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RESUMO

NADAI B. L. Estudo da frequéncia de batida das asas do mosquito Aedes
aegypti utilizando sensores inteligentes: simulacao de diferentes condigoes
ambientais em laboratério. 2021. 88p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de
Sao Carlos, Universidade de Sdo Paulo, VERSAO CORRIGIDA

Sao Carlos, 2021.

O mosquito Aedes aegypti é vetor de doencas devastadoras que podem resultar em sequelas
graves ou até levar a morte, como é o caso da dengue, chikungunya, Zika e febre amarela.
A alta capacidade de adaptacao do Ae. aegypti faz com que o controle deste mosquito seja
um grande desafio para os 6rgaos publicos de satide. O controle efetivo de mosquitos requer
sistemas de monitoramento eficazes para a avaliagdo dos resultados. O monitoramento
também pode fornecer conhecimento sobre a distribuicdo espaco-temporal dos insetos,
a avaliacao de risco e orientagoes aos programas de prevencao de doengas transmitidas
por mosquitos. Nesse sentido, novos dispositivos tecnologicos estao sendo estudados com
o intuito de monitorar mosquitos, por meio da identificacdo automatica das espécies
e contagem das mesmas em tempo real. Um deles é o sensor optico, que é capaz de
capturar a frequéncia de batida de asas (FBA) dos mosquitos. Este sensor pode ser
acoplado em armadilhas com o intuito de monitorar mosquitos adultos por meio da
FBA. No entanto, para maior acuracia destes sensores, é necessario o conhecimento das
condi¢Oes ambientais que podem alterar a FBA dos mosquitos. Deste modo, o objetivo
desta pesquisa é estudar detalhadamente a frequéncia de batida de asa do mosquito
Ae. aegypti, utilizando sensor 6ptico, em diversas condi¢oes ambientais simuladas em
laboratério, tais como auséncia/escassez de alimento durante a fase larval, diferentes
tamanhos de mosquitos, mosquitos criados em agua com diferentes valores de pH, distintas
temperaturas e umidades do ar e idade dos adultos. Os resultados demonstraram que os
dois tamanhos de mosquitos testados influenciaram a FBA das fémeas em uma correlagao
inversa. Pode-se observar que as fémeas pequenas batem as asas cerca de 40 Hz mais
rapido do que as grandes. J& os machos pequenos batem as asas cerca de 40 Hz mais lento
que os grandes. O pH da agua de criacao das larvas impactou a FBA dos adultos e o
tamanho do centréide das asas dos machos e das femeas. O pH também influenciou o peso
das fémeas. A temperatura influenciou a FBA dos mosquitos, em uma correlacao positiva.
Pode-se observar que a temperatura de 28 e 33°C as fémeas bateram asas cerca de 56 Hz
e 111 Hz mais rapido que as fémeas em menor temperatura (23°C), respectivamente. Os
machos, a temperatura de 28 e 33°C, bateram asas cerca de 98 Hz e 170 Hz mais rapido
do que os machos a 23°C, respectivamente. A umidade influenciou a FBA de quase todos
os grupos de mosquitos testados, exceto os machos pequenos a 20°C. A FBA também
foi impactada pela idade dos mosquitos, sendo menor nos trés primeiros dias apds a

emergéncia dos adultos. Os resultados deste trabalho salientam a relevancia do estudo das



condigoes ambientais que podem impactar a frequéncia de batida de asa dos mosquitos.
Estes resultados podem auxiliar na melhoria da acuracia dos dispositivos Opticos que
utilizam a FBA para a identificagdo automatica das espécies e no aprimoramento do

monitoramento dos mosquitos adultos, bem como ajudar na compreensao da ecologia e

biologia dos mosquitos.

Palavras-chave: Condi¢oes ambientais. Inovagao tecnolégica. Sensor 6ptico. Comporta-
mento do mosquito. Ecologia.



ABSTRACT

NADAI B. L. Wingbeat frequency of Aedes aegypti mosquitoes using smart
sensors: simulation of different environmental conditions in the laboratory.
2021. 88p. Tese (Doutorado) - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo, VERSAO CORRIGIDA

Sao Carlos, 2021.

The Aedes aegypti mosquito is a vector of devastating diseases that can result in severe
damage or even death, such as dengue, chikungunya, Zika, and yellow fever. The high
adaptability of Ae. aegypti makes the control of this mosquito a significant challenge for
public health agencies. Effective mosquito control requires efficient monitoring systems
to evaluate results. Monitoring can also provide knowledge about the spatio-temporal
distribution of insects, risk assessment, and guidelines for mosquito-borne disease prevention
programs. In this sense, new technological devices are being studied to monitor mosquitoes
by automatically identifying and counting the species in real-time. One of them is the
optical sensor, which can capture mosquitoes’ wingbeat frequency (WBF). This sensor
can be attached to traps to monitor adult mosquitoes by the WBF. However, for better
accuracy of these sensors, it is necessary to know the environmental conditions that can
alter the WBF of mosquitoes. Thus, this research aims to study in detail the WBF of Ae.
aegypti mosquitoes, using an optical sensor, in several simulated environmental conditions
in the laboratory. The conditions tested were: absence/scarcity of food during the larval
phase, different mosquito body sizes, mosquitoes reared in water with different pH values,
different air temperatures, humidities, and adults’ age. The results showed that the two
mosquito body sizes tested influenced the WBF of the females in an inverse correlation.
Small females beat their wings about 40 Hz faster than large ones. Small males, on the
other hand, beat their wings about 40 Hz slower than large males. The pH of the larval
rearing water impacted the WBF of adults and the wing centroid size of males and females.
PH also influenced the weight of females. The temperature affected the WBF of mosquitoes,
in a positive correlation. At 28 and 33°C of temperature, females beat their wings about
56 Hz and 111 Hz faster than females at a lower temperature (23°C), respectively. Males
at 28 and 33°C of temperature beat their wings about 98 Hz and 170 Hz faster than males
at 23°C, respectively. Humidity influenced the WBF of almost all groups of mosquitoes
tested, except for small males at 20°C. The wingbeat frequency was also impacted by
mosquito age, being lower in the first three days after adult emergence. These results
highlight the relevance of studying the environmental conditions that can affect the WBF
of mosquitoes. These results may aid in improving the accuracy of optical devices that use
WRBEF for automatic species identification and improve adults mosquitoes monitoring, and

aid in understanding the ecology and biology of mosquitoes.



Keywords: Environmental conditions. Technological innovation. Optical sensor. Mosquito

behavior. Ecology.
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1 INTRODUCAO

Ao contrario da convic¢ao popular, o animal mais letal para a humanidade nao é um
imponente predador, mas sim um pequeno inseto capaz de transmitir doencas devastadoras
com uma unica picada: o mosquito (SCIENCE ALERT, 2018). Os mosquitos encontram-se
distribuidos amplamente em areas com temperaturas mais baixas, proximas aos polos,
até os cinturoes tropicais e o equador, incluindo as zonas desérticas, estando ausentes
apenas na Antéartica e em algumas ilhas (POMBI; MONTARSI, 2020). Sao responsaveis
por doencgas avassaladoras e que podem levar a morte, como é o caso da dengue, febre
amarela, Zika e chikungunya, as quais sd@o as mais conhecidas transmitidas pelo Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (CARVALHO et al., 2014; LETA et al., 2018).

Embora exista atualmente uma vacina disponivel e acessivel contra o virus da
febre amarela, nao existem vacinas eficazes e tratamentos especificos para as demais
doengas relacionadas a este mosquito (KANG et al., 2017). Desse modo, na auséncia de
vacinas para a maioria das doencas transmitidas pelo Ae. aegypti e por outras espécies de
mosquitos, as abordagens integradas de controle e monitoramento das espécies sao um
método importante para a interrup¢ao da transmissao dessas doengas (MADZLAN et al.,
2016).

Os procedimentos convencionais de controle, geralmente envolvem agoes focadas
nas larvas, como a eliminacao dos criadouros, utilizagao de larvcidas, controle biologico,
educacao ambiental, entre outros (BRAGA; VALLE, 2007). Uma forma de avaliar estes
procedimentos é o monitoramento dos mosquitos adultos, o qual é um desafio global e
requer sistemas de vigilancia eficientes para analisar estes resultados e identificar areas
com maior risco de transmissdo de patégenos (BATISTA et al., 2011). Geralmente, o
monitoramento e controle de mosquitos adultos é baseado em técnicas de captura e, para
isso sao utilizados diferentes tipos de armadilhas com o intuito de atrair e capturar as
fémeas que estdo em busca de hospedeiros ou de um lugar para ovipositar (PEZZIN
et al., 2016). No entanto, a maioria destas armadilhas requer um especialista para a
identificacdo e contagem das espécies capturadas, o que pode ser uma tarefa extensa
e dispendiosa (SANTOS et al., 2019). Estas armadilhas também podem deformar os
espécimes durante a captura, removendo partes do corpo do inseto e/ou escamas, 0s
quais sao caracteres importantes para a identificacdo taxonomica, dificultando assim, a

identificacao das espécies.

Uma forma de tornar esta tarefa mais rapida, economica e dindmica é automatizar
este processo. Nesse sentido, estudos vem sendo realizados com o intuito de desenvolver
diferentes mecanismos para a identificagdo automatica de espécies de mosquitos por meio
do som emitido pelas asas destes insetos durante o voo (GENOUD et al., 2018; GENOUD
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et al., 2020; LI et al., 2005; MOORE et al., 1986; OUYANG et al., 2015; POTAMITIS, 2014;
SALIM et al., 2017), pois sabe-se que esses sons variam de acordo com a espécie, e portanto,
podem ser utilizados para a identificagdo das mesmas (GEBRU et al., 2018; SILVA et
al., 2015; VILLARREAL; WINOKUR; HARRINGTON, 2017). Assim, esses dispositivos
podem ser acoplados em armadilhas, com o objetivo de identificar automaticamente e em
tempo real as espécies dos mosquitos capturados sem que haja a necessidade da presenca

de um especialista para realizar esta tarefa.

Dentre os diversos mecanismos estudados para a identificacao automatica das
espécies durante o voo, pode-se destacar os que utilizam a frequéncia de batida de asa
- FBA do inseto (BATISTA et al., 2011). Nesse sentido, o conhecimento da FBA das
espécies que sao encontradas em determinadas regioes é a base para o desenvolvimento
dos softwares que compoem estes dispositivos. No entanto, sabe-se que algumas condigoes
ambientais, como a temperatura, podem alterar a FBA dos mosquitos (COSTELLO, 1974;
OGAWA; KANDA, 1986; VILLARREAL; WINOKUR; HARRINGTON, 2017) e poucos
estudos foram realizados para o melhor entendimento desta e de outras variaveis em relacao
a FBA. Assim, a falta de conhecimento sobre a influéncia das variaveis ambientais na FBA

pode levar a imprecisoes na identificacao das espécies em dispositivos que utilizam a FBA

para este fim (VILLARREAL; WINOKUR; HARRINGTON, 2017).

Da mesma forma, o estudo das variaveis que impactam a biologia e a ecologia dos
mosquitos transmissores de doengas e sua relacao sao de grande importancia para ampliar
a compreensao da epidemiologia das doengas transmitidas por vetores e também para
aprimorar as politicas publicas e futuras tomadas de decisao. O conhecimento dos fatores
ambientais que podem afetar o desenvolvimento, longevidade e o comportamento no que
diz respeito a FBA dos mosquitos podem aperfeicoar o monitoramento dos mesmos, bem

como acurar os dispositivos que usam a FBA para a identificacao de espécies.

Vale lembrar que, apesar de algumas espécies serem vetores de patogenos, os
mosquitos, como os outros insetos, tem um papel relevante na ecologia. Os adultos servem
de alimento para passaros, morcegos e outros animais e as larvas sao ingeridas por peixes

e sapos. Os mosquitos que se alimentam do néctar das plantas também possuem um papel
importante na polinizacao (FANG, 2010; LORENZ; VIRGINIO; BREVIGLIERI, 2018).

1.1 Hipotese e objetivos

Como mencionado anteriormente, o conhecimento da influéncia das variaveis am-
bientais na frequéncia de batida de asas dos mosquitos transmissores de doencgas podem
aumentar a acuracia dos dispositivos que identificam espécies por meio desta informacao,
além de ampliar o conhecimento sobre a biologia e a ecologia dos mosquitos. Dessa maneira,

a hipotese deste trabalho é:
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Diferentes situagoes ambientais geram populagoes de mosquitos Aedes aeqypti com

caracteristicas diferentes relacionadas a frequéncia de batida de asa.

Dada esta hipdtese, o objetivo deste trabalho é:

o Estudar detalhadamente a frequéncia de batida das asas do mosquito Aedes aegypti
utilizando sensor 6ptico, simulando diferentes condi¢bes ambientais em laboratério.
Para isso:

— Avaliar a variabilidade dos coletores utilizados nos ensaios;
— Coletar e analisar a diferenca entre a FBA de machos e fémeas;

— Analisar a sobrevivéncia das larvas na escassez de alimento e, caso haja emer-

géncia de adultos, coletar e analisar a FBA;

— Comparar e analisar a FBA de mosquitos de diferentes tamanhos, bem como o

comprimento das asas e o peso;

— Simular diferentes valores de pH da agua de criagao das larvas e analisar a FBA,

o tamanho do centréide das asas e o peso dos adultos resultantes;

— Simular diferentes condigoes de temperatura e umidade do ar e analisar possiveis

alteragoes na FBA dos mosquitos;

— Analisar a FBA em relacao a idade dos mosquitos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do mosquito Aedes aegypti
2.1.1 Histérico

Com origem na Africa, o mosquito Aedes aegypti, foi descrito por Linnaeus em
1762. O Ae. aegypti é uma espécie autéctone africana e espalhou-se pelo continente
Americano mediante embarcagoes utilizadas para o trafico de escravos entre os séculos XVI
e XIX (ZARA et al., 2016). Como consequéncia do crescimento populacional, os habitats
naturais do mosquito foram destruidos, o que levou a populagao silvestre a uma selecao

que contribuiu para a sua disseminagao e sobrevivéncia no meio urbano (CROVELLO;
HACKER, 1972).

O Ae. aegypti encontrou condigdes favoraveis para sua dispersdo em meios urbanos
e raramente é encontrado em ambientes onde o homem nao esta presente. O mosquito
preferivelmente utiliza como criadouros recipientes onde a agua pode ser armazenada.
Desse modo, sua rapida proliferacao é propicia devido a dois fatores fundamentais: a

presenga de criadouros e o contato com humanos (ZARA et al., 2016).

No século XX, houve no Brasil um elevado niimero de casos de febre amarela,
que resultou em altos indices de 6bitos. Como resposta, houve uma intensificacdo no
combate ao Ae. aegypti, em virtude deste ser o principal transmissor do virus da febre
amarela urbana. Nessa época, as agoes de combate ao mosquito eram realizadas com a
eliminagao de criadouros e o uso de inseticidas e larvicidas (COSTA et al., 2011). Em 1947,
o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) foi empregado no combate ao mosquito, e todos esses
procedimentos resultaram na erradicacao, no Brasil, do Ae. aegypti em dois momentos,
entre os anos de 1958 e 1973 (NOBRE; ANTEZANA; TAUIL, 1994). Porém, o rapido
crescimento populacional e falhas na vigilancia epidemiolégica ocasionaram, em 1976, a
reintrodugao do mosquito no pais (TAUIL, 2001). Desde entao, devido & alta capacidade de
adaptacao do Ae. aegypti, este se multiplicou e tornou-se numeroso nas cidades brasileiras,

e atualmente ¢é encontrado em todos os estados do pais (FUNASA, 2001).

