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RESUMO

Lutzomyia longipalpis lato sensu é o flebotomineo com maior relevancia para a saude
publica nas Américas, devido a sua capacidade de transmissado do agente etioldégico da
Leishmaniose Visceral Americana, Leishmania infantum. Tendo em vista a grande
importancia epidemioldgica de L. longipalpis e a sua ascendente expansao geografica para o
Sul o Brasil, este estudo teve como objetivo analisar a exigéncia térmica de diferentes formas
evolutivas de L. longipalpis sob a temperatura de 8°C. Para isso foram realizados trés
experimentos: 1) resisténcia térmica de ovos; 2) resisténcia térmica de larvas; 3) resisténcia
térmica de fémeas. Os ovos, larvas L1 e L4, fémeas ingurgitadas e n&o ingurgitadas com
sangue foram incubadas por 24, 48, 72, 96, 120, 148 e 168 horas sob 8°C. Apds o término
dos tempos de incubacdo, as amostras foram mantidas a 26°C até seu completo
desenvolvimento. Durante e apds o tratamento térmico, foram realizadas leituras diarias para
avaliar a taxa de eclos&o das larvas, seu desenvolvimento, sobrevivéncia, digestdo do sangue
pelas fémeas e taxa de oviposicédo. Foi observado que a temperatura a 8°C de 24h a 168h
impede a eclosao das larvas, a formacao das pupas, a digestdo do sangue e a oviposi¢ao.
Contudo, essas atividades sao retomadas apds a elevacdo da temperatura a 26°C. Nao
houve desenvolvimento de nenhuma fase evolutiva sob a temperatura de 8°C. A incubacao
dos ovos sob essa temperatura influenciou no tempo de ecloséo das larvas L1, prolongando
o estagio de ovo e alterou o tempo de desenvolvimento das larvas e pupas provenientes dos
ovos submetidos ao tratamento. As larvas L1 foram pouco resistentes ao tratamento.
Entretanto, sobreviveram por até quatro dias. As larvas L4 foram resistentes a temperatura
de 8°C, provavelmente por ser um estadio com maiores reservas energéticas. Com relagao
aos insetos adultos, verificamos que o estresse térmico sofrido pelas fémeas de L. longipalpis
nao afetou sua sobrevivéncia e prolongou a longevidade. Observamos diferencas
significativas na quantidade de ovos postos pelas fémeas dos diferentes grupos tratados. Nos
grupos de fémeas ingurgitadas antes do tratamento, a diferenca foi maior, o que sugere que
o atraso na digestao sanguinea afetou a quantidade de ovos produzidos. Foi observado que
exposicbes prolongadas a temperatura de 8°C causam danos ao desenvolvimento e
sobrevivéncia do inseto. No entanto, é importante destacar que na natureza as oscilagdes na
temperatura sado frequentes e nao se limitam as duas temperaturas testadas nos
experimentos. E possivel concluir que L. longipalpis é capaz de colonizar regides com as

condi¢des térmicas testadas.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis; temperatura; resisténcia; dispersao.



ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis sensu lato is the most relevant sand fly for public health in the
Americas, due to its ability to transmit the etiologic agent of American Visceral Leishmaniasis,
Leishmania infantum. In view of the great epidemiological importance of L. longipalpis and its
upward geographic expansion towards the south of Brazil, this study aimed to analyze the
thermal requirement of different evolutionary forms of L. longipalpis under a temperature of
8°C. For this, three experiments were carried out: 1) thermal resistance of eggs; 2) thermal
resistance of larvae; 3) thermal resistance of females. The eggs, larvae L1 and L4, females
engorged and not engorged with blood were incubated for 24, 48, 72, 96, 120, 148 and 168
hours at 8°C. After the end of the incubation times, the samples were kept at 26°C until their
complete development. During and after the heat treatment, daily readings were taken to
evaluate the hatching rate of the larvae, their development, survival, blood digestion by
females and oviposition rate. It was observed that the temperature at 8°C from 24h to 168h
prevents the hatching of the larvae, the formation of the pupae, the digestion of the blood and
the oviposition. However, these activities are reactivated after raising the temperature to 26°C.
There was no development of any evolutionary phase under the temperature of 8°C. The
incubation of the eggs under this temperature influenced the hatching time of the L1 larvae,
prolonging the egg stage and altering the development time of the larvae and pupae from the
eggs submitted to the treatment. The L1 larvae were not very resistant to the treatment.
However, they survived for up to four days. L4 larvae were resistant to a temperature of 8°C,
probably because it is a stage with greater energy reserves. With regard to adult insects, we
verified that the thermal stress suffered by L. longipalpis females did not affect their survival
and prolonged longevity. We observed significant differences in the number of eggs laid by
females in the different treated groups. In groups of females engorged before treatment, the
difference was greater, suggesting that the delay in blood digestion affected the amount of
eggs produced. It was observed that prolonged exposure to a temperature of 8°C damages
the development and survival of the insect. However, it is important to highlight that in nature
temperature oscillations are frequent and are not limited to the two temperatures tested in the
experiments. It is possible to conclude that L. longipalpis is able to colonize regions with the

tested thermal conditions.

Keywords: Lutzomyia longipalpis; temperature; resistance; dispersal.
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1 INTRODUGAO

Os flebotomineos (Diptera: Phlebotominae) estdo entre os grupos de insetos vetores
mais importantes da atualidade devido a sua capacidade de transmitir varios agentes
patogénicos aos animais e seres humanos (READY, 2013). Os principais deles sdo os
protozodrios do género Leishmania, agentes etiolégicos das Leishmanioses. Essas
enfermidades afetam principalmente as populagdes de paises pobres nas regides tropicais e
subtropicais e por isso fazem parte de um grupo chamado Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTNs) (CECILIO, 2022). Nas Américas, existem duas manifestacdes principais desta
doenca: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) (LAINSON & SHAW et al., 1987). A LTA tem o decurso benigno, ja a LVA, também
conhecida como calazar, é mais grave, podendo levar o individuo a ébito. Esta enfermidade
afeta principalmente as criangas e os adultos imunocomprometidos e pode ser fatal se ndo
tratada em mais de 95% dos casos (OMS, 2021; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

A transmisséo das espécies de Leishmania para o homem e outros mamiferos ocorre
durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos infectadas, que tém seu eséfago
obstruido pelas formas flageladas do parasito (promastigotas) e ao tentar ingerir sangue,
acabam regurgitando-as na epiderme do mamifero hospedeiro (SERAFIM et al., 2018).
Atualmente, existem cerca de 1047 espécies de flebotomineos descritas no mundo, sendo
que 549 sido encontradas no continente americano (GALATI, 2021; SHIMABUKURO et al.,
2017). Entretanto, apenas um décimo (10%) delas sao vetores comprovados ou suspeitos de
veicularem Leishmania (MAROLI et al, 2013). O Brasil abriga aproximadamente um terco da
fauna de flebotomineos conhecida no mundo, com cerca de 292 espécies registradas em seu
territorio (GALATI, 2021).

Nas Américas, a espécie de flebotomineo com maior relevancia para a saude publica
e Lutzomyia longipalpis lato sensu, devido a sua capacidade de transmisséo do agente
etiolégico da LVA, Leishmania infantum. A compreensao de quais variaveis ambientais sao
condicionantes para o desenvolvimento e estabelecimento de L. longipalpis, € de suma
importancia para ecoepidemiologia da LVA. O vetor vem sendo relacionado a esta
enfermidade desde o inicio do século XX, quando os casos ocorriam em focos silvestres.
Contudo, em decorréncia da construgcao de rodovias, do desmatamento e do intenso fluxo
migratorio entre cidades proximas, iniciou-se um processo de adaptagao do vetor ao ambiente
urbano (OLIVEIRA et al, 2018). Este cenario configura um grave problema de saude publica
para a América do Sul, pois a ocupagao do ambiente urbano e periurbano pelo vetor contribui

para a acentuada expansao geografica da LVA (SOLOMON, 2015).



Atualmente, L. longipalpis é encontrada em areas em que ndo havia registros prévios
de sua presenca (PAULA et al., 2008; ACOSTA et al., 2013). A distribuicdo geografica do
vetor nas Américas € extensa, abrangendo o México, a norte, e a Argentina, ao sul (MOO-
LLANES et al.,, 2013). Atualmente sua distribuicdo ocorre de forma descontinua, sendo
fragmentada por barreiras geograficas que limitam a sua ocorréncia em algumas areas
(ARRIVILLAGA et al., 2002).

Os principais fatores abiéticos que determinam o desenvolvimento e a capacidade de
dispersdo dos flebotomineos sdo a temperatura e a umidade (BENKOVA, et al., 2007).
Entretanto, sabe-se que algumas espécies de flebotomineos apresentam estratégias de
sobrevivéncia para resistir as condigdes desfavoraveis, como as baixas temperaturas (VOLF
& VOLFOVA, 2011). Essas estratégias sdo fendbmenos fisiologicos chamados de dorméncia,
a que é definida como um estado de interrupgdo do desenvolvimento ou supressédo da

atividade metabdlica em um organismo (MARTINS et al., 2000).

