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RESUMO

As arboviroses causadas pelos virus dengue (DENV), Zika (ZIKV) e chikungunya
(CHIKV) sao endémicas no Brasil e o seu controle depende essencialmente do
combate aos mosquitos transmissores. O emprego de estagdes de disseminagéo
(EDs) de piriproxifeno (PPF), utilizando os préprios mosquitos para dispersao do
produto, surge como uma alternativa para o controle desses vetores. Além disso, é
importante conhecer a circulagdo desses arbovirus nos mosquitos para estabelecer
estratégias de controle mais eficazes nas regides endémicas. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi analisar o efeito de estacbes disseminadoras de PPF no
controle de adultos de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus e verificar a presenga
de arbovirus nos mosquitos coletados em Sao Sebastido, Distrito Federal. Na area
de intervengao (Al) instalamos 150 EDs com PPF. A manutengdo das EDs foi
realizada mensalmente entre abril de 2017 e abril de 2018 e a coleta dos mosquitos
foi realizada mensalmente, por aspiragao, entre janeiro de 2017 e junho de 2018 na
Al e na area controle (AC). Apds as coletas, as fémeas foram identificadas quanto a
espécie e distribuidas em pools submetidos a extragcdo de RNA total. A presenca
dos arbovirus ZIKV/DENV/CHIKV nos mosquitos foi verificada utilizando um kit one
step multiplex RT-gPCR. Dos mosquitos aspirados, 832 foram identificados como
Ae. aegypti e 3641 como Cx. quinquefasciatus. Houve redugao significativa na
guantidade de mosquitos na area de intervengcao com EDs. A reduc¢ao foi de 72,5%
na quantidade de mosquitos na Al durante a intervencao, enquanto na AC houve um
aumento de 7,6% no mesmo periodo. Especificamente, as capturas de Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus na Al diminuiram em 84,3% e 47,3%, respectivamente durante
a instalacdo das EDs. Houve aumento na quantidade desses mosquitos nos
periodos com maior precipitagdo em ambas as areas de estudo. Ao analisar
somente os dados dos meses chuvosos (para reduzir a influéncia de fatores
climaticos na analise) também observou-se redugdo na quantidade desses
mosquitos indicando que o efeito da intervencdo com EDs foi relevante. Foram
analisados 512 pools de fémeas para deteccdo de DENV, ZIKV e CHIKV. A reagao
multiplex RT-gPCR foi positiva em 4 dos 192 pools de Ae. aegypti e em 58 dos 320
pools de Cx. quinquefasciatus capturados em Sao Sebastido- DF. Em 0,58% das

amostras testadas foi verificada a presenca simultdnea dos virus



DENV/ZIKV/CHIKV. Nossos resultados indicam que houve redugédo na quantidade
de mosquitos na area de intervengdo com estagdes disseminadoras de piriproxifeno,
principalmente para Ae. aegypti. Os virus DENV, ZIKV e CHIKV foram detectados
pela primeira vez em Ae. aegypti € Cx. quinquefasciatus no Distrito Federal e o

método molecular sugere a co-circulagao desses virus nos mosquitos.

Palavras-chave: Arboviroses. Aedes aegypti. Culex quinquefasciatus. Piriproxifeno.
RT-gPCR multiplex.



ABSTRACT

Dengue (DENV), Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) arboviruses are endemic in
Brazil and their control depends mainly on the control of mosquito vectors. The use
of pyriproxyfen (PPF) dissemination stations (DSs) using the mosquitoes themselves
to spread the product appears as an alternative for controlling these vectors. In
addition, it is important to know the circulation of these arboviruses in mosquitoes to
establish more effective control mesures in endemic regions. Thus, the objective of
this study was analyze the effect of PPF dissemination stations on the control of
adults of Aedes aegypti and Culex quinquefasciatus and verify the presence of
arboviruses in mosquitoes collected in Sdo Sebastido, Federal District. In the
intervention area (IA) we installed 150 DSs with PPF. DSs were maintained monthly
between april 2017 and april 2018 and mosquitoes were collected monthly by
aspiration between january 2017 and june 2018 in IA and in a control area (CA). After
the catches, the females were classified by species and distributed in pools
submitted to total RNA extraction. The presence of DENV/ZIKV/CHIKV arboviruses in
mosquitoes was verified using a One-step multiplex RT-qPCR kit. Of the aspirated
mosquitoes, 832 were identified as Ae. aegypti and 3641 as Cx. quinquefasciatus.
There was a significant reduction in the number of mosquitoes in the IA with EDs; we
observed a 72.5% reduction in the number of mosquitoes in Al during the
intervention, while CA showed a 7.6% increase in the same period. Specifically, the
catches of Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus in Al decreased by 84.3% and
47.3% respectively during the installation of DSs. We observed an increase in the
amount of these mosquitoes in the periods with higher precipitation in both study
areas. When analyzing only the rainy months data (to reduce the influence of climatic
factors on the analysis) we also observed a reduction in the amount of these
mosquitoes indicating the relevant effect of the intervention with DSs. We analyzed
512 female pools for detection of DENV, ZIKV and CHIKV. The multiplex RT-gPCR
reaction was positive in 4 of 192 Ae. aegypti pools and 58 of the 320 pools of Cx.
quinquefasciatus caught in Sdo Sebastidao-DF. We verified that 0,58% of the tested
samples were positive simultaneously by DENV/ZIKV/CHIKV viruses. Our results
indicate that there was a reduction in the number of mosquitoes in the intervention

area with pyriproxyfen dissemination stations, mainly for Ae. aegypti. DENV, ZIKV



and CHIKV viruses were first detected in Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus in the
Federal District and the molecular method suggests the co-circulation of these

viruses in mosquitoes.

Keywords: Arboviruses. Aedes aegypti. Culex quinquefasciatus. Pyriproxyfen.
multiplex RT-gPCR.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, doengas infecciosas emergentes tém sido relatadas com
maior frequéncia, constituindo ameacgas constantes e relevantes em varios
continentes, nos quais se apresentam sob forma epidémica ou endémica. Dentre
essas doencgas, destacam-se as arboviroses, causadas por um grupo de virus
denominado arbovirus. Esses virus possuem uma ampla distribuicdo geografica,
englobando principalmente regides tropicais e subtropicais, provavelmente por
proporcionarem condicdes ecoldgicas mais favoraveis (CASSEB et al., 2013; FE et
al., 2003).

Em 1942, o termo "Arthropod-borne viruses" foi adotado para descrever um
grupo de virus que infectavam animais, multiplicavam-se em artropodes e estes os
transmitiam a um hospedeiro vertebrado. Desde aquele momento, tal denominagao
incluia virus pertencentes a diferentes grupos taxonémicos, algumas vezes
chegando a denominar virus ndo transmitidos por artrépodes. Em 1963, o Subcomité
Internacional de Nomenclatura Viral, atual ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses), orientou que o termo “arbovirus" fosse utilizado
exclusivamente para os virus que sao transmitidos por artrépodes (WHO, 1985).

Entretanto, ha alguns requisitos que definem arbovirus, como: infectar
vertebrados e invertebrados, inciando em um hospedeiro vertebrado uma viremia
com duracéao e titulos suficientes para permitir infeccdo do vetor invertebrado e
iniciar uma infecgéao produtiva; permanecer na glandula salivar do invertebrado com
o propdsito de fornecer virus para a infeccdo de outros hospedeiros vertebrados e
por meio da via transovariana ou venérea ser transmitido de hospedeiro artropode a
hospedeiro artropode (CASSEB et al., 2013; WHO, 1985).

A maioria dos arbovirus possui biologia muito complexa, por necessitarem de
diversos hospedeiros para completar o ciclo de vida. As doencas causadas por
esses virus sao transmitidas por vetores hematéfagos, por exemplo mosquitos,
carrapatos, moscas, entre outros. As espécies predominantes e potencialmente
capazes de serem infectadas sdo as da familia Culicidae, principalmente mosquitos
dos géneros Aedes e Culex (SUKHRALIA et al.,, 2018; LIANG, GAO & GOULD,
2015).
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Ha aproximadamente 550 espécies de arbovirus, das quais, mais de 150
estdo associadas a doencas em seres humanos, sendo a maioria zoondtica
(LOPES, NOZAWA & LINHARES, 2014). Atualmente, as espécies que pertencem as
familias Flaviviridae e Togaviridae, sdo as mais estudadas por causarem morbidade
e mortalidade em humanos, além de serem transmitidas por mosquitos (FRANZ et
al., 2015).

No ciclo humano-mosquito-humano, ainda que suas origens sejam
zoondticas, o principal hospedeiro para amplificar esses virus sdo o0s seres
humanos. Essa transmissao ocorre quando o mosquito antropofilico ingere sangue
virkmico de um individuo, e transporta diretamente para outra
pessoa (PATTERSON, SAMMON & GARG, 2016).

Os arbovirus possuem um grupo de RNA virus que apresenta alta frequéncia
de mutagbes e ampla plasticidade genética, o que possibilita adaptagcdes a
hospedeiros vertebrados e invertebrados em ambientes variaveis (COFFEY et al.,
2013). A propagacgao desses virus se desenvolveu em virtude de multiplos fatores
como o crescimento populacional, a facilidade de deslocamento dos individuos,
mudancas climaticas e o insuficiente controle vetorial.

Muitos arbovirus estdo reemergindo, entre esses destacam-se os virus que
causam dengue, Zika e chikungunya. Recentemente, essas arboviroses estiveram
relacionadas a grandes epidemias que se tornaram endémicas e se expandiram
geograficamente (Figura 1). Estas geram alta viremia em seres humanos, o
suficiente para proporcionar grandes surtos de infecgdo, principalmente em areas
urbanas (PATTERSON, SAMMON & GARG, 2016; FREEMAN et al., 2018).
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Figura 1 - Estimativa da distribuicdo geografica de dengue, Zika e chikungunya.

Fonte: Adaptado de Patterson, Sammon e Garg (2016).

A incidéncia das infecgbes por arbovirus e a quantidade de seus vetores
aumentam proporcional e gradativamente (FIGUEIREDO, 2015). Os mosquitos do
género Aedes, especificamente Aedes aegypti, tem sido considerado o vetor mais
eficaz para a propagagdo destas doencgas, particularmente em ambientes
urbanizados (WANG et al., 2000).

Em estudo realizado em 2016, Ayres sugere que pernilongos do género
Culex, mosquitos domésticos tropicais e frequentemente observados no Brasil,
possivelmente sejam capazes de transmitir Zika, havendo ainda outras infecgbes
arbovirais reconhecidamente transmitidas por varias espécies de Culex (AYRES,
2016).

1.1 DENGUE

A dengue é uma doenga infecciosa causada por um virus membro do género
Flavivirus, da familia Flaviviridae. O virus da dengue (DENV) apresenta cinco
sorotipos geneticamente e antigenicamente distintos (DENV-1, -2, -3, -4 e -5) e séo
os arbovirus humanos mais importantes na atualidade (NORMILE, 2013; MOTA et

al., 2016). E composto por uma fita Gnica de &acido ribonucléico de cadeia simples e
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sentido positivo (+ssRNA), revestida por um envelope de proteina em formato
icosaédrico. O genoma €& baseado numa unica ORF longa (Open Reading frame -
Fase Aberta de Leitura), com mais de 10.000 nucleotideos, codificando todas as
proteinas estruturais: capsideo (C), envelope (E), pré membrana (prM/M) que se
apresentam na extremidade aminoterminal, e sete proteinas ndo estruturais: NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5, que se encontram na extremidade carboxila
e estado correlacionadas com a replicagao viral (KING et al., 2011).

A dengue apresenta amplo espectro clinico, contendo desde formas
oligossintomaticas até quadros graves, podendo evoluir para
obito (BRASIL, 2016a; WHO, 2009). A dengue classica € uma doenga febril aguda,
com duragao de 5 a 7 dias com inicio repentino. Possui o quadro clinico muito
variavel e os sintomas mais frequentes sdo cefaleia e dor muscular generalizada,
articular e 6ssea. Casualmente, fotofobia; uma erupc¢ao cutanea maculopapular leve;
dor retro-orbital; e pequenas manifestacdes hemorragicas, como petéquias,
equimoses, epistaxe e teste de fragilidade capilar
positivo (BRASIL, 2016a; BURATTINI et al., 2016).

Os sinais de alarme, que sugerem perda plasmatica e a iminéncia de choque,
podem ocorrer entre o terceiro e o sétimo dia, quando frequentemente tende a
cessar a febre. Outros sintomas sdo vomitos persistentes, dor abdominal intensa e
continua, hepatomegalia dolorosa, desconforto respiratério, sonoléncia ou
irritabilidade excessiva, hipotermia, sangramento de mucosas, diminuicdo da
sudorese e derrames pleural, pericardico e ascite (sinais de extravasamento de
plasma por alteracdo endotelial). A identificacdo desses sintomas permite o
reconhecimento precoce da evolugao para formas graves da doenca melhora o
progndstico e evita maiores complicagdes, como 6bito (BRASIL, 2016a).

Alguns pacientes progridem para a doenga nas formas mais graves,
caracterizada por aumento da permeabilidade vascular com ou sem hemorragia. O
extravasamento de plasma grave pode levar ao choque com acumulo de liquido em
cavidades e dificuldade respiratoria; podendo ocorrer sangramento grave de
mucosas e comprometimento de érgéos. Em geral, iniciam no momento em que os
niveis virais estdo diminuindo, indicando provavel doenga imunomediada. Os

pacientes com sindrome do choque da dengue inicialmente sofrem de vazamento
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capilar assintomatico progredindo do choque compensado para o choque
hipotensivo, levando eventualmente a parada cardiorrespiratoria. Portanto, devem
ser monitorados de perto, pois poucas horas podem separar o choque hipotensivo, o
colapso cardiorrespiratério e a parada cardiaca (MULLER, DEPELSENAIRE
& YOUNG, 2017).

Os primeiros relatos sobre uma doenga clinicamente parecida com a dengue
foram descritos em uma enciclopédia chinesa, durante a Dinastia Chin (265 a 420
d.C.). Os chineses denominavam essa doenga como "veneno da agua", por
associaram a insetos voadores relacionados a agua. Relatos seguintes sugerem que
surtos que ocorreram em 1635 nas Antilhas Francesas e depois em 1699 no
Panama supostamente poderiam ser dengue (GUBLER, 1998).

Em 1788, ocorreu provavelmente pela primeira vez, uma pandemia com
ampla distribuicdo geografica de uma doenga similar a dengue, em varios locais:
Jacarta, na época era Batavia, Cairo, Sevilha, Cadiz e Espanha. Em seguida, houve
outro registro que sugere uma segunda pandemia, entre 1823 a 1916, quando essa
arbovirose cruzou o mundo da Africa para india, Oceania e chegando as Américas,
por meio da expansdo do comércio. Entretanto, no inicio da Segunda Guerra
Mundial, devido a diversas mudangas epidemioldgicas, ecolégicas e demograficas
iniciou-se uma nova relacdo entre a doenga, os seres humanos, e
concomitantemente seu principal vetor, Aedes aegypti. Apos a Guerra, uma ampla e
descontrolada urbanizagdo com habitagdes, esgotos, gestdo de residuos e
distribuicdo de agua inapropriados, contribuiram para a dispersdo do virus e o
aumento da densidade do vetor, facilitando a disseminacdo em varias regides
globais. Assim, contribuindo para o desenvolvimento de pesquisas cientificas com o
objetivo de estudar a doenga, seu agente etiolégico e o desenvolvimento de testes
sorolégicos (WEAVER & VASILAKIS, 2009; GUBLER, 2002).

Como consequéncia dessas mudangas houve um aumento notavel da
propagacao da dengue, hiperendemicidade e o surgimento da febre hemorragica de
dengue (FHD) ou dengue grave. Em 1950, houve o primeiro relato de uma epidemia
de dengue grave no Sudeste Asiatico, e apds 25 anos essas epidemias ocorreram
em varios paises sendo uma das principais razbes de hospitalizacdo e morte de
criangas (GUBLER & CLARK, 1995).



22

No Brasil, a primeira epidemia registrada de dengue (pelos sorotipos DENV-1
e DENV-4) foi em 1982 em Boa Vista-RO (RAMALHO et al., 2018), possivelmente
introduzidas no Brasil por via terrestre a partir de paises do norte da América do Sul,
pela fronteira da Venezuela e Caribe (BARRETO & TEIXEIRA, 2008). Em 1986, uma
nova epidemia ocorreu no Rio de Janeiro (sorotipo DENV-1) que se dispersou para
outros estados. Em Nova Iguagu-RJ (1990) houve mais casos desse sorotipo e
introducado do sorotipo DENV-2 e, consequentemente surgiram os primeiros casos
de dengue grave no pais (TEIXEIRA & BARRETO, 1996). Em 2000, foi isolado pela
primeira vez o sorotipo DENV-3 no Rio de Janeiro (NOGUEIRA et al., 2005).

Atualmente, estima-se que ocorra anualmente entre 50 a 100 milhdes casos
de dengue, dentre estes 500.000 evoluem para dengue grave e 22.000 para 6bito,
especialmente entre criangas. Em 2010, foram relatados 2,2 milhdes de casos e
aumentou para 3,2 milhdes em 2015, apresentando endemicidade em no minimo
100 paises da Asia, Pacifico, Américas, Africa e Caribe (WHO, 2018; CDC, 2014).

Nos ultimos anos os casos de dengue se expandiram rapidamente pelo
mundo. Porém, o nimero de casos € subnotificado, dos quais muitos casos podem
ser classificados inadequadamente. Um estudo realizado em 2013, apresentou uma
estimativa de 390 milhdes infecgdes por dengue por ano, sendo que 96 milhdes
podem apresentar manifestagdes clinicas seja qual for a gravidade (WHO,
2018; BHATT et al., 2013). E cerca de 3,9 bilhdes de pessoas, em 128 paises,
podem adquirir dengue (BRADY et al., 2012; WHO, 2018).

No decorrer do periodo de 2011-2017, nas Ameéricas, surtos de dengue
ocorreram logo apos alguns eventos esportivos com grande movimento de pessoas:
em 2011 no México (Jogos Pan-Americanos em Guadalajara) e 3 eventos no Brasil
em 2013 (Copa das Confederagdes), 2014 (Copa do Mundo) e 2016 (Olimpiadas).
Dessa forma, notou-se o aumento da taxa de mortalidade da dengue nesse
continente ao longo desses anos (SALLES et al., 2018; PAHO, 2018b).

Nesse mesmo periodo, destaca-se o aumento de aproximadamente 30% no
numero de casos de dengue em comparagao com os anos anteriores (2001-2010).
Os ultimos sete anos contribuiram com 47% do numero total de casos, quando
comparado com as décadas anteriores. Os dados da Organizagdao Pan-Americana

da Saude (OPAS) nas Américas demonstraram que as taxas de mortalidade foram
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significativas nos ultimos dez anos (2007-2017) (PAHO, 2018?% PAHO,
2018b; SALLES et al., 2018).

No Brasil, no periodo de 2011-2017 foram registrados mais 6 milhdes de
casos provaveis de dengue, dos quais se destacaram os anos 2013 (1.438.331
casos, 709,2/100 mil habitantes), 2015 (1.688.688 casos, 801,2/100 mil habitantes) e
2016 (1.478.955 casos, 717,7/100 mil habitantes) (BRASIL, 2014a; BRASIL,
2016a; BRASIL, 2017a; PAHO, 2018a). De acordo com os boletins epidemiolégicos
do Ministério da Saude (MS), no Brasil em 2018, até a semana epidemiolégica (SE)
42 (31/12/2017 a 20/10/2018), foram registrados 218.337 casos provaveis de
dengue no pais, com uma incidéncia de 105,1/100 mil habitantes. O Centro-Oeste
apresentou 79.223 casos provaveis, sendo a regido com maior numero de casos
provaveis, 36,2% em relagao ao total do pais (BRASIL, 2018c).

Devido a expanséo e aumento de casos da dengue em 1997, a Organizagao
Mundial da Saude publicou um guia (Segunda edi¢cdo: Dengue hemorragica:
diagnostico, tratamento, prevencdo e controle) com a finalidade de auxiliar
profissionais da saude e outros sobre a dengue. Entretanto, houve aumento nos
casos de dengue pelo mundo, inclusive em muitas areas anteriormente nao afetadas
e uma nova edigao foi produzida em 2009 (WHO, 2009). No entanto, baseado nos
resultados de um estudo, foi proposto incorporar as novas diretrizes da OMS dois
tépicos para a classificagdao: Dengue e dengue grave (ALEXANDER et al., 2011).