Ao longo dos ultimos 50 anos o Ae. aegypti se disseminou rapidamente, sendo
transportado entre continentes por meio da industria de navegacao global, em recipientes
em que os ovos se estabeleceram. Na Europa, América do Norte e Australia, o Ae.
aegypti foi relatado esporadicamente na primeira metade do século XX, e as redugoes
do ntimero de mosquitos observadas nessas regioes ocorreram possivelmente devido a
programas de erradicacao, porém foram mais provavelmente consequéncias das alteracoes
no desenvolvimento, incluindo melhorias nas habitagoes, nas condi¢oes de saneamento, e
agua canalizada (EBI; NEALON, 2016).
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Em alguns paises os casos de dengue, doenca cujo vetor também é o Ae. aeqgypti,
ressurgiram apos longos anos sem registros desta doenga, como é o caso dos Estados
Unidos, que em a doenca reapareceu no inicio dos anos 2000, apds 75 anos de auséncia. O
mesmo ocorreu no Japao, que em 2014 registrou os primeiros casos de dengue adquiridos
localmente, apés 70 anos. Estes ressurgimentos ocorreram devido a vasta distribuicdo do
Ae. aegypti, aliada a medidas ineficazes de controle do mosquito, além do aumento da
frequéncia de visitantes infectados com o virus da dengue (ANEZ; RIOS, 2013; KUTSUNA
et al., 2015).

2.1.2 Biologia e ecologia

O mosquito Ae. aegypti pertece a ordem Diptera e familia Culicidae. Trés quartos
de todas as espécies de mosquitos vivem nos tropicos e subtropicos, onde o clima quente e
umido é favoravel para o seu rapido desenvolvimento e a sobrevivéncia do adulto, além
da diversidade de habitats permitirem a evolug¢do de muitas espécies (CLEMENTS et al.,
1992).

Apesar do grande nimero de espécies de mosquitos, apenas 200 sao vetores de
patégenos que causam doengas em humanos (CHRISTOPHERS, 1960). Dentre estas
espécies, o Ae. aegypti tem grande destaque na drea médica (MARQUARDT, 2004). Este
mosquito apresenta metamorfose completa e seu ciclo de vida abrange quatro fases: ovo,
larva, pupa e adulto, sendo as primeiras trés fases aquaticas e a tultima terrestre. As fases
do Ae. aegypti sdo brevemente descritas a seguir (FUNASA, 2001; MARQUARDT, 2004;
SILVA; LOURENCO; OLEA, 2012):

o Ovo: os ovos do Ae. aegypti podem medir entre 0,6 e 0,7 mm de comprimento, apre-
sentando contorno alongado e fusiforme (Figura 1). Sao individualmente depositados
pela fémea em substratos imidos ou nas paredes internas de recipientes que servirao
como criadouros, proximos a superficie da agua, sujeitos a inundagoes posteriores.
A fecundacao ocorre durante a postura dos ovos e o desenvolvimento do embriao

estara completo em 48 horas, em condigoes favoraveis de temperatura e umidade.

o Larva: apds o contato dos ovos com a agua, ocorre a eclosao das larvas. A fase
larval se desenvolve em ambiente aquatico e é o periodo de intensa alimentacao e
crescimento. As larvas sao filtradoras e alimentam-se de algas e particulas organicas
dissolvidas na agua. As larvas sobem a superficie para respirar, por meio do sifao
respiratério (Figura 2), possibilitando a sobrevivéncia das mesmas em ambientes com
baixas concentracoes de oxigénio dissolvido, o que é uma vantagem adaptativa em
relacdo as outras espécies. As larvas sdo sensiveis a movimentos bruscos na agua e,
sob feixes de luz, deslocam-se com rapidez ao fundo do criadouro, devido a fotofobia.

Esta fase apresenta quatro estagios evolutivos, chamados de estadios, cuja duracao
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Figura 1 — Ovos de Ae. aegypti

Fonte: a autora

depende de fatores como disponibilidade de alimento, temperatura e densidade das
larvas no criadouro. As larvas de primeiro estddio sao dificilmente visiveis a olho nu,
e as de segundo estadio sao maiores, mas sua presenca ainda nao é notada sem uma
inspecao cuidadosa. Ja as de terceiro e quarto estadios sao facilmente observaveis.

Apés o 4° estadio, as larvas se transformam em pupas.

o Pupa: nesta fase ocorre o processo de metamorfose e é também onde se sucedem as
ultimas transformagoes necessarias para o surgimento do adulto e pode durar 2 dias,
sob condigoes favoraveis. Inicialemnte, a pupa (Figura 2) apresenta a mesma coloragao
da larva, escurecendo na medida em que se aproxima do momento da emergéncia do
adulto. As pupas nao se alimentam e normalmente permenecem iméveis na superficie
da agua e, como as larvas, as pupas submergem quando perturbadas. O periodo
entre a eclosao dos ovos até a fase de pupa dura aproximadamente cinco dias, em

condigoes 6timas.

o Adulto: esta é a fase reprodutora do mosquito e representa importante fase de
dispersao devido a presenca de asas. Nesta fase, os machos emergem antes das
fémeas, pois apresentam periodos de crescimento larval mais curtos. Os Ae. aegypti
adultos sao pretos, apresentam patas com anéis prateados e seu corpo apresenta
escamas branco-prateadas (Figura 3a), na superficie dorsal do térax estas escamas
formam uma figura em forma de lira, o que permite facil reconhecimento desta
espécie (Figura 3b). O macho é menor que a fémea e se diferencia desta por possuir
antenas plumosas e palpos mais longos. Machos e fémeas podem acasalar 24 horas
apoOs emergirem e uma Unica inseminacao ¢é suficiente para fecundar todos os ovos
que a fémea venha a produzir durante sua vida. Para isso, os machos sao atraidos

pela frequéncia de batida de asas das fémeas e voam em sua direcao. A FBA das
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Figura 2 — Larvas e pupas de Ae. aegypti

Fonte: Geniton Vieira, Instituto Oswaldo Cruz (2021)

fémeas e dos machos variam aproximadamente entre 350 a 670 Hz e 630 a 890 Hz,
respectivamente, dependendo das condigoes ambientais. No entanto, machos e fémeas
sao capazes de ajustar a FBA para permanecerem harmonicamente sincronizados
antes da cépula, o que garante um acasalamento bem sucedido. As fémeas podem
ovipositar até 950 ovos durante os seus 50 dias de vida (aproximadamente). Fémeas
e machos se alimentam de seiva e néctar proveniente das plantas (fonte de agucar), e
as fémeas também alimentam-se de sangue, geralmente utilizado no desenvolvimento
ovariano, mas também podem servir como fonte de energia em certas circunstancias.
Estas podem voar longas distancias (alguns quilémetros) em busca de sangue ou de
locais de oviposi¢ao. Em temperaturas moderadas, todo o ciclo de desenvolvimento,

do ovo ao adulto, pode ter duragao de 10 dias ou menos.

As asas dos adultos sao rigidas e planas e apresentam padroes de venagao especificos
da espécie. As veias das asas dao suporte primério as mesmas, e algumas alteracoes no
padrdo da venacao podem impactar o voo dos mosquitos (COMBES; DANIEL, 2003;
LORENZ; SUESDEK, 2020). As asas dos adultos também podem sofrer variagoes no ta-
manho, influenciadas tanto por fatores bidticos, como peso e tamanho do mosquito, quanto
por fatores abidticos, como temperatura e nutrigdo durante o estagio larval (CLEMENTS
et al., 1992; DUJARDIN, 2008).

O controle do Ae. aegypti é uma tarefa desafiadora tendo em vista a alta capacidade
de adaptagdo deste mosquito aos centros urbanos. Essa adaptacao se deve a varios fatores,
e um deles é a oviposi¢ao de forma distribuida em criadouros distintos. Outro fator é que
os ovos depositados por fémeas dessa espécie podem permanecer em ambientes secos por
periodos extensos. Desse modo, longos intervalos com condigoes climaticas desfavoraveis,

como auséncia de chuva, nao sao capazes de mitigar a presenca desse mosquito. Essas
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Figura 3 — (a) Ae. aegypti adulto (b) e as escamas prateadas no térax em forma de lira

(a)

Fontes: (a) Geniton Vieira, Instituto Oswaldo Cruz (2021) e (b) Tanaka et al. (1979) em:
(MARQUARDT, 2004)

estratégias aumentam as chances de sobrevivéncia de seus descendentes, assegurando o
sucesso reprodutivo e a dispersao do mosquito (BENTLEY; DAY, 1989).

2.2 Importancia epidemiolégica

Apesar da relagdo aparentemente longa entre humanos e mosquitos, a compreensao
do papel que os mosquitos desempenham na transmissao de doencas ocorreu apenas
no final do século XIX (MARQUARDT, 2004). Desde entdo os estudos relacionados as

doencas e sua associagdo com os mosquitos se intensificaram.

No cenario da epidemiologia médica, os mosquitos sao o grupo de insetos mais
relevantes devido ao seu papel fundamental na disseminacao de diversos patégenos res-
ponsaveis por doengas infecciosas humanas. O mosquito Ae. aegypti é o responsavel por
disseminar agentes causadores de doengas como dengue (com aproxidamente 96 milhdes
de casos por ano), Zika (690 mil casos por ano) e chikungunya (500 mil casos por ano),
entre outras, que podem levar a danos de saide severos ou até a morte (SOUZA et al.,
2019; WHO, 2014; WHO, 2017a).

O acesso do virus ao hospedeiro ocorre da seguinte forma: a procura das fémeas
por hospedeiros é impulsionada pela combinacao de odores corporais, diéxido de carbono
e calor ou umidade corporal. Quando a fémea encontra um hospedeiro adequado, ela
sonda a pele em busca de um capilar sanguineo e injeta uma pequena quantidade de saliva
contendo compostos quimicos que impedem a coagulacao do sangue. Caso a fémea esteja
infectada, esse é o caminho para que patégenos em potencial, como virus, entrem em
contato com o hospedeiro (CLEMENTS et al., 1992).

Os virus mais conhecidos associados ao Ae. aegypti sdo o da febre amarela (VFA),
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dengue (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4), Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV).
Quase todos pertencem a familia Flaviviridae e género Flavivirus, com exce¢ao do CHIKV,
que pertence a familia Tagoviridae e género Alphavirus. Estes virus tem origem em florestas
do Velho Mundo, apresentam padroes ecologicos, evolutivos e epidemiologicos semelhantes
e beneficiam-se das adaptacoes do Ae. aegypti aos ambientes urbanos, e propensao ao
interior das residéncias. A seguir sao apresentados breves relatos sobre cada um destes

virus.

O VFA provavelmente foi trazido ao Brasil em navios que transportavam escravos,
por meio de individuos infectados. A febre amarela apresenta ciclos urbanos e florestais,
e nas Américas, no ciclo florestal os primatas nao-humanos sao os principais infectados,
e o VFA ¢ transmitido pelos mosquitos dos géneros Sabethes e Haemagogus. Ja no ciclo
urbano, a transmissao do VFA ocorre por meio do Ae. aegypti diretamente aos humanos e
a inser¢do deste virus nas areas urbanas ocorre por meio de pessoas que circulam entre
as dreas urbanas e florestais (DEGALLIER et al., 1992; FIGUEIREDO, 2016). O VFA
causou surtos urbanos no Brasil nos séculos XVII, XIX e XX, tendo como consequéncia

muitas vidas perdidas. Felizmente, atualmente ha uma vacina eficaz e acessivel contra o

VFA (FIGUEIREDO, 2016).

Surtos de dengue ocorrem desde o século XIX e tornaram-se comuns no Brasil
atualmente, afetando milhoes de pessoas. Os quatro genétipos do virus da dengue (DENV1,
DENV2, DENV3 e DENV4) se espalharam pelo pais, aumentado o ntimero de infecgoes
secunddrias e as formas graves da doenca. A infeccao secundaria ocorre quando o individuo
infectado com dengue ja teve infeccao prévia por flavivirus, e os anticorpos se elevam
rapidamente atingidos niveis muito altos, o que pode causar complica¢oes. Até o momento
nao ha vacinas eficazes para o controle das infecgoes causadas por estes virus nem tra-
tamentos especificos. Em 2016 um surto com predominancia do DENV-1 causou formas
graves da doencga entre criancas, levando a um grande niimero de mortes. A dengue é uma

das doengas mais importantes que afetam o ser humano, constituindo sério problema de
saude publica (FIGUEIREDO, 2016).

O ZIKV foi descoberto na Unganda em 1947 e chegou a América Latina entre
2013 e 2015. No Brasil, o virus foi detectado em 2015, ano em que ocorreu uma epidemia,
juntamente com relatos de um expressivo aumento no niimero de casos de microcefalia
em recém-nascidos e da sindrome de Guillain-Barré (doenga neurolégica grave, na qual
os anticorpos danificam os neurdnios motores como consequéncia de uma infecgao viral).
Baseado em estudos, a Oganizacao Mundial da Satde afirmou que a infecgao pelo ZIKV
foi a causa destes distirbios neurolégicos (BOYER et al., 2018). De acordo com Hennessey,
Fischer e Staples (2016), 80% dos casos de Zika eram assintométicos, o que resultava em
uma infeccao leve. Em 2016 o virus chegou aos Estados Unidos, e em 2017 quase todos os

paises da Ameérica Latina e Caribe reportaram a circulagao ativa do ZIKV. Até o momento
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nao estao disponiveis vacinas ou tratamentos especificos eficazes contra o ZIKV e, embora
o nimero de casos de Zika tenha diminuido desde o surto de 2015, este segue se dissipando
em locais onde os vetores estao presentes (BOYER et al., 2018, WHO, 2017b).

Estima-se que o CHIKYV foi introduzido no Brasil em 2013, e em 2014 foi registrado
o primeiro surto no pais, na cidade de feira de Santana, na Bahia. No ano de 2015 o virus
ja havia se espalhado por quase todas as regides do Brasil. A infeccdo pelo virus afeta as
articulagbes e muitos pacientes podem apresentar sinais de artrite aguda (inflamagdo com
dor, inchago e limitagao dos movimentos), sendo que em 2% desses individuos estes sintomas
podem se tornar cronicos. Até o momento nao ha vacina eficaz e tratamento para a infecgao
causada pelo CHIKV. Desse modo, surtos de CHIKV podem ter como consequéncias um

aumento no nimero de pessoas com deficiéncias fisicas cronicas (FIGUEIREDO, 2016).

Todos estes virus sao propagados de forma eficiente pelo Ae. aegypti devido a
caracteristicas que aumentam a capacidade de transmissao dos mesmos, como o fato da
fémea conseguir fazer ingestoes multiplas de sangue durante um tnico ciclo gonotroéfico
(periodo compreendido entre o repasto sanguineo e a oviposigao), e embora copule apenas
uma vez na vida, possui a capacidade de armazenar o liquido seminal (SCOTT et al.,
1993). Adicionalmente, o Ae. aegypti também apresenta alta competéncia vetorial, ou seja,
quando infectado por um virus, é capaz de replica-lo e transmiti-lo de maneira eficiente
(DYE, 1992).

Além de causarem danos a satide humana, as doencas transmitidas pelos mosquitos
também tem consequéncias significativas para a economia (EBI; NEALON, 2016). Segundo
(SHEPARD et al., 2016), os custos globais agregados diretos (de assisténcia médica e de
viagem) e indiretos (tempo e produtividade perdidos) foram estimados em 8,9 bilhdes de
ddlares americanos, somente com a dengue. Assim, o controle e o monitoramento desta
espécie é de grande importancia e representam um desafio para os 6rgaos publicos de
saude. A seguir sao descritas algumas tecnologias que podem ser utilizadas no controle e

monitoramento dos mosquitos.

2.3 Novas tecnologias no controle e monitoramento de mosquitos transmisores de
doencas

Devido a falta de vacinas e de medicamentos especificos e eficazes para o trata-
mento da maioria das doengas transmitidas por mosquitos, o controle e monitoramento

destes insetos sao ferramentas essenciais para interromper a transmissao destas doencas

(CARLSON; DOUGHERTY; GETZ, 2016).

