 dias a uma temperatura baixa (9°C) foi deletéria
para 0s ovos.

Para exclusao da possibilidade de que os ovos ndo haviam eclodido devido 4 auséncia de
embrido ou com um retardo no seu desenvolvimento, o protocolo de 7rips apontou a presenga de
embrido para todos os ovos, confirmando que a temperatura influenciou na viabilidade dos ovos.

Segundo Christophers (1960), a viabilidade dos ovos esta relacionada com o tempo de
exposi¢ao a temperatura baixa. Ovos expostos por 24 horas a temperatura de 1°C eclodiram quando
colocados 27°C-28°C, no entanto, quando expostos a 11 dias a temperatura de 7°C somente 25% dos
ovos eclodiram quando colocados a temperaturas de 27°C-28°C, corroborando assim com 0s
resultados desse estudo.

A regido Sul ¢ a mais fria do Brasil. Todavia, vale ressaltar que a temperatura de 9°C nao ¢
encontrada de forma constante nessa regido. Entretanto, a analise de temperatura mediana minima
mensal realizada nos ultimos cinco anos de ambas as cidades (CWB e FOI) durante o inverno, estdo
nesta faixa térmica. Isso favorece que os ovos entrem em dorméncia embriondria, neste caso,
quiescéncia e, ao serem oportunizados condi¢gdes climaticas adequadas, pode haver a eclosao das
larvas (L1).

Quando observado o desenvolvimento das larvas L1 a adulto na temperatura de 9°C, ambas
as populacdes chegaram até o segundo estadio. Contudo, a populagao de FOI teve maior viabilidade
do que CWB, chegando ao 6° dia, mas sem mudar de estadio, diferente do controle. Na fase de
pupa, a populagdo de CWB resistiu 15 dias e FOI, 13 dias.

A fase de larva demonstrou maior vulnerabilidade as condigdes indspitas, como observado

por Bessera et al. (2009). Esses autores relatam que larvas de Ae. aegypti expostas a temperatura de
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18°C nao se desenvolveram até a fase adulta. Buriol e colaboradores (2009) descreveram resultados
semelhantes. Ao exporem larvas de populagdes de Ae. aegypti do Rio de Janeiro a temperatura de
5°C e 18°C as mesmas ndo conseguirem completar o seu desenvolvimento. Os mesmos argumentam
que as larvas dessa espécie s6 desenvolvem em ambiente com condi¢des térmicas favoraveis.

Para o desenvolvimento de ovo a adulto, a temperatura de 9°C durante 15 e 20 dias foi
limitante para a viabilidade dos ovos. Para os tempos de 5, 10 a 14 dias foi observado que a
viabilidade variou de 1,6% a 31% para CWB e de 0,4% a 48% para FOI sendo que periodos mais
longos, acima de cinco dias foram prejudiciais ao desenvolvimento do Ae. aegypti.

E possivel afirmar que na temperatura proposta neste estudo pelo periodo de 5, 10 a 14 dias,
essa espécie entra em quiescéncia como estratégia de sobrevivéncia. Portanto, este estudo mostra
que mesmo nao tendo um periodo constante em temperatura de 9°C, ambas as regides podem manter
a populagdo de Ae. aegypti apds o tempo de 14 dias, para a fase de ovo. Esse resultado ¢ importante
porque mostra que em cidades frias que apresentam circulagao do virus, possivelmente, mesmo em
periodos de baixa temperatura, o ovo pode se manter viavel, no entanto ¢ necessario estudos que
avaliem se o DENV se mantém nesse ovo, ou ainda, qual seria efetivamente a taxa de viabilidade.

Este trabalho foi o primeiro verificar a exigéncia térmica de formas imaturas (ovo, larva e
pupa) de populagdes de Ae. aegypti provenientes da regido Sul.

Diante destes resultados, ¢ possivel afirmar que a temperatura de 9°C teve influéncia direta
no desenvolvimento de 4e. aegypti, no entanto, cada populagdo apresentou uma reposta diferenciada
quando expostas a condigdes ideais, sinalizando que ha fatores condicionantes de cada populagao
que modula sua resposta em relagdo ao ambiente. O tempo de quatorze dias sob temperatura de 9°C
foi limitrofe para o desenvolvimento dessa espécie, no qual foi observado dorméncia embrionéria,
denominada quiescéncia, estratégia de sobrevivéncia descrita para Ae. aegypti.

Dada a importancia epidemiologica de Ae. aegypti, investigagdes sobre o seu
desenvolvimento em condi¢des ambientais que reflitam a realidade das cidades brasileiras, sdo de
suma importancia para a adog¢ao de medidas de controle e compreensao da dindmica das arboviroses

que ocorrem no Pais.
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8. Conclusao Final

Neste estudo ndo foi observado eclosdo de larvas a 9C. Quando transferidos os ovos para
as condicoes ideais, foi evidenciado que o tempo de inicio de eclosdo das larvas (L1) de Ae. aegypti
foi diferente para as populagdes investigadas. Para CWB o tempo de eclosido foi de dois dias, ja para
a populacdo de FOI foi de dois dias no T5, T10, T11, T13, T14 e T15, e de cinco dias, no T12. O
percentual de larvas obtidas na populacdo de CWB foi de 31% (T5), 4,4% (T10), 10,4% (T11), 1,6%
(T12), 7,6% (T13) e 3,6% (T14), sendo que no T15 e T20 ndo houve eclosdo.