No Brasil, com o aumento da frequéncia de casos clinicos complicados da
dengue, consequentemente com alta morbidade e aumento das hospitalizagdes,
0 guia com critérios para dengue da OMS deixou de atender a realidade
epidemioldgica do Brasil. Com isso, o MS propds um novo guia (BURATTINI et al.,
2016). Este possui diretrizes orientando a lidar com casos de dengue, desde os
casos primarios em saude até os de maior complexidade. Diante disso, utilizando
classificagao de risco (grupo A, B, C e D) de acordo com os sinais e sintomas, com o
principal propdsito de evitar dbitos por dengue (BRASIL, 2016a).

Atualmente, ndo existe terapia antiviral especifica para a infeccdo causada
pelo DENV, o tratamento embasa-se em orientacdes fornecidas pelas diretrizes da
regiao ou pela OMS (KULARATNE, 2015). Assim sendo, € indicado pelas diretrizes

do MS, o tratamento para aqueles que nado apresentam sinais de alarme (grupo A e
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B): como hidratagdo oral apropriada, repouso e paracetamol; caso os pacientes
apresentem algum sinal de alarme (grupo C), é orientado iniciar imediatamente a
reposicao volémica e a internagdo com monitoramento (minimo de 48 horas) até a
estabilizacdo. Nos casos mais graves (presenca de sinais de choque, sangramento
ou disfungcdo grave de 06rgaos) € necessario a reposicao volémica (criangas ou
adultos), imediatamente antes de iniciar fase de expanséo rapida parental; além
disso, é importante nesses casos a constante observagao (minimo de 48 horas) até
estabilizar (BRASIL, 2016a).

Nos ultimos anos, diversos esforgcos foram realizados, tanto nacionais quanto
internacionais para providenciar uma vacina adequada contra dengue. A grande
dificuldade para a producéo da vacina era que fosse capaz de conceder imunidade
para os cinco sorotipos. Acredita-se que em individuos que recuperam de infec¢ao
por um sorotipo DENV (infecgao primaria) ha o risco de desenvolver as formas mais
agressivas da dengue se posteriormente forem infectados por outro sorotipo
(infeccao secundaria) (ALWIS et al., 2011; FARES et al., 2015).

Recentemente, uma vacina tetravalente, recombinante e atenuada, a
Dengvaxia® da Sanofi-Pasteur (CYD-TDV) tornou-se primeira vacina licenciada
contra a dengue. Todos os sorotipos que a compdem séo originados por tecnologia
de recombinacdo e associado ao virus atenuado da Febre Amarela (17D204). A
comercializagdo foi liberada em vérios paises da Asia e da América Latina, inclusive
o Brasil, e é indicada para individuos com idades entre 9 e 45 anos que vivem em
areas endémicas (WICHMANN et al., 2017; WHO, 2018b).

De acordo com Halstead e Russel (2016), a CYD-TDV confere risco a
individuos soronegativos vacinados de desenvolver a forma grave da doencga ou
hospitalizar apds infecgdo natural, quando comparados individuos soropositivos
vacinados (HALSTEAD & RUSSELL, 2016). A OMS recomenda que a vacinagao
seja apenas em individuos soropositivos. Para evitar o aumento de resultados falso-
positivos nos testes soroloégicos de individuos vacinados, o teste de diagndstico de
uma infeccdo aguda causada por dengue orienta sempre que possivel a
confirmagao viral, por exemplo a realizagdo da PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase) (WHO, 2018b). Atualmente, ha outras vacinas tetravalentes,

recombinantes e atenuadas (TV003/TV005 e TDV) em desenvolvimento clinico que
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encontram-se na fase 3 (WHITEHEAD, 2015; OSORIO, WALLACE
& STINCHCOMB, 2016).

1.2 ZIKA

A doenca Zika é causada pelo virus Zika (ZIKV) e sua estrutura é semelhante
a de outros flavivirus, como o virus da dengue. Possui o genoma de RNA de sentido
positivo, de fita Unica, revestida por envelope de proteina com formato icosaédrico.
Seu genoma é composto por uma unica ORF longa, codificando trés proteinas
estruturais (C, E e prM/M) e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b e NS5) (KING et al., 2011; WHITE et al.,, 2016). O ZIKV possui
diversidade filogenética, sendo as principais linhagens da Africa Oriental, Africa
Ocidental e Asia (SHRIVASTAVA et al., 2018).

Muitas pessoas infectadas por esse virus ndo apresentam manifestacoes
clinicas. Os sintomaticos relatam principalmente cefaleia moderada, hipertrofia
ganglionar, erupgdo cutanea, febre, artralgia e conjuntivite. Acometimento
neurolégico € raro. A infecgdo é autolimitada, geralmente sua ocorréncia nao
persiste  por mais de wuma semana (WHO, 2016b; IGBINOSAet al.,
2017; REID, RIMMER & THAKUR, 2018).

O grupo mais afetado pelo ZIKV € o das gestantes, no qual o virus pode
causar microcefalia no feto, comprometendo desenvolvimento normal do cérebro. As
consequéncias a longo prazo sao variaveis, desde anomalias cerebrais leves até
casos mais graves como paralisia cerebral (CDC, 2016; DRIGGERS et al., 2016).

Apesar de serem raras, ha muitas complicagdes neurolégicas graves que
estdo relacionadas a infecgédo por ZIKV em adultos e adolescentes. A sindrome de
Guillain-Barré, que causa paralisia flacida generalizada, tornou-se a complicagéo
neurolégica mais comum correlacionada ao ZIKV nesses grupos (REID, RIMMER
& THAKUR, 2018).

Em 1947, foi realizado o primeiro isolamento do virus a partir do soro de um
macaco Rhesus capturado na Floresta Zika (Uganda). E em 1948, o segundo
isolamento foi feito a partir de nimero consideravel de Aedes africanus, capturados
na mesma floresta. Portanto, o virus foi denominado de virus Zika pela localidade de
onde os virus foram encontrados (DICK, KITCHEN & HADDOW, 1952).
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Acredita-se que a infecgao por ZIKV em humanos foi relatada pela primeira
vez em 1953 na Uganda e na Nigéria (MACNAMARA, 1954). Em seguida, dados
sorologicos e entomoldgicos demonstraram infecgdes por ZIKV no continente
africano entre 1969 a 1999 na Nigéria, Serra Leoa, Gabao, Uganda, Republica
Centro-Africana, Senegal e na Costa do Marfim. Na Asia foram relatadas
no Paquistdo, Malasia, Indonésia (1977 e 1978), Micronésia (2007) e Camboja
(2010) (MUSSO & GUBLER, 2016).

Apesar da reemergéncia do ZIKV ter acontecido repetidamente e em varios
paises, somente 14 casos em humanos foram informados antes de abril de 2007. No
mesmo ano, relatou-se pela primeira vez uma epidemia do ZIKV, com casos
confirmados e com evidéncias soroldgicas, na ilha de Yap, na Micronésia (FAYE et
al., 2014). Em 2013 e 2014, aconteceu um surto ainda maior do ZIKV na Polinésia
Francesa. Até entdo, ndo havia registro nesse pais de um grande surto e também
era o primeiro causado por outro arbovirus que nao fosse o DENV. Realizaram
analise filogenética da sequéncia da cepa do ZIKV, demostrando que esta era
geneticamente parecida com a cepa isolada no Camboja em 2010 (CAO-
LORMEAU et al., 2014).

Posteriormente, outros surtos foram descritos em regides vizinhas no Oceano
Pacifico Sul, incluindo na Nova Caledbénia, nas llhas Cook e na lIlha de
Pascoa (MUSSO, NILLES & CAO-LORMEAU, 2014; MUSSO, CAO-LORMEAU
& GUBLER, 2015). No mesmo periodo (2013-2014), espalhou-se para paises mais
distantes como Jap&o (KUTSUNA et al.,, 2014), Australia (PYKE et al., 2014),
Noruega (ZAVALA-CASTRO et al., 2014) e Italia (ZAMMARCHI et al., 2015).

Em 2014, foi confirmado pela primeira vez a circulagao autdctone do ZIKV nas
Américas, especificamente no Chile (llha de Pascoa) (TOGNARELLI et al., 2016).
No ano de 2015, foram relatados casos de ZIKV no Brasil (ZANLUCA et al.,
2015; CAMPOS, BANDEIRA & SARDI, 2015). Desde entdo, o virus dissipou-se
rapidamente para outros paises da América do Sul e Central e do Caribe.
Concomitantemente, houve um aumento rapido dos casos de recém-nascidos com
microcefalia. Devido a rapida dispersao do virus pelas Américas, simultaneamente

com a associagao com a microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré, a OMS
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declarou estado de emergéncia de saude publica internacional (SAMPATHKUMAR
& SANCHEZ, 2016; WHO, 2016a).

No Brasil, foram registrados 215.319 casos provaveis de Zika em 2016 (105,3
casos/100 mil habitantes); em 2017 um numero menor de casos provaveis foi
registrado (17.338, 8,4 casos/100 mil habitantes). Nesses dois anos, a regido que
apresentou maior da taxa de incidéncia de casos provaveis foi o Centro-Oeste com
taxa de incidéncia de 222,0 casos/100 mil habitantes e 38,8 casos/100 mil
habitantes, respectivamente (BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b). De acordo com os
Boletins epidemioldgicos, até a SE 44 de 2018, 7.544 casos provaveis de doenga
pelo virus Zika foram registrados, com taxa de incidéncia de 3,6 casos/100 mil
habitantes (BRASIL, 2018b).

Na Africa, a transmissdo do ZIKV acontece por meio de um ciclo silvestre,
incluindo especialmente vetores do género Aedes e primatas ndo humanos, no qual
os humanos eram hospedeiros eventuais. Com a expansao desse arbovirus na area
urbana, o ciclo Aedes-humano-Aedes, parecido com o da dengue, tornou-se
frequentemente relatado (BARONTI et al., 2014).

Como outros flavivirus, o RNA do ZIKV foi encontrado em fluidos corporais
humanos como: sangue, urina, sémen, saliva, liquido cefalorraquidiano, liquido
amnidtico, leite materno, placenta e tecido cerebral, possibilitando o mecanismo de
transmissao nao vetorial. O periodo de incubagado da infecgdo do ZIKV é em torno
de 7 dias com variagdo de 3 a 10 dias (MUSSO et al., 2014; MUSSO et al.,
2015; GOURINAT et al., 2015; NORONHA et al., 2016; BASILE, KOK & DWYER,
2017; GIOVANETTI et al., 2018).

O tratamento é direcionado para aliviar os sintomas, principalmente para
controlar a febre, as dores da artrite e as erupgdes. Atualmente, ndo ha vacinas
aprovadas ou terapias especificas para combater a infeccdo causada pelo ZIKV. No
entanto, existem algumas vacinas em desenvolvimento e com avangos em estudos
clinicos, incluindo virus inativado purificado (PIV), virus vivos atenuados (LAV),
particulas semelhantes a virus (VLP), DNA, RNA modificado, vetores virais e vacinas
de subunidades (BASILE, KOK & DWYER, 2017; GARG, MEHMETOGLU-GURBUZ
& JOSHI, 2018).

1.3 CHIKUNGUNYA
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A febre chikungunya é causada por um virus membro do género Alphavirus,
pertencente a familia Togaviridae. O virus chikungunya (CHIKV) é envelopado, com
formato esférico e capsideo icosaédrico. Seu genoma é constituido por uma fita
simples de RNA (ssRNA), linear e sentido positivo. Possui estrutura genémica
baseado em duas fases de leitura abertas (ORFs) que codificam as cinco
proteinas estruturais: capsideo (C), envelope (E1, E2, E3), 6k e quatro proteinas ndo
estruturais (1:nsP1; 2:nsP2; 3:nsP3; 4:nsP4) (KHAN et al., 2002; MASCARENHAS et
al., (2018).

Foram identificados das cepas do CHIKV trés gendtipos: o asiatico; o leste,
centro, sul-africano (ECSA-East, Central, South African) e o oeste africano. O
gendtipo ECSA ou Cosmopolitan foi o motivo do reaparecimento do CHIKV nos
continentes asiatico e africano. E recentemente o gendtipo asiatico foi o responsavel
pelos surtos ocorridos no Caribe e em algumas regides da América (VOLK et al.,
2010; ABRAHAM et al., 2016).

O nome Chikungunya origina-se de um linguajar local que significa “aquilo
que se curva’, referente a aparéncia encurvada que varios individuos apresentam
como consequéncia da inflamagdo dolorosa das articulagbes geralmente
relacionadas a doenca (SCHUFFENECKER et al., 2006). Os demais sintomas sao:
febre alta, mialgia, cefaleias, exantema e artralgia. Porém, essa ultima manifestacéo
regularmente frequente, geralmente afeta varias articulacbes. O periodo de
incubacédo desta doenga varia de 1 a 12 dias. Apesar das manifestagdes clinicas
agudas nao persistirem mais de uma ou até duas semanas, a artralgia pode
permanecer por meses ou até anos. E as manifestagdes clinicas assintomaticas
variam de 3% a 25% dos casos (PINHEIRO et al., 2016).

A chikungunya apresenta espectro clinico variado, resultado da capacidade
do virus de reprodugédo em diversos tecidos. Sendo assim, as manifestagdes clinicas
atipicas tém sido descritas com periodicidade em locais de surtos e epidemias, que
compreendem alteragdes neurologicas, renais, cardiacas e oculares, com maior
frequéncia em pacientes a partir de 65 anos e com doencgas preexistentes, podendo
levar complicagdes e a obito. Contudo, a maioria dos individuos consegue se
recuperar da infecgdo. As complicagcbes neuroldégicas  manifestam-

se semelhantemente em criangas e adultos, e incluem encefalites, mieloneuropatia,
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Sindrome de Guillain-Barré, neuropatias e paralisia flacida (AZEVEDO, OLIVEIRA
& VASCONCELOS, 2015; PINHEIRO et al., 2016).

As primeiras descricbes de uma doenga parecida com a chikungunya
ocorreram em 1823, em Zanzibar, denominada pelos moradores locais como kidinga
pepo (doenga caracterizada por uma convulsdo imediata). Alguns anos depois no
mesmo local, uma epidemia dessa doenga ocorreu e foi descrita pelo British Medical
Journal. Em 1827 e 1828, uma doenca similar foi relatada no Caribe,
posteriormente, Nova Orleans, Louisiana e parte da Carolina do Sul nos Estados
Unidos. Acredita-se que a doencga foi importada para Havana, Cuba, por escravos
provenientes da Africa (HALSTEAD, 2015; YACTAYO et al., 2016).

Em 1950, o CHIKV tornou-se conhecido ao ser isolado na Tanzania. Em
1954, a presenga desse virus foi confirmada na Asia, Filipinas e, em seguida, em
outros paises, como India, Tailandia e Paquistdo. Casos aleatdrios e surtos menores
foram notificados. Contudo, o CHIKV reapareceu em 2005, causando varios surtos
em humanos na Africa, Asia e ilhas do Oceano indico. Presume-se que essa
reemergéncia seja resultado da adaptagao genética do virus aos vetores da regiao
(TAUIL, 2014; DONALISIO & FREITAS, 2015).

Em 2007, ocorreu um grande surto, de certa forma inesperado, em duas
aldeias vizinhas na ltalia (REZZA et al., 2007). Em 2010, foi relatado transmisséao
autéctone do CHIKV no sudeste da Franga. Realizaram analise sequencial dos
genomas dos virus isolados na regido e de isolados de regides estrangeiras que
sugeriu o potencial do virus em adaptar-se em diversos ambientes, resultando assim
sua disseminacéao pela Europa (GRANDADAM et al., 2011).

Desde esse momento, a dispersdo desse arbovirus foi descrita no sul da
China, peninsula arabica e Nova Caledbnia no Oceano Pacifico e em 2011, sua
insercao foi observada nas ilhas do Pacifico. O CHIKV dissipou rapidamente e em
2013, foi relatado o primeiro caso de infec¢cao autdctone nas Américas (llha Saint
Martin). Até 2015, mais de 1 milhdo de casos suspeitos de CHIKV foram registrados
em 47 paises ou territorios da América do Norte e do Sul, incluindo casos
autoctones notificados na Bolivia, Colémbia, Brasil, Paraguai, Venezuela e Equador.
Em 2017, este virus foi descrito em mais de 100 paises e territérios na Africa, Asia,
Américas e Europa (CUNHA & TRINTA, 2017; AN et al., 2017).
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Os primeiros casos de infeccdo por CHIKV no Brasil foram informados em
2014 no Norte, especificamente em Oiapoque/AP, e em Feira de Santana, no
Nordeste, na Bahia. No ano seguinte (2015), a epidemia se dispersou para outros
estados do Nordeste (BRITO, 2017). Em 2015, foram notificados 38.499 casos, € em
2016, até a 522 SE, havia 271.824 casos registrados em todo o pais (BRASIL,
2017b) Em 2017, 185.593 casos provaveis de febre de chikungunya no pais foram
registrados e até a SE 49 de 2018 (31/12/2017 a 10/12/2018) esse numero diminuiu
para 85.221 casos provaveis com incidéncia de 40,9 casos/100 mil habitantes a
maioria na regidao Sudeste do pais. O Centro-Oeste, foi a segunda regido com maior
numero de notificagdes, com 13.761 (16,7%) casos suspeitos (BRASIL, 2018a,d).

Atualmente, ndo ha farmaco aprovado para limitar a replicagcdo do CHIKV e
melhorar as manifestagcdes clinicas. O tratamento disponivel consiste somente em
terapias antipiréticas e antalgicas para amenizar os sintomas da doenga. O
favipiravir, assim como a ribavirina e o interferon, mostraram atividade antiviral in
vitro, mas ainda estdo sendo avaliadas em ensaios clinicos (WEAVER & LECUIT,
2015). Encontram-se em desenvolvimento clinico e pré-clinico varias vacinas
candidatas a chikungunya. Cada uma consiste em estratégias e estagios de
desenvolvimento diferentes, que incluem particulas semelhantes a virus (VLPs),
vacinas vetorizadas/quiméricas, vacinas de subunidades, vacinas vivas atenuadas e
vacinas de acido nucleico (ERASMUS, ROSSI & WEAVER, 2016).

1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES

Determinar o diagndstico de arboviroses somente por meio da avaliagao
clinica ndo é confiavel, pois pode-se confundir os sintomas. Diante disso, o
diagnostico necessita de testes laboratoriais para confirmar a etiologia dessas
doencas (CDC, 2016).

O diagndéstico laboratorial das arboviroses dengue, Zika e chikungunya pode
ser realizado de duas formas: indireto ou direto. O método indireto baseia-se nos
testes sorolégicos que vao detectar os anticorpos circulantes contra um determinado
patdogeno, nesse caso o virus. O exame mais usado € o ELISA (ensaio de
imunoadsorgéo enzimatica) que detecta anticorpos IgM especificos contra o virus

em estudo. Este pode ser realizado a partir do 4° dia da doenga, no momento em
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que os anticorpos possam ser detectados. Somente uma amostra de soro é
necessaria para realizar o procedimento, no entanto os testes sorolégicos podem
dar resultados falso-positivos por causa das reagdes cruzadas com outros virus da
mesma familia (CDC, 2016; Brasil, 2017c).

O método direto trata-se das técnicas moleculares para a pesquisa do RNA
viral, por meio da amplificagdo do material genético. A técnica geralmente utilizada é
a RT-PCR (reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa) e é a
metodologia de diagndstico com maior especificidade para detec¢do dos virus
DENV, ZIKV, e CHIKV. Este possibilita a identificacdo dos virus e a diferenciacéo
dos sorotipos em questdo, com a vantagem de ser sensivel, rapido, reprodutivel e
simples. E recomendado ser realizado durante o periodo virémico da doenga (no
maximo até 5-8 dias apds a infeccdo dependendo do virus). Esta € uma ferramenta
importante no diagndstico precoce da infecgdo, caso ndo seja realizado nesse
periodo o resultado pode ser negativo, sendo necessario a realizagdo dos testes
sorologicos para deteccdo de anticorpos especificos (Brasil, 2016b; Brasil,
2017c; Brasil, 2016c).

DENV, CHIKV e ZIKV sao transmitidos pelo mesmo mosquito (Ae. aegypti),
suas distribuicbes se sobrepdem em varias areas endémicas, e as manifestacoes
clinicas sdo semelhantes principalmente na fase inicial da infec¢gdo. Todavia,
qualquer um desses arbovirus € capaz de causar complicagdes graves. Entretanto,
as complicagbes requerem manejos clinicos mais especificos. Desse modo, é
importante o diagndstico especifico e simultdneo desses virus (PABBARAJU et al.,
2016).