Desde o0 ano de 2009, ha trés registros da presenca do vetor no Sul do pais, dois no
estado do Rio Grande do Sul (SOUZA et al., 2009; OSMARI et al., 2022), e um no estado do
Parana (SANTOS et al., 2012). Sendo que este ultimo foi relatado para a area urbana do
municipio de Foz do Iguacu. Esses registros reforcam a discussao a respeito da capacidade
de adaptacao de L. longipalpis e levantam questdes importantes sobre sua biologia. Tendo
em vista que o clima da regido Sul do Brasil é caracterizado por invernos rigorosos, com
temperaturas baixas, conhecer a exigéncia térmica dessa espécie é de fundamental

importancia para a ecoepidemiologia da LVA.

2 JUSTIFICATIVA

O aumento da incidéncia dos casos de LVA ocorrido nas ultimas décadas despertou
o interesse da comunidade cientifica a respeito da biologia de L. longipalpis. Atualmente, o
vetor estd entre os flebotomineos mais estudados do mundo (SALOMON, 2021). Sua
colonizagdo em laboratério permitiu a realizagdo de estudos sobre gendmica, microbiota,
interacdo parasito-vetor, saliva, feroménios e pesquisas comportamentais (SALOMON,
2021). Entretanto, ainda ha aspectos bioldgicos do vetor pouco explorados ou
desconhecidos, que podem ser avaliados em condicdes laboratoriais, como por exemplo, a

sua resisténcia térmica frente as baixas temperaturas.

Pesquisas sobre o efeito da temperatura no desenvolvimento biolégico de insetos

vetores sdo importantes para analisar suas demandas biologicas, previsibilidade de dispersao



e a sua influéncia na dinamica da epidemiologia das doengas relacionadas (THOMAS et al,
2012). Esses estudos sdo mais frequentes com mosquitos, principalmente os do género
Aedes (ALTO et al., 2001; CALADO et al., 2002; GARZON et al., 2021). Em relago aos
flebotomineos, pesquisas sobre avaliagdo de resisténcia térmica sdo escassas (BYRON et
al., 1967; WARD & KILLICK-KENDRICK, 1974; BENKOVA, et al., 2007).

Tendo em vista a grande importancia epidemiolégica de L. longipalpis e a sua
ascendente expansao geografica, este estudo tem como objetivo analisar a exigéncia térmica
das formas evolutivas de ovo a adulto de L. longipalpis sob a temperatura de 8°C. Essa
condicao foi testada como forma de avaliar a capacidade de adaptacdo e dispersdo dessa
espécie para regides mais frias do Sul do Brasil. Este € o primeiro trabalho a avaliar em
laboratério, os efeitos da temperatura de 8°C no desenvolvimento, digestdo e oviposicao

desse vetor.

3 OBJETIVOS
Objetivo geral:

Avaliar a resisténcia das formas evolutivas de Lutzomyia longipalpis a temperatura de

8°C em condi¢bes laboratoriais.
Objetivos especificos:

e Avaliar a taxa de eclosao de larvas L1 apds a exposicdo de ovos a temperatura de
8°C;

e Avaliar o tempo de desenvolvimento das fases de larva (L1 a L4) e de pupa apds a
exposicao de ovos a temperatura de 8°C;

e Avaliar a resisténcia térmica de larvas L1 e L4 a temperatura de 8°C;

e Avaliar a resisténcia térmica de fémeas a temperatura de 8°C sem e com repasto
sanguineo;

e Avaliar a taxa de oviposicao de fémeas expostas a temperatura de 8°C;

e Avaliar a digestdo sanguinea de fémeas expostas a temperatura de 8°C.



4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 Complexo Lutzomyia longipalpis e a transmissao de Leishmania

Lutzomyia longipalpis pertence a Ordem Diptera, Familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. Essa espécie foi descrita por Lutz & Neiva (1912) a partir de espécimes
capturados nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Algumas das estruturas morfoldgicas
que caracterizam o inseto sdo: gonocoxito da genitalia masculina apresentando cerdas
persistentes simples ou modificadas na base e cerdas dorsais inseridas diretamente no
parametro dos machos. No caso das fémeas, as espermatecas sao curtas, com comprimento
4x maior que a largura (YOUNG & DUNCAN, 1994).

Quando foi descrita, o interesse por L. longipalpis manteve-se restrito a area
entomoldgica. Apenas apos a confirmagao de casos humanos de LVA (PENNA, 1934) e da
presenca de espécimes do vetor nas proximidades das habitacbes de pacientes com a
doenca no estado de Sergipe (CHAGAS, 1936) é que recebeu atencao das autoridades

sanitarias brasileiras.

Deane e Deane (1954) relataram o primeiro encontro de fémeas de L. longipalpis
naturalmente infectadas por L. infantum durante um grave surto de LVA em Sobral, Ceara,
que levou ao 6bito mais de 100 pessoas. Na década de 1950, mais de 1000 casos de LVA
foram registrados na regido Nordeste. Na ocasi&o, foi observado que os casos ocorriam em
vales umidos e arborizados, € ndo em areas de planicies secas ou nas encostas expostas
das colinas, onde o clima arido os e ventos fortes eram desfavoraveis para o desenvolvimento
de L. longipalpis (LAINSON & RANGEL, 2005). A incriminagdo do inseto como vetor de L.
infantum foi concluida quando Lainson e colaboradores (1977) demonstraram a transmissao

do parasito para hamsters por meio da picada de fémeas infectadas.

Com o avango das pesquisas de vigilancia entomoldgica na América Latina foi
constatado que L. longipalpis apresenta uma ampla distribuicdo geografica no continente
americano. Porém, existem barreiras naturais que acabam isolando as populacgdes,
favorecendo o surgimento de variagdes morfoldgicas e comportamentais entre elas (SOARES
et al., 2003). Atualmente, L. longipalpis é considerado um complexo de espécies com
estruturas populacionais distintas e populagdes reprodutivamente isoladas (REGO et al.,
2021).

De acordo com Pech-May e colaboradores (2018), ha dois clados de L. longipalpis
nas Américas: o primeiro € composto por grupos presentes no Brasil e na Argentina e o

segundo clado inclui populagdes da América Central e norte da América do Sul (Guatemala,



Honduras, Costa Rica, Colémbia e Venezuela). Contudo, mesmo pertencendo ao mesmo
clado, as populagdes argentinas e brasileiras apresentam diferencas observadas em varios
niveis, incluindo genético, morfolégico, molecular e bioquimico (URIBE, 1999; ARAKI et al.,
2009). Esses dados indicam que devido ao isolamento geografico, essas populagdes podem

estar em processo de especiagao.

A divergéncia genética causada pelo isolamento geografico pode afetar a capacidade
vetorial de L. longipalpis, resultando em algumas populagdes sendo vetores mais eficientes
do que outras (LANZARO et al, 1993; MAINGON et al., 2008). Além de ser o principal vetor
de L. infantum, L. longipalpis é considerado um vetor permissivo (VOLF & MYSKOVA, 2007).
Estudos mostram que populagdes do vetor criadas em laboratério sdo capazes de permitir o
desenvolvimento e transmitir outras espécies de Leishmania, como L. braziliensis
(ALEXANDRE et al, 2020) e L. amazonensis (SILVA et al., 2021), sendo esses 0s principais
agentes etioldgicos da LTA no Brasil. Além disso, populagdes de L. longipalpis ja foram
capturadas em focos de LTA no Brasil (DIAS et al, 2007; CARVALHO et al., 2010), o que

sugere a participagao do vetor na epidemiologia da doenca.

4.2 Ciclo de vida de Lutzomyia longipalpis

Os flebotomineos apresentam desenvolvimento do tipo holometabolo, com ciclo de
vida composto por quatro fases evolutivas: ovo, larva, pupa e adulto (WARD, 1990, KILLICK-
KENDRICK 1999). De acordo com observacdes realizadas em laboratorio, o ciclo biologico
de ovo a adulto para L. longipalpis pode variar de 28 a 36 dias, dependendo da fonte de
sangue. A oviposigao geralmente inicia no quinto dia apds o repasto sanguineo e varia de 24
a 52 ovos por fémea, podendo variar de acordo com a espécie, fonte de repasto sanguineo
e dieta das larvas (RANGEL et al., 1986; VOLF & VOLFOVA, 2011).

Os ovos dos flebotomineos possuem forma elipsoéide ou ovoide, medem cerca de 0,3
a 0,5 mm de comprimento e de 0,1 a 0,15 mm de largura (Fig. 1). Logo apds a oviposic¢ao,
apresentam coloragdo esbranquicada, mas depois de algumas horas em contato com o
ambiente tornam-se castanho-escuro (RANGEL et al., 2003). O exocorio, camada externa da
casca do ovo, possui ornamentagdes que podem variar de acordo com a espécie € género
(PESSOA et al., 2008), porém essas variagcbes nado sdo suficientes para taxonomia de
flebotomineos (ALENCAR & SCARPASSA, 2018).



ERAPE L
Figura 1: Ovos de Lutzomyia longipalpis. A) Imagem de ovo obtida por microscopia eletronica
de varredura. B) Ovos observados em um estereomicroscépio. Fonte: O autor.

O ciclo biolégico dos flebotomineos ocorre no ambiente terrestre, as fémeas realizam
a postura de seus ovos em substratos ricos em umidade, como abrigos de animais, frestas
em troncos e rochas, solo contendo matéria organica em decomposigao e folnas (ALENCAR
etal., 2011; VIVERO et al., 2015).