No Brasil, de acordo com o Programa Nacional de Controle de Dengue (PNCD),
os procedimentos mais comumente adotados para o controle dos mosquitos podem ser
divididos em trés categorias: o controle mecanico, que ocorre por meio da eliminagao

dos criadouros das larvas; o controle biologico, o qual utiliza predadores ou patoégenos,
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principalmente na eliminacao de larvas; o controle quimico, que é a utilizacao de compostos
quimicos, como larvicidas e adulticidas; e a divulgacdo de agoes educativas (BRASIL
et al., 2009). No entanto, devido a falta de incentivo e recursos publicos destinados a
estes procedimentos e a nao aplicacdo das estratégias de forma integrada, o controle
de mosquitos vetores torna-se ineficaz, exigindo novas intervenc¢odes para o controle e o
monitoramento dos vetores. Este fato evidencia a necessidade crescente de encontrar novos
métodos alternativos para auxiliar nestas tarefas (CARLSON; DOUGHERTY; GETZ,
2016; CARVALHO et al., 2014).

Nos tltimos anos tecnologias promissoras tem sido desenvolvidas para o controle
de vetores, como os mosquitos trangénicos, cujos mecanismos de controle podem ocorrer
por meio da producao de genes letais, da esterilizagao de mosquitos ou pela introducao de
genes com o objetivo de reduzir ou bloquear a transmissao de doengas (CARVALHO et
al., 2014; OLIVA et al., 2013); os compostos naturais com atividade larvicida, como os
extratos de plantas (KUMAR et al., 2014; PIERRE; OKECHUKWU; NCHIWAN, 2014;
RAMKUMAR et al., 2015); a bactéria endossimbionte Wolbachia, que ao colonizar os
mosquitos, provoca esterilidade e redugao da transmissao de arbovirus (DUTRA et al.,
2015; MOREIRA et al., 2009) e a nanotecnologia, utilizada na produgao de nanoinseticidas
com atividade larvicida (ARJUNAN et al., 2012; PESSOA et al., 2018).

No entanto, o controle eficiente de vetores requer sistemas de monitoramento
eficazes para avaliar os resultados das estratégias adotadas, além de fornecer conhecimento
sobre a distribuigao espago-temporal dos insetos (MOURA; NADAIL; CORBI, 2020). Além
disso, o monitoramento é fundamental em qualquer programa de prevencao e controle de
doencas transmitidas por mosquitos, pois fornece informagoes necessarias para a avaliagao
de risco e orientagao do programa, incluindo respostas a epidemia e avaliacao do programa.
Essas informacoes podem estar associadas a abundancia, variacao temporal e distribuicao
espacial de espécies de mosquitos vetores (MUKUNDARAJAN et al., 2017).

O monitoramento, na maioria das vezes, é baseado em esquemas de captura dos
adultos, com a utilizacao de armadilhas compostas por iscas especificas para atrair e cap-
turar as fémeas que procuram por hospedeiros ou estao em busca de locais para ovipositar.
Estas armadilhas sao recolhidas de tempos em tempos e analisadas por especialistas que
identificam e contam manualmente as espécies de mosquitos coletados, o que torna esta
tarefa dispendiosa e extensa. O intervalo entre a instalagdo das armadilhas até a coleta e

identificagdo das espécies pode resultar em um atraso significativo na tomada de decisao
(BATISTA et al., 2011).

Uma maneira de tornar esta tarefa mais rapida e econémica é automatizar este
processo e, para isso, estudos vem sendo realizados para o desenvolvimento de tecnologias

que identifiquem de forma automatica as espécies de mosquitos por meio dos sons emitidos
durante o voo (GENOUD et al., 2020; MOORE et al., 1986; OUYANG et al., 2015;
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POTAMITIS, 2014; SALIM et al., 2017), uma vez que os sons produzidos pelos mosquitos
variam de acordo com a espécie e, portanto, podem ser utilizados como uma ferramenta

de identificagdo taxonoémica (COSTELLO, 1974; GEBRU et al., 2018).

O inicio dos estudos relacionando os sons emitidos pelos mosquitos com as espécies
teve inicio em meados dos anos 40 com Kahn et al. (1945). Desde entdo este estudo
tornou-se a base para diversas pesquisas com foco na identificacdo automatica de espécies
de insetos (ARTHUR et al., 2014; BATISTA et al., 2011; BELTON; COSTELLO, 1979;
GENOUD et al., 2020; OGAWA; KANDA, 1986; WISHART; RIORDAN, 1959).

Dentre as informacgoes que podem ser obtidas a partir dos sons emitidos pelos
insetos durante o voo, destaca-se a frequéncia de batida de asa (FBA), que é medida
em Hertz (Hz). Diversos dispositivos tém sido empregados para capturar a frequéncia
de batida de asa de insetos, desde os mais antigos como o estroboscopio e o oscilografo
(SOTAVALTA, 1952), os sensores acuisticos, como os microfones (ARTHUR et al., 2014;
COSTELLO, 1974; BELTON; COSTELLO, 1979; KAHN et al., 1945; OGAWA; KANDA,
1986; VILLARREAL; WINOKUR; HARRINGTON;, 2017) até os mais recentes, como o0s
sensores 6pticos (BATISTA et al., 2011; GENOUD et al., 2018; GENOUD et al., 2020;
OUYANG et al., 2015). Na préxima se¢ao sao descritos alguns dos principais estudos que

empregaram sensores para capturar a FBA de insetos.

2.3.1 Sensores que capturam a frequéncia de batida de asa de insetos

Costello (1974) utilizou um microfone para capturar a FBA do Ae. aegypti. Durante
o voo, geralmente induzido por agitacao da gaiola, a FBA foi gravada por meio do microfone
e transferida para o analisador de espectro sonoro e um ultrassonograma foi gerado para
posterior andalise. O estudo também demonstrou o efeito de algumas varidveis ambientais

como tamanho do mosquito, temperatura, umidade, luz e pressao atmosférica na FBA.

Em 1986, Moore et al. (1986) desenvolveram um sistema automético para a detecc¢ao
de insetos durante o voo com base no sensoriamento optoeletronico e posterior anélise
do sinal de espectro de frequéncia utilizando tacometro 6ptico. Para monitorar o sistema
em tempo real a saida do sensor foi direcionada para um computador equipado com
um conversor analdgico-digital e o monitoramento consecutivo foi realizado utilizando
um gravador de dudio inserido em um analisador de frequéncia. Os experimentos foram
realizados com o Ae. aegypti e o Ae. triseriatus e demonstraram que a espécie e o sexo dos
individuos foram identificados corretamente, com acurédcia de 84%, utilizando a frequéncia
de batida de asa.

Com o passar dos anos e o avanco da tecnologia, diferentes métodos para detectar
os sons dos insetos foram aprimorados e surgiram novos horizontes, com possibilidades de
empregar diversos tipos de técnicas. Pesquisas mais recentes consideram que um sistema

com um par de emissor e receptor de luz cujas variagoes na luz, causadas por um inseto
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voador ao cruzar o feixe de luz, é a base para sensores robustos, rapidos e que nao sao
influenciados por ruidos externos, como o barulho do vento ou de outros animais (SANTOS
et al., 2019). Desde entéo, diferentes tipos de mecanismos utilizando sensores épticos foram

estudados, desde os mais simples até os que associam sensores sofisticados e detectores.

Batista et al. (2011) desenvolveram um sensor 6ptico constituido por um LED
infravermelho, dois espelhos paralelos e um fototransistor (receptor), com o objetivo de
monitorar espécies de insetos. Além de identificar as espécies, o sensor é capaz de distinguir
o sexo e realizar a contagem dos insetos em tempo real. Segundo os autores, a proposta
do sensor ¢ de que este seja utilizado em conjunto com uma armadilha, permitindo que
somente os insetos de interesse sejam capturados, uma vez que a maior parte dos insetos
possuem um papel relevante para o equilibrio ecologico. A armadilha da Figura 4 também
foi desenvolvida pelos pesquisadores utilizando materiais de baixo custo na producao das

mesmas, como também dos sensores, para que se tornassem economicamente acessiveis.

Figura 4 — Armadilha equipada com sensor 6ptico utilizada para contar e identificar
espécies de mosquitos em tempo real

f“»W

Fonte: Souza et al. (2020)

Além de capturar somente as espécies-alvo e ter baixo custo, o sensor proposto por
Batista et al. (2011) possui outras vantagens: nao detecta os ruidos externos, como sons
de outros animais ou do vento, o que é muito importante, principalmente para a utilizacao
em campo; a facilidade para coletar os dados com um nimero grande de mosquitos, o
que possibilitou a construcao de modelos de classificagdo com vasto nimero de dados
e que juntamente com a utilizacao de um algoritmo simples, aumentou a acuracia de

identificacao das espécies. De acordo com Silva et al. (2015), esta tecnologia apresentou
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resultados superiores a 95% de acurécia na identificacao de duas espécies de mosquitos:
Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus. Este dispositivo também possui um conjunto de
outros sensores que possibilitam a medicao e o registro da temperatura, umidade relativa
do ar, luminosidade e altitude de cada dado coletado, além da data e horario. Com isso,
dados suficientes sao gerados, o que permite estudar a dinamica espacial e temporal do

comportamento dos mosquitos.

Potamitis (2014) avaliou o emprego de um sensor 6ptico baseado em uma fonte
de luz laser acoplada a um fototransistor na identificacao de quatro espécies: Ae. aeqypti,
C. quinquefasciatus, Culex tarsalis e Culex stigmatosoma utilizando a FBA. Para isso, o
pesquisador utilizou um modelo probabilistico de uma mistura de gaussianas complexas e
que se mostrou eficaz em capturar as caracteristicas do som das asas dos insetos. Segundo
o autor, os dados gravados sao semelhantes a uma gravacao realizada por microfone. O
autor destaca também que as vantagens do sensor 6ptico em relagao ao microfone é que o

sensor nao detecta a interferéncia de ruidos externos.

Potamitis e Rigakis (2015) desenvolveram um sensor 6ptico com duas fontes de
luz, a LED (Light Emitting Diodes), e a luz laser para coletar a FBA de trés espécies de
insetos: a Bactrocera oleae, considerada uma praga nas plantacoes de oliveiras, o Anopheles
gambiae, o mosquito vetor da maléaria e a Apis mellifera, uma abelha melifera ocidental.
Os pesquisadores também utilizaram um microfone para o mesmo fim e compararam os
resultados dos dois dispositivos na identificacao de espécies. De acordo com os autores, tanto
o sensor constituido pela luz laser quanto a LED apresentaram performance semelhante ou
até melhor que o microfone. Segundo os autores os dispositivos épticos podem substituir
os microfones na captura dos sons produzidos por insetos. Além disso, os autores afirmam
que, uma vez incorporados em armadilhas para insetos, os sensores 6pticos mudarao a

maneira como o monitoramento de insetos é realizado atualmente.

Ouyang et al. (2015) desenvolveram um sistema composto por trés emissores de
luz infravermelha para detectar a FBA de trés espécies de mosquitos (Ae. albopictus,
Ae. aegypti e C. quinquefasciatus) e identificar as espécies e o sexo de cada inseto em
tempo real utilizando Aprendizado de Maquina (Machine Learning). Mullen et al. (2016)
utilizaram uma combinacao de fontes épticas, detectores e softwares sofisticados para
capturar e identificar insetos voadores em tempo real. Além disso, o sistema pode eliminar
os insetos por meio de um pulso de laser letal. Os pesquisadores conduziram os estudos
com a Diaphorina citri, vetor de doencas em plantas citricas e o Anopheles stephensi, vetor

da maléria.

Villarreal, Winokur e Harrington (2017) estudaram a FBA de Ae. aegypti fémeas
em diferentes condi¢oes de temperatura do ar, tamanho do mosquito e voo (livre ou
presas por um fio). Os pesquisadores utilizaram um microfone para capturar a FBA dos

mosquitos e um software para extrair informagoes sobre a FBA. Staunton et al. (2019)
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também estudaram a FBA de Ae. aegypti em distintas situagoes, como temperatura do
ar, tamanho e idade dos mosquitos. Os pesquisadores capturaram a FBA dos insetos por

meio de um sensor ultrassonico.

Gebru et al. (2018) utilizaram um sensor 6ptico juntamente com uma combinagao
complexa de espectroscopia de modulagao multibanda e laser infravermelho na identificacao,
durante o voo, de quatro espécies de mosquitos transmissores de doencas: Anopheles coluzzi,
An. arabiensis, Ae. aeqypti e Culex quinquefasciatus. Este dispositivo também detectou
outras caracteristicas dos mosquitos, além da FBA, como a refletancia, a razao espectral e
o brilho dos mosquitos. No entanto, de acordo com Genoud et al. (2018), equipamentos
como este sao mais complexos e somente podem ser utilizados em ambientes controlados,

como em laboratérios, nao podendo ser utilizados em campo.

Estudos realizados em laboratério, como os citados acima, demonstraram que a
identificacdo de espécies de mosquitos com base na frequéncia de batidas de asas tem
grande potencial. No entanto, é importante ressaltar que algumas caracteristicas referentes
aos mosquitos e também ao meio podem influenciar a FBA, tornando a identificacao de
espécies por meio da FBA uma tarefa desafiadora (NADAI et al., 2021). Porém, a maioria
dos estudos relacionados & FBA de mosquitos nao leva em conta estas caracteristicas
(Tabela 1).

Tabela 1 — Principais estudos relacionados a frequéncia de batida de asas em mosquitos

Referéncia Espécies* Condigoes testadas
Kahn et al. (1945) a, b, c, e -

Tamanho do mosquito,
Costello (1974) a temperatura, umidade,
pressao atmosférica e luz
Tamanho, idade,
acasalamento, alimentagao

Ogawa e Kanda (1986) d com sangue, desenvolvimento
do ovo e oviposi¢ao

Batista et al. (2011) a, f -

Arthur et al. (2014) a -

Ouyang et al. (2015) a, b, f -

Salim et al. (2017) b -

Villarreal, Winokur e Harrington (2017) a Tamanho e temperatura

Genoud et al. (2018) a, b, g -

Staunton et al. (2019) a Tamanho, idade e

temperatura

*Espécies estudadas: (a) Aedes aegypti, (b) Aedes albopictus, (c) Anopheles
quadrimaculatus, (d) Anopheles sp., (e) Culex pipiens, (f) Culex quinquefasciatus, (g)
Culex sp.

Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)
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Consequentemente, para que o dispositivo de identificagdo automatica das espécies
seja confiavel, ele deve detectar as pequenas diferengas na frequéncia de batidas de asas de
cada mosquito coletado, levando em conta as condi¢oes ambientais que podem influenciar
a FBA do mosquito. Estudos sugerem que a FBA de mosquitos pode ser influenciada
pela temperatura (COSTELLO, 1974; SALIM et al., 2017; VILLARREAL; WINOKUR;
HARRINGTON, 2017), tamanho do mosquito (CLEMENTS et al., 1992; COSTELLO,
1974; STAUNTON et al., 2019) e idade (OGAWA; KANDA, 1986; STAUNTON et al.,
2019). Desse modo, o conhecimento destes fatores pode auxiliar no aperfeicoamento e
na acuracia dos dispositivos que utilizam a FBA para a identificacdo de espécies, além
de ajudar especialistas na compreensao da biologia e da ecologia dos mosquitos. Assim,
ressalta-se a importancia de estudos sobre as diversas condi¢oes ambientais que podem
impactar a frequéncia de batida de asas de diferentes espécies de mosquitos transmissores

de doencas.
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3 MATERIAIS E METODO

Nesta secao, sao apresentados os materiais e o método utilizados para o desenvolvi-

mento desta pesquisa.

3.1 Aedes aegypti

Os estudos foram realizados com o mosquito Aedes aegypti no Laboratorio de
Ecologia de Ambientes Aquaticos - LEAA, da Universidade de Sao Paulo - campus Sao
Carlos. Partes deste estudo também foram realizadas no Vector Ecology Laboratory, da
North Carolina State University, na cidade de Raleigh, Carolina do Norte, Estados Unidos.
Os ovos de Aedes aegypti tiveram origem em uma colonia estabelecida a partir de uma
colecdo, no ano de 1996, da linhagem Rockefeller (ROCK) pela empresa ASR (Analytical €
Scientific Reasearch), localizada na cidade de Charqueada, SP. J4& os mosquitos utilizados
nos experimentos realizados nos Estados Unidos sao a 112 geracao provenientes de ovos
coletados na Florida, Arizona e Califérnia em 2014 e 2015. Estas populagdes foram mantidas

separadas e, em 2017 foram misturadas.