As técnicas moleculares sao regularmente utilizadas, mas além das técnicas
PCR e RT-PCR habituais, outras modalidades desses ensaios foram criadas e
podem ser empregadas para detectarem as arboviroses. Dentre estas, esta a RT-
gPCR Multiplex, com propdsito de promover a diferenciacdo entre varias espécies
ou entre varios géneros concomitantemente em uma unica reagado, diminuindo as
possibilidades de contaminagdo e tornando-se um ensaio mais pratico e simples.
Esta foi adotada mundialmente e consiste na amplificacdo simultdnea de uma
sequéncia alvo na reacdo pela combinagdo de diferentes pares de primers

(oligonucleotideos iniciadores) que sao especificos para cada uma das sequéncias
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dos virus que causam dengue, Zika e chikungunya, descritas nesse estudo. Esta
modalidade facilita o fluxo de trabalho molecular e tende diminuir os custos dos
testes, melhorando a detecgdo desses trés arbovirus humanos (OLIVEIRA et al.,
2007; WAGGONER et al., 2016; PABBARAJU et al.,
2016; MULLER, DEPELSENAIRE & YOUNG, 2017).

1.5 ARBOVIRUS NOS VETORES

Os mosquitos sao insetos vetores de importancia médica, pois transmitem
patdgenos aos seres humanos, como por exemplo os arbovirus, que sao
responsaveis por altas taxas de mortalidade e morbilidade. Os mosquitos sao
classificados dentro do reino Animalia, filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Diptera, Subordem Nematocera e familia Culicidae. Atualmente s&o descritas 3.564
espécies na familia Culicidae a qual é subdividida em duas subfamilias: Anophelinae
e Culicinae, sendo esta ultima a maior subfamilia de mosquitos, compreendendo
3.076 espécies e 110 géneros, dentre o0s quais destacam-se Aedes e
Culex (ALMEIDA, 2011; AMARAL & DANSA-PETRETSKI, 2012; HARBACH, 2019).

Para que o ciclo de transmissdo ocorra o virus deve ser transmitido pelo
mosquito competente. Inicialmente, deve ocorrer a ingestdo do sangue virémico do
hospedeiro vertebrado. Em seguida, as particulas virais infectam e se replicam nas
células epiteliais do intestino médio do vetor até atingir um alto titulo viral. Logo apds
consolidada a infeccdo neste 6rgdao, chegam a hemocele, onde replicam e se
disseminam. Alcangam entdo as glandulas salivares por meio da corrente
hemolinfatica ou hemolinfa (liquido que banha os érgédos em geral) ou infectam
outros 6rgaos como o corpo gorduroso e os ovarios. Enfim, as células epiteliais das
glandulas salivares liberam os virus que sao simultaneamente transportados com a
saliva, por meio dos ductos salivares, para um novo hospedeiro vertebrado no
decorrer do repasto sanguineo (BLACK IV et al., 2002; SALAZAR et al., 2007).

O periodo de incubagao extrinseco (PIE) é o intervalo de tempo entre o
repasto sanguineo virémico e a transmissdo de particulas virais infectantes pela
saliva do mosquito. E importante, pois a colaboracdo entre o PIE, virus e hospedeiro
pode ser comprometida por fatores ambientais, como temperatura e umidade. Do

mesmo modo, os fatores intrinsecos como competéncia vetorial e carga viral dos
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hospedeiros vertebrados também podem influenciar essa relagao (BLACK IV et al.,
2002).

Somente as fémeas dos mosquitos sdao hematéfagas. Realizar a atividade
hematofagica possui relevancia na dinamica de transmissao de patdégenos. Desse
modo os insetos vetores transmitem os patdgenos para os seres humanos,
tornando-os hospedeiros. O reldgio circadiano interno dos mosquitos regula as
atividades diarias de hematofagia, alimentacdo, locomogao, cdépula, ecloséo,
oviposicado, entre outros. Diferentes espécies de mosquitos apresentam espectro
completo de padrdes de atividade, normalmente desempenham essas atividades em
algum periodo do dia, o que define seu habito como diurno, crepuscular ou noturno.
Entender essas atividades € necessario para caracterizar a biologia das espécies,
do mesmo modo que a dindmica de transmissao de patdégenos por insetos vetores
(GENTILE et al., 2009; AMORETTY et al., 2013; PANCETTI, 2017).

Nesse contexto, podemos destacar a importancia do padrao de infeccdo do
arbovirus no mosquito competente, ou seja, a capacidade que este possui em
infectar-se, permitir a replicacdo, disseminacdo e transmissao desse virus,
denominada competéncia vetorial (CV) (BLACK IV et al., 2002; FRANZ et al., 2015).

De acordo com Amraoui et al. para determinar a CV necessita-se de trés
parametros: 1) A taxa de infec¢ao, que consiste em medir a proporgdo de mosquitos
com o corpo infectado (incluindo intestino médio) entre o niumero de mosquitos
testados; esse parametro demonstra se 0 mosquito € capaz de ser infectado apds o
repasto sanguineo infectado; (2) eficiéncia da disseminagdo, que refere-se a
porcentagem de mosquitos com a cabeca infectada entre o0 numero de mosquitos
estudados; indica a capacidade do virus passar pela barreira do intestino, alcangar o
hemocele e infectar 6rgaos internos; e (3) capacidade de transmissao, que indica a
proporcao total de mosquitos que possuem virus na saliva entre o numero de
mosquitos avaliados (AMRAOUI et al., 2016).

A CV para o arbovirus pode ser comprometida por fatores e mecanismos
intrinsecos (genéticos) que regulam a capacidade do mosquito vetor de adquirir,
replicar e transmitir o virus. Esses fatores genéticos relacionados a CV séo vias
inatas associadas a imunidade e barreiras teciduais no mosquito e apresentam

diferencas entre espécies de mosquito e populagdes ou cepas. Para que a parceria
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seja bem sucedida é importante que o arbovirus consiga atravessar varias barreiras
teciduais presentes no mosquito, possibiltando a entrada do virus, sua
disseminagao nos tecidos e, subsequentemente, sua transmissédo. Essas barreiras
sdo classificadas como: a barreira de infeccdo do intestino médio, a barreira de
escape do intestino médio e a barreira da glandula salivar ou barreira de
transmissado (Figura 2) (BLACK IV et al., 2002; AMARAL & DANSA-PETRETSKI,
2012; FRANZ et al., 2015).

Barreiras de infecgao do intestino
« Estabelecimento da infecgdo no epitélio intestinal
« Replicacao nas células do intestino

Intesting médio
Estomago anterior

Intestine médio posterior
Intestina posterior anterior

Esdfago

Glandulas

salivares ™~ A
P nus
Ductos _—
salivares Barreiras de escape do Intestine

+ Passagem através da lamina basal

Barreiras da glandulas salivares Replicagdo em outros argaos e tecidos

+ Infecgdo nas glandulas salivares
+ Saida do limen das glandulas salivares

Figura 2 - Barreiras que o arbovirus deve superar para infectar com sucesso o mosquito para
futuramente transmiti-lo.
Fonte: Adaptado de Amaral e Dansa-Petretski (2012).

Nas espécies de mosquitos que contém a barreira de infeccdo do intestino
médio, o arbovirus ndo € capaz de infectar e replicar nas células do intestino ou
guando consegue, resulta em baixa replicagdo. No caso da barreira de escape do
intestino, resulta no bloqueio e impedimento da disseminagdo da infecgdo nos
tecidos secundarios. J& nas espécies que possuem a barreira de infecgdo das
gléandulas salivares, o patéogeno acaba n&o infectando-as. Em virtude disso, o
mosquito ndo conseguira transmitir o virus ao hospedeiro durante o repasto
sanguineo (BOSIO, BEATY & BLACK 1V, 1998; BLACK |V et al., 2002). Acredita-se
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que apenas algumas espécies de arbovirus e/ou cepas séo adaptadas para superar
com éxito os fatores genéticos associados a CV (FRANZ et al., 2015).

A infecgdo do vetor é essencial para manter o virus circulando na natureza,
dessa forma é fundamental identificar os virus que sdo transmitidos por esses
vetores (BARBOSA et al., 2016). Estudos relatam surtos causados por arbovirus em
varias regides do mundo. Esses virus, como o0s que causam dengue, Zika e
chikungunya, s&o transmitidos principalmente por Ae. aegypti (BARBOSA et al.,
2016; ROTHet al., 2014; CARDONA-OSPINA, DIAZ-QUIJANO & RODRIGUEZ-
MORALES, 2015; MUSSO, CAO-LORMEAU & GUBLER, 2015), enfatizando a
capacidade desses virus infectarem o mosquito competente e serem transmitidos
para seres humanos por meio do repasto sanguineo. Além disso, podem ser
transmitidos verticalmente para a prole dos mosquitos (BARBOSA et al.,
2016; BARBOSA et al., 2017; ROTH et al., 2014; COSTA et al., 2018; FERREIRA-
DE-LIMA & LIMA-CAMARA, 2018; ZAYED et al., 2012).

Embora o ZIKV seja transmitido por Ae. aegypti, estudo realizado em Recife-
PE detectou a presencga desse arbovirus nas glandulas salivares, intestino médio e
saliva de Cx. quinquefasciatus alimentados artificialmente, além de conseguirem
isolar também o ZIKV em mosquitos capturados em campo (GUEDES et al., 2017).
Em outro estudo, realizado na China, demostrou-se a presenga do ZIKV em Cx.
quinquefasciatus na saliva e nas glandulas salivares até 8 dias e 10 dias,
respectivamente, apds a refeicdo de sangue infectado. Concomitantemente, em
outro experimento de transmissao, identificou-se a presenca desse arbovirus em
camundongos apés serem picados por mosquitos infectados (GUO et al., 2016).
Esses resultados apontam que o ZIKV tem a capacidade de se replicar nos tecidos e

possivelmente ser transmitido por Cx. quinquefasciatus.
1.6 O VETOR Aedes aegypti

Os mosquitos do género Aedes sao os principais transmissores de dengue,
Zika e chikungunya, por sua competéncia vetorial. Sua anatomia nao bloqueia o
virus com eficiéncia, colaborando para que o mesmo possua maior facilidade de
infectar os tecidos do mosquito (BLACK IV et al.,, 2002; Llet al., 2012). As

espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus destacam-se como vetores dessas
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arboviroses (VEGA-RUA et al., 2013; VEGA-RUA et al., 2014). Aedes aegypti é o
principal vetor desses virus nas areas urbanas, por ser um vetor altamente
antropofilico. Essa espécie contribuiu para a rapida disseminacédo e adaptagao dos
virus DENV, ZIKV e CHIKV em nosso ambiente, tonando-os transmissiveis para
humanos (FIGUEIREDO, 2015).

Presume-se que esse mosquito seja originario do Velho Mundo, deslocando-
se com 0 homem em sua extensa e continua dispersao pelo mundo, inicialmente por
meio do trafico de escravos, embarcagdes, trens, automoéveis, avides entre outros,
estabelecendo em ambiente propicio para sua proliferagédo (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994; BROWN et al., 2014). Baseado nos relatos histéricos da emergéncia de
dengue na Asia, acredita-se que no final do século XIX, a disseminacdo desse
mosquito tenha alcangado essa regidao (BROWN et al., 2014).

Possivelmente, esse vetor propagou-se nas Américas por meio de barcos
provenientes da Europa, que atravessavam o Atlantico durante as primeiras
exploragdes e colonizagbes europeias ao Novo Mundo. No Brasil, as primeiras
identificacdes registradas foram realizadas em 1898 pelo cientista Lutz e em 1899
por Ribas (BRAGA & VALLE, 2007). Atualmente é considerado cosmopolita, pois
pode ser encontrado em todos os continentes, incluindo a América do Norte e a
Europa (KRAEMER et al., 2015; HAHN et al., 2017). No Brasil, esta disseminado em
todos os estados brasileiros (LIMA-CAMARA, HONORIO & LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2006).

Aedes aegypti é classificado morfologicamente como um mosquito de porte
médio, possui coloragdo marrom escura em todo corpo, com faixas brancas nas
bases dos segmentos tarsais, um desenho em forma de lira no mesonoto, no clipeo
possui dois tufos de escamas branco-prateadas e escamas claras nos tarsos e
palpos que possibilitam a identificacdo dessa espécie. As fémeas sao diferentes dos
machos, principalmente por possuirem antenas pilosas e palpos maxilares mais
curtos que a probéscide (Figura 4C) (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

As fémeas sdo anautdgenas e realizam a atividade hematofagica durante o
crepusculo matutino e vespertino (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). As fémeas
preferem depositar seus ovos isoladamente nas paredes dos recipientes artificiais

com agua relativamente limpa, embora tenha sido observado também em ambientes
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com elevados graus de poluigdo (BESERRA et al., 2009; MARQUES et al., 2013).
Esses criadouros costumam ser de uso doméstico e acumulam agua no domicilio ou
peridomicilio, como por exemplo caixas d’agua, pneus, latas, vasos de flores entre
outros. A escolha adequada desses reservatorios € importante para a distribui¢cao e
o estabelecimento das populagbes desses mosquitos (BRAGA, VALLE, 2007
& MARQUES et al., 2013).

Aedes aegypti € um mosquito holometabdlico, ou seja, desenvolvem por meio
de metamorfose completa, e o seu ciclo de vida contém quatro estagios: ovo, larva
(quatro estadios larvais), pupa e adulto (Figura 3) (BRASIL, 2001a; CARVALHO
& MOREIRA, 2017). Os ovos sao cbncavos, elipticos, de coloragdo esbranquicada
no momento da oviposigcdo no meio aquatico, em seguida tornam-se escuros (Figura
4A). A “casca” dos ovos dos mosquitos, € denominada como corio, € 0 exocorio
normalmente possui ornamentagdées  que ajudam na identificacao
especifica (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). No decorrer da embriogénese de diversos
mosquitos vetores, é formada uma matriz extracelular denominada cuticula serosa.
Esta envolve o embrido inteiro e torna-se parte da casca do ovo, € um componente
primordial, resultando na reducédo fluxo de agua e conferindo resisténcia a
dessecagdo por longos periodos e persistem latentes até o proximo periodo
chuvoso (FARNESI et al., 2015; FARNESI et al., 2017).



38

Terrestre m
1
{
Aquatico J Ovos
@ ?f?‘ 1° estadio
Pupa {g"f
¥ ¢ ﬁ 2° estadio
g 3° estadio Larva
. 4° estadio
Agua

Figura 3 - Fases do ciclo de vida de Aedes aegypti.
Fonte: Adaptado de COON et al. (2014).

A fase larval possui quatro estadios aquaticos. Essa fase é o periodo de
alimentacao e crescimento, onde as larvas alimentam frequentemente de material
organico aglomerado nas paredes e fundo dos recipientes. As larvas possuem
cabega, térax, com cerdas orais fortes, térax globoso e abdémen estreito, com 8
segmentos, com sifao respiratério (Figura 4D). Fatores como temperatura,
densidade das larvas no criadouro e disponibilidade de alimento podem interferir na
duracao dessa fase. No entanto, em condi¢des favoraveis, o periodo entre a eclosao
€ a pupagao nao passara de cinco dias. Do contrario, em baixa temperatura e falta
de alimento, o ultimo estadio larvario pode durar varias semanas, até a
transformacao em pupa (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; BRASIL, 2001a; HARBACH,
2007; COURET, DOTSON & BENEDICT, 2014).

As pupas possuem forma de virgula, apresentam cefalotérax grande e
abdémen longo e encurvado, terminando em paletas natatérias (Figura 4B). Essa
fase dura em torno de dois a trés dias. Durante a fase pupal ndo ha alimentagéo,

podem permanecer inativas e flutuando na superficie da agua, contribuindo para a
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emergéncia do adulto (SILVA, MARIANO & SCOPEL, 2008; BRASIL,
2001a; ALMEIDA, 2011).

Figura 4 - Estagios do ciclo de vida do Aedes aegypti. A: Ovos; B: Pupa; C: Fémea adulta
demonstrando a "lira branca" no lado dorsal do térax; D: Larva no 4°estagio.
Fonte: Adaptado de Universidade da Flérida (2008).

Aedes aegypti possui alta capacidade reprodutiva, este € um fator que
contribui para o sucesso do estabelecimento e disseminagao dessa espécie em
varias regides. Apenas uma fémea pode colocar em torno de 100 ovos por ciclo
gonodotrdéfico e os distribuem em varios criadouros complicando o controle desse
vetor em uma determinada area (CARVALHO & MOREIRA, 2017).

1.7 Culex quinquefasciatus

Os mosquitos do género Culex possuem distribuicdo cosmopolita e sao
importantes vetores de doengas tropicais negligenciadas, como a filariose linfatica e
arboviroses, incluindo febre do Nilo Ocidental, febre do vale Rift e encefalite de Saint
Louis (MAIA et al., 2014; HEINEN et al., 2015; SHAIKEVICH et al., 2016). Esse
género inclui 768 espécies divididas entre 26 subgéneros. O Subgrupo Pipiens
compreende quatro espécies Culex australicus, Culex globocoxitus, Culex pipiens e

Culex quinquefasciatus. Normalmente, nas regides tropicais e subtropicais incluindo
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as terras africanas, Américas, Austrdlia e Asia encontram a espécie Cx.
quinquefasciatus. Nas regides temperadas commo Europa, Asia, Africa, Australia e
América do Norte e do Sul habita a espécie Cx. pipiens (FARAJOLLAHI et al.,
2011; HARBACH, 2012). Entretanto, ambas espécies sobrepdem em varias regides
e a presenga de hibridos foi relatada (SHAIKEVICH et al., 2016; CARDO et al.,
2017).

No Brasil, Cx. quinquefasciatus possui ampla distribuicdo nas areas
urbanizadas (LAPORTA, URBINATTI & NATAL, 2006). Ha relatos de hibridos no
Uruguai e na regido central da Argentina, contudo Cx. pipiens abrange regides ao
sul da Argentina (MORAIS et al., 2010).

Possivelmente, durante o século XVI até o século XIXCx.
quinquefasciatus tenha sido introduzido no Novo Mundo por meio do comércio de
escravos que aconteceu do outro lado do Atlantico, tendo inicio nas partes central e
ocidental da Africa. Porém, a dispersdo desse mosquito para a Asia e Australia ndo
esta esclarecida. Acredita-se que ocorreu durante os séculos XV a XIX, por meio do
comércio entre as colbnias africanas, asiaticas, australianas, britanicas, holandesas
e francesas. E através da Peninsula Arabica pode ter sido introduzido na
Asia (HARBACH, 2012).

Esse mosquito cosmopolita é responsavel por desconforto durante a noite,
possui um zumbido caracteristico, habitos noturnos e por exposicdo as picadas
alguns individuos podem desenvolver respostas alérgicas (CARDOSO et al., 2010).
As fémeas dessa espécie sao antropofilicas, mas dependendo da disponibilidade,
podem realizar o repasto sanguineo em aves e gado (ARENSBURGER et al., 2010).
Para diferenciar as espécies analisa-se as caracteristicas da genitalia dos machos
adultos, pois as fémeas adultas e os estagios imaturos do género Culex séo
morfologicamente semelhantes (MORAIS et al., 2010).

Os mosquitos adultos geralmente possuem coloragdo marrom clara. Os
tarsos sdo escuros e sem marcagao clara. O escudo apresenta tegumento marrom
claro ou escuro, densamente recoberto de escamas amarelodouradas, estreitas,
alongadas e curvas (parecidas com pestanas). A cabega tem occipicio com a regiao
antero-central com escamas eretas forquilhadas esbranquicadas, as laterais e
posteriores escuras (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).
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As fémeas depositam de 150 a 280 ovos em forma de "jangada" preferem
habitats maiores e permanentes que contenham altas concentragdes de matéria
organica em decomposicédo, como efluentes de esgoto e fossas sépticas (Figura 5A).
Contudo, as larvas dessa espécie encontram-se em recipientes artificiais,
frequentemente preenchidos com agua poluida ou ricas em orgéanicos, mas
dificiilmente coabitam no mesmo reservatério com o vetor Ae. aegypti (Brasil,
2011; DAVID, RIBEIRO & FREITAS, 2012; HARBACH, 2012).

Os ovos sao alongados e cada unidade possui corola em forma de taga na
extremidade inferior e precisam estar constantemente em contato com a agua, pois
nao resistem a dessecacgao (Figura 5B) (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; Brasil, 2011).
A cuticula é um componente primordial para a resisténcia do ovo a dessecagao e
essa caracteristica varia entre as espécies. Os ovos de Ae. aegypti podem
sobreviver por meses em ambiente seco, os de Cx. quinquefasciatus, nas mesmas
condigdes, resistiriam por volta de um dia ou algumas horas (FARNESI, 2015).

A fase larvaria dos Culicideos é aquatica. O corpo das larvas possui
superficie glabra, incluindo um sifao longo (4 ou 5 vezes o valor da largura basal). A
cabeca apresenta uma cerda pds-clipeal pouco desenvolvida, fina, simples ou bifida.
O sifao respiratorio é longo e possui 4 ou 5 vezes o valor da largura basal (Figura
5D), com cerda 1-S constituida de 4 cerdas desenvolvidas (de comprimento igual ou
maior que a largura do sifao), aciculadas (pelo menos as basais), algumas
implantadas fora de alinhamento (CONSOLI| & OLIVEIRA, 1994).