As larvas geralmente eclodem entre seis e nove dias apos a oviposicédo (RANGEL et
al., 1986). Possuem corpo alongado, com coloragao branca ou amarelada e cabega marrom-
escuro. Sao formadas por doze segmentos, sendo trés segmentos do térax e nove segmentos
do abdémen. O aparelho bucal é do tipo triturador, adaptado para uma alimentagéo baseada
em matéria organica presente no solo (BRAZIL & BRAZIL, 2018). O periodo larval dura em
torno de quatorze a 19 dias e é dividido em quatro instares (RANGEL et al., 1986). O primeiro
instar, chamado de L1, é de dificil visualizagdo a olho nu devido ao tamanho minusculo. As
larvas de L1 possuem duas cerdas caudais proeminentes (Fig. 2A). No segundo instar, L2,
as larvas apresentam um tamanho maior do que as do primeiro, e possuem quatro cerdas
caudais, sendo essa uma caracteristica fundamental para diferenciar as larvas L1 de L2 (Fig.
2B). Larvas de segundo e terceiro instar, chamadas de L2 e L3, respectivamente, podem ser
facilmente confundidas, pois geralmente possuem tamanhos aproximados. Entretanto, a larva
L3 costuma ser mais robusta e apresenta o ultimo segmento com as boras mais escuras (Fig.
2C). As larvas de quarto estadio (L4), medem em torno de 4 mm e exibem uma caracteristica
placa anal dorsal esclerotizada (Fig. 2D). Proximo a muda para a fase de pupa, as larvas L4
param de se alimentar, e eliminam todo o alimento contido em seu intestino, ficando com o
abdémen esbranquigado (LAWYER et al., 2017).
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Figura 2: Larvas de Lutzomy/a longipalpis. A) Larva de primeiro estadio (L1); B) Larva de
segundo estadio (L2); C) Larva de terceiro estadio (L3); D) Larva de quarto estadio (L4), a seta

vermelha esta apontando para a placa anal no ultimo segmento. Fonte: O autor.

As pupas dos flebotomineos possuem coloragao branco-amarelada no inicio do
empupamento e escurecem conforme se aproxima a emersao do adulto (BRAZIL & BRAZIL,
2018). O periodo pupal dura em torno de seis a dez dias (VOLF & VOLFOVA, 2011), durante
esse periodo ndo se movimentam e ficam presas ao substrato pela exudvia larval, que cobre
a sua porgao caudal (Fig. 3). As pupas nao se movem, executam apenas rapidos movimentos
de flexdo e extensao até a formacgao do inseto adulto (BRAZIL & BRAZIL, 2018; RANGEL et
al., 2003).

Figura 3: Pupa de Lutzomyia longipalpis. Fonte: O autor.

Os flebotomineos adultos medem cerca de 3 mm de comprimento, sdo caracterizados
pelo corpo densamente coberto por cerdas, pernas longas e apresentam voos curtos e
saltitantes, além disso mantém as asas eretas mesmo quando em repouso (KILLICK-
KENDRICK, 1999). Os machos e as fémeas apresentam dimorfismo sexual, a diferenciagcao
pode ser realizada, principalmente, através dos ultimos segmentos abdominais (BRAZIL &
BRAZIL, 2018) (Fig. 4). Enquanto a genitalia das fémeas ¢ internalizada, os machos possuem

a genitalia externalizada, nas primeiras horas apos a saida da pupa, a genitalia dos machos
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esta dobrada junta ao corpo, aproximadamente 24 horas depois, a genitalia rotaciona-se
180°, indicando maturidade sexual (BRAZIL & BRAZIL, 2018).

Figura 4: Adultos de Lutzomyia longipalpis. A) Fémea; B) Macho. Fonte: O autor.

Outra caracteristica morfolodgica que difere entre machos e fémeas é o aparelho bucal.
Os machos possuem pecgas bucais mais curtas, ja o aparelho bucal das fémeas € longo,
adaptado para a hematofagia. O habito hematéfago é exclusivo das fémeas, e necessaria
para a maturacdo dos ovos (MAGNARELLI & MODI, 1988). Tanto os machos quanto as
fémeas de flebotomineos necessitam de uma dieta baseada em carboidratos para a obtengao
de energia (LIMA et al, 2016), geralmente as fontes de carboidratos encontradas na natureza
sdo seiva de plantas, néctar (ALEXANDER & USMA, 1994), secrecao de afideos e frutas
(CAMERON et al., 1995). Além disso, a ingestdo de carboidratos & importante para o
desenvolvimento da Leishmania no intestino das fémeas (SCHLEIN & JACOBSON, 1994).

4. 3 Distribuicdo geogréfica de Lutzomyia longipalpis e da LVA no Brasil

Os primeiros casos de LVA no Brasil foram registrados em areas de poucas florestas
ou desmatadas. Por conta disso, acreditou-se que a epidemiologia da doeng¢a, em ambiente
doméstico, envolvesse restritamente o cdo e L. longipalpis (LAINSON & RANGEL, 2005).
Entretanto, estudos realizados na regido amazénica do Brasil (CHAGAS et al. 1938;
LAINSON et al. 1986), indicaram que L. longipalpis € uma espécie de origem silvestre. Na
regiao norte do pais, o vetor ainda é capturado em florestas primarias remotas e distantes de
povoamentos humanos. Quando s&o abertas estradas em meio a mata e habitagbes séo
construidas, a presenca de L. longipalpis é rapidamente detectada (LAINSON & RANGEL,
2005).
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Contudo, de acordo com BRAZIL (2013), a origem de L. longipalpis pode nao estar
relacionada a Floresta Amazénica ou a Mata Atlantica da América do Sul, mas sim ao Cerrado
brasileiro e sua vegetacao aberta. Durante o Pleistoceno, o Cerrado era mais umido, o que
possibilitaria a ocorréncia do flebotomineo. Se assim for, isso pode evidenciar que a

capacidade de L. longipalpis se adaptar a diferentes ambientes ndo é recente.

Evidentemente, a dispersao e a colonizagao de novos ambientes pelos flebotomineos
nao sdo processos condicionados apenas aos fatores naturais. Com o avancgo das acdes
humanas sobre o meio ambiente para expanséo de cidades e da fronteira agricola, eventos
destrutivos como desmatamento e queimadas, modificaram a ecologia de espécies de
flebotomineos e influenciaram seus padrdes de dispersdo (RANGEL & VILELA, 2008). Esses
eventos reduziram a disponibilidade de oferta de fonte de alimentagdo natural de L.
longipalpis, por exemplo, fazendo com o que o vetor passasse a colonizar gradativamente o
meio rural. Assim, o cao e o ser humano se tornam as op¢des mais acessiveis como fonte de
alimentacdo sanguinea, o que contribuiu para a dispersdo de LVA pelo Brasil e na América
do Sul (LAINSON & RANGEL, 2005).

Na década de 1980, L. longipalpis passou a invadir 0 meio urbano, principalmente a
periferia das grandes cidades, sendo capturado nos ambientes intradomiciliar e peridomiciliar
(LAINSON & RANGEL, 2005). Essa dispersao ¢ atribuida principalmente a fatores como a
modificacdo de ambientes naturais, grandes construgdes e fluxo migratério (MESTRE, et al.,
2005; SALOMON, et al., 2015). Nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, por exemplo,
a construcao de rodovias foi considerada um fator fundamental para a expansao geografica
do vetor e, consequentemente, da LVA. Acredita-se que a construcao da rota Leste-Oeste do
gasoduto Bolivia-Brasil e das rodovias BR 262 e Marechal Rondon, que ligam o estado de
Séao Paulo a Bolivia, passando por Mato Grosso do Sul, tenham exercido um papel crucial na
dispersao do vetor e da doenga (ANTONIALLI, et al., 2007)

Estudos sobre a fauna flebotominica em cidades brasileiras mostram que L.
longipalpis é a espécie mais abundante em areas urbanas (RANGEL & VILELA, 2008). O
vetor tem sido reportado nas cinco regides geograficas do Brasil e em quase todos os estados
brasileiros, com excegéo dos estados do Amazonas, na regido norte, e de Santa Catarina, na
regido sul do pais (BORGES et al., 2017). A ocupagdo do vetor alcangou grandes centros
urbanos brasileiros, o que levou a dispersao de casos de LVA em cidades como Rio de
Janeiro (BRAZIL, 2013), Belo Horizonte (REZENDE et al., 2006), Campo Grande (Oliveira et.
al, 2006), Teresina (DUTRA, et al., 2007), Fortaleza (RODRIGUES et al., 2017), Natal
(XIMENES et al., 2007) e a capital do pais, Brasilia (CARRANZA-TAMAYO et al., 2010).
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A mudanca de perfil epidemioldgico da LVA no Brasil, do ambiente rural para o urbano
€ observada desde a década de 1970 (GUALANDI, 2013). Os primeiros casos urbanos da
doenca foram registrados na zona oeste da cidade do Rio de Janeiro, na década de 1970
(MARZOCHI et al., 1985), e em Teresina, capital do estado do Piaui, entre os anos de 1980
e 1986 (COSTA et al., 1990).