Para populagdo de FOI o percentual de larvas foi de 48% (T5), 3,2% (T10), 0,8% (T11),
1,6% (T12), 2,0% (T13), 8,0% (T14) e 0,4% (T15), sendo que que para T20 ndo houve eclosdo. O
numero total de pupas e adultos obtidos para populacdo de CWB foi de 30,7 % (T5), 4,4% (T10),
10,4% (T11), 1,6% (T12), 7,6% (T13) e 3,6% (T14) e FOI foi de 45,6 % (T5), 3,2% (T10), 0,8%
(T11), 1,6% (T12), 2,0% (T13), 8,0% (T14) e 0,4% (T15).

No experimento 2 as larvas se desenvolveram até L2 e nenhuma pupa conseguiu chegar até
a fase adulta na temperatura de tratamento de 9°C. Para populacdo de CWB todas as larvas chegaram
até o segundo instar, no entanto a partir do segundo dia, neste estadio, todas morreram. Para
populacdo de FOI as larvas desenvolveram até o segundo instar quando expostas a temperatura de
9°C e permaneceu por seis dias seguidos nesse estddio. A partir do sétimo dia, houve mortalidade
de 100% das larvas. No controle 100% das larvas desenvolveram até adulto, para ambas as
populagdes.

As pupas provenientes da populacdo de CWB permaneceram 15 dias nesse estadio a 9°C,
e de FOI, 13 dias. Para ambas as cidades ndo houve emergéncia de adulto.

Diante destes resultados, € possivel afirmar que a temperatura de 9°C teve influéncia direta

asobre o desenvolvimento de Ae. aegypti.
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ANEXO 1 — o Oficio n® 355/2021/CGARB/DEIDT/SVS/MS

GOVERNO DO ESTADO

EECRETARIA DA SAUDE

RESOLUCAO SESAN"21/2022

Institui o Grupo Técmico para verificagio de
infestagio por dedes aegypii nos municipios de
Colombo, Curitiba, Pmhais, Piraquara e Sao
Jose dos Pinhais por meio de monitoramento
mensal por armadilhas ovitampas.

(0 Secretirio de Estodo da Sande, gestor do Sistema Unico de Satide do Parans, no
use da atribuigdo gue the confere o art. 4%, incisos Vi e X da Lei Estadual n® 19848 de 3
de maio de 2009, ¢ o ari. 8% inciso X, do anexo 113060 30131, do Decreto Extadwal n®
9921, de 23 de janeire de 2014, Regulamento da Secretaria de Estado da Saude do Parana,
alem do disposto na Lei Extadual n® 13331, de 23 de novembro de 2001, Codigo de Satde do
Estado e,

- considerando o disposto no Lei Federal n® 8.080, de 19 de setembro de 1990, no seu
Art 17, Inciso 1L e na alinea “a” do Incso IV;

- considerando o Decreto n* 7.5082011, que regulamenta a Lei n® 8.080/1990, de 19
de setembro de 1990, para dispor sobre & organizagio do Sistema Unico de Saide — SUS, o
plancjamento da saide, a assisténcia & saide e a articulacio interfederativa, e da outras
providéncias;

- considerando a Ler Estadual n® 1333172001, que dispde sobre a organizagio.
regulamentacao, fiscalizagio e controle das agoes dos servigos de saide no Estado do Parana;

- considerando as Diretrizes para Prevengao ¢ Controle de Epidemias de Dengue, que
categoriza os mumcipios em 02 estratos, em fungdo da presenca ou ndo do vetor, sendo que
no estrato | os municipios infestados com disseminagio e manutengio do vetor nos
domicilios;

- considerando a Portaria n® 3.129, de 28 de dezembro de 2016, que estabelece os

critérios para levantamento de indice ¢ monttoramento por anmadilhas nos municipios;

- considerando a Resolugio de Consolidagio CIT n°l. de 30 de marco de 2021, que
torna obrigatorio o levantamento entomologico de Infestagio por Aedes acgypti pelos
mumcipios ¢ 0 envio da informagio para as Scoretars Estaduais de Salde e destas, para o
Ministério da Sadde;

- considerando o Oficio n* 355202 1/CGARB/DEIDT/SVS/MS, de 13 de setembro
de 2021, o qual informa que sendo comprovada a infestagdo do municipio pelo Aedes aegypti
com  pesquisa entomolégicn efou  registros de  casos  autctones, ©  municipio €
sutomaticamente considerado infestado;

- considerando a pactuagio na 5* Reunido da Comissie Intergestores Bipartile, em
data de 08 de desembro de 2021, que estabeleceu quais municipios fario monitoramento por
armadilhas ovitrampas para determinar se ha infestagio por dedes gegypti, visto ndo estarem
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