Assim como as larvas de Aedes, as de Culex possuem sifao respiratério e ao
subirem para respirar formam um angulo na superficie da agua (BORGES, 2014).
Os fatores extrinsecos também podem afetar essa fase, mas a coexisténcia das
duas espécies em condicbes de temperaturas diferentes e recursos limitados
contribuem para que Ae. aegypti se sobressaia em relagcdo a Cx.
quinquefasciatus (SANTANA-MARTINEZ, MOLINA & DUSSAN, 2017).

As pupas de Cx. quinquefasciatus sao semelhantes a outras espécies de
mosquitos. Possuem formado de virgula e consistem em duas porg¢des cefalotérax e
abdome com oito segmentos. No comego a cor da pupa é a mesma da larva,
quando mais préoximo do momento da emergéncia do adulto mais escuro fica seu
corpo (Figura 5C) (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).
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Figura 5 - Estagios do ciclo de vida do Culex quinquefasciatus. A: FEémea adulta ovipositando ovos
em forma de jangada; B: Jangadas mostrando a corola no pdlo anterior de cada ovo; C: Pupa; D:
Larva.

Fonte: Adaptado de Universidade da Florida (2009).

As diferengas mais relevantes relacionadas ao comportamento dessas duas
especies de mosquitos sdo importantes principalmente para os programas de
controle de vetores (Figura 6). Atualmente, Ae. aegypti é definido como o principal
vetor das arboviroses mencionadas nesse estudo. Porém, alguns estudos sugerem
que Cx. quinquefasciatus possa estar envolvido na transmissao do ZIKV (GUO et
al., 2016; AYRES, 2016; GUEDES et al., 2017). Se for um possivel vetor, os

programas de controle de mosquitos terdo que mudar suas estratégias.
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Criadouro Depaositos de agua parada (pouca Depdsitos de agua suja e repletas de
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sdo resistentes a dessecacao. nédo sdo resistentes a dessecagao.

Figura 6 - Principais diferengas entre os mosquitos Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus.
Fonte: Adaptado de FERNANDES (2017, p. 24).

1.8 CONTROLE DE VETORES

O controle vetorial € uma estratégia importante para os principais programas
de controle, com a finalidade de prevenir a disseminagao das doencgas transmitidas
por vetores (WHO, 2006). Para que essas estratégias sejam bem sucedidas é
importante a participagao ativa da populagao, reforcando a conscientizagado sobre os
riscos da disseminacédo das doengas, como as causadas por arbovirus. A eliminagao
fisica dos criadouros onde se encontram as larvas e pupas desses vetores, a
implementagdo de saneamento adequado e aplicagao de produtos para matar as
formas imaturas e adultas desses mosquitos estdo entre as principais medidas de
controle (BILAL, AKRAM & ALI-HASSAN, 2012; ALVAREZ et al.,
2014; DOUCOURE et al., 2014).

Em 2002, o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD) foi criado devido
ao aumento de notificagcbes dos casos graves de dengue, reemergéncia e alta
disseminagao do sorotipo 3 no Brasil. Com o auxilio do Ministério da Saude e dos

estados, as secretarias municipais de saude comecaram a exercer e efetuar as
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agdes do PNCD. Este nao tinha como objetivo apenas o combate do vetor, mas
outros componentes fundamentais: vigilancia epidemioldgica, assisténcia aos
pacientes, integracao com ateng¢ao basica, agdes de saneamento ambiental, agdes
integradas de educacao em saude, comunicagao e mobilizagao social, capacitagao
de recursos humanos, legislagéo, sustentagdo politico-social e acompanhamento e
avaliagao do proprio programa (Brasil, 2002).

A partir de 2016, o Decreto n° 8.901 criou o Departamento de Vigilancia das
Doencas Transmissiveis da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (SVS/MS). Compondo este departamento se encontra a Coordenagéo Geral
dos Programas Nacionais de Controle e Prevencdo da Malaria e das Doencgas
Transmitidas pelo Aedes. Através desse 6rgao que o Governo Federal define as
diretrizes que orientam as agdes de vigilancia, preveng¢ao e controle da dengue, Zika
e chikungunya que serao aplicadas nos estados (Brasil, 2017d).

As estratégias de controle epidemioldgico sao aplicadas em campo pelos
Agentes Comunitarios de Saude (ACS) e Agentes de Combate a Endemias (ACE),
em colaboragdo com a populacdo. Sdo encarregados de realizar o controle
mecanico e quimico do vetor, e suas principais atribuicdes sdo: identificar focos,
eliminar ou impedir a formagao de criadouros em reservatérios naturais ou artificias
de agua, bem como promover agdes educativas no decorrer de visitas domiciliares,
com o objetivo de orientar os moradores dos imoveis sobre a importancia da eliminar
os criadouros (BRASIL, 2009). Os principais mecanismos de controle usados sao:
mecanico, biolégico e quimico (ZARA et al., 2016).

O controle mecanico baseia-se na adog¢ao de praticas simples e eficazes
como protegao, destruigdo ou destinagao adequada de criadouros, drenagem de
reservatérios e instalacao de telas em portas e janelas (BRASIL, 2001b).

O controle biolégico consiste em reduzir a populagdo de mosquitos por meio
da predacao (peixes larvofagos, copépodos), do parasitismo (nematdides), da
competicdo e de agentes patdgenos (protozoarios- microsporidios, Bacillus que
produzem toxinas, fungos e virus), com o objetivo de minimizar os danos ambientais.
Os mais usados e com uma boa eficacia contra as larvas de culicideos sao: Bacillus

thuringiensis var israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus, sendo que a primeira opgao
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apresenta melhores resultados para Ae. aegypti (BRASIL, 2001a; DONALISIO
& GLASSER, 2002).

O controle quimico implica na utilizagcdo de produtos quimicos com a
finalidade de controle das formas imaturas e da populacdo de mosquitos
adultos (JOSEPH et al., 2004). E recomendado o uso apenas em situagdes de
emergéncia ou quando ndo houver outra estratégia de intervengao disponivel. As
modalidades de controle menos agressivas e eficazes sao preferiveis (Brasil,
2001b). A aplicacéo de forma inadequada pode causar danos ao meio ambiente,
pode eliminar outras populagdes que ndo sédo alvo e desenvolver resisténcia por
parte dos vetores (KUMAR et al.,, 2014). Para a forma larvaria é realizado o
tratamento focal, que consiste na aplicacdo de um larvicida (biolégico ou quimico)
nos criadouros. Para os mosquitos adultos, a maioria dos programas realizam dois
métodos de intervengdo com adulticida: o tratamento perifocal, uma aplicagao de
inseticida com agao residual nas residéncias de modo rotineiro, e o tratamento ultra
baixo volume (UBV), que é aconselhado a aplicagcdo em periodo de transmissao
(DONALISIO & GLASSER, 2002). Este ultimo método, trata-se de particulas muito
pequenas aplicadas com o auxilio de um equipamento montado no veiculo, a Ultra
Baixo Volume (UBV pesado) ou Ultra Baixo Volume portatil (UBV costal/portatil). A
pulverizagdo é realizada no periodo da manha e ao anoitecer e em ambiente
extradomicilar, no minimo uma vez, deve-se realizar a aplicagdo, comegando do
quarteirao, onde houve a notificagdo, dando continuidade aos quarteirdes contiguos
e considerando um raio de 150 metros. Apds confirmacdo do bloqueio da
transmissao podera cessar as atividades (Brasil, 2009).

Ao longo dos anos, tém sido usados inseticidas para controle de vetores,
principalmente para os que transmitem arboviroses, como Ae. aegypti. Dentre esses
destacam os inseticidas sintéticos: organoclorados, organofosfatos, carbamatos e
piretréides (KARUNARATNE et al., 2013). O primeiro inseticida com propriedades
duradouras ou residuais, foi produzido durante a Segunda Guerra Mundial,
denominado DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), e que faz parte do grupo
organoclorados (ROZENDAAL, 1997). Esse grupo possui em sua composi¢ao o
carbono, hidrogénio e cloro. Atuam sobre sistema nervoso central, sendo capazes

de desequilibrar o canal de entrada e saida de ions (sédio e potassio) dos axdnios,
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comprometendo a transmissdo de impulsos nervosos em insetos e mamiferos. No
Brasil, esse grupo nao € mais utilizado para controle de vetores e ja foi substituido
por outros produtos, mas em alguns paises continuam a utilizar, principalmente o
DDT, pois carecem de recursos para substituicdo (BRASIL, 2001b; BRAGA
& VALLE, 2007).

Os organofosfatos incluem os inseticidas que possuem fosforo. Esses
inseticidas agem fosforilando uma enzima importante do sistema nervoso central, a
Acetilcolinesterase (AChE), resultando na sua inibicdo e inativacdo de forma
irreversivel. Seu acumulo nas jungdes nervosas interrompe a propagacgéo do
impulso elétrico. Portanto, o sistema nervoso central continuara sendo estimulado,
provocando paralisia que pode resultar na morte do inseto (SANTOS et al., 2007).
No Brasil, por muito tempo o Temephos foi usado como larvicida, e recentemente foi
substituido, pois foi documentado resisténcia a esse produto em populagdes de
mosquitos de diversas regides do pais (CARVALHO et al., 2004; BRAGA et al.,
2004; DINIZ et al., 2014; DIAS et al., 2017).

Os carbamatos sdo derivados do &acido carbamico. Assim como os
organofosfatos, também inibem a enzima AChE, contudo a reagao é reversivel. A
acao sobre os vetores € rapida e letal, mas seu uso é restrito pelo seu alto
custo (BRASIL, 2001b; BRAGA & VALLE, 2007).

Os piretroides apresentam mecanismo de acdo similar ao dos
organoclorados, pois interagem com os canais de sddio das membranas dos
neurdnios, mantendo os abertos, como consequéncia modificam a condug¢ado dos
impulsos nervosos. Os canais de sodio dos insetos possuem sensibilidade maior a
esse tipo de inseticida que os canais de sédio dos mamiferos. Comparado aos
demais grupos de inseticidas os piretrdides sao mais estaveis, eficazes e sao
biodegradaveis (VAIS et al., 2001; BRASIL, 2001b; DONG et al., 2014).

O uso de inseticidas para o controle de mosquitos na saude publica possui
algumas recomendacdes, principalmente na aplicagao, deve ser de maneira seletiva
tanto nas atividades de rotina, bem como nas de emergéncias. O MS segue as
orientacées da OMS (BRASIL, 2001b).

As populagdes de mosquitos vetores podem desenvolver resisténcia aos

inseticidas quando sao constantemente expostos. Estes desenvolvem resisténcia
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por meio do aumento da atividade enzimatica. Os mosquitos que demonstram
resisténcia aos inseticidas, desenvolvem maior sobrevivéncia que os individuos
desprovidos da mesma. Dessa forma, os genes de resisténcia serdo transmitidos
para geragdes futuras, tornando-se dominantes na populagdo e contribuindo para
falhas dos programas de controle vetorial, principalmente quando sé&o
fundamentados em apenas um método de controle. E importante compreender as
alternativas usadas para controle desses vetores, com o objetivo de prevenir ou
bloquear futuros mecanismos de resisténcia e criar novas metodologias eficazes
para controlar espécies resistentes (KARUNARATNE et al., 2013).

O Controle Legal (CL) € amparado pela lei n® 13.301, de 27 de junho de 2016,
fundamentado no uso de medidas de vigilancia em saude no momento em que é
observado uma situagao de perigo a saude publica pela presenca do vetor que
transmitem os virus que causam dengue, Zika e chikungunya. Dentre essas
destacam-se: obrigatoriedade da limpeza semanal dos iméveis, identificar e eliminar
os focos de mosquitos vetores; campanhas educativas e de orientagao a populagéao
principalmente para os grupos de riscos; e autorizagao para ingresso forcado pelos
ACEs em imdveis publicos ou privados dependendo da situagao (auséncia e recusa
do morador ou abandono do imdvel, entre outras). Permanece em vigor enquanto
perdurar a Emergéncia em Saude Publica de Importancia Nacional (ESPIN) (Brasil,
2016).

Atualmente, novas estratégias sao utilizadas para o controle de mosquitos e
com resultados promissores: como a) uso da Wolbachia, uma bactéria intracelular
obrigatéria que encontra-se no citoplasma das células hospedeiras onde se replica
(GLASER & MEOLA, 2010; JIGGINS, 2017); b) a esterilizagdo dos machos por
irradiagcédo, para posteriormente serem soltos no campo e acasalarem com fémeas
com o proposito de gerar proles inviaveis (CARVALHO & MOREIRA, 2017); c)
aplicacdo de Reguladores de Crescimento (Insect Growth Regulator- |IGR),
destacando o uso de Estagdes Disseminadoras (EDs) tratadas com o Piriproxifeno
(PPF), um potente larvicida (ABAD-FRANCH et al., 2015). Além dessas, existem a
abordagem eco-bio-social, uso de compostos naturais como os 6leos essenciais de
plantas, dispositivos plasticos para uso doméstico que liberam inseticidas

lentamente e de forma continua, roupas e telas impregnadas com inseticidas e o uso
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de técnicas combinadas como a Wolbachia e SIT (sterile insect technique) por
irradiacao (ZARA et al., 2016).

Os Reguladores de Crescimento (IGRs) sdo usados como uma nova
estratégia para o controle de vetores e sdo considerados a terceira geragao de
inseticidas. Os IGRs sé&o diferentes dos outros métodos de controle convencionais,
possuem varios grupos e sao diferenciados de acordo com o modo de agéo, como
os analogos dos horménios naturais dos vetores, inibidores da sintese de quitina e
derivado de triazina. Geralmente, agem regulando a metamorfose ou interferindo na
reproducao dos insetos, resultando na formacdo de adultos com anormalidades,
principalmente a ma formagao na genitalia, sendo incapazes de reproduzir ou até
estéreis (TUNAZ & UYGUN, 2004; RESENDE & GAMA, 2006).

Os Analogos do Horménio Juvenil (AHJ) interferem na metamorfose dos
insetos, para alguns possuem maior eficacia no ultimo estadio larvario. Esta fase é
mais suscetivel, pois o Horménio Juvenil (HJ) encontra-se em baixo nivel. Nao
induzem a morte rapida, mas prolongam o estadio larval e a mortalidade ocorre
especialmente no estado de pupa. Assim, demonstram eficacia no controle de
mosquitos vetores. Os AHJ comerciais sdo seguros, principalmente para o meio
ambiente visto que possuem maior degradabilidade (TUNAZ & UYGUN, 2004).

Dentro desse grupo, podemos destacar o PPF (4-fenoxifenilo (RS)-2-(2-
piridiloxi) éter de propilo), que pertence ao grupo quimico éter piridiloxipropilico e
esta disponivel desde o inicio dos anos 90 no mercado de agroquimicos, sendo
empregado no controle de varios artropodes (SIHUINCHA et al., 2005; BRASIL,
2014b). A OMS orienta o uso desse composto para o controle de algumas espécies
de mosquitos, como os culicideos, dentre esses os mosquitos Ae. aegypti e o Cx.
quinquefasciatus (WHO, 2001).

De acordo com o manual do composto comercial Sumilarv, o PPF & um
composto sélido de baixa volatilidade, possui pouca solubilidade em agua e baixa
toxicidade para mamiferos. Geralmente, os invertebrados aquaticos e peixes nao
sofrem efeitos adversos ao serem expostos a doses inferiores a 0,05 ppm. No caso
de organismos como crustaceos, se forem expostos em doses maiores podem
apresentar uma ligeira diminuicdo, sendo alteragcbes reversiveis (SUMITOMO
CHEMICAL, 2012).
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O PPF atua como analogo do HJ no desenvolvimento do quarto estadio
larvario com inicio da fase pupal, causando mortalidade e resultando na diminuigao
da emergéncia de mosquitos adultos. Essas fases sdo mais susceptiveis ao PPF
(SUMITOMO CHEMICAL, 2012). Este larvicida esta sendo usado em varios paises
para controle vetorial em setores publicos e privados, constatando bons resultados
na diminui¢do da fertilidade e fecundidade de mosquitos adultos, como Ae. aegypti,
quando estes em fase larvaria foram expostos ao PPF (SIHUINCHA et al.,
2005; MAOZ et al., 2017; SUMAN et al., 2018).

Esse inseticida tém sido considerado adequado para a autodisseminagao por
varios pesquisadores (DEVINE et al., 2009; CAPUTO et al.,
2012; MAINS, BRELSFOARD & DOBSON, 2015; ABAD-FRANCH et al.,
2015; CHANDEL et al., 2016; SUMAN et al., 2018; ABAD-FRANCH, ZAMORA-
PEREA & LUZ, 2017; UNLU et al., 2017). Essa estratégia € uma abordagem que
utiliza o préprio mosquito como veiculo para disseminacdo do PPF, com a finalidade
de reduzir as populacdes desses vetores. Por meio das EDs com agua é possivel
atrair fémeas adultas, ao pousarem na superficie da estacao, as particulas de PPF
vao aderir ao corpo da fémea, transportando o larvicida para locais de reproducao,
onde encontram-se mosquitos imaturos. As fémeas sao capazes de visitar varios
criadouros, por conseguinte reproduzindo em diversos locais pequenos e de dificil
acesso (cripticos), servindo como refugio de métodos de controle convencionais. Por
isso, 0 método baseado na autodisseminacido tém sido eficaz para as espécies de
mosquitos vetores (Figura 7) (MAINS. BRELSFOARD & DOBSON, 2015; ABAD-
FRANCH et al., 2015; ABAD-FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017; UNLU et al.,
2017).
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Figura 7 - Representacao da abordagem baseada na disseminagao realizada pelos mosquitos (auto-
disseminacdo) com estacdo disseminadora (ED) contendo analogo de horménio juvenil (PPF). A ED
com agua atrai as fémeas, que pousam sobre a superficie da estacdo aderindo em seu corpo as
particulas do produto (circulo vermelho). As fémeas contaminadas, saem da ED e transferem o PPF
para criadouros que possuem as formas imaturas dos mosquitos (larvas e pupas).

Fonte: Adaptado de Mains, Brelsfoard e Dobson (2015).

Em diversos paises, estudos realizados em campo demonstraram resultados
significantes em relacdo a eficacia do PPF e o uso das EDs, constatando que essas
duas abordagens associadas sao promissoras para o controle de vetores,
principalmente em areas urbanas (DEVINE et al., 2009; CAPUTO et al.,
2012; CHANDEL et al., 2016; SUMAN et al., 2018; UNLU et al., 2017).

No Brasil, estudos demonstraram resultados significantes da disseminagao do
larvicida pelos proprios mosquitos em ambientes anteriormente nao contaminados.
Somente uma pequena dose do granulado do PPF foi necessaria para sua acgao
direcionada nas larvas nao expostas anteriormente, impedindo o desenvolvimento
de mosquitos adultos (ABAD-FRANCH et al., 2015; ABAD-FRANCH, ZAMORA-
PEREA & LUZ, 2017). Estes estudos foram realizados na regido amazonica e
apresentaram bons resultados para o controle de Ae. aegypti.

O primeiro (ABAD-FRANCH et al., 2015) em uma escala de bairro, onde foi
observado decréscimo nas taxas mortalidade dos mosquitos adultos em

aproximadamente 75% e uma redugdo 10 vezes maior na emergéncia dos



51

mosquitos. Um segundo estudo (ABAD- FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017)
foi realizado numa escala municipal, com métodos similares, e os resultados
apontaram uma redugdao de 80% a 90% na mortalidade dos mosquitos adultos
e decréscimo de 96% a 98% na emergéncia dos mosquitos da espécie Aedes.

O PPF é usado no Brasil como larvicida para o controle vetorial desde o 2°
semestre de 2014, utilizando a formulagdo granulada com concentragéo de 0,5 %,
facilitando sua aplicagdo em campo. Estudos realizados pela Secretaria de
Vigilancia em Saude nos periodos de 2005 a 2007 e 2013/2014 evidenciaram a
eficacia e durabilidade desse produto em média de oito semanas nos criadouros
(Brasil, 2014b). Além disso, ndo existem evidéncias de alta resisténcia de Ae.
aegypti ao PPF (LEYVAet al.,, 2010; HAMID et al., 2017) e as populagbes do
Distrito Federal apresentaram elevado nivel de suscetibilidade a esse larvicida
(CARVALHO, 2018).

1.9 JUSTIFICATIVA

Existem varias arboviroses transmitidas por Aedes aegypti (dengue, Zika,
chikungunya e febre amarela urbana)e Culex quinquefasciatus (febre do Nilo
Ocidental, febre do vale Rift e encefalite de Saint Louis), com grande impacto em
saude publica. Atualmente nao existem agentes terapéuticos especificos para as
arboviroses, como dengue, Zika e chikungunya e a unica alternativa disponivel para
bloquear a transmissao dessas doencgas € o controle vetorial.