De acordo com Brazil (2013), o padrao epidemioldgico da LVA nos ambientes urbanos
parece ser altamente heterogéneo. Fatores relacionados a biologia do vetor, como adaptagéo
as diferentes temperaturas, ao intra e peridomicilio, habitos ecléticos de alimentagcado e
antropofilia sdo apontados como fundamentais para a difusdo dos casos de LVA nas cidades
(LOPES, 2009), além da disperséao ativa ou passiva de L. longipalpis. Contudo, com relagao
a dispersao ativa, estudos de recaptura de flebotomineos adultos mostraram que no ambiente
rural a distancia de dispersao desses insetos pode chegara 700 m (DYE et al., 1991). Ja no
ambiente urbano, a dispersdo maxima de flebotomineos adultos é de 243 m (OLIVEIRA et
al., 2013). Esses dados sugerem que os flebotomineos apresentam pouca atividade de
dispersdo em areas urbanas, permanecendo no mesmo local devido a presenca de abrigo e
fonte alimentar. Portanto, a dispersao ativa ndo parece ser o principal mecanismo de invasao
urbana. Provavelmente, as condi¢cbes ideais para a proliferacdo de flebotomineos no
ambiente urbano estao sendo proporcionadas pelo proprio ser humano (BRAZIL, 2013). Com
relacao a dispersao passiva dos flebotomineos, pouco se sabe. No entanto, a transferéncia
de solo, frequentemente realizada para o desenvolvimento das cidades, tem sido apontada
como importante fator para esse tipo de dispersdo (BRAZIL, 2013). O transporte do solo de
areas rurais para a cidade durante a construcado de pracgas e jardins, pode representar um
problema devido a introdugdo de organismos que usam o solo como local de reprodugéao,
como os flebotomineos. Um exemplo deste tipo de dispersao passiva ocorreu na cidade do
Rio de Janeiro, onde casos de LVA em céaes foram registrados em um cemitério, no centro
da cidade. A chegada de L. longipalpis até a area ocorreu pela transferéncia de solo usado
em vasos de flores, que é proveniente de areas de ocorréncia de L. /ongipalpis fora do Rio
de Janeiro (BRAZIL, 2013; SOLOMON, 2021). No municipio de Presidente Prudente, Sao
Paulo, a disperséo de L. longipalpis ocorreu de forma semelhante. Inicialmente, o vetor foi
localizado em um viveiro de flores com abundante adubagdo organica, e entdo passou a

ocupar progressivamente quintais com galinheiros (PRESTES-CARNEIRO et al 2019).

Apods ocupar a regiao Sudeste, a distribuicao geografica de L. longipalpis chegou ao
Sul do Brasil. Atualmente, sao trés os registros da presenga do vetor na regido, sendo dois
no estado do Rio Grande do Sul (SOUZA et al., 2009; OSMARI et al., 2022) e um no estado

do Parana (SANTOS et al., 2012), este ultimo ocorrido na area urbana do municipio de Foz
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do Iguagu. Até o presente momento, nenhuma capital dos estados da regido Sul registrou a
presenca de L. longipalpis. No entanto, ha registros de casos autéctones de LVA em Porto
Alegre, capital do Rio Grande do Sul (MAHMUD et al., 2019), e em Florianoépolis, capital de
Santa Catarina (DIAS et al., 2013), atribuidos até entdo a transmissdo do agente etioldgico
por outras espécies de flebotomineos vetores que ali se encontram. A capital paranaense,
Curitiba é considerada area indene para LVA. Entretanto, municipios da regiao metropolitana
de Curitiba, como Adrianodpolis, Cerro Azul e ltaperugu sao regibes endémicas de LTA,
possuem altos indices de degradagdo ambiental e abundancia de diferentes espécies de
flebotomineos (CASTRO et al. 2005; CURTI et al, 2009).

4 4 Influéncia de fatores abidticos sobre flebotomineos

Temperatura e umidade sdo consideradas os principais fatores abidticos para a
disperséo e estabelecimento dos flebotomineos (BENKOVA et al., 2007). Entretanto, existem
poucos estudos em laboratério documentando o impacto desses fatores na biologia e

fisiologia desse grupo.

Na natureza, os flebotomineos sdo muito sensiveis ao ressecamento e costumam
procurar abrigos que os mantenham em uma minima variacdo de temperatura e umidade.
Por isso, costumam se abrigar em ambientes como caules e copas de arvores, tocas de
animais, arbustos, fendas em rochas, ou mesmo em abrigos de animais domésticos ou
domicilios de seres humanos (AGUIAR et al., 1985; AZEVEDO et al., 1993; XIMENES et al.,
1999). O habitat natural desses insetos esta diretamente relacionado aos fatores abioticos.
Contudo, alguns grupos podem se adaptar as diferentes condicdes ambientais. Lutzomyia
longipalpis, por exemplo, tem como principal habitat natural as areas secas no centro e norte
da América do Sul, entretanto, sabe-se que sua ocorréncia também esta associada a floresta
umida na bacia do rio Amazonas (LAINSON et al. 1985, LANZARO et al. 1993), o que

evidencia a plasticidade de suas populacdes.

Em laboratdrio, as colénias de flebotomineos estabelecidas para estudos e realizagao
de experimentos sao mantidas a uma temperatura de 25 a 28°C e umidade relativa do ar
entre 70 e 95%, sendo essas as condigbes consideradas ideais para o desenvolvimento dos
espécimes e que garantem maior longevidade (KILLICK-KENDRICK et al., 1977; VOLF &
VOLFOVA, 2011). Observagdes em laboratorio, mostram que as coldnias de flebotomineos
mantidas nessas condi¢gdes padréo de temperatura e umidade por muitas geragdes, tendem

a apresentar o tempo de ciclo de vida bastante estavel.
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No entanto, quando os insetos sao submetidos as condigbes ambientais adversas,
como baixas temperaturas, algumas espécies podem entrar dorméncia, que € uma estratégia
de sobrevivéncia que prolonga seu tempo de desenvolvimento, podendo se manifestar na
fase embrionaria, em imaturos (larvas e pupas) e no estagio adulto (GORDON; HEADRICK,
2001). A dorméncia ¢ dividida em duas categorias: a diapausa e a quiescéncia (DANKS,
1987). Esses termos foram, por muito tempo, reportados como sindbnimos na literatura,
contudo, sao estratégias de sobrevivéncia que provém de vias de sinalizacdo diferentes,
embora tenham a mesma finalidade: garantir a sobrevivéncia durante e apds a adversidade
do meio (DINIZ et al, 2017).

A diapausa consiste em um estado de baixa atividade metabdlica que é determinado
geneticamente e mediado por neuro-horménios que afetam fenotipicamente os individuos,
aumentando a tolerancia a condigbes ambientais extremas (TAUBER et al., 1986; SMITH,
1987). Este processo € pouco estudado em flebotomineos, mas ja foi relatado em larvas
(KILLICK-KENDRICK & KILLICK-KENDRICK 1987; KUMAR & KISHORE 1991; VOLF &
VOLFOVA, 2011) e ovos (TROUILLET & VATTIER-BERNARD, 1979).

A quiescéncia é um tipo de dorméncia caracterizada pelo retardo do metabolismo,
resultante da acdo direta de condicbes ambientais desfavoraveis ao inseto, como por
exemplo, alteragbes de umidade e temperatura (CHRISTOPHERS, 1960). Este processo
difere da diapausa por nao ser um evento geneticamente programado, nem controlado por
hormdnios, e uma vez cessado o estimulo que induz o processo, as atividades fisiol6gicas
tendem a ser retomadas (DENLINGER, et al, 2014). Estudos sobre este fenbmeno em
flebotomineos sédo escassos (LAWYER & YOUNG, 1991), provavelmente por ser confundido

com a diapausa, sobretudo quando se refere a dorméncia embrionaria.

Tanto a diapausa quanto a quiescéncia podem representar estratégias fundamentais
para a ecologia dos flebotomineos na natureza, pois permitem a sobrevivéncia desses insetos
em seu habitat durante condi¢des adversas, como nos periodos de baixas temperaturas e de
seca (RYAN et al, 1986; LAWYER & YOUNG, 1991).

Além de afetar o desenvolvimento dos flebotomineos, a temperatura também pode
interferir significativamente nos processos fisiologicos e metabdlicos dos flebotomineos
adultos, como por exemplo na digestdo (BENKOVA & VOLF, 2007). Temperaturas mais
baixas tendem a atrasar o processo de digestdo do sangue nas fémeas e consequentemente
retardam a defecacdo. Considerando que as espécies de Leishmania precisa se aderir a

parede do intestino das fémeas de flebotomineos para se reproduzir, a defecagao retardada
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pode proporcionar mais tempo para que os parasitas se estabelecam no intestino do vetor
(HLAVACOVA et al., 2013).

As condigbes climaticas também exercem grande influéncia na distribuicdo geografica
de flebotomineos e, consequentemente, na ocorréncia das leishmanioses em caes e
humanos (PETERSON & SHAW, 2003; ALMEIDA et al., 2013; DEL CARRO et al, 2020).
Estudos indicam que o0 aumento da temperatura provocado pelo aquecimento global levara a
uma extensdo das areas de distribuicdo desses insetos (ASPOCK et al, 2008; PETERSON
et al, 2017). Na América do Sul, de acordo com Peterson e colaboradores (2017), L.
longipalpis tende a expandir sua distribuicdo na Amazénia Oriental e na regido Sul, como vem

ocorrendo nos estados do norte e sul brasileiro.