3.2 Sensor 6ptico

Para estudar a frequéncia de batida de asas do Ae. aegypti durante o voo foi
utilizado o sensor éptico desenvolvido por Batista et al. (2011). O sensor é composto por
um LED infravermelho, dois espelhos paralelos frente a frente e um fototransistor (Figura
5).

Quando o LED infravermelho é ligado, a luz bate no espelho e é refletida pelo
espelho oposto, que por sua vez reflete a luz novamente até criar uma cortina de luz.
Durante o voo, quando o mosquito atravessa esta cortina, ocorrere a interrupc¢ao parcial
da luz, provocada pelos movimentos do mosquito, principalmente pela batida das asas.
Essa interrupg¢ao gera variagoes que sao capturadas pelos fototransistores e sao registradas
como um sinal digital com diferentes amplitudes, uma espécie de assinatura do mosquito.
Os sinais capturados pelos fototransistores sao enviados a um circuito eletronico projetado
para filtrar, amplificar e codificar o sinal capturado em um sinal de audio. Este sinal é
muito semelhante a um sinal de audio capturado por um microfone, embora os dados
sejam obtidos opticamente. A partir deste sinal, é extraida a frequéncia de batida de
asas, convertendo inicialmente o sinal de audio representado no dominio do tempo para o
dominio da frequéncia, por meio da Transformada Discreta de Fourier (TDF). Portanto, a
aplicagao da TDF sobre o sinal da Figura 6a resulta no espectro de frequéncia da Figura 6b.

Diversas informacoes podem ser extraidas com a andlise do espectro ou do sinal no dominio



40

Figura 5 — Principais componentes do sensor 6ptico empregado para capturar a frequéncia
de batida de asas dos mosquitos

(a) Vista lateral (b) Vista superior
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Fonte: Adaptado de Souza et al. (2020)

da frequéncia, dentre as quais a frequéncia fundamental. Por exemplo, no dominio da
musica, uma nota pode ser caracterizada pela sua frequéncia fundamental. No dominio de
sensores de insetos, a frequéncia de movimento das asas do inseto que cruza o sensor éptico
pode ser caracterizada pela mesma frequéncia fundamental. Assim sendo, a frequéncia
fundamental é capaz de descrever diversos dominios, sendo, portanto, caracterizada como

a frequéncia de maior magnitude no espectro, conforme ilustrado na Figura 6b.

Na Figura 6 é apresentado um exemplo dos dados gerados pelo sensor quando um

mosquito Ae. aegypti fémea atravessa a cortina de luz.

A Figura 6a refere-se a um sinal composto principalmente por um breve periodo de
4 segundos com alta variagdo de amplitude e pelo ruido de fundo. Este sinal é registrado
como um sinal digital. A oscilacdo de ampla amplitude refere-se ao momento exato em
que o mosquito cruza a cortina de luz. Vale ressaltar que o ruido de fundo é gerado pelo
préprio equipamento e pode-se notar que nao apresenta variagao na intensidade, assim

nao interfere no sinal gerado pelo mosquito.

A partir destes dados, é possivel extrair informagoes que podem ser empregadas
para identificar as espécies e/ou descrever o seu comportamento ao longo do tempo.
Dentre elas a frequéncia de batida de asa, que esta diretamente relacionada a frequéncia
fundamental do sinal e podem ser encontradas por meio da analise do audio gravado na
representacio do dominio da frequéncia (espectro) (ZOLZER, 2008). A frequéncia de

batida de asa, também conhecida como frequéncia fundamental, representa a quantidade
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Figura 6 — Dados gerados pelo sensor quando um mosquito atravessa a cortina de luz
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Fonte: elaborado pela autora

de vezes que o mosquito bate as asas durante um segundo, é medida em Hertz (Hz). Na
Figura 6b, pode-se observar que a FBA do Ae. aegypti fémea é de aproximadamente 560
Hz, além de outras informagoes relevantes como a localizagao, forma e amplitude dos

primeiros harmonicos.

O mecanismo mencionado acima torna os ruidos externos como o barulho do vento,
animais, carros, entre outros, imperceptiveis. Esta é uma das vantagens da utilizacao de
sensores Opticos comparados a outros dispositivos utilizados para estudar o som emitido
pelos mosquitos, como por exemplo os microfones. Além desta, outras vantagens podem
ser mencionadas, tais como: permitem o voo livre dos mosquitos, sem a necessidade de
estarem amarrados e de estimulos artificiais para o voo, além de permitir o estudo de

mosquitos ao longo do tempo, individualmente ou em grupo.

Para que a realizacdo dos experimentos fossem possiveis, este sensor foi acoplado na
parte média de um tubo com o objetivo proporcionar um espago com tamanho suficiente
para o voo livre dos mosquitos (Figura 7). Este equipamento foi denominado de coletor,
possui 25 cm de altura e 10 cm de diametro e esta equipado com um conjunto de sensores,

os quais medem temperatura, umidade relativa do ar, pressao atmosférica e luminosidade.

Desse modo, quando um mosquito atravessa a cortina de luz, sao gravados, além
da FBA, outros dados coletados por estes sensores. Isto é, além da FBA, pode-se saber
também qual a hora, a temperatura e a umidade do ar no exato momento em que o
mosquito cruza a cortina de luz, por exemplo. Neste estudo foram utilizados coletores
similares aos da (Figura 7). Nos experimentos os mosquitos adultos foram inseridos nos
coletores e entdo dispostos no interior de incubadoras (Figura 8), as quais possibilitaram
a simulacao de diversas situagoes ambientais por meio do controle de condigoes como

temperatura e umidade.
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Figura 7 — Coletor utilizado neste estudo

25cm

Fonte: elaborado pela autora

Vale ressaltar que antes da realizacao de cada ensaio, apds inserir os mosquitos
nos coletores e posteriormente nas incubadoras, houve um intervalo de uma hora para
a adaptacao dos mosquitos tanto aos coletores quanto as condigoes testadas. Apds esse
periodo os coletores eram ligados para entao dar inicio aos ensaios. A seguir é apresentado

o delineamento experimental deste estudo.
Delineamento experimental

Com o intuito de guiar os experimentos principais deste estudo, foram realizados
dois experimentos preliminares: um para verificar a variabilidade dos coletores utilizados
neste trabalho e outro para a investigacao da frequéncia média do batimento de asas de

mosquitos machos e fémeas. Estes experimentos encontram-se detalhados a seguir.

3.3 Variabilidade dos coletores

Por se tratar de dispositivos ainda em fase de prototipo, os coletores utilizados
neste estudo nao possuem um mecanismo de afericdo de erros até o momento. Desse modo,
para verificar a variabilidade existente entre os coletores foram realizados ensaios com

dois mosquitos adultos, um macho e uma fémea, e onze coletores identificados da seguinte
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Figura 8 — Incubadora utilizada para a realizacao dos experimentos

Fonte: Maletzke (2019)

forma: AS, S2, S3, S4, S8, S9, S11, S13, S15, S17 e S26.

As larvas dos mosquitos Ae. aegypti foram criadas em frascos contendo 300 mL
de 4gua da torneira e alimentadas a cada dois dias com rac¢ao para peixe (Tetramin®)
trirurada, a temperatura de 28°C e fotoperiodo de 12:12h [L:E] (12h na luz e 12h no
escuro). Os mosquitos emergidos foram separados em frascos com tampas compostas por
telas e mantidos nas mesmas condigoes até serem dispostos nos coletores. Os adultos foram

alimetados com solucao de ac¢ticar a 10%.

Para a coleta da FBA um mosquito adulto (com 4 a 5 dias apds a emergéncia)
foi colocado em cada coletor e disposto em incubadora & temperatura de 28°C, 70% de
umidade e fotoperiodo de 12:12h [L:E] durante 48h. Apds, os mosquitos foram removidos
cuidadosamente dos coletores com auxilio de um sugador e alocados em coletores diferentes.
Este processo foi repetido até que houvesse a passassem dos mosquitos testados por todos

os coletores (Figura 9).

Macho e fémea foram colocados em incubadoras separadas. Neste periodo os adultos

foram alimentados com solucao de dgua e acticar a 10%.
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Figura 9 — Representacao dos ensaios realizados para a analise da variabilidade dos coleto-
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Fonte: elaborado pela autora
Criado com BioRender.com

3.4 Frequéncia média de batida de asas

Foram realizados ensaios para a verificacao da frequéncia média de batida de asas
de Ae. aegypti machos e fémeas. Para isto, as larvas foram criadas a temperatura de 28°C,
fotoperiodo de 12:12h [L:E] e alimentadas a cada dois dias com ragao para peixe triturada.
Os adultos resultantes foram dispostos em frascos cobertos por telas e alimentados com

solucao de 4gua e actcar a 10%.

Foram utilizados dois coletores para a realizagao destes ensaios. Desse modo, apés a
emergéncia dos adultos, 20 mosquitos fémeas e 20 machos foram colocados separadamente
nos coletores, e estes inseridos em incubadoras distintas. Os adultos foram alimentados
com solucao de dgua e agucar a 10%. Os dados foram coletados no periodo de sete dias,
com temperatura constante de 28°C, umidade de 70% e fotoperiodo de 12:12h [L:E].

A realizacao dos préximos experimentos foi dividida em duas etapas, abrangendo o

controle das condi¢oes ambientais de acordo com a fase de desenvolvimento dos mosquitos.
Etapa I - Alterag6es ambientais nas fases de ovo, larva e pupa

Nesta etapa as alteragdoes ambientais ocorreram durante as fases de ovo, larva
e pupa. Assim, foram testadas diferentes quantidades de alimento, densidades larvais e
valores de pH da agua de criacdo durante estas fases, e, posteriormente foi coletada a FBA
dos adultos originados destas condigoes. A Figura 10 é uma representagao esquematica

desta etapa.



45

Figura 10 — Representacao dos ensaios realizados na Etapa I
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Fonte: elaborado pela autora
Criado com BioRender.com

A seguir sao descritos cada um dos experimentos realizados na Etapa I.

3.5 Alimento

Com o intuito de avaliar a sobrevivéncia de larvas submetidas a baixos niveis de
alimento e a frequéncia de batida de asas dos possiveis adultos resultantes, foram realizados

ensaios com duas quantidades de alimento (Tabela 2).

Os ensaios foram realizados em frascos contendo 500 mL de dgua da torneira e 40
larvas de Ae. aegypti em cada (COURET; DOTSON; BENEDICT, 2014), em triplicata.
O primeiro ensaio foi realizado sem a adicao de alimento na fase de larva. Ja o ensaio 2

consistiu na adigao de 100 mg L ! de alimento triturado (racdo para peixe) somente no I
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Tabela 2 — Ensaios utilizando diferentes quantidades de alimento

Ensaios Quantidade de alimento
1 0
2 100 mg L ¢

Fonte: elaborado pela autora

instar, o que equivale a 2,5 mg larva ~!. Durante a realizacio destes ensaios a temperatura
do ar foi mantida a 28°C e o fotoperiodo de 12:12h [L:E]. Os ensaios foram observados
diariamente, e as larvas mortas, assim como as exuvias, foram retiradas. Os ensaios tiveram

duragao maxima de 36 dias.

3.6 Densidade larval

Com o intuito de avaliar a influéncia do tamanho do mosquito na frequéncia de
batida de asas do Ae. aegypti foram realizados ensaios com dois tamanhos de mosquitos.
Para gerar mosquitos com tamanhos diferentes, duas densidades larvais foram utilizadas:
baixa (50 larvas) para gerar mosquitos grandes e alta (200 larvas) para gerar mosquitos
pequenos (REISKIND; LOUNIBOS, 2009). Os ensaios foram realizados com 1 L de dgua

da torneira, resultando em densidades de 0,05 e 0,2 larvas mL ~!, respectivamente.

Os ovos foram colocados em frascos contendo 1 L de dgua de torneira e 0,2 g de
levedura Saccharomyces cerevisiae (MP Biomedicals). Apds 24h, as larvas de I instar
foram contadas e separadas em frascos contendo 1 L. de dgua da torneira e 0,3 g de
racao para peixe triturada, adicionada somente nesta etapa. As larvas foram criadas em
temperatura (28°C) e fotoperiodo (14:10h [L:E]) constantes até a fase de pupa. As pupas
foram separadas por sexo e duas pupas machos e uma fémea foram colocadas juntas em
tubos de plastico (com dimensoes de 2,8 x 11 cm) com 10 mL de 4gua, para garantir o
acasalamento entre os mosquitos na fase adulta. Os adultos emergidos foram mantidos

nos tubos cobertos com tela e alimentados com solu¢ao de 10% de agtcar.

Para a coleta da FBA mosquitos com 4 a 5 dias apds a emergéncia foram alocados
nos coletores e dispostos em incubadoras nas seguintes condi¢oes: 26°C, fotoperiodo de
14:10h [L:E] e umidade entre 60 e 65%. Machos e fémeas foram colocados em incubadoras

separadas. Este experimento foi realizado com um mosquito por coletor.

Apos a coleta da FBA, os mosquitos foram colocados em microtubos, etiquetados
e congelados a -20°C. Com a finalizagdo de todas as coletas de FBA, os mosquitos foram
secos em estufa a 48°C por 24h, pesados (balanga Sartorius, Cubis, German) e uma asa
foi removida de cada individuo para a medida do comprimento. O comprimento da asa foi
medido em milimetros, da alula ao dpice (Figura 11), de acordo com Reiskind e Zarrabi

(2012), utilizando microscépio 6ptico (cellSens, Olympus).
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Figura 11 — Asa direita da fémea Aedes aegypti com o comprimento medido, da alula ao
apice

Fonte: elaborado pela autora

Neste experimento foram testados 10 mosquitos de cada sexo: 5 originados da baixa
densidade larval e 5 provenientes da alta densidade larval. Cada mosquito foi proveniente

de frascos diferentes, garantindo observagoes independentes do efeito da densidade.

3.7 PH inicial da agua de criacao das larvas

Para avaliar a influéncia de diferentes valores de pH iniciais da dgua de criacdo das
larvas na FBA de adultos resultantes destas condigoes foram testados quatro valores de
pH: 3, 5, 7 e 9. Este experimento foi realizado com mosquitos machos e fémeas de dois
tamanhos: grandes e pequenos, o qual resultou em 16 ensaios (Tabela 3). Cada ensaio foi

realizado com 4 réplicas.

A 4gua utilizada na criagao das larvas teve o pH ajustado para os seguintes valores:
3,5, 7e9, de acordo com o ensaio realizado. O pH foi ajustado somente em duas fases:
antes de colocar os ovos na agua e apos o I instar, momento em que as larvas foram
contadas e separadas. Para ajustar os valores foram utilizadas solugoes de acido cloridrico
(HCI) com a finalidade de reduzir o pH do meio e hidréxido de sédio (NaOH) para elevar
o pH, a concentracao de 0,1 N (normal), de acordo com Clark, Flis e Remold (2004). Os
valores foram medidos em pHmetro (Gehara - PG 1800), devidamente caibrado antes de

cada medicao.

Os ovos foram colocados em frascos contendo 1 L de dgua de torneira (com o pH
ajustado para cada ensaio) e 0,2 g da levedura Saccharomyces cerevisiae (MP Biomedicals).
Apbs 24h, as larvas foram contadas e separadas em frascos distintos contendo 1 L de agua
da torneira (com o pH ajustado): 1 frasco com 50 larvas (para gerar mosquitos grandes) e

1 frasco com 200 larvas (para gerar mosquitos pequenos) e alimentadas com 0,3 g de ragao
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Tabela 3 — Ensaios com diferentes valores de pH da dgua de criacdo das larvas de Ae.

aeqypti
Ensaios pH Tamanho do mosquito Sexo
1 3 Grande Fémea
2 3 Grande Macho
3 5 Grande Fémea
4 5 Grande Macho
) 7 Grande Fémea
6 7 Grande Macho
7 9 Grande Fémea
8 9 Grande Macho
9 3 Pequeno Fémea
10 3 Pequeno Macho
11 5 Pequeno Fémea
12 5 Pequeno Macho
13 7 Pequeno Fémea
14 7 Pequeno Macho
15 9 Pequeno Fémea
16 9 Pequeno Macho

Fonte: elaborado pela autora

para peixe triturada, adicionada somente nesta etapa.