O controle quimico atual possui eficacia limitada pela dificuldade de acesso e
o desenvolvimento de resisténcia. Ha clara necessidade de alternativas para
controle de mosquitos. A estratégia de disseminagao de PPF & promissora, como ja
observado em Manaus, onde o PPF diminuiu o potencial reprodutivo dos mosquitos.
Ha necessidade de avaliagdo dessa estratégia de controle em novas areas e com
indicadores entomologicos baseados na quantidade de mosquitos adultos, como
proposto no presente estudo.

Portanto, torna-se fundamental avaliar a presenca de vetores e determinar a

presenga de arbovirus nos mosquitos ao longo dos meses. Assim, gerando dados
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que permitem compreender melhor as caracteristicas epidemiolégicas dessas
infecgdes, auxiliando nas medidas de prevencgao e controle.

No Brasil, estudos com esta abordagem sao recentes. Nossos resultados
poderdo contribuir com futuras pesquisas que objetivam bloquear a transmissao

dessas arboviroses.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito de estagcbes disseminadoras de piriproxifeno no controle de
adultos de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus e verificar a presenga de arbovirus

nesses mosquitos em Sao Sebastido, Distrito Federal.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Comparar a quantidade de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus em area
controle e de intervencado durante 18 meses, antes, durante e apdos a instalagao de
estagdes de disseminagao de PPF

* Investigar a presenga de arbovirus causadores de dengue, Zika e
chikungunya em mosquitos na regiao estudada.

» Comparar a propor¢gao de mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus

positivos pelos virus da dengue, Zika e chikungunya nas areas de estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado com a colaboracgéo de trés laboratérios da Universidade
de Brasilia-UnB. A delimitagao da area de estudo, captura dos mosquitos, instalagao
das estagdes disseminadoras com PPF, transporte e triagem dos mosquitos foram
realizados com apoio do Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de
Vetores/FM/UnB. Posteriormente, as amostras foram levadas para o Laboratério
Interdisciplinar de Biociéncias/FM/UnB onde foram armazenadas (freezer -80°C) até
a realizagdo da extracdo de RNA viral, quantificacdo. A RT-qPCR multiplex foi

realizada no Nucleo de Medicina Tropical/UnB (Figura 8).

Delimitacdo da area de
estudo

| Captura dos mosquitos

- Estagdes disseminadoras
(EDs)
l’ Transporte . o
} Laboratério de Parasitologia Médica e Biologia de Vetores
. Triagem dos mosquitos
3 Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias

Congelamento

Nucleo de Medicina Tropical
Extracdo de RNA viral

Quantificagao do RNA
viral

RT-gPCR

Figura 8 - Delineamento experimental do estudo.
3.2 LOCAL DE ESTUDO

O local de estudo onde foram realizadas as capturas/monitoramento dos
mosquitos e instalagdo das Estagbes Disseminadoras (EDs) foi na Regiao
Administrativa (RA) XIV do Distrito Federal, Sao Sebastido, localizada
geograficamente nas coordenadas: Latitude -15,9028 S e longitude -47,776 O.

Encontra-se na regiao sul da area de protegdo ambiental do rio Sdo Bartolomeu, a
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23 km do Brasilia e ocupa uma area de 383,71 km? (S&o Sebastido-..., 2017) (Figura

9e10).
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Figura 9 - Delimitacao territorial da regido administrativa de Sdo Sebastidao em relagdo a Brasilia-DF

Fonte: Adaptado de Google Maps (2018)
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S30 Sebastido- DF

Figura 10 - Regiao Administrativa XIV do Distrito Federal, S&do Sebastido mostrando organizagéo das
quadras e a localizagao de parques (verde).
Fonte: Adaptado de SEGETH (2018)

Em 2013, a populacédo de Sao Sebastiao-DF foi estimada em cerca de 97.977
habitantes. Essa RA possui elevagbdes de vales com terrenos ondulados cortados
pelos cérregos Mata Grande e Ribeirdo da Papuda. Apresenta um crescimento
populacional notavel, pois existem 12 bairros oficiais e outros que precisam ser
criados oficialmente (Sao Sebastido-..., 2017). A incidéncia relatada de dengue em
Sao Sebastido esta entre as mais altas do DF; entre janeiro e maio de 2019, por
exemplo, essa regido registrou mais de 24.041 casos provaveis de dengue por
100.000 habitantes (BRASIL, 2019). O estudo foi realizado em dois bairros que
foram escolhidos por estarem localizados nas extremidades leste e oeste de Sao
Sebastido com intuito de maximizar a distancia e diminuir as chances de disperséao
de mosquitos de uma area para outra. O bairro de intervengao (Al, Residencial
Oeste) foi selecionado por sorteio e o bairro Bosque (Area controle- AC) com cerca

de 1000 casas e com uma distancia de 2 km um do outro (Figura 11).



Figura 11 - Imagem satélite da area de estudo em representagdo dos dois bairros de Sdo Sebastido.
Em vermelho o Residencial Oeste (Area de Intervencdo-Al) e em verde o Residencial Bosque (Area
controle-AC). A linha branca representa a distancia de 2 Km entre as duas areas.

Fonte: Modificado de Google Earth (2016)

3.3 CAPTURA DOS MOSQUITOS

A captura dos mosquitos foi realizada em duas areas da Regido
Administrativa de S&o Sebastidao- DF, Residencial Oeste (Al) e Residencial Bosque
(AC). Em cada bairro foram sorteadas 30 casas para realizar a captura e o estudo

de monitoramento da ocorréncia de mosquitos (Figura 12).
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Fonte: Adaptado de Google Maps
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Para a captura de mosquitos nas residéncias de cada regido, foram utilizados
aspiradores elétricos descritos por Nasci et al. (1981) e comercializados pela Horst
armadilhas. O aspirador elétrico grande é feito em PVC e aluminio com 75 cm de
largura, um motor 12V e uma hélice de 5 pas. Os acessérios sao: uma rede para
reter os mosquitos adultos dentro do aspirador e a bolsa de couro para levar a
bateria (de 12V e 5Ah) (Figura 13A). O aspirador elétrico pequeno € similar com
motor 6V e uma hélice de 2 pas (Figura 13B). Os acessorios sdo: o0 copo/pote
coletor onde os mosquitos adultos ficam armazenados para o transporte, o qual
contém uma tampa em funil invertido feito com tela de malha fina (Figura 13C), e

uma bolsa de couro pequena para levar a bateria (6V 4Ah).

Figura 13 - Aspiradores elétricos de Nasci (Horst armadilhas). A: Aspirador elétrico grande; B:
Aspirador elétrico pequeno desacoplado do copo/pote coletor; C: pote coletor com a tampa em funil
invertido.

Fonte: Empresa Horst armadilhas e o autor (2018).

As aspiragdes foram realizadas nas 60 residéncias da regido, mensalmente,
geralmente na primeira semana do més, no periodo de 2 a 3 dias, durante 18 meses
(janeiro de 2017 a junho de 2018). O tempo de aspiracdo em cada residéncia foi
registrado e o numero de mosquitos capturados por 10 minutos de aspiragéao foi

considerado como indicador entomoldgico.
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Apés a autorizagdo do morador (Apéndice A), uma dupla de pesquisadores
entrava na residéncia, um desalojando os mosquitos e outro aspirando com o
aspirador grande. As aspiracbes foram realizadas no interior da casa e no
peridomicilio (quintais, garagens, jardins, etc). Os mosquitos aspirados foram
retirados do aspirador grande com um aspirador pequeno acoplado ao pote coletor
para transporte, os quais foram mantidos em caixas térmicas até a chegada no
laboratorio.

Em seguida, os mosquitos adultos capturados durante a aspiragao foram
identificados e separados em mesa refrigerada a -20°C (Figura 14) baseado em
caracteres descritos e com o uso de chaves dicotdmicas (CONSOLI & OLIVEIRA,
1994).

Foram realizadas a identificacdo taxonémica genérica e quantificacdo de
machos e fémeas, com o auxilio de estereoscopio binocular e pinga de ponta fina,
com extremo cuidado para ndo danificar os mosquitos coletados e
consequentemente nao comprometer a identificagao.

As fémeas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus foram separadas e o0s
machos de todas as espécies foram descartados ou encaminhados para a colecao
didatica do laboratério. Apds a identificagcdo, as fémeas foram separadas por
espécie, numero da casa, local da captura (intra/peridomicilar), em pools de até 10
individuos e foram inseridos em microtubos de 1,5 ml com RNAlater® (Life
Technologies) (Figura 14), de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras
com RNAlater foram levadas para o Laboratério Interdisciplinar de Biociéncias da
Universidade de Brasilia e foram armazenadas no freezer -80°C até a realizagao da

extracdo de RNA viral.



Figura 14 - Mesa refrigerada onde os mosquitos adultos foram identificados, separados e

armazenados em microtubos com RNAlater®.
Fonte: O autor (2018).

3.4 PREPARO DOS POOLS DE MOSQUITOS

Foram selecionados os pools coletados no intradomicilio para a extragao de
RNA viral. Todos os pools de fémeas de Ae. aegypti foram extraidos primeiro e em
seguida os pools das cabegas das fémeas de Cx. quinquefasciatus. O mesmo foi
realizado para a analise por RT-gPCR multiplex. Essas medidas preventivas foram
realizadas com objetivo de minimizar contaminagcdo entre as amostras das duas

espécies de mosquitos.
3.4.1 Fémeas de Aedes aegypti

Antes da extragdo de RNA, cada pool de fémeas de Ae. aegyptifoi
homogeneizado manualmente, o RNAlater foi retirado e descartado. Para remover

os residuos foi realizada uma lavagem em cada pool, adicionando 200uL de tampéo
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solugao salina fosfatada (PBS ou STF), homogeneizado com a pipeta em torno de 3-
6 vezes. Em seguida, a solugéo foi retirada e descartada. Novamente, foi utilizado

55uL da mesma solugao de tampao para realizar a maceragao dos pools.
3.4.2 Fémeas de Culex quinquefasciatus

Foram retiradas as cabecas de todas as fémeas de Cx. quinquefasciatus, com
o auxilio de estereoscédpio binocular, pinga de ponta fina e bisel de agulhas
hipodérmicas (0,45x13mm), antes da extracdo de RNA. Em seguida, foram
transferidas para novos microtubos devidamente identificados. Para remover os
residuos de RNAlater foi realizada uma lavagem em cada pool, adicionando 200uL
de tampédo PBS, homogeneizado com a pipeta (cerca de 3-6 vezes). Depois, a
solugao de tampéao foi retirada e descartada. Subsequentemente, foi utilizando 55uL

da mesma solugao para realizar a maceracao dos pools das cabecas.
3.5 EXTRAGAO DE RNA VIRAL

De 55uL do macerado dos pools de ambas espécies foi retirado 50uL de cada
uma para extragcdo do RNA viral utilizando o kit MagMAX™ Pathogen RNA/DNA
(ThermoFisher Scientific), conforme as instru¢des do fabricante.

Na placa Deep-Well de 96 pocos, foram adicionados 50uL de cada amostra
em cada poco, 132uL de Lysis Binding Solution e 20uL de Bead Mix. Em seguida, a
placa foi agitada durante 3 minutos no shaker de placa em velocidade moderada.
Posteriormente, a placa com as amostras foi colocada sobre a estante magnética e
realizado a captura entre 1 a 3 minutos. Subsequentemente, o sobrenadante foi
retirado e descartado sem desestruturar o sedimento. A placa foi removida da
estante magnética.

Foram adicionados 150uL de Wash Solution 1 previamente preparada. Em
seguida, a placa foi agitada durante 1 minuto no shaker de placa em velocidade
moderada. Imediatamente, a placa foi colocada sobre a estante magnética por 1
minuto. O sobrenadante foi retirado e descartado sem desestruturar o sedimento. A
placa foi removida da estante magnética e o processo de lavagem 1 foi repetido.

Foram adicionados 150uL de Wash Solution 2 anteriormente preparada. Em

seguida, a placa foi agitada durante 1 minuto no shaker de placa em velocidade
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moderada. Logo apds, a placa foi colocada sobre a estante magnética durante 1
minuto. O sobrenadante foi retirado e descartado sem desestruturar o sedimento. A
placa foi removida da estante magnética e o processo de lavagem 2 foi repetido.

Subsequentemente, as amostras foram colocadas no shaker de placa em
velocidade maxima durante 5 minutos para secar. A placa foi retirada, sendo em
seguida adicionados em cada reagao 90uL a 65°C de Elute Buffer, aquecida
anteriormente. Em seguida, a placa foi colocada shaker em velocidade maxima por 3
minutos.

De acordo com as instrugcbes, as amostras deveriam obter a coloracao
marrom. Caso nao ocorresse, necessitariam ser ressuspendidas com a pipeta em
torno de 6-8 vezes, sendo novamente colocadas no shaker de placa na velocidade
maxima por mais 1 minuto.

A placa foi posicionada sobre a estante magnética durante 2 minutos. Em
seguida, foram transferidos 85uL do sobrenadante, acido nucleico obtido, de cada
amostra para um novo microtubo estéril (RNA-free) devidamente identificado.

Como controle interno de toda reagdo (extracdo de RNA e RT-gPCR
multiplex) foi usado Fago MS2 RNA (RNA Control Kit, TermoFischer Scientific),

conforme as recomendacdes do fabricante.
3.6 QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS VIRAIS

A quantificacgo do RNA extraido foi determinada por meio do
espectrofotbmetro Nanovue® (GE Healthcare Life Sciences), na qual foram
avaliadas as concentragdes de RNA e o grau de pureza das amostras definido pela
razdo entre as absorbancias 260 e 280nm. Quando a raz&do dessas densidades
oticas (A260/A280) foi entre 1.8 e 2.0, o grau de pureza do RNA foi considerado
adequado para a realizacdo das analises. Posteriormente, os RNAs foram

armazenados no freezer -80°C.
3.7 ANALISE POR RT-gPCR MULTIPLEX

De posse das amostras de RNA realizou-se amplificagdo do virus da dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV-4), virus Zika (linhagem asiatica) e virus

chikungunya. A amplificacdo desses virus foi realizada pelo método de RT-gPCR
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Multiplex (Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com transcricao
reversa). As analises de RT-gPCR foram realizadas pela p6s-doutora Thais Tamara
Castro e Souza Minuzzi.

Foi realizada uma reacédo por amostra para amplificar em uma Unica reagao
os trés virus. Essas foram realizadas em placas de 96 pogos para um volume total
de 25 pul por pogo, sendo a concentragao final de cada amostra 200ng de RNA total.
Foram usados como controles positivos fragmentos do virus clonados e genotipados
dos virus da dengue e chinkungunya, cedidos pelo Dr. Fernando Dias da Fiocruz-RJ.
O controle positivo de Zika foi fornecido pelo doutorando Danilo Corazza do
Laboratério de Imunologia Celular/FM/UnB que cultivou o virus a partir de amostra
de sangue cedida pelo Dr. Paulo Souza do Laboratério Central de Saude Publica do
Distrito Federal (LACEN-DF). Fémeas nao infectadas de Ae. aegypti da linhagem
Rockfeller, cedida pelo Dr. Marcos Obara, foram utilizadas como controle negativo.
Além disso, uma amostra que nao continha RNA foi utilizada como controle negativo
da reacao. As amostras de RNA foram adicionadas a placas de 96 po¢cos RT-qgPCR
do kit TagMan Zika virus Triplex Vector Screening Kit (ZIKV/DENV/CHIKV) (Applied
Biosystems, CA, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, a
placa foi centrifugada por 15 segundos (spin), apenas para o RNA misturar com o
liofilizado. As amostras foram processadas no termoclicador QuantStudio™ 5 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA). Os virus foram amplificados sob

as seguintes condi¢des descritas na Figura 15.

Etapas Ciclo Temperatura | Tempo
Transcricao reversa 1 50°C 20 minutos
Ativacdo 1 95°C 2 minutos
Amplificagdo 40 95°C 15 segundos
60°C 1 minuto

Figura 15 - Condi¢cbes em que os ciclos da RT-gPCR foram realizadas.

3.8 INSTALAGAO DAS ESTAGOES DISSEMINADORAS COM PPF

Apods o terceiro més de aspiragdo dos mosquitos em margo de 2017, foram
amostrados aleatoriamente 150 domicilios no Residencial Oeste (Al) para instalagéo
do método de intervencdo com estacdes disseminadoras (EDs) de PPF. Uma

estacao disseminadora foi instalada em cada residéncia (Figura 16).
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Figura 16 - Imagem de satélite mostrando a distribuicdo espacial dos locais (amarelo) de instalagao

de Estacdes Disseminadoras de PPF no Residencial Oeste (Area de intervengdo-Al) em Sao
Sebastido, DF.
Fonte: Modificado de Google Earth (2016).

As EDs consistem em um recipiente de plastico, formato arredondado, cor
cinza, com capacidade maxima de 1,5L, medindo 11cm de altura, 15cm de didmetro
e 50cm de circunferéncia. A parte externa foi revestida por uma fita adesiva preta
para torna-lo mais escuro. A parte interna foi coberta com tecido Oxford da cor preta
e preso por elastico de borracha latex da cor amarela para maior aderéncia do PPF
no momento da aplicacédo (Figura 17)(ABAD-FRANCH et al., 2015; ABAD-
FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017).

O PPF (Sumilarv 0.5 g, Sumitomo, Londres, Reino Unido) granulado passou
pelo processo de micronizagdo para ser utilizado, tornando-se um p6 ultrafino e
facilitando a disseminacao realizada pelos mosquitos. O produto foi fornecido pelo

pesquisador Sérgio Luz da Fiocruz — AM.
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Figura 17 - Estacdo disseminadora (ED) com PPF usada como medida de intervengédo para os
mosquitos. A ED com agua serve para atrair as fémeas, o recipiente mais escuro e o tecido da cor
preta, assemelha um local propicio para a oviposi¢cdo. As fémeas pousam sobre o tecido com PPF,
que subsequentemente realizam a auto-disseminagao, transferem o PPF para possiveis locais de
reproducao.

Fonte: O autor (2019).

Apds o consentimento do morador (apéndice A e B), as EDs foram instaladas
em locais de possivel acesso aos mosquitos e era distribuido aproximadamente
5g/m? de PPF no tecido com auxilio de um pincel, localizado na borda do recipiente
e acima do nivel da agua (Figura 17). A manutencéo foi realizada mensalmente
considerando o efeito residual conhecido do produto, geralmente na terceira semana
do més, com reposicao de 500-700ml de agua da torneira e 5g/m? PPF. Os
recipientes extraviados foram substituidos durante a manutencdo mensal das
estagdes, que ocorreu no periodo de margco de 2017 a margco de 2018. Todas as
EDs foram retiradas na segunda semana de abril de 2018, totalizando 13 meses de
intervencao. Se nao fosse possivel encontrar o morador na primeira visita, a equipe
retornava no dia seguinte. No caso de perda da estagdo devido a mudanga,

abandono da residéncia ou desisténcia do morador, a equipe instalava outra ED na
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casa mais proxima, apos autorizacdo do responsavel. Todos os moradores que
participaram foram orientados a repor a agua da ED de uma a duas vezes por
semana, para manté-la com agua.

O método de intervencdo mostrou ser eficaz e de facil operacionalidade,
outros fatores que destacam na aplicabilidade séo a utilizagédo de agua como atrativo
para as fémeas, o recipiente mais escuro e o tecido da cor preta, assemelha um
local propicio para a oviposi¢cao e possui facil instalagdo, manutencéo e retirada
(ABAD-FRANCH et al., 2015; ABAD-FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017).

Esse estudo compde o projeto intitulado “Zika, Dengue e Chikungunya:
abordagem multidisciplinar para desenvolvimento de solugdes aplicaveis em saude
publica” financiado pela FAP-DF. Nao foi necessaria autorizagao para realizagao da
pesquisa por comités de ética por nao envolver seres humanos, conforme a
resolugao 510/2016 do Conselho Nacional de Saude. Apds a finalizacao das coletas
em campo os resultados gerais foram apresentados como devolutiva a comunidade

como um informativo (apéndice C).
3.9 ANALISE DE DADOS
3.9.1 Mosquitos aspirados

Os dados da quantidade de mosquitos (machos, fémeas, por espécie),
capturados nas casas ao longo dos 18 meses na area de intervengao e controle
foram digitados em planilha Excel. O tempo de aspiragdo em cada casa também foi
registrado e usado para calcular o niumero de mosquitos aspirados/10 minutos de
aspiracao. Dados da temperatura média e precipitacdo acumulada dos meses da
amostragem foram obtidos no Instituto Nacional de Meteorologia — INMET para a
estacdo meteorologica de Brasilia. A partir desses dados foram produzidos graficos
de quantidade de mosquitos aspirados ao longo dos 18 meses nas areas de
intervencdo e controle. Nesses graficos também foram incluidos valores de
precipitacdo acumulada mensal para constrastar ambos os dados.