Em um estudo de predigao da distribuicdo geografica de L. longipalpis e de LVA no
estado do Mato Grosso do Sul, Almeida e colaboradores (2013), concluiram que a
temperatura e a precipitacado média anual foram as variaveis que mais influenciaram na
ocorréncia do vetor e da doenca no estado. Do mesmo modo, estudos de modelagem,
apontaram a temperatura como uma das principais contribuintes para a dispersao do vetor
nos estados de S&o Paulo (OLIVEIRA, 2018) e Espirito Santo (DEL CARRO et al, 2020).
Entretanto, os dados obtidos por modelagem nem sempre coincidem com a real distribuicao
do vetor. O modelo adotado na previsao realizada por Peterson e colaboradores (2017), por
exemplo, aponta para uma nao inserg¢ao de L. longipalpis no Uruguai, contudo, o vetor ja é
registrado no pais desde 2011 (SALOMON et al., 2011). Isso mostra que o conhecimento
sobre a resisténcia e susceptibilidade do vetor aos fatores abidticos, como a temperatura,
ainda precisa ser aprimorado e mais estudos laboratoriais a este respeito deste tema,

realizados.

5 MATERIAL E METODOS

5. 1 Estabelecimento da Colbnia de Lutzomyia longipalpis

Os espécimes utilizados nos experimentos sao provenientes de ovos da colénia de L.
longipalpis de Jacobina, Bahia, cedidos pelo Laboratdério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos
do Instituto Oswaldo Cruz, coordenado pelo Dr. Fernando Ariel Genta. No insetario Professor
Enio Luz da Universidade Federal do Parana (Setor de Ciéncias Bioldgicas, Departamento
de Patologia Basica), a colénia foi estabelecida de acordo com os protocolos adotados por
(VOLF & VOLFOVA, 2011).
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Os flebotomineos foram criados em recipientes de plastico com o fundo perfurado e
preenchidos com uma camada de 2 cm de gesso branco. O gesso garante a umidade no
recipiente e fornece uma superficie de descanso para os insetos sem condensagao de agua.
Os recipientes foram fechados com um pedaco de tecido voil na tampa de encaixe, cujo centro
foi recortado com didmetro de 3 cm para retirada e introdugao de adultos, bem como para a
alimentacao dos adultos, por meio de algoddo embebido com sacarose 70%. Os insetos
adultos eram introduzidos por meio de um aspirador entomolégico e o orificio fechado com

algodao (Figura 5).
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Figura 5: Recipiente de criagéo de flebotomineos. Fonte: O autor.

Os recipientes de criagdo foram colocados em bandejas plasticas revestidas com
toalhas de papel umedecidas com agua destilada para manter o gesso Umido. As bandejas
com os insetos foram alocadas em uma estufa do tipo BOD (Demanda Bioldgica de Oxigénio),
sob temperatura de 26°C e umidade relativa do ar (URA) de 80%. As fémeas foram ofertados
os camundongos previamente anestesiados com Xilazina (10 mg/kg) e Cetamina (100 mg/kg)
por via intraperitoneal, como fonte sanguinea, de acordo com o protocolo aprovado na
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana sob o nimero

075.062623/2019-16. Os repastos ocorreram em uma gaiola de voil sob auséncia de luz.

Apbs o repasto, as fémeas foram colocadas nos recipientes de criagdo novamente
para a oviposi¢cao. Apos a postura dos ovos e eclosao, as larvas foram alimentadas com uma
mistura de racao para peixe, ragado para coelho, fezes de coelho e terra, na proporgcéo de
1:1:1:1. Os recipientes contendo larvas foram vistoriados periodicamente para o controle de

acaros e fungos.
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5. 2 Determinacao da temperatura e dos grupos experimentais

Devido ao fato de que L. longipalpis tem sido relatado no Sul do Pais, onde segundo
a classificagdo de Képpen predominam os climas subtropical e temperado (WREGE, et al.,
2012), foram avaliadas as médias das temperaturas minimas nos ultimos cinco anos, de 2018
a 2022 da cidade de Curitiba, capital do estado do Parana. Tal escolha se deve ao fato de
Curitiba ser a capital de estado mais fria do Brasil, com o maior perimetro urbano da regiao
Sul do pais (RABINOVITCH, 1996). De acordo com a classificagdo de Koppen, o clima
predominante no municipio é do tipo subtropical umido, mesotérmico, sem estagdo seca, com
verdes frescos e invernos com geadas frequentes. A regido esta inserida no Bioma Mata
Atlantica (IPPUC, 2014). Possui 1.090 de area verde, cerca de 300 mil arvores de rua
(CURITIBA, 2014) e floresta urbana que corresponde a 43,69% da area do municipio (GRISE,
2017).

As médias das temperaturas minimas mensais da cidade de Curitiba foram solicitadas
ao Sistema de Tecnologia e Monitoramento Ambiental do Parana (SIMEPAR). A partir dos
dados obtidos, foi calculada a média aritmética das temperaturas, chegando-se ao resultado
de 8°C.

Foram realizados trés experimentos para avaliar a resisténcia térmica de L.

longipalpis:
- Experimento 1: Resisténcia térmica de ovos de Lutzomyia longipalpis.
- Experimento 2: Resisténcia térmica de larvas de Lutzomyia longipalpis.
- Experimento 3: Resisténcia térmica de fémeas de Lutzomyia longipalpis.

Para cada experimento foram formados sete grupos (temperatura de 8°C e URA de
80%), e um grupo controle (temperatura 26°C e URA de 80%). Todos os grupos
experimentais foram expostos, apds cada periodo determinado, as condigcdes do controle até

o término do desenvolvimento (Fig. 6).

- Grupo 1: Exposicéo a 8°C/URA 80% por 24h, na sequéncia, 26°C/URA 80%;

- Grupo 2: permaneceu a 8°C/URA 80% por 48h, na sequéncia, 26°C/URA 80%;
- Grupo 3: permaneceu a 8°C/URA 80% por 72h, na sequéncia, 26°C/URA 80%;
- Grupo 4: permaneceu a 8°C/URA 80% por 96h, na sequéncia, 26°C/URA 80%;
- Grupo 5: permaneceu a 8°C/URA 80% por 120, na sequéncia, 26°C/URA 80%;
- Grupo 6: permaneceu a 8°C/URA 80% por 144, na sequéncia, 26°C/URA 80%;
- Grupo 7: permaneceu a 8°C/URA 80% por 168h, na sequéncia, 26°C/URA 80%.
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Figura 6: Sequéncia dos experimentos de resisténcia térmica. A) Sete grupos (tratamento e controle),
replicados 5 vezes; B) Estufa a temperatura de 8°C (Tratamento); C) Tempo de exposi¢cao de cada
grupo a temperatura de 8°C; D) Estufa a temperatura de 26°C para grupos pos tratamento e para os
grupos controle.

5. 3 Experimento 1: Resisténcia térmica dos ovos de Lutzomyia longipalpis

Para a obtencao dos ovos, 110 fémeas de L. longipalpis foram colocadas em gaiolas
de tecido voil junto a camundongos Swiss previamente anestesiados com Xilazina (10 mg/kg)
e Cetamina (100 mg/kg) para a realizacdo do repasto sanguineo. Apds todas as fémeas se
ingurgitarem, as mesmas foram colocadas em um recipiente plastico contendo gesso e

alocados em uma estufa BOD.

A oviposicao teve inicio no terceiro dia pés-repasto sanguineo. Oito horas apés a
visualizagao dos primeiros ovos, as fémeas gravidas foram transferidas para outro recipiente.
Quando os ovos completaram quatro dias, cerca de 96 horas, tempo necessario para a
formacao das principais estruturas do embrido no interior dos ovos dos flebotomineos, de
acordo com Abbassy e colaboradores (1995), os mesmos foram divididos nos grupos
experimentais em recipientes plasticos contendo gesso e submetidos ao tratamento térmico
(Figura 7). Cada grupo experimental foi composto por 15 ovos, totalizando 75 ovos por grupo

e 600 ovos para realizagcédo de todo o experimento.
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Figura 7: Recipientes plasticos contendo os ovos de Lutzomyia longipalpis que foram

submetidos ao tratamento térmico.

Durante e apés o tempo de exposicao dos ovos a temperatura de 8°C, foram
realizadas leituras diarias para acompanhar o tempo de eclosao das larvas, a transicao dos
estagios larvarios, a pupacao e a emergéncia dos adultos. Os dados das leituras foram

registrados em uma planilha Excel.
Os critérios para diferenciagao dos estadios larvarios foram:

- Larva L1: presencga de duas cerdas caudais;
- Larva L2: presencga de 4 cerdas caudais;
- Larva L3: escurecimento das bordas do dorso do ultimo segmento;

- Larva L4: Formacgéo da placa anal dorsal esclerotizada.
5. 4 Experimento 2: Resisténcia térmica de larvas L1 e L4 de Lutzomyia longipalpis

Para avaliar a resisténcia térmica das larvas L1 de L. longipalpis a temperatura de
8°C, foram separados 600 ovos provenientes de colénia com 120 fémeas, apés 8h de
oviposigao. Os ovos foram divididos em sete grupos experimentais mais o controle (Ver 5.2)
e mantidos a 26°C até a eclosé&o das larvas. Em cada recipiente foi adicionado 1g da mistura
da alimentacao larval, a qual € composta por racao de peixe, ragao de coelho, fezes de coelho

e terra.

Para avaliar a resisténcia térmica das larvas L4, foram selecionadas 600 larvas com
a placa anal dorsal esclerotizada totalmente formada e com o abdémen esbranquicado (Fig.