As larvas foram criadas em temperatura (28°C) e fotoperiodo (14:10h [L:E]) cons-
tantes. Na fase de pupa, estas foram separadas em recipientes menores (15 pupas em
cada) e colocadas em potes cobertos com tela. Foram colocadas pupas fémeas e machos
no mesmo recipiente para garantir o acasalamento entre os mosquitos na fase adulta. As
larvas e pupas foram monitoradas diariamente, até a emergéncia dos adultos. Apds a

emergéncia os mosquitos foram alimentados com solucdo de acicar a 10%.

Foram colocados 10 mosquitos adultos, com 4 a 5 dias apds a emergéncia, em cada
coletor e machos e féemeas foram colocados em incubadoras, separadamente, a temperatura
constante de 26°C, umidade entre 60 a 65% e fotoperiodo de 14:10h [L:E], por 96 horas.

Os mosquitos grandes também foram colocados em coletores separados dos pequenos.

A influéncia do pH da agua de criagdo também foi verificada em relagao ao peso
seco e ao tamanho do centroide da asa dos mosquitos. Para isso, apds o término dos ensaios
os mosquitos foram colocados em microtubos, etiquetados e congelados para posterior

secagem, pesagem e medida das asas.

3.7.1 Secagem e pesagem dos mosquitos

Antes de serem pesados, os mosquitos foram secos em estufa a temperatura de

48°C, por 24 horas. Depois de secos, os mosquitos foram pesados individualmente em
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balanca semi-microanalitica (Bel - HPB 625i).

3.7.2 Medida do tamanho do centréide das asas

De acordo com Garros e Dujardin (2013), o tamanho da asa pode ser diretamente
retratado pelo tamanho do centréide (TC), o qual é calculado levando em consideragao
os pontos anatéomicos (PAs) marcados em cada asa. No caso dos mosquitos, os pontos
anatomicos sao formados pelo encontro de trés estruturas, como por exemplo, as interse¢oes
entre as veias alares. O conjunto destes pontos resulta em uma matriz de dados constituida
por coordenadas cruas em um plano cartesiano, as quais sao utilizadas para analises
posteriores. Assim, o TC pode ser calculado pela raiz quadrada da soma das distancias ao
quadrado de todos os PAs, até o centréide (VIRGINIO-FONSECA, 2018).

Assim, apos a pesagem dos mosquitos, as asas direitas de cada individuo foram
removidas cuidadosamente com a ajuda de pingas e de uma lupa (Nikon - C-Leds). O
excesso de escamas e cerdas de cada asa foi retirado com o auxilio de um pincel fino e
alcool 70%, com o intuito de facilitar a visualizacao e a marcacao dos pontos anatomicos.
Logo, as asas foram inseridas em solucoes de dlcool a 90% e 100% e colocadas entre
lamina e laminula juntamente com Meio de Hoyer (Figura 12). Por ultimo, as ldminas com

as asas foram colocadas em estufa a temperatura de 42°C, por 72 horas, para secagem
(FUNDACAO BUTANTAN, 2020).

Figura 12 — Remocao da asa do individuo e preparo das laminas

Fonte: Virginio-Fonseca (2018)

Em seguida, as imagens das asas foram capturadas por meio de uma camera digital

acoplada a um microscépio éptico (Nikon — Eclipse E200) utilizando aumento de 40 vezes
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e digitalizadas com o software TS View Digital Imaging.

Os pontos anatomicos sdo marcados manualmente e, portanto existe a possibilidade
de ocorréncias de imprecisdes nas marcacoes. Desse modo, para mensurar a confiabilidade
do sistema de marcagoes aplicado para o calculo do tamanho do centroéide, foi executado o

Teste de Repetibilidade antes da marcacao dos pontos anatomicos nas amostras.

O teste consistiu na marcacao de dois pontos anatémicos em uma mesma asa
(escolhida aleatoriamente), sendo um deles de maior dificuldade na marcagao. Os pontos
escolhidos para o teste foram o0 2 e 0 5 (Figura 13). Foram realizadas seis repeti¢bes de cada
ponto. Apés, foi executado o “Teste de Repetibilidade” no software Statistica, seguindo o
protocolo do Instituto Butantan (FUNDACAO BUTANTAN, 2020).

Apés o Teste de Repetibilidade, foram marcados 18 pontos anatdémicos em cada
asa, de acordo com Louise, Vidal e Suesdek (2015), utilizando o software TpsDig (ROHLF,
2004). Na Figura 13 encontram-se a localizacdo dos PAs utilizados para o célculo do

tamanho do centrdide.

Figura 13 — Asa direita de Aedes aegypti fémea com a localizagao dos 18 pontos anatomicos
utilizados para o calculo do tamanho do centréide

Fonte: Louise, Vidal e Suesdek (2015)

O tamanho do centréide foi estimado utilizando-se o programa MOG, do pacote
CLIC (FUNDACAO BUTANTAN, 2020).

Etapa II - Alteragoes ambientais durante a fase adulta

Nesta etapa, os mosquitos adultos foram avaliados considerando diferentes condigoes
ambientais que ocorreram somente na fase adulta, como temperatura do ar, umidade do

ar juntamente com temperatura e idade (Figura 14).

3.8 Temperatura do ar

Para avaliar o impacto da temperatura na FBA do Ae. aegypti, foram testadas trés

temperaturas consideradas ecologicamente relevantes: 23°C, 28°C e 33°C (+2) utilizando



51

Figura 14 — Representacao dos ensaios realizados na Etapa II
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Fonte: elaborado pela autora
Criado com BioRender.com

mosquitos pequenos e grandes, machos e fémeas.

Assim, para a geragdo de mosquitos de tamanhos diferentes, as larvas foram criadas
conforme o item 3.6 e, apds a emergéncia dos adultos, 10 mosquitos entre 4 a 5 dias foram
colocados em cada coletor. Os mosquitos grandes foram colocados em coletores separados
dos mosquitos pequenos, bem como os machos foram separados das fémeas. Em seguida,
os coletores foram colocados em incubadoras ajustadas para uma das trés temperaturas
testadas. Os dados foram coletados por 48h (em cada uma das temperaturas testadas)
nas seguintes condigdes: fotoperiodo de 14:10h [L:E] e umidade entre 60 e 65%. Esse

experimento foi realizado em duplicata.
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3.9 Umidade e temperatura do ar

Para avaliar o impacto da umidade juntamente com a temperatura do ar na FBA
dos mosquitos foram realizados experimentos com duas faixas de umidade e temperatura:

altas e baixas (Figura 4):

Figura 15 — Representagao grafica das condigoes testadas: duas faixas de temperatura e
umidade (altas e baixas)
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Fonte: elaborado pela autora
Criado com BioRender.com

Neste experimento foram testados os dois tamanhos de mosquitos machos e fémeas,

em duas faixas de temperatura (20 e 30°C) e umidade (30 e 80%), conforme a Tabela 4.

Estas variaveis foram testadas na fase adulta do mosquito. Para a obtencao de
mosquitos de diferentes tamanhos, as larvas foram criadas conforme descrito no item
3.6. Apds a emergéncia dos adultos foram colocados 10 mosquitos (com 4-5 dias apés a
emergéncia) em cada coletor, separados por sexo e tamanho. Em seguida, os coletores
foram alocados em incubadoras com as devidas condi¢oes de temperatura e umidade, com
fotoperiodo de 14:10h [L:E], durante 96h para a coleta da FBA.

3.10 Idade

A idade dos mosquitos na fase adulta também foi analisada. O intuito deste
experimento foi verificar possiveis alteragoes na FBA dos mosquitos com o aumento da

idade. Estes ensaios foram realizados com mosquitos fémeas e machos grandes e pequenos.

As larvas foram criadas conforme descrito no item 3.6, no entanto, as pupas foram

separadas em frascos pequenos contendo 50 mL de dgua da torneira (1 pupa em cada
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Tabela 4 — Condicoes de temperatura e umidade testadas

Ensaios Umidade Temperatura Tamanho do mosquito Sexo

1 80% 30°C Grande Fémea
2 80% 30°C Pequeno Fémea
3 30% 30°C Grande Fémea
4 30% 30°C Pequeno Fémea
5 80% 20°C Grande Fémea
6 80% 20°C Pequeno Fémea
7 30% 20°C Grande Fémea
8 30% 20°C Pequeno Fémea
9 80% 30°C Grande Macho
10 80% 30°C Pequeno Macho
11 30% 30°C Grande Macho
12 30% 30°C Pequeno Macho
13 80% 20°C Grande Macho
14 80% 20°C Pequeno Macho
15 30% 20°C Grande Macho
16 30% 20°C Pequeno Macho

Fonte: elaborado pela autora

frasco) e alocadas dentro dos coletores. Este procedimento possibilitou a coleta da FBA

desde o primeiro dia de vida na fase adulta.

Este experimento foi realizado com um mosquito por coletor, em incubadoras
(separado por sexo) & temperatura constante de 26°C, umidade entre 60 a 65% e fotoperiodo
de 14:10h [L:E]. Os dados foram coletados por 23 dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secao estao descritos os resultados dos experimentos, bem como a discussao.

4.1 \Variabilidade dos coletores

Na Tabela 5 encontram-se a média da frequéncia de batida de asas do Ae. aegypti

fémea, o desvio padrao (DP) e o coeficiente de variacdo de cada um dos coletores testados.

Tabela 5 — Variabilidade dos coletores (ensaios realizados com o mosquito fémea)

Coletor FBA¥* DP** Coeficiente de variacao

AS 466,10 Hz =+ 30,58 6,56 %
S2 514,32 Hz 4+ 10,71 2,08 %
S3 526,07 Hz =+ 11,73 2,23 %
S4 550,04 Hz + 735 1,33 %
S8  570,02Hz + 6,41 1,12 %
SO 552,22 Hz £+ 952 1,72 %
S11 542,60 Hz 4 12,42 2,28 %
S13 523,84 Hz + 6,99 1,33 %
S15 579,11 Hz 4 8,30 1,43 %
S17 555,38 Hz 49,13 1,64 %
S26 567,30 Hz + 12,65 2,23 %

*Valores médios da frequéncia de batida de asas
**Desvio-padrao
Fonte: elaborado pela autora

De acordo com a Tabela 5, pode-se notar que, para todos os coletores testados, o
coeficiente de variagao oscilou entre 1,12 (S8) e 6,56% (SA). Na Tabela 6, encontram-se os

resultados obtidos com o mosquito macho.

Conforme os dados apresentados na Tabela 6, nota-se que o coeficiente de variagao
oscilou entre 1,39 (S9) e 2,61% (S17). Os resultados, tanto para a fémea quanto para
o macho, indicam que a dispersao dos dados em relacao a média é pequena, ou seja, a

dispersao relativa é baixa, com um coeficiente de variacdo de no maximo 6,56%.

Segundo Ramos (2000), a quantificacdo da variabilidade de um equipamento é
o conhecimento dos erros associados ao equipamento utilizado para a realizagao dos
ensaios e permite avaliar a qualidade dos resultados. Para Montgomery (2000), a menor
variabilidade do dispositivo resulta em maior qualidade dos resultados, ou seja, a qualidade
é inversamente proporcional a variabilidade. As causas destas variagoes sao resultantes de

diversas origens relacionadas tanto aos materiais quanto ao software que o compoe, bem
como os operadores envolvidos no processo (MONTGOMERY, 2000; RAMOS, 2000).
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Tabela 6 — Variabilidade dos coletores (ensaios realizados com o mosquito macho)

Coletor FBA* DP** Coeficiente de variagao

AS 800,96 Hz =+ 14,96 187 %
S2 762,69 Hz =+ 19,12 2,51 %
S3 788,98 Hz =+ 18,63 2,36 %
S4 814,10 Hz =+ 13,93 1,71 %
S8 800,12 Hz =+ 12,33 1,54 %
S9 78243 Hz =+ 10,91 1,39 %
S11 777,95 Hz 4 13,81 1,77 %
S13 823,12 Hz 4 16,04 1,95 %
S15 776,67 Hz + 17,23 2,22 %
S17 772,83 Hz 4+ 20,17 2,61 %
S26 818,67 Hz =+ 15,15 1,85 %

*Valores médios da frequéncia de batida de asas
**Desvio-padrao
Fonte: elaborado pela autora

Desse modo, pode-se afirmar que os coletores utilizados neste trabalho apresentaram
pouca variabilidade entre si, ou seja, os erros associados aos coletores sao baixos. Embora
este experimento nao possa ser considerado como um método de afericao dos coletores,
o qual devera seguir padroes e critérios rigorosos, o mesmo serve para ilustrar o grau de
variabilidade dos coletores utilizados neste trabalho. Além disso, deve-se considerar que
a variabilidade observada pode estar associada nao somente aos sensores utilizados, mas

também aos espécimes estudados.

4.2 Frequéncia média de batida de asas

Verificou-se que a frequéncia média de batida das asas do Ae. aegypti fémea foi de
510,15 Hz, (DP =+ 38,76), menor que a FBA média do macho, a qual foi de 836,51 Hz (+
125,25), conforme a Figura 16. Este fenomeno pode ser explicado pelo fato do Ae. aegypti
fémea ser maior, e consequentemente mais pesada, do que o macho (CLEMENTS et al.,
1999; COSTELLO, 1974).

Estes resultados corroboram com outros estudos que também verificaram que a
FBA do Ae. aegypti fémea (?) é menor que a do macho (&'). As frequéncias de batidas de
asas de Ae. aegypti relatadas por outros pesquisadores foram: 425 Hz (?) e 628 Hz (&)
em 18°C de temperatura (GENOUD et al., 2018), 637 Hz (?) e 889 Hz (&) entre 24 e
27°C (GEBRU et al., 2018), 508 Hz (%) e 750 Hz (&) em 22°C (MOORE et al., 1986),
562 Hz (?) e 786 Hz (") em 28°C (STAUNTON et al., 2019). Este fato é importante
no monitoramento dos mosquitos utilizando sensores 6pticos, uma vez que é possivel a
diferenciacao entre Ae. aegypti machos e fémeas por meio da frequéncia do batida das

asas.
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Figura 16 — Frequéncia média da batida de asas do Aedes aegypti macho e fémea. O eixo

y representa a fungao da probabilidade e o eixo x representa a frequéncia de
batida de asa (Hz)
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Fonte: elaborado pela autora

Na Figura 16 pode-se notar também que, para o macho, a dispersao em torno da
FBA média é maior do que para a fémea. Este fato também foi observado por Aldersley et
al. (2014) e Ogawa e Kanda (1986). De acordo com Ogawa e Kanda (1986), as variagdes
maiores na frequéncia de batida de asas dos machos sao vantajosas na estratégia reprodutiva

dos mosquitos por proporcionarem maiores chances de acasalamento.

De acordo com Christe et al. (2016), os mosquitos machos respondem de modo
diferente as pressoes seletivas em relagao as fémeas, levando a resultados evolutivos distintos.
Este fato pode refletir na FBA dos adultos, e uma melhor compreensao desse fendomeno é
fundamental para estabelecer estratégias eficazes no controle de mosquitos. Por isso, neste
trabalho foram estudados mosquitos machos e fémeas. A seguir sdo descritos os resultados

dos experimentos da etapa I.

Etapa I

4.3 Alimento

Com o intuito de avaliar a sobrevivéncia das larvas criadas em baixos niveis de
nutrientes e a FBA dos possiveis adultos, foram realizados dois ensaios: o primeiro sem a
adicao de alimento e o segundo com a adicao de 100 mg L~ de alimento no I instar. Na

Tabela 7 encontra-se a sobrevivéncia das larvas nos dois ensaios realizados.