O numero médio de mosquitos aspirados/10 minutos de aspiragdo nas casas
antes, durante e apds a intervencao foi calculado para todos os mosquitos e para
cada espécie de mosquito, assim como o desvio padrao e erro padrao das médias.

Os dados foram apresentados em graficos para analisar de forma exploratéria o
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efeito da intervencédo. Para comparar a média de mosquitos aspirados/10 minutos
(Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus e ambas as espécies) antes e durante a
disseminagao do PPF nos meses chuvosos (janeiro a margo de 2017 e 2018)
utilizamos o teste Wilcoxon para amostras dependentes. Para comparar a média de
mosquitos aspirados/10 minutos (Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus e ambas as
espécies) durante a intervengdo na areas de intervengédo e controle utilizamos o
teste Mann-Whitney. Estes testes foram realizados utilizando o programa Statistica
6.0 (StatSoft, Tulsa, USA), considerando p<0,05. Para verificar se existia correlagcéo
entre o numero médio de mosquitos aspirados e a precipitacdo mensal foi realizada
uma correlagdo de Spearman. Além disso, o numero médio de mosquitos
aspirados/10 min aspiragao nas casas durante o periodo chuvoso de 2017 (antes da
intervencao) e 2018 (apds a intervengao) foi comparado no intuito de diminuir a
influéncia da temperatura e precipitacdo nas comparagdes de ocorréncia de

mosquitos na area.
3.9.2 Positividade de arbovirus nos mosquitos

Foi considerada variavel dependente o numero de pools positivos (com RNA
viral detectado nos mosquitos) para Zika, dengue e chinkungunya e as variaveis
independentes a area (intervencao e controle), espécie de mosquito (Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus), periodos de captura (seca, chuva) e anos de captura (2017 e
2018). Para comparar as proporcdes de pools de mosquitos positivos de acordo com
as variaveis independentes acima descritas foram realizados testes Qui-quadrado ou
teste exato de Fisher no software Graphpad, considerando p<0,05. Para calcular os
limites de confianga para propor¢oes de pools de mosquitos que foram testados e de
pools mosquitos positivos no periodo antes, durante e depois da intervengéo nas

duas areas foi utilizado o site OpenEpi (Score Wilson).
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4 RESULTADOS
4.1 QUANTIDADE DE MOSQUITOS

Por meio da aspiragao foram coletados no total 4473 mosquitos entre janeiro
de 2017 e junho de 2018 no Residencial Oeste (Area de Intervencdo - Al) e no
Residencial Bosque (Area Controle- AC). Desses, 832 individuos foram identificados
como Ae. aegypti e 3641 como Cx. quinquefasciatus. Nos trés primeiros
meses, antes da instalacao das EDs, a média de mosquitos capturados por 10
minutos de aspiragao, foi 4,73 para a Al e 6,01 para a AC. Entretanto, durante a
intervencao, com as EDs instaladas, uma média de 1,30 mosquitos coletados na Al
e de 6,47 na AC foi observada, sendo 635 mosquitos coletados em uma Unica casa.

Nos ultimos dois meses, apos a retirada das EDs, foi obtida uma média de
1,45 mosquitos coletados na AC, enquanto na Al obteve-se uma média de 0,88
mosquitos coletados por 10 minutos de aspiragao. Houve uma reducgao de 72,5% na
guantidade desses mosquitos na Al durante a intervengao, enquanto na AC houve
um aumento de 7,63% no mesmo periodo. Apds 2 meses da retirada das EDs,
notou-se uma redugao de 81,2% na Al, no mesmo periodo na AC observou-se uma
reducédo de 75,8% (Figura 18). As médias de mosquitos aspirados/10 minutos
durante a intervencéo na Al e AC foram estatisticamente diferentes (Mann-Whitney;
p<0,001).
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Figura 18 - Numero de mosquitos aspirados (Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus) a cada 10

minutos de aspiragdo. Antes (janeiro a margo de 2017), durante (abril de 2017 a abril de 2018) e

depois (maio a junho de 2018) da intervengdo com estagbes disseminadoras de piriproxifeno na area

de intervencdo (vermelho) e area controle (verde) em S&o Sebastido-DF. Os circulos indicam as

médias e as linhas o erro padrao. O circulo preenchido indica o periodo de intervengéo na Al.

Nos trés primeiros meses, a média de mosquitos aspirados por 10 minutos
para o Ae. aegypti na Al foi de 3,22. Durante o periodo de intervengdo a média
diminuiu para 0,50. Apds a retirada das EDs, a média foi de 0,61 mosquitos
capturados. Houve uma reducédo de 84,3% na média de mosquitos aspirados no
periodo de intervencdo em relagdo ao periodo inicial e uma reducao ainda de 81%
apo6s 2 meses da retirada das EDs (Figura 19).

Na AC a média de Ae. aegypti aspirados nos trés primeiros meses foi de 0,96.
Posteriormente, simultaneamente ao periodo de intervengdo na Al, verificou-se uma
média de 0,51. Nos ultimos 2 meses observou-se uma média de 0,38 mosquitos
coletados. Registrou-se uma diminuicdo na média dos mosquitos aspirados na AC
de 46,2%, no periodo de intervecdo na Al, e de 60,4% nos ultimos 2 meses de
estudo, quando comparadas ao periodo inicial, antes da intervencéo (Figura 19). As
meédias de mosquitos Ae. aegypti aspirados/10 minutos durante a intervencao na Al

e AC nao foram estatisticamente diferentes (Mann-Whitney; p=0,32) considerando
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os 13 meses de disseminagao do PPF (abril de 2017 a abril de 2018). Entretanto, ao
comparar as médias de mosquitos Ae. aegypti aspirados/10 minutos durante a
intervencao na Al e AC considerando os meses chuvosos (outubro de 2017 a margo

de 2018) foi observada diferenga estatistica (Mann-Whitney; p=0,03).
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Figura 19 - Numero de mosquitos Aedes aegypti coletado a cada 10 minutos de aspiragdo. Antes
(janeiro a margo de 2017), durante (abril de 2017 a abril de 2018) e depois (maio a junho de 2018) da
intervengao com estagdes disseminadoras de piriproxifeno na area de intervengao (vermelho) e area
controle (verde) em Sdo Sebastido-DF. Os circulos indicam as médias e as linhas o erro padréo. O

circulo preenchido indica o periodo de intervencéo na Al.

A média de mosquitos Cx. quinquefasciatus aspirados por 10 minutos na Al
nos trés primeiros meses foi de 1,51, enquanto durante o periodo de intervencgao foi
de 0,80 e apds esse periodo 0,27 mosquitos por 10 minutos de aspiragao. Observa-
se diminuicdo na quantidade dessa espécie de 47,3% no periodo de intervengao
para 88,8% no periodo final (Figura 20).

Na AC foram coletados nos trés primeiros meses uma média de 5,05
mosquitos, em seguida a média foi de 5,95 enquanto acontecia a intervencao na Al.
Nos ultimos dois meses obteve-se uma média de 1,07 mosquitos capturados.

Verificou-se um aumento de 17,8% na quantidade desses mosquitos no periodo
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concomitante a intervencdo na Al, porém houve reducdo de 78,8% nos ultimos 2
meses nessa area (Figura 20). As médias de mosquitos Cx. quinquefasciatus
aspirados/10 minutos durante a intervencdo na Al e AC foram estatisticamente
diferentes (Mann-Whitney; p<0,001).
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Figura 20 - Numero de mosquitos Culex quinquefasciatus coletado a cada 10 minutos de aspiragao.
Antes (janeiro a margo de 2017), durante (abril de 2017 a abril de 2018) e depois (maio a junho de
2018) da intervengdo com estagbes disseminadoras de piriproxifeno na area de intervengao
(vermelho) e area controle (verde) em Séo Sebastido-DF. Os circulos indicam as médias e as linhas o

erro padréo. O circulo preenchido indica o periodo de intervencéo na Al.

Nos meses secos verificou-se menor quantidade de mosquitos (Figura 21).
Apesar da maioria dos mosquitos ter sido capturada nos meses chuvosos, os
valores de correlagao entre quantidade de mosquitos e precipitacdo acumulada no
més em que foi realizada a aspiragdo na area de intervencdo nao foram
significativos (Ae. aegypti = 0,46; Cx. quinquefasciatus = 0,41). Na area controle
houve uma maior correlagdo entre quantidade de mosquitos e precipitagédo (Ae.
aeqgypti = 0,77; Cx. quinquefasciatus = 0,50). De forma geral, observou-se evidente
aumento na quantidade desses mosquitos nos periodos com maior precipitagao,

principalmente na AC (Figura 21).
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Figura 21 - Niumero de mosquitos aspirados por més (janeiro de 2017 a junho de 2018), a curva
vermelha representa a area de intervencéo e a curva verde representa a area controle. Os picos em
azul indicam a precipitagcdo acumulada dos meses em que foi realizada a aspiragédo. A: numero total
de mosquitos (Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus) capturados; B: numero de mosquitos Ae.

aegypti capturados; C: nimero de mosquitos Cx. quinquefasciatus capturados.
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Os niveis de precipitacdo dos meses chuvosos, antes da intervengéao (janeiro,
fevereiro e margco de 2017) e durante a intervencgao (janeiro, fevereiro e margo de
2018) com EDs foram similares. Bem como, nota-se que os niveis de precipitacéo
foram maiores nos meses chuvosos em 2018 (Figura 22).

Ademais, nesses meses antes e durante a intervencgao foi observado o efeito
da intervengdo com EDs na quantidade desses mosquitos (Figura 23A). Contudo,
esse efeito foi mais evidente na quantidade de Ae. aegypti, onde antes da
intervencdo a média de mosquitos aspirados foi 3,2, sendo que durante a
intervencao foi de 0,95 na Al. Além disso, notou-se uma redugao de 70,3% na
quantidade de mosquitos Ae. aegypti durante a interveng¢ao nesses meses chuvosos
(Figura 23B).

Ja na AC, as quantidades de mosquitos nos trés primeiros meses sem
intervengao e durante a intervengao foram similares, com uma média de 0,95 e 0,93
de mosquitos aspirados, respectivamente. Foi observada uma reducéo de 2,6% na
quantidade de Ae. aegypti durante os meses chuvosos (Figura 23B).

Para Cx. quinquefasciatus, a média antes da intervencdo era de
aproximadamente 1,5 mosquitos aspirados/10 min e durante a intervengao passou a
ser de 0,87 na Al. Notou-se uma reducao de 42% na quantidade desses mosquitos
nesses periodos na Al. Contudo, ndo houve diferenga entre a quantidade Cx.
quinquefasciatus antes e durante a intervencéo na AC (Figura 23C).

As médias de mosquitos aspirados/10 minutos antes e durante a intervencao
nos meses chuvosos na Al foram estatisticamente diferentes para ambas as
espécies de mosquitos (Wilcoxon; p=0,005) e para Ae. aegypti (Wilcoxon; p=0,003).
Porém, nao foram estatisticamente diferentes para Cx. quinquefasciatus (Wilcoxon;

p=0,08) nesse periodo.



75

300

250

200
150
10 I
Jan Fev Mar

m2017 m2018

o

Precipitacao mensal (mm)

%)
o

o

Figura 22 - Precipitagdo mensal dos meses chuvosos, antes da intervengao (janeiro, fevereiro e
margo de 2017) e durante a intervencdo (janeiro, fevereiro e margo de 2018) com estagdes

disseminadoras de piriproxifeno.
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Figura 23 - NUumero de mosquitos aspirados nos meses chuvosos, antes da intervencao (janeiro,
fevereiro e margo de 2017) e durante a intervengao (janeiro, fevereiro e margo de 2018) nas areas
estudo. Os circulos indicam as médias e as linhas o erro padrdo. O circulo preenchido indica o
periodo de intervengdo na Al. A: numero total de mosquitos (Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus)
capturados; B: numero de mosquitos Ae. aegypti capturados; C: numero de mosquitos Cx.

quinquefasciatus capturados.
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4.2 DETECGAO DE ARBOVIRUS NOS MOSQUITOS

Dos mosquitos aspirados na AC e na Al, foram identificadas 371 fémeas
de Ae. aegypti, que foram agrupadas em 192 pools e analisadas quanto a infecgéo
para os virus DENV, ZIKV e CHIKV. De todas as amostras testadas, 4 pools
apresentaram resultados positivos, dos quais 2 (50%) pools foram positivos para os
trés arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV, sendo proveniente de uma fémea capturada
em abril de 2017 e a outra em janeiro de 2018. Além disso, 1 (25%) pool foi positivo
para ambos DENV, proveniente de uma fémea capturada em abril de 2018. Por fim,
1 (25%) pool foi positivo para ZIKV, sendo proveniente de fémeas capturadas em
janeiro de 2017. Dessa forma, as amostras compativeis com o Cycle Threshold (Ct)

até 35 foram consideradas positivas (Figuras 24 e Tabela 1).
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Figura 24 - Resultados da RT-gPCR em tempo real das amostras de Aedes aegypti positivas para os
virus que causam dengue, Zika e chikungunya, controle interno de toda a reagdo (FAGO MS2) e o
corante de referéncia passiva (MUSTANG PURPLE). A: Representacdo grafica da curva de
amplificagdo da amostra 11 positiva para ZIKV. B: Representacéo grafica da curva de amplificagdo da
amostra 79 positiva para DENV, ZIKV e CHIKV. C: Representagao grafica da curva de amplificagao
da amostra 145 positiva para DENV, ZIKV e CHIKV. D: Representagdo grafica da curva de
amplificagdo da amostra 179 positiva para DENV.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos pools de fémeas Aedes aegypti positivos para os virus DENV, ZIKV e

CHIKV coletados por més e as areas de estudo (Residencial Bosque-AC e Residencial Oeste-Al) em

Sao Sebastido-DF, janeiro de 2017 a maio de 2018.
Aedes aegypti
. " Namero
Numero Més/ano i s At cadaarmosiis Resultado gRT-PCR
DENV ZIKY CHIKY

1 Janeira/2017 3 - + -

79 Abril/2017 1 + + +

145 Janeiro/2018 1 + + +

179 Abrill2018 1 + - -

Dos mosquitos aspirados foram identificadas 1875 fémeas de Cx.
quinquefasciatus, totalizando 320 pools analisados pela RT-gPCR multiplex. Destes
58 pools apresentaram resultados positivos, os quais 40 (68,96%) foram positivos
apenas para ZIKV, sendo que 29 foram capturados na AC em janeiro (n=2), margo
(n=1), outubro (n=1), novembro (n=1) e dezembro (n=6) de 2017; janeiro (n=4),
fevereiro (n=3), margo (n=1), abril (n=2), maio (n=2), junho (n=6) de 2018. Os outros
11 pools positivos para ZIKV foram coletados na Al em fevereiro (n=2), maio (n=1),
outubro (n=1), novembro (n=2), dezembro (n=3) de 2017; margo (n=1), abril (n=1) de
2018.

Dos 18 pools restantes, 17 (29,31%) foram positivos para DENV e ZIKV,
sendo que 11 foram coletados na AC em margo (n=2), abril (n=1) de 2017, margo
(n=2), abril (n=2), maio (n=2) e junho (n=2) de 2018 e na Al em fevereiro (n=1), julho
(n=1) de 2017, abril (n=1), maio (n=2) e junho (n=1) de 2018. Houve ainda 1 pool
(1,72%) positivo para DENV, ZIKV e CHIKV, capturado na AC em dezembro de
2017 (Figura 25 e tabela 2).
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Figura 25 - Resultados da RT-gPCR em tempo real das amostras de Culex quinquefasciatus positivas
para os virus que causam dengue, Zika e chikungunya, controle interno de toda a reagcédo (FAGO
MS2) e o corante de referéncia passiva (MUSTANG PURPLE). A: Representacao grafica da curva de
amplificagdo da amostra 415 positiva para DENV, ZIKV e CHIKV. B: Representagéo grafica da curva
de amplificagdo da amostra 516 positiva para DENV e ZIKV. C: Representagao grafica da curva de

amplificagdo da amostra 448 positiva para ZIKV.
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Tabela 2 - Distribuicdo dos pools de fémeas Culex quinquefasciatus positivos para os virus DENV,

ZIKV e CHIKV coletados por més e as areas de estudo (Residencial Bosque-AC e Residencial Oeste-

Al) em Séo Sebastido-DF, janeiro de 2017
Culex quinquefasciatus
Numero Més/ano NGMaNg 46 teheas Resultado qRT-PCR
em cada amostra
DENV ZIKV CHIKV
208 Janeiro/2017 7 i + i
227 Janeire/2017 2 = i i
246 Fevereiro/2017 1 - + -
248 Fevereiro/2017 1 - + -
250 Fevereiro/2017 1 + + &
262 Margo/2017 2 = + 2
268 Margo/2017 1 + + _
269 Marco/2017 3 + + -
283 Abril/2017 1 + * -
326 Maio/2017 1 - + -
356 Julho/2017 i + + -
371 Outubro/2018 1 - + -
377 Outubro/2018 1 - + -
380 Outubro/2017 1 - + i
382 Novembro/2017 1 - * -
395 Novembro/2017 1 - + -
397 Dezembro/2017 2 - + .
400 Dezembro/2017 2 o + -
401 Dezembro/2017 5 4 + =
402 Dezembro/2017 2 - + -
410 Dezembro/2017 i - + -
413 Dezembro/2017 8 - + -
415 Dezembro/2017 1 + + +
417 Dezembro/2017 1 & + a
428 Dezembro/2017 2 - + -
429 Dezembro/2017 1 - + -
434 Janeiro/2018 2 5 i z
440 Janeiro/2018 5 - + -
448 Janeiro/2018 2 - + -
451 Janeiro/2018 1 - + -
464 Fevereiro/2018 4 3 + a
469 Fevereirn/2018 1 - + -
470 Fevereiro/2018 1 - + -
482 Margo/2018 1 - + -
483 Margo/2018 1 + + -
484 Marco/2018 1 + + -
480 Margo/2018 1 - + -
491 Abril/2018 1 - + -
452 Abril/2018 3 + + L
493 Abril/2018 1 + + -
501 Abril/2018 10 - + -
503 Abril/2018 1 + + -
509 Abril/2018 1 3 + _
511 Maio/2018 1 - + -
512 Maio/2018 2 + + ”
513 Maio/2018 4 — + -
514 Maio/2018 3 + + -
516 Maio/2018 2 + + -
517 Maio/2018 2 + 1 -
518 Junho/2018 1 - + -
519 Junho/2018 2 - + i
520 Junho/2018 1 + + -
522 Junho/2018 2 - + -
523 Junho/2018 1 - + &
524 Junhe/2018 1 + + 2
525 Junho/2018 1 - + -
527 Junho/2018 2 - + .
528 Junha/2018 1 + + -

a

maio

de

2018.
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Na figura 26, comparam-se os resultados obtidos da distribuicdo dos pools de
mosquitos positivos para cada arbovirus. Dos pools de Ae. aegypti, 2% (n=3)
apresentaram resultados positivos DENV, 2% (n=4) foram positivos para ZIKV e 1%
(n=2) foram positivos para CHIKV. Dos pools de Cx. quinquefasciatus, 6% (n=18)
apresentaram positividade para o DENV, 18% (n=58) foram positivos para ZIKV e
0,31% (n=1) foram positivos para o CHIKV.

O percentual de positividade dos pools para DENV foi significativamente
maior para Cx. quinquefasciatus (P= 0,0440) (Figura 26). Quando avaliada a
positividade para CHIKV, o valor foi proporcionalmente maior para Ae. aegypti
guando comparado a Cx. quinquefasciatus, mas nao foi estatisticamente significativo
(P= 0,5593). Ja em relagao ao ZIKV, a positividade foi significativamente maior em

Cx. quinquefasciatus em relagao a Ae. aegypti (P=0,0001).
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Figura 26 - Distribui¢cdo da frequéncia de pools positivos de mosquitos para cada arbovirus.

Na figura 27, podemos observar a distribuicdo de pools de mosquitos
positivos para dois ou mais arbovirus. Dos pools de Ae. aegypti, nenhum apresentou
positividade para DENV/ZIKV, DENV/CHIKV e ZIKV/CHIKV, mas dois (1,04%) foram
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positivos para os trés arbovirus DENV/ZIKV/CHIKV. Dos pools de Cx.
quinquefasciatus, nenhum apresentou positividade para DENV/CHIKV e
ZIKV/CHIKV, sendo que dezoito (6%) foram positivos para DENV/ZIKV, e um
(0,31%) para DENV/ZIKV/CHIKV.
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Figura 27 - Distribui¢cdo da frequéncia de pools positivos de mosquitos para dois ou mais arbovirus.