8), indicando a liberagdo do material estomacal.
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Figura 8: Larva L4 de Lutzomyia longipalpis com o abdémen esbranquigado. Fonte: O autor.

Cada grupo foi composto por 15 larvas. Os experimentos com os dois estadios larvais
foram replicados cinco vezes. Durante e apds a incubacao a 8°C, foram realizadas leituras

diariamente para avaliar o desenvolvimento, assim como, a mortalidade das larvas.
5.5 Experimento 3: Resisténcia térmica de fémeas de Lutzomyia longipalpis

Para avaliagdo da resisténcia térmica de fémeas de L. longipalpis, foram utilizadas
600 fémeas que realizaram o repasto sanguineo antes da exposicao a temperatura de 8°C e
600 fémeas alimentadas apenas com acgucar e que realizaram o repasto sanguineo apds
exposicao a temperatura de 8°C. Ambos os grupos de fémeas foram alimentados com
solugédo de sacarose 70% até completarem 72h de idade. Posteriormente, os insetos foram
divididos em sete grupos experimentais mais o controle (Ver 5.2), sendo 15 espécimes/grupo.
Apds o tempo de exposigcéo de cada grupo (de 24h a 168h), as fémeas foram alimentadas
com solugado de sacarose e individualizadas em tubos de vidro transparentes (medindo 1,2

cm de didametro por 12 cm de altura) para realizagao da oviposi¢ao (Fig.9).
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Figura 9: Tubo de vidro com fémea de Lutzomyia longipalpis. Fonte: O autor.

Na abertura dos tubos foram colocados pedacos de voil amarrados com elasticos para
permitir a entrada de ar e umidade. Os tubos foram colocados em bandejas com toalhas de
papel umedecidas e armazenados em estufa, a 26°C. Foram realizadas leituras diarias para
avaliar a digestdo do sangue, a defecacao, a longevidade das fémeas e para contabilizar o

numero de ovos postos por cada fémea.
5.6 Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a anadlise de variancia
(ANOVA) e comparados por meio de teste-t no programa estatistico Stata. Foi aplicado o
teste de Tukey no software BioStat 5.3 para a realizacdo de comparagbes par-a-par dos
efeitos dos tratamentos sobre cada amostra, com corregcdo de Bonferroni dos p-valores,

sendo adotados um valor de significancia igual ou menor a 0,05.
Foram estabelecidas duas hipoteses:

- Hipotese HO: a temperatura de 8°C pode influenciar no tempo para eclosao
das larvas L1 de L. longipalpis, alterar a sobrevivéncia de larvas L1, L4,
influenciar na longevidade de fémeas e influenciar na quantidade de ovos
depositados.

- Hipotese H1: a temperatura de 8°C ndo interfere no desenvolvimento e nas

atividades metabdlicas de L. longipalpis.

6 RESULTADOS

6. 1 Resisténcia térmica dos ovos de Lutzomyia longipalpis

Nenhuma larva eclodiu sob a temperatura de 8°C nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120,
144 e 168 horas (Fig. 13 A). Contudo, todos os grupos apresentaram taxas de eclosao de
larvas L1 superiores a 25% apos retornarem a temperatura de 26°C. No grupo controle, o
percentual de eclosdo de larvas L1 foi de 90,6%. As taxas de eclosdo dos grupos de
tratamento foram inversamente proporcionais ao tempo de incubagéo a 8°C, ou seja, quanto
maior o tempo de incubacdo, menor foi a taxa de eclosdo. Sendo assim, 0 menor percentual
de eclosao foi registrado no grupo G7 (26,6%), o qual foi incubado a 8°C por 168h e o maior

no grupo G1 (70,6%), o qual foi incubado por 24h (Tabela 1).
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Tabela 1. Eclosdo de larvas (L1) de Lutzomyia longipalpis em temperatura de 8°C

Tratamento Taxa de ecloséo (%) Desvio padrao
Controle 90,6 8,94
G1 70,6 14,8
G2 67,9 9,9
G3 62,6 10,11
G4 58,6 8,69
G5 38,6 16,59
G6 29,3 7,6
G7 26,6 14,14

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h, respectivamente, sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e
posteriormente, sob temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%; O grupo controle
permaneceu sob a temperatura de 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80% durante todo o periodo do

experimento.

A eclosdo das larvas so teve inicio apos um periodo minimo de 48h sob temperatura
de 26°C para todos os tempos testados. Os periodos de duracdo do estagio de ovo nao
variaram significativamente entre as réplicas dos grupos. Porém, quando comparados ao
grupo controle, os ovos dos grupos G2, G3, G4, G5 G6 e G7 apresentaram um tempo para
eclosao das larvas respectivamente maior. A média do tempo de duragédo dos ovos do grupo
controle, ou seja, tempo para eclosao das larvas L1, foi de sete dias. Entre os grupos testados,
o grupo G1 apresentou a menor média, que foi de 7,4 dias. O tempo médio para eclosado das

larvas do grupo G7 foi de treze dias (Figura 10A).

Na comparagao entre o tempo de desenvolvimento do estadio de larva L1 houve
diferenca significativa apenas entre o controle e o grupo G7, as demais comparagdes
apresentaram valor de p nao significativo (p>0,01) (Fig. 10 B). Em relacao ao estadio de larva
L2, houve diferenca significativa entre o controle e os grupos G3, G6 e G7 (Fig. 10 C). Para
o tempo de desenvolvimento do estadio de larva L3, houve significancia para os grupos de
G3 a G7 (Fig. 10 D). O tempo de permanéncia para o estadio larval L4 foi maior do que
observado no controle em todos os grupos experimentais. Enquanto no controle as larvas

permaneceram nesse estadio em torno de cinco dias, nos grupos experimentais a
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permanéncia foi de seis a dez dias. Todas as comparacgdes realizadas para o estadio larval
L4 foram significativas (p<0,05) (Fig. 10 E). Para pupa, os grupos G3 ao G6 apresentaram
resultados significativos (p<0,05). A maioria das pupas do grupo G7 nao completaram seu
desenvolvimento, por isso a média do tempo de duragao do estagio de pupa nesse grupo foi
4 dias (Fig. 10 F).
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Figura 10: Tempo de desenvolvimento de cada estagio de Lutzomyia longipalpis apés a incubagéo em
temperatura a 8°C e umidade relativa do ar de 80%. G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos
grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h, 120, 144h e 168h, respectivamente, sob temperatura
de 8°C e Umidade Relativa do ar de 80%, e posteriormente, sob temperatura 26°C e Umidade Relativa
do Ar de 80%; O grupo controle permaneceu sob a temperatura de 26°C e Umidade Relativa do Ar de

80% durante todo o periodo do experimento.

A temperatura de 8°C prolongou o tempo de desenvolvimento total (de ovo a adulto)
de todos os grupos experimentais (Tabela 2). Todas as comparagdes com o controle foram
significativas. O grupo controle levou um tempo médio de 35,4 dias para chegar até o estagio
adulto. Os grupos incubados a 8°C apresentaram o desenvolvimento tempo-dependente, de

modo que 0s grupos com maior tempo de incubagdo demoraram mais a se desenvolver.

Tabela 2. Tempo de desenvolvimento (ovo-adulto) de Lutzomyia longipalpis em
temperatura de 8°C

Tratamento Tempo (dias) Desvio padrao
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Controle 35,4 1,14
G1 38,2 3,42
G2 39,4 0,89
G3 44,8 2,04
G4 47,8 1,09
G5 48,7 1,25
G6 49,8 2,04
G7 52,0 4,06

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h, respectivamente, sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e
posteriormente, sob temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%; O grupo controle
permaneceu sob a temperatura de 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80% durante todo o periodo do
experimento.

6. 2 Resisténcia térmica das larvas L1 e L4 de Lutzomyia longipalpis

As larvas permaneceram imoveis durante todos os tempos de tratamento e levaram
alguns minutos para voltarem a se movimentar apds o término da incubacao a 8°C. Foi
observado que durante os tratamentos, as larvas nao se alimentaram. O tubo digestivo, que
€ visivel quando sao observadas em um estereomicroscopio, estava limpo, sem resquicios

de alimentagao.

O efeito da reducao de temperatura de 26°C para 8°C foi deletério para as larvas L1
de todos os grupos tratados (Tabela 3). Nos grupos G5, G6 e G7, nenhuma larva sobreviveu
ao tratamento. No grupo controle, todas as larvas L1 passaram para o estadio L2 (processo
de ecdise ou muda) em um periodo médio de quatro dias. 87,6% das larvas do grupo G1
sobreviveram ao tratamento de 24h e realizaram a ecdise para L2 em 5,6 dias. Nos grupos
G3e G4,61,5% e 31,2% das larvas sobreviveram aos tratamentos, respectivamente. Nesses
dois grupos, o periodo para ecdise foi prolongado quando comparados aos demais grupos,

fazendo com as larvas permanecessem mais tempo no estadio L1.

Tabela 3. Porcentagem de larvas L1 de Lutzomyia longipalpis sobreviventes aos
tratamentos e tempo médio para realizagao da ecdise do estadio L1 para L2
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Tempo médio

Larvas para ecdise (L1-
Tratamento  sobreviventes (%) Desvio padrao L2) (dias) Desvio padrao
Controle 100 0 4,0 0,7
G1 87,6 9.88 5,6 0,89
G2 61,5 8,69 6,0 0,7
G3 31,2 10.11 6,2 0,83
G4 8 5,58 8 0,7
G5 0 0 0 0
G6 0 0 0 0
G7 0 0 0 0

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h, respectivamente, sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e
posteriormente, sob temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%. O grupo controle
permaneceu sob a temperatura de 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80% durante todo o periodo do
experimento.