Observou-se que, sem a adicao de alimento ou somente com a adi¢ao de 100 mg L~!
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Tabela 7 — Ensaios com diferentes quantidades de alimento

Ensaio Quantidade de alimento Sobrevivéncia das larvas* (dias)
1 0 13,01
p 100 mg L 14,07

*Valores médios
Fonte: elaborado pela autora

de alimento durante o I instar, houve a mortalidade total das larvas. Notou-se também que
a fase larval se estendeu e que as larvas que nao receberam alimento viveram, em média,
mais dias (18,01 dias) quando comparadas as larvas que receberam alimento (14,07 dias).
Dentre as larvas que nao receberam alimento, 36,86% das mortes ocorreram nos primeiros

15 dias. J4 para as larvas que receberam alimento, 70,83% morreram no mesmo periodo.

De acordo com Christophers (1960), em condigoes favoraveis de alimentacao e
a 28°C de temperatura, a fase larval do Ae. aegypti é de aproximadamente 5 a 7 dias
(CLEMENTS et al., 1992). Em baixas quantidades de alimento, o periodo da fase larval
aumenta e o tamanho dos adultos resultantes é reduzido. Ja na auséncia de alimento as
larvas podem permanecer por longos periodos de até mais de uma semana com pouco
ou nenhum desenvolvimento e podem ou nao emergir na fase adulta. Estas larvas, com o
passar do tempo, perdem todos os vestigios de gordura e tornam-se quase transparentes,
de modo que as estruturas mais diminutas, como as das ramifica¢oes da traquéia se tornem
aparentes. Nesta condi¢do pode ocorrer a ecdise (mudanga do exoesqueleto), mas se a
auséncia de alimento continuar por tempo suficiente, o desenvolvimento além disso estara
quase, senao totalmente, parado.

Arrivillaga e Barrera (2004) testaram 12 quantidades de alimento em larvas de Ae.

1 com o objetivo de analisar a sobrevivéncia

aegypti, variando de 0,01 a 1,6 mg larva dia™
larval. De acordo com os autores, a sobrevivéncia larval foi baixa (27 - 40%) com quantidades
de alimento abaixo de 0,1 mg de alimento larva d=!, aumentou (63 - 75%) com niveis de
alimentagao entre 0,1 e 0,8 mg, atingiu os valores mais altos (86 - 88% ) entre 0,9 e 1,0 mg,
e diminuiu (50 - 68%) em niveis de alimentagao superiores a 1,0 mg. Os autores também
observaram que a resisténcia média a fome foi de cerca de 20 dias em todas as condigoes

estudadas.

Segundo Barrera e Medialdea (1996), as larvas de Ae. aegypti apresentam uma
resisténcia relativamente alta a auséncia de alimento. Os pesquisadores avaliaram a hipdtese
da existéncia de dois grupos ecologicos de larvas de mosquito. Para isto, analisaram a
resisténcia a auséncia de alimento de 22 espécies de mosquitos. Dentre elas, as larvas de Ae.
aegypti que, resistiram, em média, 28 dias sem alimento, a maior média entre as espécies
estudadas que habitam criadouros artificiais. Larvas no terceiro instar foram coletadas em

campo e a resisténcia a auséncia de alimento foi considerada como o tempo em que estas
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larvas permaneceram vivas, sem alimento. Ou seja, elas se alimentarm na natureza até o
terceiro instar, e apds, ja em laboratoério, foram privadas de alimento. Os pesquisadores

observaram cerca de 70% de mortalidade nas larvas.

De acordo com Arrivillaga e Barrera (2004) o tempo em que as larvas podem
sobreviver sem alimento é funcao das reservas acumuladas, principalmente de lipidios,
os quais provavelmente sao resultado do histérico de disponibilidade de alimento. Para
Barrera (1996) a mortalidade de imaturos pode ser o resultado de um balango energético

negativo por tempo suficiente para esgotar as reservas larvais (BARRERA, 1996).

As larvas de Ae. aegypti sao capazes de sobreviver a escassez de alimentos por
varias semanas ou até alguns meses (BARRERA, 1996; BARRERA; MEDIALDEA, 1996).
Também podem se comportar de maneira diferente, em relacdo ao modo de alimentacgao
quando alimentadas com grandes quantidades de alimento tanto quanto com pequenas
quantidades (REISKIND; JANATRO, 2015).

Segundo Araujo, Gil e Silva (2012), os aspectos quantitativos e qualitativos da
nutricao larval sao importantes para a sobrevivéncia, desenvolvimento e a emergéncia
dos mosquitos adultos. Para Souza et al. (2019) estes fatores, além de exercerem efeitos
imediatos sobre a sobrevivéncia e a taxa de desenvolvimento de imaturos, também podem
alterar a dinamica populacional dos mosquitos e determinar as caracteristicas de vida dos

adultos.

4.4 Densidade larval

4.4.1 Confirmag¢do do tamanho dos mosquitos

Os mosquitos adultos resultantes das duas densidades larvais testadas apresentaram
variacoes no comprimento de asa e no peso. Na Figura 17 pode-se observar o boxplot do

comprimento de asa das fémeas (17a) e dos machos (17b).
O boxplot do peso seco dos mosquitos fémeas e machos é apresentado na Figura 18.

Os ensaios realizados com baixa densidade larval (50 larvas) resultaram em fémeas
significativamente maiores do que os ensaios com alta densidade larval (200 larvas), tanto
no comprimento de asa (Teste-t, t(7,10)=—11,25; p<0,001) quanto no peso (t(5,94)=—>5,54;
p=0,001). J& os machos nao apresentaram diferenga significativa no peso (t(6,96)=0,68;
p=0,51), apenas no comprimento de asa (t(7,33)=—3,07; p=0,01).

A média do comprimento de asa e do peso seco das fémeas e machos adultos

resultantes das duas densidades larvais encontram-se na Tabela 8.

Para facilitar a compreensao das andlises posteriores, os mosquitos resultantes da
baixa densidade larval serao denominados “grandes” e os resultantes da alta densidade

larval serao designados “pequenos”.



60

Figura 17 — Boxplot do comprimento de asa de Aedes aegypti (a) fémeas e (b) machos
nas duas densidades larvais testadas (alta e baixa)
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Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

Figura 18 — Boxplot do peso seco de Aedes aegypti (a) fémeas e (b) machos nas duas
densidades larvais testadas (alta e baixa)
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Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

4.4.2 Tamanho e frequéncia de batida de asa

Na Figura 19 é apresentada a frequéncia de batida de asa dos mosquitos machos
e fémeas criados nas duas densidades larvais (alta e baixa), a temperatura de 26°C e
umidade entre 60 e 65%.

Para analisar se os mosquitos provenientes da alta e da baixa densidade larval
diferiram na FBA, foi realizada a Andlise de Covaridncia (ANCOVA) para testar as
diferengas no intercepto ou na inclinac¢ao, com as medidas de tamanho (comprimento da

asa e peso seco) como covariaveis, FBA como varidvel resposta e densidade larval (alta e
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Tabela 8 — Valores médios do comprimento de asa e do peso seco dos adultos resultantes
da alta e baixa densidades larvais

Densidade larval Comprimento de asa (= DP) Peso seco (= DP) n*

Baixa (9) 2,9710 mm (£ 0.08) 1,3396 mg (+ 0.30) 5
Alta (9) 2,4320 mm (£ 0.06) 0,4844 mg (£ 0.15) 5
Baixa (&) 2,2981 mm (4 0,07) 04374 mg (£ 0,09) 5
Alta (&) 2,1228 mm (= 0,10) 0,4914 mg (+ 0,14) 5

*Tamanho amostral
Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

Figura 19 — Boxplot da frequéncia de batida de asas de Aedes aegypti (a) fémeas e (b)
machos a temperatura de 26°C e umidade de 60 - 65%. Os mosquitos resul-
tantes da baixa densidade larval foram denominados "grandes'e os resultantes
da alta densidade larval foram designados "pequenos"
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Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

baixa) como uma varidvel independente.

De acordo com a ANCOVA, para as fémeas, o comprimento de asa (F(1, 5)=31,27;
p=0,002) ajuda significativamente a explicar a variacao na FBA dos mosquitos, diferen-
temente do peso, o qual nao apresentou diferenga significativa na FBA (F(1, 5)=2,69;
p=0,16). A interagao entre o comprimento de asa e o peso também nao apresentou diferenga
significativa (F(1,5)=1,19; p=0,32). Para os mosquitos machos, o comprimento da asa (F(1,
5)=2,02; p=0,21) e o peso (F(1, 5)=3,36; p=0,12) nao foram estatisticamente significativos
para explicar a variagdo na FBA dos mosquitos. No entanto, a interacao entre as duas

varidveis apresentou diferenca significativa (F(1, 5)=45,74; p=0,001).

A média da frequéncia de batida de asa das fémeas pequenas foi 586,24 Hz (DP
+ 31,87) enquanto que a das fémeas grandes foi 520,22 Hz (£ 24,29). Estas médias sao
significativamente diferentes (Teste-t, t(297,75)=17,64; p<0,001) (o = 0,05,). J& os machos
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pequenos apresentaram FBA média de 786,81 Hz (+ 45,66) e os grandes 782,49 Hz (+
24,45), nao havendo diferenga significativa entre as mesmas (t(227,97)=1,02; p=0,3).

Para avaliar a correlacao entre estas variaveis, foi executada uma regressao linear
da FBA em funcao do comprimento de asa (Figuras 20a e 20b) e do peso (Figuras 20c,
20d).

Figura 20 — Diagrama de dispersao ilustrando a correlacao entre a frequéncia de batida da
asa do Aedes aegypti e o comprimento da asa (a e b) e o peso do mosquito (c
e d). Os mosquitos resultantes da baixa densidade larval foram denominados
"erandes’e os resultantes da alta densidade larval foram designados "pequenos'
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Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

Na Tabela 9 é apresentado o resumo da regressao linear.

De acordo com o diagrama de dispersao (Figura 20) e com os valores da regressao
linear (Tabela 9), para as fémeas h& uma forte relagdo linear negativa, tanto para o
comprimento de asa quanto para o peso seco, o que foi confirmado pelos coeficientes de
correlagao de Pearson: — 0,80 (comprimento de asa) e — 0,68 (peso seco). A FBA das

fémeas diminui conforme o tamanho dos mosquitos aumenta, com o comprimento da asa
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Tabela 9 — Regressao linear para a frequéncia de batida de asa do Aedes aegypti em funcao
do comprimento de asa (mm) e do peso seco (mg)

Variavel/ sexo Linha de regressao R? Dff* P-valor

Compr. de asa (2) FBA*= 816,26 + (— 98,69 X compr. de asa) 0,59 1,8  0,005%**

Peso seco (Q) FBA*= 594,28 + (— 48,92 X peso seco) 0,40 1,8 0,02***
Compr. de asa (¢) FBA*= 878,97 + (— 42,67 x compr. de asa) 0 1,8 0,60
Peso seco (&) FBA*=817,2 + (— 70,1 X peso seco) 0 1,8 0,41

*(Hz)

**Numerador, denominador
***Valores significativos

Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

e o peso explicando 64% e 47% da variacao da FBA, respectivamente. Explicando mais
detalhadamente e tomando o comprimento de asa como expemplo: o aumento de 1 mm no

comprimento de asa estd associado na reducao da FBA em, aproximadamente, 98 Hz.

Para os machos ha uma fraca relacao linear negativa (cuja linha de associagao é
quase horizontal), o que foi corroborado pelo coeficiente de correlagao de Pearson: — 0,18
(comprimento de asa) e — 0,29 (peso seco). O comprimento da asa e o peso explicam

somente 3% e 8% da variacao da FBA, respectivamente.

A correlagao inversa entre o comprimento de asa e a FBA observada nas fémeas
deste estudo também foi constatada por Belton e Costello (1979), que notaram uma forte
tendéncia na diminuicdo da FBA quando o comprimento de asa aumenta. Os pesquisadores
usaram um microfone para capturar a FBA das fémeas e reportaram a mesma correlacao
para mosquitos dos géneros Aedes spp. e Culex spp. Ogawa e Kanda (1986) também
utilizaram um microfone para estudar a FBA em oito espécies de mosquitos do género
Anopheles e observaram uma correlagao inversa entre a FBA e o comprimento de asa,

tanto para as fémeas quanto para os machos.

Variac¢oes no tamanho dos mosquitos podem ocorrer intraespecifica e interespecifi-
camente em virtude de diferentes condi¢oes de criacdo na natureza, como temperatura,
nutri¢ao e densidade larval (CLEMENTS et al., 1999; COSTELLO, 1974). No presente
estudo, para as fémeas, a variacdo no tamanho do mosquito, obtida a partir da competicao
intraespecifica impactou a FBA com uma correlagdo inversa, ou seja, mosquitos pequenos
apresentaram FBA mais elevada que os mosquitos grandes. Estes resultados divergem
com os de Staunton et al. (2019), que utilizaram um sensor ultrassonico para capturar a
FBA do Ae. aegypti. Os pesquisadores relataram uma correlagdo positiva entre o tamanho
do mosquito e a FBA, ou seja, os mosquitos grandes apresentaram FBA mais elevada
(2 540 Hz e & 828 Hz, 28°C) que os pequenos (? 502 Hz e ¢ 782 Hz, 28°C). Para a
obtencao de mosquitos de dois tamanhos diferentes os autores utilizaram 500 larvas e duas
quantidades diferentes de alimento (ragao para peixe) no I instar, alta: 0,3 e baixa: 0,1
mg dia larva ~! para gerar mosquitos grandes e pequenos, respectivamente. A média do

comprimento de asa dos mosquitos alimentados em baixa e alta quantidades de alimento
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foram, respectivamente, 2,31 e 2,61 mm para as fémeas e 1,92 e 2,07 mm para os machos.

Além disso, os resultados do presente estudo também diferem dos resultados obtidos
por Villarreal, Winokur e Harrington (2017), que apontaram que a FBA nao é impactada
pelo tamanho do mosquito. Os pesquisadores utilizaram um microfone para estudar a FBA
de Ae. aegypti fémeas criadas em trés densidades larvais: 0,35 larvas mL ~! (para mosquitos
pequenos), 0,2 larvas mL ~! (médios) e 0,075 larvas mL ~! (grandes), obtendo fémeas com
comprimento de asa entre 2,5 e 3,2 mm, enquanto as fémeas obtidas no presente estudo
apresentaram comprimento de asa entre 2,3 e 3,06 mm. A divergéncia entre os resultados
da presente pesquisa e os reportados por Villarreal, Winokur e Harrington (2017) deve-se
provavelmente as condigoes de criacao utilizadas, como a densidade larval e o alimento, ou

também ao equipamento utilizado para capturar a FBA dos mosquitos.

Os resultados do presente estudo também divergem com os de Costello (1974), que
nao encontraram relagao significativa entre o tamanho e a FBA de Ae. aegypti fémeas,
utilizando um microfone. E imporante ressaltar novamente que as condicoes de criacao das
larvas que os pesquisadores empregaram foi diferente das utilizadas no presente estudo.
As densidades larvais testadas neste estudo foram 0,05 e 0,2 larva mL ™!, resultando em
mosquitos com pesos médios de 0,48 mg e 1,33 mg, respectivamente. Ja Costello (1974)
utilizaram uma dieta diferente e densidades larvais de 1, 2,5 e 5 larvas mL~!, o que gerou
mosquitos com pesos médios de 1,4, 1,6 e 1,6 mg, respectivamente (o autor nao reportou o
comprimento de asa). Nota-se que a menor densidade testada pelo autor (utilizada para a
obtengao de mosquitos pequenos) resultou em mosquitos maiores que os mosquitos grandes

obtidos na presente pesquisa.