A proporgédo de pools positivos para arbovirus em relagdo ao total de pools
testados foi de 12%. Essa proporgdo variou ao longo do periodo do estudo e
apresentou valores diferentes quando comparadas as AC e Al. Antes da intervencéao
na AC a proporgéao foi de 6%, enquanto na Al foi de 7%. Durante a interveng¢édo na
AC a proporcao foi de 11%, enquanto na Al elevou para 12%. Apds o periodo
de intervencao a proporcao foi de 50% na AC, enquanto que na Al obteve-se uma

proporgao de 23% (Figura 28).
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Figura 28 - Proporgao de pools positivos para arbovirus em relagéo ao total de pools testados. Antes
(janeiro a margo de 2017), durante (abril de 2017 a abril de 2018) e depois (maio a junho de 2018) da
intervengao com estagdes disseminadoras de piriproxifeno na area de intervengao (vermelho) e area
controle (verde) em Sao Sebastido-DF. Os circulos indicam as médias e as linhas o erro padrdo. O

circulo preenchido indica o periodo de intervengao na Al.

A proporgao dos pools positivos para arbovirus em relagao ao total de pools
testados nos periodos sem a presenca do piriproxifeno (na AC no periodo antes,
durante e apds intervengao e na Al antes da intervengao) foi de 12%. Ja na Al no
periodo durante e apds a intervengao a propor¢ao foi de 13% (Figura 29). No
apéndice C estdo sumarizados os resultados positivos para ambas as espécies de

mosquitos analisados neste estudo.
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Figura 29 - Proporgéo de pools positivos para arbovirus em relagdo ao total de pools testados nos
periodos com e sem intervencdo com estagdes disseminadoras de piriproxifeno na éarea de
intervengdo e area controle em Sado Sebastido. O circulo preenchido indica a presenga de

piriproxifeno.
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5 DISCUSSAO

Este trabalho apresenta evidéncias importantes sobre os efeitos de estagdes
disseminadoras de PPF na quantidade de mosquitos Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus em uma area urbana de clima tropical. Os uso das EDs com o
inseticida indicou reducdo na quantidade desses mosquitos, principalmente Ae.
aegypti na area de intervencdo em Sao Sebastido- DF. Esse larvicida tem sido
utilizado em baixas concentragdes no controle de criadouros de Ae. aegypti pelos
agentes de saude por orientagdo do Ministério da Saude, demonstrando ser um
produto economicamente viavel e eficaz para o controle de vetores (BRASIL,
2014b). Os dados do presente estudo reforgam estudos prévios (ABAD-FRANCH et
al., 2015; ABAD-FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017)indicando que PPF
disseminado por mosquito € uma boa alternativa que poderia ser adicionada as
estratégias ja existentes de controle de mosquitos.

O controle desses mosquitos a principio depende da destruicao e tratamento
de seus criadouros, 0s quais muitas vezes nao sao detectados pelos agentes de
saude, sendo considerados cripticos. Nesse estudo, a metodologia aplicada como
estratégia de controle, utilizando os préprios mosquitos adultos para disseminar o
PPF, aproveita o comportamento dos mosquitos em detectar esses criadouros
cripticos. No momento da oviposi¢ao, o mosquito com PPF aderido ao seu corpo
entra em contato com a superficie do recipiente, contaminando o habitat aquatico
onde o inseticida vai agir no desenvolvimento das larvas dos mosquitos. Essa
técnica permite o alcance de criadouros que sao dificeis de detectar ou inacessiveis
pelos Agentes, como por exemplo, prédios fechados e residéncias desocupadas.
Além disso, evita o excesso de inseticidas e abrange o tratamento de locais de
reproducdo reduzindo a emergéncia de mosquitos adultos, tendo alta cobertura
especialmente onde os métodos de controle convencionais e acesso humano sao
limitados.

Nesse estudo, utilizagdo da intervengdo com as estagdes disseminadoras de
PPF demonstrou reducdo na quantidade de mosquitos Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus. Na Al, durante o periodo de disseminacdo do PPF, obteve-se
reducao de 72,5% na quantidade desses mosquitos, com maior efeito para Ae.

aegypti. Resultados similares foram obtidos por Abad-Franch et al., (2015) e Abad-
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Franch, Zamora-Perea & Luz, (2017). O primeiro estudo realizado em Manaus-AM,
apos periodo de 4 meses de intervencdo observou-se o aumento nas taxas de
mortalidade juvenil dos mosquitos em aproximadamente 75%. O mesmo estudo
sugere que a disseminagao realizada pela espécie Ae. aegypti pode ser mais
eficiente do que a realizada por Cx. quinquefasciatus. No segundo estudo, em
Manacapuru-AM, no periodo de 8 meses de intervengao, notou-se redugcéo de 79%
a 92% na deteccdo de larvas e emergéncia dos mosquitos Aedes, enquanto
descresceu de 96% a 98%. Dessa forma, observou que a emergéncia adulta de
Aedes reduziu de 96% a 98%. Em ambos estudos citados acima, o efeito do PPF foi
estimado avaliando a emergéncia de adultos em criadouros sentinelas/larvitrampas,
diferindo deste trabalho onde analisou o efeito do produto na quantidade de
mosquitos adultos no ambiente urbano.

No presente estudo, no ultimo més do periodo de intervencao (abril de 2018)
foi observado um aumento (7,63%) na quantidade desses vetores na area controle,
principalmente dos mosquitos Cx. quinquefasciatus aspirados. Posteriormente, apos
2 meses da retirada das EDs, notou-se uma reducédo de 78,8% na quantidade
desses mosquitos na AC. Entretanto, nas duas areas de estudo houve uma reducgao
significativa das duas espécies de mosquitos vetores, mesmo apods a retirada das
EDs. Estudos realizados na Amazobnia apresentaram dados relevantes do uso das
EDs com PPF, comprovando que a disseminagcdo realizada pelos mosquitos
proporcionou alta cobertura nos locais de reprodugédo em escala de bairro (ABAD-
FRANCH et al., 2015) e cidade (ABAD-FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ, 2017),
reduzindo as populacdes desses vetores. Em escala de bairro, demonstraram que
0S mosquitos podiam disseminar particulas do inseticida para habitats larvais a
distancias entre 3 a 400 metros (ABAD-FRANCH et al., 2015).

A aspiracdo de mosquitos adultos como monitoramento entomoldgico
demonstrou alta frequéncia de mosquitos nas areas de estudos. A quantidade de
mosquitos coletados em cada bairro foi diferente entre as espécies. Foi observado
ao longo do estudo que a presenca de Ae. aegyptifoi maior na Al e Cx.
quinquefasciatus na AC. Essa é uma variavel importante para a eficacia da
disseminagao, que depende da quantidade de mosquitos adultos no ambiente para

dispersar o produto (SUMAN et al., 2018). As fémeas de Ae. aegypti séo capazes de



88

visitar varios criadouros em uma unica postura, por conseguinte reproduzindo em
diversos locais pequenos e de dificil acesso (cripticos), servindo como refugio de
métodos de controle  convencionais (MAINS, BRELSFOARD & DOBSON,
2015; ABAD-FRANCH et al.,, 2015; ABAD-FRANCH, ZAMORA-PEREA & LUZ,
2017; UNLU et al., 2017).

No presente estudo, a quantidade de mosquitos adultos obtida em cada area
pode estar relacionada as diferentes caracteristicas ambientais e climaticas. O
monitoramento entomoldgico apresentou valores consideraveis nos periodos com
maior precipitagdo, principalmente na AC. Nos meses com maiores picos de
precipitagdo pluviométrica, antes (janeiro a marco de 2017) e durante a intervengao
(janeiro a margo de 2018), indicando o efeito da intervencdo com EDs na quantidade
mosquitos coletados, especialmente no numero de Ae. aegypti capturados na Al.
Contudo, o estudo realizado por David, Ribeiro e De Freitas (2012), demonstrou que
a temperatura e as chuvas nao influenciaram diretamente na quantidade dos
mosquitos Cx. quinquefasciatus coletados no Rio de Janeiro. Posteriormente, os
autores concluiram que biologia populacional dessa espécie variou de acordo com
as caracteristicas do ambiente em que foram coletados, indicado um desafio para os
métodos de controle desse mosquito. Em outro estudo, essas duas espécies de
mosquitos foram coletadas durante todos os meses em outro estudo realizado em
campo. Cx. quinquefasciatus foi coletado em maior niumero nos meses de estagéo
seca € em menor quantidade nos periodos que constavam alta precipitagao
pluviométrica. Entretanto, Ae. aegypti foi coletado em maior niumero em periodos
chuvosos, mantendo condi¢des ideais para reprodugao desse vetor. Apesar disso, a
temperatura e as condi¢cdes pluviométricas da regido nao influenciaram diretamente
o indice de infestagdo dessa espécie (COSTA & CALADO, 2016). Em condi¢des
climaticas variaveis em campo, a dispersdao do PPF nao foi comprometida, sendo
eficaz na contaminacéo dos criadouros em até 200 metros de distancia (SUMAN et
al., 2018). Essa estratégia de controle pode ser adequada para a espécie Ae.
aegypti nos periodos de seca, pois a falta de chuva compromete a disponibilidade de
locais de reproducdo e pode aumentar a dispersdao das fémeas a procura de
reservatérios para ovipor (SOARES et al.,, 2015), assim contribuindo para

disseminagao do PPF.
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De acordo com dados fornecidos pela Diretoria de Vigilancia Ambiental em
Saude do Distrito Federal (DIVAL), houve aplicagédo de inseticidas UBV nas
quadras/bairros de Sado Sebastido em que se realizou esse estudo. Em alguns
momentos a pulverizagao foi realizada na AC e/ou Al coincidindo com as datas da
aspiracdo dos mosquitos nesses bairros. Dessa forma € possivel sugerir que este
tenha contribuido para reducdo dos mosquitos nas areas de estudo, especialmente
na Al. O Ministério da Saude recomenda que a pulverizagado de adulticidas quimicos
seja realizada apenas em periodos de surtos ou epidemias de dengue para o
controle de Ae. aegypti (BRASIL, 2009). Tais efeitos sao relevantes na reducéo
imediata de populagdes adultas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. Assim, esse
método pode ser utilizado como parte de um programa integrado no controle vetorial
(ESU et al., 2010; ZHANG, DORR & HEWITT, 2015; MARINI et al., 2019).

Devido a presenca constante desses mosquitos nas residéncias, acredita-se
gue os moradores usavam inseticidas regularmente. O uso desses produtos tornou-
se um habito comum para os moradores de areas urbanas, devido a presenga de
insetos hematéfagos (DE OLIVEIRA et al., 2015). No Distrito Federal, mais de 60%
dos casos envolvendo intoxicagdo por agrotdéxicos ocorreram com inseticidas
domésticos com principio ativo piretrdide, principalmente em acidentes com produtos
contendo cipermetrina ou deltametrina (REBELO et al.,, 2011). Porém, os
mosquitos Ae. aegyptie Cx. quinquefasciatus tém desenvolvido mecanismos de
resisténcia a inseticidas formulados com essas e outras substancias
(YADOULETON et al., 2015; MOYES et al., 2017), resultando no uso indiscriminado
desses inseticidas e consequentemente aumentando os casos de intoxicagao.

Em relagdo as caracteristicas das areas de estudo, as duas regides
residenciais possuem vegetacao nativa proxima, além de casas em construgao e
lotes vazios. Devido a crise hidrica por longos periodos em algumas regides de Séo
Sebastido, os moradores possuem o habito de acumular de agua em grandes
recipientes, como caixas d'agua, dentro e fora das residéncias. A maioria dos
imoveis apresentavam entulhos, cobertura vegetal e cisternas no quintal. Essas
caracteristicas favorecem condi¢des suscetiveis a formacado de criadouros para os
mosquitos, como relatado por Forattini e Brito (2003) e Valenca et al. (2013). As

exigéncias ecoldgicas para Ae. aegyptie Cx. quinquefasciatus séo diferentes,
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apesar disso, ambas as espécies apresentam alta adaptabilidade bioldgica,
possibilitando a coexisténcia nos mesmos locais de reprodugdao (SANTANA-
MARTINEZ, MOLINA & DUSSAN, 2017).

Nesse contexto, a equipe desse projeto analisou o perfil socioeconémico dos
moradores, a frequéncia dos possiveis criadouros de Ae. aegypti e as caracteristicas
da construcdo dos imoéveis na AC e na Al. Estes resultados demonstram a
similaridade de criadouros em ambas as areas, bem como uma homogeneidade em
seus perfis socioecondmicos e de constru¢do das moradias (ARAUJO et al., 2018).

Durante a realizagao do estudo, todos os moradores que participaram foram
orientados a repor a agua da ED de uma a duas vezes por semana, para manté-la
com agua. Entretanto, houve de perda da estagcdo devido a mudancga, abandono da
residéncia ou desisténcia do morador, outras estavam sem agua e até inutilizaveis.
A manutengao das EDs requer gastos com transporte para a equipe, reposi¢céo do
larvicida, tempo e mao de obra com equipe treinada e colaboracdo dos moradores
para manter a estacédo ativa o restante do més. A participagao da comunidade em
programas de controle vetorial € importante para a sucesso da realizagao das
metodologias. A manutencado das EDs foi realizada mensalmente considerando o
efeito residual do PPF entre 8 a 12 semanas (Brasil, 2014b; SUMAN et al., 2018),
obtendo bom desempenho em condi¢gées de campo. Dessa forma, o estudo tentou
apresentar uma rotina similar a dos programas de controle vetorial realizados pelos
agentes. Porém, Abad-Franch et al. (2015) e Abad-Franch, Zamora-Perea e Luz
(2017) realizam estudo com EDs com capacidade de dois litros e realizaram
manutencao quinzenal, essas carateristicas sao importantes principalmente em
ambiente com baixa umidade como o Distrito Federal em periodos de seca e
manutencao espagadas.

O monitoramento entomoldgico constatou a evidente redugéo na quantidade
dos mosquitos adultos pelas estacbes disseminadoras de piriproxifeno. Apesar
disso, ao longo do estudo nao foi possivel comprovar a efetividade do PPF em
outros criadouros e o fluxo de mosquitos entre os bairros de Sdo Sebastido. Esse
trabalho faz parte de um estudo mais amplo que inclui outros objetivos que ainda

estdo sendo analisados, considerando o efeito de todos os possiveis fatores que
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influenciaram na quantidade de mosquitos adultos coletados nas areas de estudo,
por exemplo, fatores climaticos e uso do UBV.

No presente estudo, a multiplex RT-gPCR foi capaz de detectar o DENV,
ZIKV e CHIKV em quatro amostras de Ae. aegypti. Portanto, 50% apresentaram
positividade simultdnea para os trés arbovirus, 25% detectaram tanto DENV quanto
CHIKV e 25% apresentou positividade apenas para ZIKV. A circulacdo simultanea
dupla ou tripla desses arbovirus em humanos sao frequentemente relatadas em
regidoes endémicas (CARDOSO et al., 2015; AZEREDO et al., 2018).

Ruckert et al. (2017) infectaram mosquitos Ae. aegypti com os virus CHIKV,
DENV-2 e ZIKV individualmente, em dupla e tripla infeccdo e demonstraram que
essa espécie é capaz de co-transmitir todos os pares de virus, tal como os trés
arbovirus em conjunto. Observou-se também que essa co-infecgdo nao alterou a
competéncia vetorial. Dessa forma, demostrando a probabilidade desses mosquitos
adquirirem multiplos arbovirus durante uma unica atividade alimentar.

Ademais, a presenga dos virus DENV e CHIKV foi relatada em surtos
simultaneos de co-infecgdo em humanos de ambos os virus em Saint Martin e
Gabao, sendo nesse ultimo também observada a co-infecgcdo no mosquito coletados
em campo (CARON et al., 2012; OMARJEE, 2014). Recentemente, um estudo
laboratorial demonstrou que os mosquitos Ae. aegypti infectados sequencialmente
com DENV e CHIKV sado capazes de disseminar e transmitir ambos os virus
simultaneamente (NUCKOLS et al., 2015). Na Colémbia, foram relatados sete casos
fatais de pacientes com dengue e co-infectados com CHIKV. Esses casos foram
confirmados por caracteristicas clinicas, laboratoriais e avaliagdo da histopatologia
dos tecidos da autopsia (MERCADO et al., 2016).

Porém, foi realizado pelo Dr. Fernando Lucas Melo e Dr. Bergmann Morais
Ribeiro o sequenciamento gendmico das duas amostras de Ae. aegypti que foram
positivas para os trés abovirus avaliadas nesse estudo, confirmando a presencga
apenas do ZIKV. Charrel et al. (2017) avaliaram a capacidade dos laboratorios
europeus em realizar testes moleculares para diagndstico de ZIKV. Por meio da
avaliacao externa de qualidade, demonstrou oscilagao na sensibilidade técnica em
60% dos laboratérios participantes. No Brasil, os resultados da avaliagdo néo

diferiram significativamente do estudo realizado na Europa, apresentando
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sensibilidade e especificidade limitadas (FISCHER et al., 2018). Os autores orientam
gue a metodologia usada necessita de outras técnicas para confirmar a presenca
desse arbovirus e ressaltam a importancia avaliagdes continuas de qualidade desde
a extragao até testes de diagnostico.

Nesse estudo, a positividade de ZIKV foi significativamente maior em Cx.
quinquefasciatus. Além disso, nas amostras restantes foi detectado
simultaneamente DENV/ZIKV e apenas uma amostra foi positiva para o trés
arbovirus. Estudo realizado em Recife-PE, o ZIKV foi detectado no intestino médio,
nas glandulas salivares e na saliva de Cx. quinquefasciatus, que foram infectados
artificialmente de cepa do ZIKV isolada de um paciente local (GUEDES et al., 2017).
Durante a epidemia em Vitéria-ES, detectaram, isolaram e sequenciaram o genoma
do ZIKV em amostras de Cx. quinquefasciatus aspirados nessa regido. Esses
resultados reforcam a hipotese de que essa espécie possivelmente esta envolvida
na transmissao desse virus (AYRES et al., 2019).

Em outro estudo, realizado na China, demonstrou-se a presenca do ZIKV em
Cx. quinquefasciatus na saliva e nas glandulas salivares até 8 dias e 10 dias,
respectivamente, apdés a refeicdo de sangue infectado. Concomitantemente, em
outro experimento de transmissao, identificou-se a presenca desse arbovirus em
camundongos apos serem picados por mosquitos infectados (GUO et al.,
2016). Phumee et al. (2019) demonstraram que o ZIKV pode ser transmitido
verticalmente até a sexta geracdo em fémeas e segunda geracdo em machos de Cx.
quinquefasciatus. Entretanto, em Ae. aegypti o ZIKV foi detectavel apenas na
primeira gerag¢ao. Esses resultados apontam que esse arbovirus tem a capacidade
de se replicar nos tecidos de Cx. quinquefasciatus e possivelmente pode
desempenhar papel secundario ou de potencial vetor.

Em contrapartida, estudos realizados no Sudeste e Nordeste do Brasil,
comprovaram que Cx. quinquefasciatus capturados nessas regides ndao possuiam
competéncia vetorial para ZIKV (FERNANDES et al., 2016; FERNANDES et al.,
2017). Esse resultado corrobora com estudos realizados na China (LIU et al., 2017),
Guadaloupe- llha Francesa (HERY et al., 2019) e EUA (MAIN et al., 2018). Diante
disso, podemos elencar alguns fatores que podem afetar a competéncia dos vetores.

Os mosquitos coletados em diferentes regides geograficas podem ter graus distintos
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de competéncia viral (PHUMEE et al., 2019). Os fatores ambientais e genéticos
afetam a competéncia do mosquito para arboviroses (TABACHNICK, 2013).
Ademais, a microbiota dos mosquitos influencia nos aspectos da biologia do
hospedeiro, incluindo competéncia vetorial para arboviroses como dengue, Zika e
chikungunya. Esses fatores sdo pouco elucidados na literatura, tornando-se um
grande desafio para a satude publica (SALDANA, HEGDE & HUGHE, 2017).

Apos a realizagao do repasto sanguineo virémico em paciente os mosquitos
Cx. quinquefasciatus foram naturalmente infectados por DENV-2. Apesar de
apresentarem taxas de infec¢do menores que as de Ae. aegypti e Ae. albopitus, o
autor sugere que esse mosquito possa desempenhar um papel menos importante na
transmissdao desse arbovirus (LUO, 1993). Recentemente, fémeas de Cx.
quinquefasciatus foram coletadas em Cuiaba-MT, apresentaram frequéncia de
infeccdo natural e taxa minima de infecgdo (MIR) positivas para virus da dengue
(DENV-4) (SERRA et al., 2016).