As larvas L4 apesentaram maior resisténcia ao tratamento térmico. Mais de 70% das
larvas de quarto estadio (L4) sobreviveram ao tratamento em todos os grupos avaliados. No
grupo G1, a sobrevivéncia foi de 96,4%. Nos demais grupos, a porcentagem de larvas
sobreviventes decaiu com o aumento do tempo de tratamento, sendo G7 o grupo com a

menor taxa de sobrevivéncia larval (Tabela 4).

Nenhuma larva pupou durante o tratamento. A incubagdo a temperatura de 8°C
prolongou o tempo de duragao do estadio L4 (Tabela 4). Enquanto que no grupo controle as
larvas permaneceram neste estadio por um tempo médio de 4,8 dias, nos grupos tratados o

periodo para a formacao das pupas variou de 7,3 dias (grupo G1) a 17,8 dias (grupo G7).

Tabela 4. Porcentagem de larvas L4 de Lutzomyia longipalpis sobreviventes aos
tratamentos e tempo médio para pupacao

Larvas Tempo médio de
Tratamento  sobreviventes (%) Desvio padrdo L4 a pupa (dias) Desvio padréao

Controle 100 0 4.8 0,44
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G1 96,4 3,66 7,3 0,83
G2 92,7 5,57 8,4 0,54
G3 83,2 10,11 8,2 0,83
G4 85,9 9,88 12 1,22
G5 80,5 7,71 11,9 1,09
G6 82,6 7,6 15,2 0,83
G7 72 5,58 16 0,7

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h, respectivamente, sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e
posteriormente, sob temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%. O grupo controle
permaneceu sob a temperatura de 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80% durante todo o periodo do
experimento.

6. 3 Resisténcia térmica de fémeas de Lutzomyia longipalpis

Durante os tempos de tratamento, os insetos permaneceram imoéveis, recuperando 0s
movimentos em minutos apds o término da incubacdo. Todas as fémeas do grupo “nao
ingurgitadas” realizaram o repasto sanguineo em até 45 minutos apds os periodos de
incubacdo a 8°C. Para esses grupos que receberam a alimentagdo sanguinea apds os
tratamentos (8°C), os tempos para inicio da defecagao e oviposigdo foram os mesmos do

grupo controle, 48 h e 72 h, respectivamente.

As fémeas do grupo controle iniciaram a defecacao e a oviposigdo 48h e 72h apds a
alimentagdo sanguinea, respectivamente. As fémeas que realizaram o repasto sanguineo
antes do tratamento térmico, ndo ovipositaram e nem defecaram sob a temperatura de 8°C.
Ao fim dos periodos de incubacgao, todas as fémeas continuavam com o abdémen distendido,
ou seja, 0 sangue nao foi digerido durante os tratamentos. Em todos os grupos de fémeas
pré ingurgitadas, a defecacao iniciou 48h apds o retorno para a temperatura de 26°C e a

oviposigao apos 72h.

A longevidade média do grupo controle foi de 9,6 dias. Entre as fémeas pré
ingurgitadas, os grupos G1, G2 e G3 ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados ao controle. Porém, os grupos G4, G5, G6 e G7 apresentaram médias de

longevidade sequencialmente superiores aos demais grupos. Ou seja, os grupos destas
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fémeas ingurgitadas incubados a 8°C por 96, 120, 144 e 168 horas apresentaram maior

longevidade que o grupo controle (Figura 3 A).

Entre as fémeas que receberam alimentagcdo sanguinea apds o tratamento houve
diferenca significativa na longevidade de todos os grupos quando comparados com o controle
(Figura 3 B). Os grupos que foram incubados a 8°C por mais tempo, apresentaram maior
longevidade. Os grupos G1 e G2 apresentaram médias de 10,8 e 11,8 dias, respectivamente.
No grupo G3 a média de longevidade foi de 11,2 dias. As fémeas do grupo G7 apresentaram
longevidade média de 13,4 dias, proxima a longevidade do grupo G7 das fémeas pré

ingurgitadas, que foi de 12,8 dias.

Tabela 5. Longevidade de fémeas de Lutzomyia longipalpis ingurgitadas antes (FPre) e
apos o tratamento (Fpos)

Desvio Desvio
Tratamento  Dias (Fpre) padrao Dias (Fpos) padrao
Controle 9,6 1,09 9,6 1,09
G1 10 1,87 10,8 0,83
G2 9,6 1,34 11,8 0,83
G3 9,2 0,83 11,2 1,3
G4 11 1,58 12,2 0,83
G5 11,2 1,3 12,8 1,92
G6 12,6 1,14 12,6 1,14
G7 12,38 0,83 13,4 1,14

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e posteriormente, sob
temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%. O grupo controle permaneceu sob a temperatura
de 26°C e Umidade Relativa do ar de 80% durante todo o periodo do experimento.

A média de ovos depositados pelo grupo controle foi de 69,14 ovos por fémea. Tanto
nos grupos de fémeas pré ingurgitadas (Fpre) como naqueles que realizaram o repasto
sanguineo apos a incubacao a 8°C (Fps), a oviposi¢cao decaiu de acordo com o aumento do
tempo de tratamento (Tabela 6) Entretanto, os grupos de fémeas que foram ingurgitadas apds
o tratamento, ovipositaram uma média de ovos maior em todos os grupos quando
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comparados com o0s grupos equivalentes das fémeas pré ingurgitadas. A média de ovos
depositados pelas fémeas pré ingurgitadas do grupo G7, por exemplo, foi de 12,38 ovos; ja
nas fémeas que realizaram o repasto posteriormente ao tratamento, a média foi 41,16 ovos,

0 equivalente a trés vezes mais que a média do mesmo grupo equivalente.

Tabela 6. Ovos depositados por fémeas de Lutzomyia longipalpis ingurgitadas antes (FPre)
e apos o tratamento (Fpos)

Média de ovos Média de ovos
Tratamento (FPre) Desvio padrao (FPos) Desvio padrao

Controle 69,14 7,8 69,14 7,8
G1 53,64 5,09 63,78 10,42
G2 47,98 5,82 55,3 6,75
G3 48,7 48,7 58,92 8,37
G4 39,46 7,26 47,3 4,55
G5 28,82 6,95 50,5 6,14
G6 16,1 6,01 42,24 5,72
G7 12,38 4,95 41,16 8,6

Legenda: G1, G2, G3, G4, G5, G6 e G7 equivalem aos grupos que permaneceram 24h, 48h,72h, 96h,
120, 144h e 168h sob temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%, e posteriormente, sob
temperatura 26°C e Umidade Relativa do Ar de 80%. FPre= Fémeas ingurgitadas antes do tratamento
temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%; FPos=Fémeas ingurgitadas apds o tratamento
(temperatura de 8°C e Umidade Relativa do Ar de 80%). O grupo controle permaneceu sob a
temperatura de 26°C e Umidade Relativa do ar de 80% durante todo o periodo do experimento.

7 DISCUSSAO

A incubacao das diferentes fases evolutivas Lutzomyia longipalpis a temperatura de
8°C mostrou que baixas temperaturas afetam o desenvolvimento desta espécie. Os
resultados obtidos no experimento de resisténcia térmica dos ovos de Lu. longipalpis
evidenciou que o processo de embriogénese é interrompido sob a temperatura de 8°C. A
incubacdo dos ovos sob a temperatura de 8°C influenciou no tempo de ecloséo das larvas
L1, prolongando o estagio de ovo, e inviabilizou mais da metade dos ovos dos grupos tratados
por mais de 120 horas. Além disso, o tratamento térmico alterou o tempo de desenvolvimento

das larvas e pupas provenientes dos ovos submetidos ao tratamento.
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A ecloséo das larvas de primeiro instar de todos os grupos de ovos tratados s6 ocorreu
no segundo e terceiro dia apés o término dos tempos de tratamento. Isso sugere que a
reducao da temperatura a 8°C fez com que os ovos entrassem em processo de dorméncia
embrionaria. E interessante ressaltar que os ovos foram submetidos ao tratamento térmico
apos 96 horas (quatro dias) da sua oviposi¢cao. O tempo médio de desenvolvimento total dos
ovos do grupo controle, da oviposicao até a eclosao das larvas, foi de sete dias. Sendo assim,
podemos observar que o desenvolvimento embrionario dos ovos tratados foi retomado
imediatamente apds a transferéncia para a temperatura de 26°C, pois somando-se os tempos
antes do tratamento (quatro dias) e pdés-tratamento (dois/trés dias) dos ovos, temos um

periodo de seis a sete dias.

Embora os mecanismos de dorméncia embrionaria nos flebotomineos sejam pouco
estudados, esta adaptacao é considerada uma estratégia importante para a sobrevivéncia
dos insetos sob condigdes ambientais desfavoraveis. Muitos dos relatos de ocorréncia de
dorméncia neste grupo estdo relacionados as espécies de regides temperadas onde as
baixas temperaturas dificultam a ocorréncia desses insetos (READY & CROSET, 1980;
LAWYER & YOUNG, 1991; VOLF & VOLFOVA, 2011). No entanto, ha estudos que mostram
que espécies da zona tropical também podem apresentar esta estratégia de sobrevivéncia
(TROUILLET & VATTIER-BERNARD, 1979). Ward e Killick-Kendrick (1979), por exemplo,
observaram a dorméncia embrionaria em ovos de L. anduzei na regiao Amazdnica, area onde

Lu. longipalpis também ocorre.