Este é o primeiro estudo que distingue mosquitos fémeas grandes de pequenos
durante o voo livre e sem a necessidade de estimulos artificiais, empregando um sensor
6ptico. Segundo Kitthawee, Edman e Upatham (1992) e Merritt, Dadd e Walker (1992),
o aumento do tamanho do inseto tem como consequéncia o aumento na probabilidade
de sobrevivéncia, no sucesso do repasto sanguineo, bem como na competéncia vetorial
(capacidade de um vetor transmitir um patégeno, resultando em novos casos de uma
doenga especifica). Desse modo, sensores que sao capazes de distinguir diferentes tamanhos
de mosquitos da mesma espécie sao importantes aliados no monitoramento de adultos,
uma vez que fornece informagodes mais detalhadas para a tomada de descisao pelos 6rgaos

de saide publica.

4.5 PH inicial da agua de criacao das larvas

Para avaliar o impacto do pH inicial da dgua de criagao das larvas de Ae. aegypti
na frequéncia de batida de asas dos adultos, foram testados quatro valores de pH: 3, 5, 7 e
9.
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Nos ensaios realizados com pH 3 houve a eclosao de poucas larvas (em média 3),
além disso, todos os ensaios realizados nesta condicao resultaram na mortalidade total das
larvas ainda no I instar. Ja nos ensaios realizados com o pH 5, 7 e 9 houve a sobrevivéncia
das larvas e a emergéncia de adultos, os quais foram dispostos nos coletores para a captura
da FBA. Com o intuito de analisar o comportamento do mosquito de cada tamanho
isoladamente, as comparacoes entre os valores de pH testados e as variaveis-resposta foram
realizadas separadamente para mosquitos grandes e pequenos. A seguir encontram-se

descritos os resultados obtidos.

4.5.1 Medida da frequéncia de batida de asa

Na Figura 21 encontra-se a FBA de Ae. aegypti fémeas, grandes e pequenas, criadas

em diferentes valores de pH da agua.

Figura 21 — Boxplot da frequéncia de batida de asas de Aedes aegypti fémeas (a) grandes
e (b) pequenas criadas em diferentes valores de pH da dgua. Médias seguidas
pela mesma letra nao apresentam diferenca significativa (p>0,05)

(a) Fémeas grandes (b) Fémeas pequenas

A B A

(2]
a
[=]
(o2}
Q
(=]

(o2
o
(=]
(2]
o
o

(o4
a
[=]
(%))
Q
(=]

Frequéncia de batida de asa (Hz)
Frequéncia de batida de asa (Hz)

a
o
(=]
a
o
o

pH5 pH7 pH9 pH5 pH7 pH9
pH pH

Fonte: elaborado pela autora

A ANOVA (one-way) foi executada e apontou que o pH da dgua de criagao
influenciou significativamente a frequéncia de batida de asa, tanto das fémeas grandes (F(2,
1119)=19,39; p<0,0001) quanto das fémeas pequenas (F(2, 835)=10,95, p<0,0001). Para
verificar em quais grupos de pH ocorreram diferencas significativas na FBA foi executado
o Teste de Tukey (HSD). De acordo com o teste, para as fémeas grandes, ha diferenca
significativa na FBA entre todos os grupos testados (p<0,05). J& para as fémeas pequenas,
a FBA dos mosquitos criados no pH 9 e no pH 5 nao apresentou diferenca significativa

(p=0,99). Na Figura 22 encontra-se a FBA dos mosquitos machos.

O pH da agua de criagao influenciou significativamente a FBA dos mosquitos
machos grandes (ANOVA, F(2, 867)=5,11; p=0,006) bem como dos mosquitos pequenos
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Figura 22 — Boxplot da frequéncia de batida de asas de Aedes aegypti machos (a) grandes
e (b) pequenos criados em diferentes valores de pH da dgua. Médias seguidas
pela mesma letra nao apresentam diferenca significativa (p>0,05)
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Fonte: elaborado pela autora

(ANOVA, F(2, 643)=37,64, p<0,0001). Para os mosquitos grandes, o Teste de Tukey
(HSD) apontou diferenga significativa na FBA entre os grupos criados no pH 7 e pH 5
(p=0,004). Nos mosquitos pequenos, foi apontada diferenga significativa na FBA entre os

grupos criados no pH 9 e pH 5 (p=0) e pH 9 e pH 7 (p=0).

Na Tabela 10, encontram-se as médias, desvio-padrao (DP) e medianas das frequén-
cias de batidas de asa dos mosquitos fémeas, bem como o nimero de passagens para cada
grupo (nimero de vezes que os mosquitos atravessaram a cortina de luz). O experimento

teve duracao de 96 horas.

Tabela 10 — Analise descritiva da frequéncia de batida de asa dos Aedes aegypti fémeas
nos diferentes tamanhos e valores de pH

pH Tamanho FBA (média) DP* FBA (mediana) n**

5 Grande 555,68 Hz + 42,79 544,44 Hz 2771
5 Pequeno 585,89 Hz + 38,54 588,00 Hz 3584
7 Grande 531,61 Hz + 41,27 525,00 Hz 1633
7 Pequeno 557,14 Hz + 33,81 551,25 Hz 1535
9 Grande 544,68 Hz + 30,92 544,44 Hz 3975
9 Pequeno 599,80 Hz + 47,70 588,00 Hz 884

*Desvio-padrao
*ntimero de passagens (nimero de vezes que os mosquitos atravessaram a cortina de luz)
Fonte: elaborado pela autora

A anélise descritiva da FBA dos mosquitos machos sdo apresentados na Tabela 11.

Vale ressaltar que o experimento teve duragao de 96 horas.
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Tabela 11 — Anélise descritiva da frequéncia de batida de asa dos Aedes aegypti machos
nos diferentes tamanhos e valores de pH

pH Tamanho FBA (média) DP* FBA (mediana) n**

5) Grande 836,79 Hz + 32,48 832,07 Hz 259
5 Pequeno 796,20 Hz + 46,68 801,81 Hz 3489
7 Grande 808,56 Hz + 30,04 816,66 Hz 26

7 Pequeno 791,09 Hz + 42,38 787,50 Hz 3284
9 Grande 825,19 Hz + 39,32 816,66 Hz 7493
9 Pequeno 829,73 Hz + 42,20 832,07 Hz 6164

*Desvio-padrao
*nimero de passagens (niimero de vezes que os mosquitos passaram pelo sensor)
Fonte: elaborado pela autora

De acordo com as Tabelas 10 e 11, pode-se notar que os mosquitos criados no pH 7
apresentaram médias de frequéncia de batida de asa menores que os criados nos pHs 5 e 9,

tanto para as fémeas quanto para os machos, grandes e pequenos.

4.5.2 Peso seco

A influéncia do pH da agua de criagdo das larvas no peso do mosquito adulto
também foi analisada. Na Tabela 12 encontram-se as médias do peso seco das fémeas

grandes e pequenas, juntamente com o desvio-padrao (DP) em cada valor de pH testado.

Tabela 12 — Peso seco dos mosquitos fémeas em relagao ao tamanho e ao pH testado

pH Tamanho Peso seco (£ DP*) n**
Grande 1,2865 mg (4 0,15) 40
Pequeno 0,6608 mg (£ 0,11) 37
Grande 1,1670 mg (£ 0,28) 51

Pequeno  0,7844 mg (£ 0,17) 45

( )

( )

Grande 1,3323 mg (£ 0,28 38
Pequeno 0,7165 mg (& 0,18 40

*Desvio-padrao
**Tamanho amostral
Fonte: elaborado pela autora

De acordo com a Tabela 12, as fémeas que resultaram em média de peso mais
elevada foram as grandes criadas no pH 9 (1,3324 mg). Ja as fémeas que resultaram na
menor média de peso foram as pequenas criadas no pH 5 (0,6608 mg). Na Tabela 13 sao

apresentados a média do peso seco dos machos.

Os individuos machos grandes provenientes do pH 9 apresentaram média de peso
maior (0,5676 mg), enquanto que os machos pequenos obtidos do pH 5 apresentaram

média de peso menor (0,3639 mg).
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Tabela 13 — Peso seco dos mosquitos machos em relagao ao tamanho e ao pH testado

pH Tamanho Peso seco (£ DP*) n**
Grande 0,5402 mg (£ 0,11) 39
Pequeno 0,3639 mg (+£0,08) 41
Grande 0,5466 mg (£ 0,12) 54
Pequeno 0,3722 mg (£ 0,09) 41
( )
( )

Grande 0,5676 mg (£ 0,12 48
Pequeno 0,3887 mg (& 0,08 40

*Desvio-padrao
**Tamanho amostral
Fonte: elaborado pela autora

Para avaliar a relagdo entre pH e peso dos mosquitos foi executada a ANOVA
(one-way) para cada tamanho de mosquito e sexo, seguido do teste de Tukey (HSD). A
ANOVA mostrou que houve efeito do pH sobre a média do peso das fémeas grandes (F(2,
126)=>5,281; p=0,006) e das fémeas pequenas (F(2, 119)=5,864; p=0,003). As diferencas
significativas no peso das fémeas grandes ocorreram entre as criadas no pH 9 e pH 7
(p=0,007). Ja nas fémeas pequenas, as diferengas significativas no peso ocorreram entre as
criadas no pH 7 e pH 5 (p=0,002).

Para os machos, nao houve efeito do pH da dgua de criagdo sobre a média do
peso dos mosquitos grandes (F(2, 128)=0,563; p=0,56), bem como dos pequenos (F(2,
126)=0,833; p=0,43).

4.5.3 Tamanho do centréide das asas

O impacto do pH da dgua de criacao das larvas também foi analisado em relacao
ao tamanho do centréide das asas dos mosquitos adultos. Para o calculo do tamanho
do centréide, o Teste de Repetibilidade indicou 92% de confianga nas marcagoes reali-
zadas, o que indica que as marcagbes manuais estao no intervalo aceitavel de precisao
(MONTGOMERY; RUNGER, 1993).

Na Figura 23 pode-se observar os graficos com o tamanho do centréide das asas

das fémeas grandes e pequenas, criadas em diferentes valores de pH da agua.
O tamanho do centréide das asas dos machos pode ser observado na Figura 24.

Na Tabela 14 encontram-se descritas a média e o desvio-padrao do tamanho do

centroide das asas dos mosquitos machos e fémeas.

De acordo com a Tabela 14, as fémeas criadas no pH 5 apresentaram as menores
médias de tamanho do centréide, e o mesmo pode ser observado nos machos. Ja os

mosquitos criados no pH 9 apresentaram maiores médias de tamanho do centroide.

Para avaliar a relacao entre os pHs da dgua de criacao e o tamanho do centréide das
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Figura 23 — Boxplot do tamanho do centrdide das asas de Aedes aegypti fémeas criadas
em diferentes valores de pH da agua. Médias seguidas pela mesma letra nao
apresentam diferenga significativa (p>0,05)
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Fonte: elaborado pela autora

Figura 24 — Boxplot do tamanho do centrbide das asas de Aedes aegypti machos criados
em diferentes valores de pH da agua. Médias seguidas pela mesma letra nao
apresentam diferenga significativa (p>0,05)
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Fonte: elaborado pela autora

asas dos adultos resultantes de cada condigao testada, a ANOVA (one-way) foi executada
para cada tamanho de mosquito e sexo, separadamente, seguido do teste post-hoc de
Tukey (HSD). De acordo com a ANOVA, houve efeito do pH sobre a média do tamanho
do centréide das fémeas grandes (F(2, 88)=13,98; p=<0,0001), e das fémeas pequenas
(F(2, 90)=33,09; p=<0,0001). O teste de Tukey apontou que as diferengas significativas
no tamanho do centréide das fémeas grandes ocorreram entre as criadas no pH 9 e pH

5 (p<0,0001), bem como entre as criadas no pH 9 e pH 7 (p=0,004). J& para as fémeas
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Tabela 14 — Tamanho do centréide das asas das fémeas e dos machos originados de
diferentes valores de pH da agua de criagao

Fémeas Machos
TC* (média) - (DP**) TC* (média) - (DP**)

pH Tamanho

5 Grande 2,5149 mm (4 0,06) 1,8623 mm (+ 0,05)
5 Pequeno 2,1188 mm (£ 0,07) 1,6444 mm (+ 0,06)
7 Grande 2,5596 mm (+ 0,10) 1,9028 mm (= 0,05)
7 Pequeno 2,1922 mm (4 0,07) 1,7233 mm (+ 0,07)
9 Grande 2,6273 mm (£ 0,05) 1,9254 mm (+ 0,05)
9 Pequeno 2,2845 mm (4 0,08) 1,7703 mm (£ 0,08)

*Tamanho do centroide
**Desvio-padrao
Fonte: elaborado pela autora

pequenas, as diferengas significativas no tamanho do centréide ocorreram entre todos os
grupos de pH testados (p<0,05).

Em relacao aos machos, o pH também influenciou significativamente a média do
tamanho do centréide dos mosquitos grandes (ANOVA, F(2, 69)=8,856; p=0,0003) e
pequenos (ANOVA, F(2, 79)=24,43; p<0,0001). Para os machos grandes, as diferengas
significativas no tamanho do centréide ocorreram entre os criados no pH 7 e pH 5 (p=0,014),
e entre os do pH 9 e pH 5 (p=0,0003). J& para os pequenos houve diferenca significativa
entre todos os grupos de pH testados (p<0,05) (Tukey, HSD).

A mortalidade de 100% das larvas submetidas ao pH 3 também foi observada por
Clark, Flis e Remold (2004), que estudaram as larvas de Ae. aegypti em faixas de pH que
variaram entre 3 e 12. Segundo os autores, o pH 3 é considerado um nivel extremo para as
larvas de Ae. aegypti, e apenas uma porcentagem minima das larvas conseguem sobreviver
nesse pH. Segundo ROBERTSON-BRYAN, Inc. (2004), provavelmente o baixo pH da dgua
afetou a capacidade do organismo de fazer as trocas de gases e sais com o meio, o que

levou a mortalidade das mesmas.

Clark, Flis e Remold (2004) também observaram alta porcentagem de sobrevivéncia
nas larvas criadas em agua cujo pH variou de 4 a 11. De acordo com os pesquisadores, as
larvas de Ae. aegypti sdo altamente eficazes na regulacao do pH da hemolinfa, considerando
este fato a chave para a habilidade das larvas de tolerar amplas faixas de pH no ambiente.
Estes pesquisadores também observaram que a massa pupal imida foi ligeiramente maior
no pH neutro do que nos extremos. No entanto, o efeito do pH sobre a massa pupal foi
pequeno, sugerindo que as larvas podem compensar a regulacao do pH aumentando o
consumo de alimento e/ou a utilizagdo de nutrientes. Segundo os mesmos autores, o pH
influencia principalmente a microfauna em criadouros, portanto o pH pode ter influéncia

no tamanho do mosquito.
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De acordo com Medeiros-Sousa et al. (2020), em ambientes lénticos, os fatores
ambientais e climaticos podem alterar o pH da agua. Além disso, frente as chuvas acidas
que ocorrem em diversos lugares do mundo (ROBERTSON-BRYAN, INC., 2004) e as
adversidades relacionadas as mudangas climéticas (SEQUIHOD, 2016), como as secas, que
podem afetar o pH da dgua (MEDEIROS-SOUSA et al., 2020), o conhecimento sobre
as consequéncias da alteracado do pH do meio para o Ae. aegypti sao de fundamental
importancia no controle e monitoramento desta espécie. Segundo Clements et al. (1992),
as larvas de mosquitos podem tolerar varia¢oes de pH no ambiente maiores do que outros

animais aquaticos.

A presenca de larvas de Ae. aegypti em um amplo espectro de pH na natureza
ressalta a importancia de estudos referentes ao pH na agua de criacao das larvas, e ainda
vai além: as consequéncias destas condigoes nos mosquitos adultos. Desse modo, o estudo
do mosquito adulto pode levar a analise de diversas respostas, como tamanho do mosquito,

peso, frequéncia de batida de asa, entre outras.