Nao ha relatos de deteccdo simultdnea desses arbovirus em Cx.
quinquefasciatus na literatura. Alguns autores testaram a competéncia vetorial desse
mosquito para o virus que causam doengas como dengue (VAZEILLE-FALCOZ et
al., 1999) e chikungunya (RICHARDS, ANDERSON & SMARTT, 2010; GHOSH et
al., 2019), mas concluiram que esse mosquito ndo é um vetor competente para
transmitir essas arboviroses.

De acordo com a pés-doutora Thais Tamara Castro e Souza Minuzzi, a ultima
placa do kit de RT-qPCR apresentava pouco material liofilizado e cor diferente dos
utilizados anteriormente. Essas caracteristicas podem ter contribuido para o numero
anormal de positividade para o ZIKV em 31 pools de Cx. quinquefasciatus
analisados na placa. Porém, ndo houve amplificagdo dos controles negativos,
apenas a amplificagédo do controle interno em todas as reagdes (FAGO MS2). Esses
resultados reforcam a necessidade de utilizar diferentes metodologias para confirmar
a presencga desses arbovirus nas amostras de Cx. quinquefasciatus. Diante disso,
futuramente os pools de Cx. quinquefasciatus serao submetidos ao sequenciamento
do genoma para detectar e caracterizar DENV, ZIKV e CHIKV.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem que ha circulagdo desses

arbovirus nos mosquitos em Sao Sebastido- DF. Dessa forma, € necessaria a
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continuidade, intensificagdo e ampliagcdo da cobertura do sistema de vigilancia
entomoldgica e epidemiolégica de dengue, Zika e chikungunya nessa regido
administrativa e outras areas do DF e do Brasil. Essas a¢des sao primordiais para a
ampliacdo da vigilancia das arboviroses e desenvolvimento de estratégias de
prevengao e controle.

Nesse estudo, a analise da propor¢cdo de pools positivos para arbovirus em
relacao ao total de pools testados nao apresentou correlagdo nos periodos com ou
sem a disseminag¢ao do PPF na AC e Al O estudo realizado por Abad-Franch,
Zamora-Perea e Luz (2017) estimou por meio de modelos matematicos que a
disseminag¢ao do PPF reduziu efetivamente as populacdes de mosquitos em escala
espacial, bem como bloqueou a transmissao desses arbovirus por mosquitos. Outro
estudo realizado no sul do Vietna por Tsunoda et al. (2013), na qual avaliou método
(Olyset® Net e PPF) de controle vetorial em duas areas, demonstrou que na area de
intervencao houve redugédo na taxa infec¢do pelo virus da dengue, principalmente
em criangas com idade de 2 a 5 anos. Assim, indicando que a metodologia preveniu
a transmissao dessa arbovirose em criangas pequenas, contanto que permanegam
em casa a maior parte do tempo.

A maioria dos estudos apresentam parametros entomoldgicos, ainda ha
poucos estudos relacionando o efeito do controle de mosquitos na redug¢ao de casos
dessas arboviroses em humanos. Assim, a realizagao de futuros trabalhos nesse
contexto € necessaria para o0 acompanhamento da transmissdo dessas arboviroses
e prevencao de futuras epidemias.

Apesar de ja ser preconizado o uso do PPF pelo Ministério da Saude, nesse
estudo foi apresentado uma alternativa que contribui no trabalho realizado em
campo, principalmente pelos agentes que trabalham no combate aos vetores.
Percebe-se que seu uso é de facil operacionalidade, baixo risco a saude de
humanos e animais domésticos, requer pouco cuidado de manutengao, além de ser
baixo custo financeiro frente a outros compostos quimicos. Foi observado nesse
estudo uma reducéao significativa na quantidade mosquitos adultos apds seu uso.
Diante das endemias arbovirais no Brasil, principalmente no que tange DENV, ZIKV
e CHIKV, é necessario que medidas efetivas de controle e combate a vetores seja

colocada em pratica. Outro fator importante demonstrado nesse estudo, a



95

colaboragdo da comunidade no desenvolvimento de um método de controle de
mosquitos. Programas de controle de mosquitos tornam-se eficazes e
sustentaveis com a participagdo da comunidade, como referido por Harburguer et al.
(2011). Estudos de vigilancia envolvendo entomologia e virologia sao ferramentas
importantes para monitorar mosquitos e determinar estratégias de intervengao para
controlar e prevenir epidemias causadas por arboviroses- dengue, Zika e

chikungunya.
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6 CONCLUSAO

Houve reducdo significativa na quantidade de mosquitos na area de
intervencao com estacdes disseminadoras de piriproxifeno (EDs) em Sao Sebastido-
DF. A reducgao foi de 72,5% na quantidade de mosquitos na area com EDs durante a
intervengdo, enquanto na area controle houve um aumento de 7,6% no mesmo
periodo. Especificamente, as capturas de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus na Al
diminuiram em 84,3% e 47,3%, respectivamente durante a instalagdo das EDs.

A quantidade de mosquitos foi maior nos meses com maior precipitacao.
Porém, ao analisar somente os dados dos meses chuvosos (para reduzir influéncia
de fatores climaticos na analise) observou-se uma redugdo de 70% e 42% na
quantidade de mosquitos Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus respectivamente,
indicando que o efeito da intervencdo com EDs foi relevante para explicar a redugao
na quantidade desses mosquitos.

Os virus DENV, ZIKV e CHIKV foram detectados em Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus no Distrito Federal sendo que o diagndstico molecular por RT-
gPCR indicou co-circulagdo desses virus nos mosquitos. Porém, é necessario a
realizagdo do sequenciamento génomico para confirmar o resultado da RT-gPCR.

Foram observadas diferencas na proporcao de Ae. aegypti e Cx.
quinquefasciatus positivos para DENV e ZIKV; uma maior propor¢édo de Cx.
quinquefasciatus positivos para ZIKV foi detectada.

Nao houve diferenca na propor¢ao de mosquitos positivos para DENV, ZIKV e

CHIKV nos periodos com ou sem intervengao nas areas de estudo.
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Apéndice A - Termo para autorizagao para instalagcao de armadilhas e captura

de mosquitos na area interna e externa da residéncia

Universidade de Brasilia
Faculdade de Medicina

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: Zika, Dengue e Chikungunya: abordagem multidisciplinar para desenvolvimento de
solugdes aplicaveis em saude publica
Atividade: Instalagdo de armadilhas e captura de mosquitos na area interna e externa da
residéncia
Os pesquisadores Rodrigo Gurgel Gongalves e Marcos Takashi Obara pedem sua autorizagao para
instalar armadilhas para coleta de mosquitos no seu domicilio e/ou realizar captura de mosquitos com auxilio de
aspirador elétrico. O objetivo desde projeto é avaliar uma estratégia de controle de mosquitos com larvicida, o
qual ndo é prejudicial para humanos nem animais domésticos. Com a sua autorizagao, estas armadilhas serao

instaladas por 18 meses. Durante este tempo, a equipe de pesquisa e/ou agentes de saude realizardo visitas
domiciliares uma a duas vezes por més.

Este projeto estd sendo desenvolvido por pesquisadores da Universidade de Brasilia e servidores da
Secretaria de Estado da Saude do Distrito Federal.

Mesmo apds sua autorizagdo, vocé tera o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, independentemente do motivo e sem prejuizo do atendimento fornecido pela equipe.
Vocé nao tera nenhuma despesa e também nenhuma remuneragéo. Vocé sera informado pessoalmente dos
resultados da pesquisa. Ao auxiliar na realizagdo desde estudo, vocé ajudara no fornecimento de
informagodes para a prevencgao da dengue, zika e chikungunya. Os resultados serdo analisados e divulgados
em relatérios e artigos cientificos; a equipe do projeto também realizara atividades de divulgacdo dos resultados
na prépria comunidade. Contudo, sua identidade sera mantida em sigilo, e ndo aparecera em nenhum relatério,
artigo ou qualquer outro meio de divulgagao.

Se vocé quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa, pode fazer contato com o pesquisador
Rodrigo Gurgel Gongalves pelo telefone (61) 31071787 ou pelo E- mail: gurgelrgg@gmail.com

Consentimento Livre e Esclarecido
L TR , devidamente
informado e esclarecido sobre o conteldo deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida, livremente dou
meu consentimento para a minha inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma

copia desde documento.

Endereco:
............... ) S
Assinatura do entrevistado Data
............... ) S

Nome do profissional que realizou a atividade Data
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Apéndice B - Termo de autorizagdo da instalacao de potes para controle de

mosquitos

GPS:

Umiversidade de Brasilia
Faculdade de Medicina

Projeto: Zika, Dengue e Chikungunya: abordagem multldisciplinar para desenvolvimento de
solugdes aplicivels em satde publica

Atividade: Instalagiio de potes para controle de mosquitos

Os pesquisadores Rodrigo Gurgel Gongalves e Marcos Takashl Obara pedem sua autorizacio
para iustalar potes para controle de mosquitos no seu domicilio. O objetive desde projeto é avaliar
mma estratégia de controle de mosquitos com larvicida. o qual niio € prejudicial para humanos nem
anlmais domésticos. Com a sua antorizacio, potes com o larvicida serdo instalados por 13 meses.
Durante este tempo, a equipe de pesquisa e‘ou agentes de satde realizardao visltas domiciliares de no
maximo 5 minutos wna a duas vezes por meés.

Este projeto esta sendo desenvolvido por pesquisadores da Universldade de Brasilla e
servidores da Secretaria de Estado da Saide do Distrito Federal.

Mesmo apos sua autorizagao, vocé tera o direlto e a liberdade de retirar seu consentimento em
gqualquer fase da pesquisa, independentemente do motivo e sem prejuizo do atendunento fornecido
pela equipe. Vocé ndo tera nenhuma despesa e também nenhuma remuneragio. Vocé serd informado
pessoalmente dos resultados da pesquisa. Ao auxiliar na realizagio desde estudo. vocé ajudara no
fornecimento de Informagdes para a prevengdo da dengue, zika e chikungunva. Os resultados
serdo analisados e divulgados em relatorios e artigos cientificos; a equipe do projeto tambeém realizara
atividades de divulgacdo dos resultados na propria conmmidade, Contudo. sua identidade sera
mantida em sigllo, e nio aparecera em nenhum relatério, artigo ou qualquer outro meio de
divulgagdo,

Se voce quiser saber mais detalhes e os resultados da pesquisa. pode fazer contato com o
pesquisador Rodrigo Gurgel Gongalves pelo telefone (61) 31071787 ou pelo E- mail:
gurgelrgeg@ gmail.com

UL, 1 simisiosmnsnams ssmpmrrmiinssmsdinisinns s simimensrust asmsssreris inns ssminbmns s s chsbens ssmsbsmsiassnsnsiermssnst e runiea OWVIdAENTE informado e
esclarecida sobre o comtendo deste documento e da pesquisa a ser desenvolvida. liviemente dou meun
consentinento para a minha inclusdo como participante da pesquisa e atesto que me foi entregue uma copia
desde documento.

Enderego:

Assinanira do entrevistado Data

Nome do profissional que realizou a atividade Data



Apéndice C - Informativo aos participantes do projeto

>

Umversidade de Brasilia
Faculdade de Medicina

INFORMATIVO AQS PARTICIPANTES DO PROJETO:

Zika, Dengue e Chikungunya: abordagem maultidisciplinar para desenvolvimento de solucdes
apliciveis em sanide piblica

O objetive do projeto foi avaliar uma maneira de controlar os mosquitos com wm inseticida
espalhado por mosquitos e verificar se os mosquitos estavam infectados pelos virus da Dengue, Zika e
Chikungunya.

Meétodos: na drea de intervencdo (Residencial Oeste) instalamos 150 estagdes com inseticida
(PPF). um poderoso larvicida que nfio é prejudicial para humanos e animais domésticos: as estagdes
receberam manutencio mensal (reposicio de agua e PPF) entre marco de 2017 e marco de 2018. Entre
janeiro de 2017 e junho de 2018 coletamos mensalmente (usando aspiradores elétricos e armadilhas de
ovos) mosquitos em 30 residéncias (dentro e ao redor das casas) no Residencial Oeste e 30 residéncias
em uma area sem aplicacdo do inseticida (Bosque), mas com caracteristicas parecidas (quintais e
estrutura da casa). As fémeas dos mosquitos 4e. aegypti capturadas foram analisadas para verificar se
estavam infectadas pelos virus da Dengue, Zika e Chikungunya. Os resultades do projeto seguem
abaixo:

Resultados da aspiracio de mosquitos adultos: Os mosquitos foram identificados como Ae.
aegypti (835 individuos, mosquite da dengue) e Cx. quinguefasciatus (3641 individuos, pernmilongo
comum ou murigoca). O nmimero de mosquitos adultos capturados foi parecide nas duas areas antes da
instalaco das estagdes; diminuiu no Residencial Oeste mas nio no Bosque durante a aplicacio de PPF.
e aumentou no Bosque mas ndo no Residencial Oeste nos trés meses posteriores a retirada das estacoes.
As capturas mensais de 4e. gegpti no Residencial Oeste diminuiram mais de 80% durante a
instalacfio das estacdes (antes de 19 mosquitos capturados por hora, para 6 por hora). No Bosque
registramos uma diminuicio de quase 50% (6 para 3 mosquitos/hora) ao comparar os mesmos periodos.
Estes resultados indicam que estacdes com PPF diminuiram o mimero de mosquitos nas casas estudadas.

Resultados da aspiracio de mosquitos adultes: Os mosquitos foram identificados como de.
aegypti (835 individuos, mosquito da dengue) e Cx. quinguefasciatus (3641 mdividuos, pernilongo
comum ou murigoca). O nimero de mosquitos adultos capturados foi parecido nas duas areas antes da
instalagdo das estagdes; diminuiu no Residencial Oeste mas niao no Bosque durante a aplicacio de PPF.
e aumentou no Bosque mas ndo no Residencial Oeste nos trés meses posteriores a retirada das estacdes.
As capturas mensais de 4de. aegypfi no Residencial Oeste diminuiram mais de 80% durante a
instalaciio das estacdes (anfes de 19 mosquitos capturados por hora. para 6 por hora). No Bosque
registramos uma diminuicio de quase 50% (6 para 3 mosquitos/hora) ao comparar os mesmos periodos.
Estes resultados indicam que estagdes com PPF diminuiram o mamero de mosquitos nas casas estudadas.

Resultados das armadilhas de ovos: foram contabilizados quase 44 mil ovos em 458 armadilhas
positivas nas duas areas. Houve pouca diminuicio na quantidade de ovos no Residencial Oeste.
contrastando com a clara dinunuicdo no nimero de mosquitos, indicando que as armadilhas de ovos e
sdo pouco uteis na avaliagio do controle de mosquitos wbaneos utilizando estagdes de PPE.

Resultados da infeccio viral de 4. aegypri: Das 196 amostras de mosquitos, 6 foram positivas
para os virus da dengue, Zika e chikungunyva no Residencial Oeste e Bosque em 2017 e 2018, nos
meses chuvosos.

Canclusides: Os larvicidas espalhados por mosquitos sdo muito importantes para o controle de
mosquitos na cidade. Ha a circulagdo dos virus da dengue, Zika e chikimgunya em mosquitos 4. aegypti
em Sdo Sebastifio.

Recomendacdes: Apesar da baixa infecg@io nos mosquitos, torna-se fundamental a colaboracéo da
populacéo para eliminar os criadouros de mosquitos como pneus, vasos de planta, garrafas, entulho/lixo
além de manter vedados reservatorios de agua como caixas d’agua. cisternas/fossas e limpar calhas,
piscinas e ralos.

Se wvocé quiser saber mais detalhes dos resultados da pesquisa. pode fazer contato com o
pesquisador Rodrigo Gurgel Gongalves pelo telefone (61) 31071787 ou pelo E- mail
ourgelrop(@email com. Agradecemos sua participaciio no projeto. Esperamos que essa maneira de
controle seja avaliada em outras areas do Brasil e que futuramente ela seja recomendada pelo Ministério

da Saude para controle de mosquitos nas cidades.

Cordialmente,

Rodrigo Gurgel Gongalves — Coordenador do projeto. UnB
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Apéndice D - Amostras de mosquitos positivas para DENV, ZIKV e CHIKV

CT
Codigo PCRe Espécie Habitat ~ Local Mes ' N°defémeas emcadapool DENV ZIKV CHIKV
11 Aarles asgmti Intra+Peri  Intervencio jany 3 22,354
79 Aedies asgypli Intra Intervencia abr17 1 28675 26478 Zr012
145 Aedies asgypli Peri Controle jan18 1 33378 30841 31909
179 Aecdles asgypti Intra Intervencio abr18 1 27.032
208 Culex quinguefasciaius Intra Cantrole a7y 7 33567
227 Culex quinguefascatus Intra Controle Jan17y 2 34215
246 Cllex quinglefasciaius Peri Intervengin few17? 1 34,009
248 Culew quingiefascialus Intra Interven;in few17 1 24,427
250 Culex quinguefascatus Intra Intervencia few1? 1 321 29713
262 Culex quinguefascatus Intra Controle mar17 2 32646
268 Culax quinguefasclaius Intra Controle mar17 1 33.9¥0 32870
269 Culex quinguefasciatus Intra Controle mar17 3 34528 32266
283 Culex quinguefascatus Intra Controle abr17 1 32261 29742
326 Cllex quinglefasciaius Irira Intervengin maif 17 1 34,077
256 Cidex quinguetasaiatis Intra Intervencio juir7 1 34777 32088
37 Culex quinguefascatus Peri Controle out1y 1 33134
377 Culex quinguefascatus Intra Intervencia out1y 1 31.094
380 Culow quinguofascialus Intra Controla nov 17 1 34774
392 Culex quinguefasciatus Intra Intervencin now17 1 22308
395 Culex quinguefascatus Intra Intervencia now 7 1 31623
397 Culex QUinguEsciaivs Feri Cunlrule U 17 z 30,908
400 Culew quingirefasciatis Intra Confrole re7/17 7 AT
40 Culex quinguefascatus Intra Controle dezr/17 5 32722
402 Culex quinguefascatus Intra Controle dezr/17 2 33168
410 Culow quinguofascialus Intra Controla dez/17 1 32166
413 Culex quinguefasciatus Peri Controle der/17 8 33983
415 Culex quinguefascatus Intra Controle dezr/17 1 32227 305 M 432
417 Culex QUinyuelasuiaius [{I€]) Inlervenzio Ues 17 1 3335
428 Culex guinguefasciaius Intra Intervencin dez/17 2 3405
429 Culex quinguefasclatus Intra Intervencia dezl17 1 3331
434 Culex quinguefasclatus Intra Contrala jan'17 Z 18007
440 Culex quinguefasclatus Peri Controla jan17 5 33,203
448 Culex quinguefaschatus Intra Controle Jan17 2 33026
451 Culex quinguefaschatus Intra Controle Jan17 1 34853
464 Culex quinguefasclaius Intra Controle few'10 4 31,922
469 Culex guinguefasciaius Peri Cantrole few18 1 34,699
470 Culex quinguefaschatus Intra Controle few18 1 34104
482 Culex quinglefasciaius Feri Cantrole mar' 18 1 34,193
483 Culey quinguefascialus Peri Controla mar' 18 1 32801 30636
484 Culex quinguefaschatus Intra Controle mar/18 1 33557 32671
490 Culex quinguefaschatus Peri Intervencio mar/18 1 33851
491 Culex quinguefasclaius Feri Controle abr1o 1 34.GG0
492 Culex quinguefasciaius Peri Cantrole abr18 3 2994 29176
493 Culex quinguefaschatus Intra Controle abr1é 1 32161 30908
501 Culex quinglefasciaius Intra Cantrole abr1g 10 31,742
503 Culew quingiefascialus Peri Interven;in abr1a 1 27,0683 25907
509 Culex quinguefaschatus Intra Intervencio abr1é 1 33886
51 Culex quinguefaschatus Peri Controle maif18 1 32723
512 Culax quinguefasclaius Peri Controle mail 18 2 31605 20201
513 Culex quinguefasciaius Peri Cantrole mail18 4 3073
514 Culex quinguefasciatus Intra Controle maif18 3 30,841 29331
516 Culex quinguetasciaius Itra  Imervencdo  mail18 z 29806 27999
517 Culew quingiefascialus Peri Interven;in mail 18 2 20243 27707
518 Culex quinguefasciatus Intra Controle juni18 1 32329
519 Culex quinguefasciatus Peri Controle juni18 2 31.062
520 Culax quinguefascralus Intra Controle jun18 1 31738 20482
522 Culex quinguefasciatus Intra Controle juni18 2 332
523 Culex quinguefasciatus Intra Controle juni18 1 32358
524 Culex quinguetasciaius ra  Conrole juné18 1 30021 28258
505 Culew quingiefasciatis Intra Confrole juni18 1 33363
527 Culex quinguefasciatus Intra Controle juni18 2 30903
528 Culex quinguefasciatus Intra Intervencia juni18 1 28447 26477