Em relagdo aos efeitos da temperatura sobre ovos de flebotomineos, Sherlock e
Sherlock (1959) constataram que a redugdo da temperatura € um fator prejudicial ao
desenvolvimento embrionario e que ovos de Lu. longipalpis mantidos por 24 horas ou mais
sob temperaturas entre 0 a 5°C perdem a viabilidade. Nossos resultados estdo em
consonancia com esses dados e sugerem que a inviabilidade dos ovos pela temperatura
depende do estagio embrionario em que o ovo se encontra. Com 96 horas, idade em que os
ovos foram submetidos a condicdo térmica de 8°C, o embrido ja esta em avancado
desenvolvimento, tendo completado a fase de gastrulagdo (ABBASSY et al, 1995). Portanto,
exposicoes a baixas temperaturas antes desse periodo, tendem a causar um efeito deletério

maior na viabilidade dos ovos.

Foi observado que os instares L3 e L4 provenientes dos ovos submetidos ao estresse
térmico por seis dias, apresentaram um desenvolvimento mais prolongado. Estes resultados
sugerem que o estresse térmico prolongado sofrido pelos insetos ainda na fase de embriao

induziram a um atraso no desenvolvimento dos ovos e também dos estagios posteriores. Este
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processo € relatado em algumas espécies de flebotomineos (KUMAR & KISHORE 1991;
VOLF & VOLFOVA, 2011), entretanto este é primeiro relato para Lu. longipalpis.

Os resultados do tratamento térmico nas larvas L1 mostram que este estadio € pouco
resistente as baixas temperaturas. Sob 8°C, as larvas diminuiram sua atividade, inclusive
alimentar, e reduziram seus movimentos. Entretanto, sobreviveram sob essa temperatura por
até quatro dias. Considerando que as larvas L1 foram submetidas ao tratamento térmico
pouco tempo apos a eclosdo e que nado se alimentaram durante o tratamento, a baixa
resisténcia térmica deste estadio pode ser explicada pela falta de reservas energéticas e nao

somente a susceptibilidade a temperatura de 8°C.

Na natureza, a forma evolutiva dos flebotomineos apontada como mais resistente a
baixas temperaturas é a larva L4 (TEODOR, 1936; VOLF & VOLFOVA, 2011). Em nossos
experimentos, este estagio se mostrou altamente resistente a temperatura de 8°C,
provavelmente por ser um estadio com maiores reservas energéticas. Contudo, foi observado
que sob a temperatura de 8°C as larvas L4 de Lu. longipalpis sdo incapazes de pupar e que
a transicao para o estagio de pupa so6 ocorre em condigbes térmicas favoraveis, o que pode
prolongar o quarto estadio larval por longos periodos. A tolerancia deste estadio larval a baixa
temperatura pode ser considerada um fator importante para a ecologia de Lu. longipalpis,
especialmente no que tange a sua colonizagao em regides de clima temperado, como o Sul

do Brasil.

Com relagao aos insetos adultos, verificamos que o estresse térmico sofrido pelas
fémeas de Lu. longipalpis nao afetou sua sobrevivéncia, mas sua fisiologia. Tanto as fémeas
ingurgitadas antes do tratamento, quanto as ingurgitadas pos tratamento, apresentaram
tempos de longevidade superiores aos do grupo controle, mas taxa de oviposi¢cao, abaixo.
Inclusive, as fémeas que foram submetidas ao tratamento térmico por mais tempo, foram as
que apresentaram maior longevidade. Isso pode ser explicado pela redugédo da atividade
metabdlica dos insetos durante o tratamento. Como todos os grupos foram alimentados com
acucar antes da incubagao a 8°C, conseguiram resistir a baixa temperatura reduzindo seus

movimentos e deste modo poupar energia.

Embora sejam poucos os trabalhos dedicados a este tema, a reducdo das atividades
fisiologicas em flebotomineos adultos provocada por baixas temperaturas é relatada em
alguns estudos. Ao incubar fémeas de Phlebotomus papatasi sob 20 e 28°C, Benkova e Volf
(2007) verificaram que na menor temperatura testada os processos de digestao e oviposigao
foram mais lentos. Hlavacova e colaboradores (2013) constataram que a temperatura

ambiente influencia no processo de defecacao de Lu. longipalpis, sob 20°C a defecagao de
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fémeas ingurgitadas foi atrasada em trés dias. Este atraso proporcionou mais tempo para
promastigotas das espécies L. infantum e Leishmania peruviana se estabelecessem no

intestino dos insetos.

Foi observado que sob a temperatura de 8°C a digestao foi totalmente interrompida
nas fémeas ingurgitadas e retomada apos a elevagdo da temperatura a 26°C. Nenhuma
fémea defecou ou ovipositou durante o tratamento térmico e todas permaneceram com
abddémen distendido. Essas observagbes podem ter aplicagdes importantes na epidemiologia
das leishmanioses em regides mais frias do Brasil, pois demonstram que o vetor é capaz de

sobreviver por longos periodos sem digerir o sangue ingerido.

Em relacdo as fémeas ndo ingurgitadas que foram submetidas ao tratamento,
constatamos que a incubagao a 8°C néo interferiu na aptidao dos insetos por sangue, uma
vez que as fémeas de todos os grupos realizaram repasto sanguineo apdés o término do
tratamento. Observamos diferencas significativas na quantidade de ovos postos pelas fémeas
dos diferentes grupos tratados. Nos grupos de fémeas ingurgitadas antes do tratamento, a
diferenga foi maior, 0 que sugere que o atraso na digestdo sanguinea pode afetar a
quantidade de ovos produzidos, uma vez que a dieta sanguinea é a fonte de proteinas
necessarias para a producado de ovos dos flebotomineos. A quantidade, a qualidade e a
origem do sangue ingerido estao diretamente relacionadas a produgao dos ovos (READY,
1979).

A temperatura é considerada uma variavel ambiental que interfere diretamente na
dindmica populacional dos insetos (WOLDA, 1988). Conhecer a resisténcia térmica de
espécies de insetos pode ser fundamental para entender sua origem e capacidade de
dispersao. Se tratando de insetos vetores, esse conhecimento se torna ainda mais relevante
devido as suas aplicagdes epidemioldgicas. Embora a dispersédo natural dos flebotomineos
ainda seja considerada limitada, estudos avaliando os potencias impactos das mudancgas
climaticas na ecologia desses insetos apontam para um avango sobre regides consideradas
pouco favoraveis ao seu estabelecimento (ASPOCK et al., 2007; FISCHER et al., 2010;
DAOUDI et al., 2022).

Neste contexto, foi avaliada a resisténcia térmica de diferentes formas evolutivas do
vetor Lu. longipalpis a média das temperaturas minimas registradas na cidade de Curitiba,
capital mais fria do Brasil e onde Lu. longipalpis nao foi registrado. Apesar da constatacao de
que exposicoes prolongadas a temperatura de 8°C modulam o desenvolvimento e

sobrevivéncia desse inseto, esses danos variam em relagao ao tempo de exposigao. Ainda,
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deve-se levar em consideragao que na natureza as oscilagoes na temperatura s&o frequentes

e nao se limitam as duas temperaturas testadas.

A implantacao de politicas publicas e estratégias de enfrentamentos na propagacgao
da LVA é um desafio, contudo, necessaria e urgente. A vigilancia em relacdo aos vetores,
emergentes ou reemergentes, deveria estar associada a possibilidade em detectar eventuais
fendbmenos o mais precocemente possivel, o que implica em conhecimento de fatores
biolégicos desses vetores em favor da investigacao dos fatores de risco. Os resultados com
a linhagem de Lu. longipalpis avaliada mostraram que é possivel a sua colonizagdo em
regides com as condi¢des térmicas testadas. Desse modo, nossos resultados visam auxiliar
os sistemas de monitoramento, com maior especificidade para as zonas com potencial risco

de estabelecimento de Lu. longipalpis com o perfil climatico avaliado.

8 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a eclosao de
larvas é afetada quando os ovos sédo submetidos a baixas temperaturas. Nestas condicdes
térmicas, a eclosao pode ser retardada ou ocorrer posteriormente a elevagao da temperatura.
Quando expostos a baixa temperatura por longos periodos, os ovos podem tornar-se
inviaveis. Sob a temperatura de 8°C, larvas de primeiro estadio cessam suas atividades
fisioldgicas, apresentando pouca resisténcia térmica. No entanto, larvas de quarto estagio
sobrevivem mais tempo sob essas condi¢cdes. As fémeas de Lu. longipalpis apresentam alta
resisténcia a temperatura de 8°C. Tanto as fémeas ingurgitadas com sangue, como as
alimentadas com acucar sobrevivem a esta condi¢cao e retomam as atividades de digestao e
oviposicao apos o estresse térmico. No entanto, a temperatura testada afetou a quantidade
de ovos depositados pelas fémeas. As fémeas submetidas a 8°C por longos periodos
depositam menos ovos quando comparadas as fémeas que passaram menos tempo sob essa

temperatura.
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