Neste estudo, o pH influenciou significativamente o peso (exceto dos machos), o
tamanho do centréide da asa e a frequéncia de batida de asa do Ae. aegypti. O tamanho
do centréide da asa esta diretamente ligado ao tamanho do mosquito, que por sua vez
esta relacionado a fecundidade. Desse modo, a alteracdo no pH da adgua pode alterar
a fecundidade das fémeas, além da capacidade vetorial. Esta pesquisa foi a primeira a

analisar a influéncia do pH (em fungao destas varidveis) no mosquito adulto.

4.6 Temperatura do ar

Para avaliar o impacto da temperatura na FBA, foram testadas trés temperaturas.
Na Figura 25 é apresentada a frequéncia de batida de asa do Ae. aegypti fémea grande e

pequena, em diferentes temperaturas do ar (23, 28 e 33°C).
A FBA dos machos em diferentes temperaturas pode ser observada na Figura 26.

Observou-se uma relacao positiva entre temperatura e frequéncia de batida de
asa para as fémeas e os machos, com excecao dos machos pequenos em 23°C. Pode-se
observar que estes apresentaram a mediana da FBA abaixo dos mosquitos grandes na
mesma temperatura, o que nao é observado nas outras temperaturas. Este fato pode ser
explicado pelo baixo niimero de passagens dos mosquitos pelo sensor nesta temperatura,

nas duas réplicas.

Este experimento foi realizado com 10 mosquitos em cada coletor (separados por
sexo e tamanho), os quais foram provenientes do mesmo pote de criagao. Desse modo,
os efeitos da temperatura e do tamanho do mosquito, bem como suas interagoes foram
analisados por meio do Modelo Linear Misto (LMM - Linear Mized Model), considerando

cada grupo de 10 mosquitos como efeito aleatério, ao nivel de significAncia de 5%.
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Figura 25 — Box plot com a frequéncia de batida de asa de Aedes aegypti fémeas em
diferentes temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra nao apresentam
diferenga significativa (p>0,05)
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Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)

De acordo com o modelo, as fémeas pequenas batem as asas cerca de 40 Hz mais
rapido do que as fémeas grandes (LMM, estimado: 39,31 Hz (S.E. (erro-padrao): 7,82) Hz,
p=0,03). Estimou-se que, em temperaturas moderadas e altas, as fémeas batem as asas
56,18 Hz (S.E.: 2,55 Hz) e 111,69 Hz (S.E.: 296 Hz) mais rapido do que as fémeas na menor
temperatura testada, respectivamente (LMM, p<0,0001). A comparagao post-hoc entre
grupos sugeriu que houve sobreposicao na FBA entre temperatura e densidade larval, de
tal forma que as fémeas pequenas (provenientes da alta densidade larval) em temperaturas
menores nao diferem estatisticamente das grandes (obtidas da baixa densidade larval) em
temperaturas mais elevadas (Figura 25) (NADAI et al., 2021).

Segundo o modelo, os machos pequenos batem as asas cerca de 40 vezes mais lento
do que os machos grandes (LMM, estimado: -39,69 Hz (S.E.: 27,91), p=0,33). Estimou-se
também que, em temperaturas moderadas e altas, os machos batem as asas 98,97 Hz (S.E.:
7,98 Hz) e 170,26 Hz (S.E.: 7,93 Hz) mais rapido do que os machos na menor temperatura
testada, respectivamente (LMM, p<0,0001). De acordo com as comparagoes post-hoc entre
grupos, a FBA dos machos grandes e pequenos dentro de uma mesma temperatura nao

difere estatisticamente (Figura 26).

Os resultados do Modelo Linear Misto na frequéncia de batida de asa de Ae. aegypti
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Figura 26 — Box plot com a frequéncia de batida de asa de Aedes aegypti machos em
diferentes temperaturas. Médias seguidas pela mesma letra nao apresentam
diferenga significativa (p>0,05)
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Fonte: elaborado pela autora

fémeas e machos estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados do Modelo Linear Misto na frequéncia de batida de asa de Ae.
aeqypti féemeas e machos por densidade larval e temperatura, utilizando como
categorias de reférencia a baixa densidade larval e a temperatura de 23°C

Fémeas Estimado Erro-padrao (S.E.) p-valor

Intercepto 493,859 4,963 7x107°
Alta densidade larval 39,313 7,827 0,03
Temperatura (28°C) 56,187 2,554 2x10716
Temperatura (33°C) 111,699 2,969 2x10716

Machos

Intercepto 746,797 15,29 0,008
Alta densidade larval -39,698 27,918 0,33
Temperatura (28°C) 98,977 7,984 2x10~16
Temperatura (33°C) 170,264 7,931 2x10~16

Fonte: adaptado de Nadai et al. (2021)
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Pode-se notar também que o aumento na FBA entre as temperaturas (entre 23 e
33°C) foi maior para os machos (~71 Hz) do que para as fémeas (~55 Hz), que corrobora
com o estudo de Staunton et al. (2019). De acordo com Rowley e Graham (1968), o Ae.
aeqypti apresentou melhor desempenho no voo a temperatura de 21°C, e esta performence
diminuiu conforme o aumento da temperatura. Desse modo, segundo Staunton et al. (2019)
é provavel que o aumento na FBA (entre temperaturas) pode estar associado a diminui¢ao
no desempenho do voo, uma tendéncia que pode afetar os Ae. aegypti machos mais do

que as fémeas.

A correlagao positiva entre FBA e temperatura encontrada neste estudo corrobora
com estudos anteriores (COSTELLO, 1974; STAUNTON et al., 2019; VILLARREAL; WI-
NOKUR; HARRINGTON, 2017). Para Costello (1974), a temperatura ¢ o fator ambiental
mais critico que influencia o comportamento do mosquito, pois afeta o metabolismo do

inseto, bem como as caracteristicas aerodinamicas do ar.

Beament (1958) e Kerkut e Ridge (1961) afirmaram que a temperatura do ar
afeta a disposi¢do molecular da cuticula do inseto, influenciando assim a fexibilidade dos
escleritos toracicos (placas de quitina que fazem parte do revestimento dos insetos). Assim,
a inflexibilidade devido a baixas temperaturas resulta em FBA mais baixa do que a altas

temperaturas, onde a flexibilidade é maior.

Para Weis-Fogh (1960), a resilina, uma proteina semelhante a borracha encontrada
em certas estruturas cuticulares extracelulares em insetos, pode ser afetada por alteracgoes
na temperatura do ar. Esta proteina fornece elasticidade reversivel ao exoesqueleto, e é
importante para dar flexibilidade a estruturas tais como o ligamento da asa. As propriedades
elasticas (for¢a e médulo) destas estruturas variam diretamente com a temperatura absoluta,

o que provavelmente influenciaria a FBA.

4.7 Umidade e temperatura

Para analisar o impacto da umidade do ar e da temperatura na FBA dos mosquitos,
foram realizados ensaios com diferentes temperaturas e umidades. As FBAs de Ae. aegypti

fémeas nas condigoes testadas sao apresentadas na Figura 27.

As FBAs dos machos em diferentes valores de umidade do ar e temperaturas

encontram-se na Figura 28.

Na Tabela 16 encontram-se as médias de FBA, juntamente com o desvio-padrao,

dos mosquitos testados em diferentes condi¢oes de umidade e temperatura.

O Teste-t foi aplicado para analisar a influéncia dos dois valores de umidade testados
na FBA, separado por temperatura, tamanho dos mosquitos e sexo. Para todos os grupos
testados o teste apontou diferenga significativa na FBA (p<0,0001), exceto para os machos

pequenos a 20°C (p=0,15).
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Figura 27 — Boxplot com a frequéncia de batida de asa de Ae. aegypti fémeas grandes e
pequenas em diferentes umidades relativas do ar (30 e 80%) e temperaturas

(20 e 30°C)
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Fonte: elaborado pela autora

Estes resultados corroboraram em parte com Costello (1974), que estudou as fémeas
de Ae. aegypti utilizando um microfone e notou que o efeito da umidade era dependente
da temperatura ambiente. De acordo com o autor, em baixas temperaturas a umidade nao
teve impacto na FBA, no entanto, em altas temperaturas houve um aumento significativo
na FBA com o incremento da umidade. O autor testou as seguintes temperaturas: 26 e
34°C e umidades: 5, 50 e 95%. Vale ressaltar que no presente estudo a temperatura mais
baixa testada foi 20°C, na qual todos os grupos apresentaram diferenca significativa na

FBA nas umidades de 30 e 80%, exceto os machos pequenos.

De acordo o mesmo autor, o efeito da umidade do ar na eficiéncia da transferéncia
de calor entre o mosquito e o ambiente deve ser considerado. A transferéncia de calor
deve aumentar com o aumento da umidade, ja que o vapor d’agua possui calor especifico

maior do que o ar. Os mosquitos sao poiquilotérmicos, ou seja, sua temperatura corporal



76

Figura 28 — Boxplot com a frequéncia de batida de asa de Ae. aegypti machos grandes e
pequenos em diferentes umidades relativas do ar (30 e 80%) e temperaturas
(20 e 30°C)
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Fonte: elaborado pela autora

varia de acordo com a temperatura do ambiente, e, portanto, sua temperatura corporal
¢é essencialmente a do ambiente que o rodeia. No entanto, devido ao calor gerado pela
atividade muscular, a temperatura do mosquito durante o voo ¢ alguns graus maior que
a do ambiente. Um mosquito sem resfriamento evaporativo, portanto, perderia calor a
uma taxa proporcional & umidade relativa do ambiente. Isso, por sua vez, causaria uma
diminui¢do semelhante na FBA com o aumento da umidade e ocorreria independentemente

da temperatura ambiente.

Segundo Chandrasegaran et al. (2020), a umidade relativa do ar é um fator abiético
que influencia a historia de vida do mosquito. A alta umidade favorece a sobrevivéncia e
abundancia do mosquito adulto, ja a baixa umidade limita a sobrevivéncia e a longevidade
do mosquito . De acordo com Christophers (1960), a alta umidade favorece nao apenas

a longevidade, mas também a atividade geral dos mosquitos, especielmente quando
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Tabela 16 — Frequéncia de batida de asa de Ae. aegypti fémeas e machos em diferentes
umidades e temperaturas do ar

Condicao Tamanho B A]iimeas B Ai\ﬂ/{achos
DP*** DP*k*
(média) (média)

T 20°C - U 30%* Grande 414,02 Hz + 26,15 592,61 Hz + 22,14
T 30°C - U 30% Grande 584,35 Hz 4 25,98 851,18 Hz + 1591
T 20°C - U 80% Grande 433,30 Hz 4+ 33,84 619,07 Hz + 67,33
T 30°C - U 80% Grande 579,14 Hz 4+ 38,66 835,47 Hz + 21,70
T 20°C - U 30%  Pequeno 400,17 Hz + 25,90 614,52 Hz =+ 30,80
T 30°C - U 30%  Pequeno 616,97 Hz + 42,74 711,92 Hz &+ 154,24
T 20°C - U 80%  Pequeno 414,38 Hz =+ 27,44 608,46 Hz + 37,72
T 30°C - U 80%  Pequeno 624,43 Hz + 47,55 85344 Hz + 11,88

*T: temperatura; U: umidade relativa do ar
**Frequéncia de batida de asa

***Desvio-padrao

Fonte: elaborado pela autora

combinada com temperaturas proximas a 28°C .

4.8 Idade

Para analisar a influéncia da idade na FBA, foram realizados ensaios com os

mosquitos na fase adulta desde o primeiro dia apdés a emergéncia. A Figura 29 ilustra as

alteracoes na FBA do Ae. aegypti fémea e macho ao longo de 23 dias.

De acordo com a Figura 29 observa-se que no primeiro dia de vida apds a emergéncia,

a FBA do mosquito é menor e aumenta gradativamente até o quarto dia de vida, onde

permanece praticamente constante até o 23° dia. Este comportamento foi observado tanto

para o mosquitos grandes quanto para os pequenos. Na Tabela 17 estao descritas as

frequéncias de batida de asa médias dos mosquitos nos dias 1, 5 e 23 apds a emergéncia.

Tabela 17 — Frequéncia de batida de asa do Ae. aegypti no 1°, 5° e 23° dias apds a

emergéncia
. FBA* (média)
Mosquitos  —j5 g 50 dia  23° dia
Fémea grande 386,19 Hz 489,70 Hz 476,23 Hz
Fémea pequena 454,65 Hz 558,67 Hz 561,36 Hz
Macho grande 696,93 Hz 757,72 Hz 772,23 Hz
Macho pequeno 735,00 Hz 753,23 Hz 753,90 Hz

*Frequéncia de batida de asa
Fonte: elaborado pela autora
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Figura 29 — Frequéncia de batida de asas de Aedes aegypti fémeas e machos ao longo de
23 dias
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Fonte: elaborado pela autora

Estes resultados corroboram com os estudos de Costello (1974), o qual observou um
aumento na FBA de fémeas Ae. aegypti durante os 5 primeiros dias de vida do mosquito.
Para capturar a FBA dos mosquitos o autor utilizou um microfone e o experimento
foi realizado durante 5 dias. Ogawa e Kanda (1986) também utilizaram microfone e
reportaram resultados similares para mosquitos de oito espécies do género Anopheles. A
FBA captada pelos autores era baixa imediatamente apds a emergéncia dos adultos e
aumentava rapidamente durante os dois primeiros dias, permanecendo em niveis constantes
por mais de uma semana. Os ensaios de Ogawa e Kanda (1986) tiveram duracao de 10
dias. Staunton et al. (2019) demosntraram que os mosquitos Ae. aegypti fémeas e machos
mais jovens apresentaram FBA menores que os mais velhos. Os autores mediram a FBA

no 79, 14° e 212 dias ap6s a emergéncia dos adultos utilizando um sensor ultrassonico.

O presente estudo coletou a FBA dos mosquitos durante 23 dias, sem interrupgoes
durante as coletas, utilizando um sensor 6ptico. Os resultados deste experimento serviram
de base para a escolha da idade, apds a emergéncia dos mosquitos adultos, na realizacao
dos experimentos desta pesquisa. Assim, assegura-se que uma possivel alteragdo na FBA
dos mosquitos testados nao seja decorrente da idade do mosquito e sim das condigoes

testadas nos ensaios.
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5 CONCLUSAO

Diante das condigoes testadas neste estudo utilizando o mosquito Ae. aegypti e dos

resultados obtidos, pode-se concluir que:
e O tamanho das fémeas influenciou a FBA em uma correlagdo inversa, ou seja, a
FBA diminuiu na medida em que o tamanho do mosquito aumentou.

o O pH da agua de criacao das larvas alterou a FBA e o tamanho do centréide das

asas dos adultos resultantes. O pH também influenciou o peso das fémeas;
o A FBA teve influéncia da temperatura do ar, em uma correlagao positiva;

o A umidade alterou a FBA de quase todos os grupos de mosquitos testados, exceto

dos machos pequenos a 20°C;

o A longevidade também impactou a FBA dos mosquitos, de forma que, nos 3 primeiros

dias apds a emergéncia, estes apresentaram FBA menores;
o O sensor 6ptico utilizado neste estudo foi capaz de detectar todas as alteragoes

ocorridas na FBA do Ae. aegypti durante os ensaios.

Os resultados deste trabalho demonstram a importancia de estudar as condigoes
ambientais que podem alterar a FBA dos mosquitos, o que pode ajudar a aumentar a
acuracia dos dispositivos opticos que empregam a FBA para a identificacdo automatica

das espécies, e aprimorar o monitoramento dos mosquitos.

5.1 Perspectivas futuras

o Avaliar a frequéncia de batida das asas dos Ae. aegypti sobreviventes a larvicidas;
o Verificar a ingestdo de microplastico pelo mosquito e o respectivo impacto na FBA;
o Explorar a relacao entre a FBA e as variaveis morfologicas das asas dos mosquitos;
o Avaliar a FBA em mosquitos infectados;

o Averiguar a FBA em mosquitos transgénicos;

o Criar uma biblioteca com a FBA das espécies transmissoras de doencas mais impor-

tantes para o Brasil.
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