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RESUMO

Em 2017-2019, um surto de febre amarela silvestre (FAS) acometeu o estado do Rio
de Janeiro. Epizootias de primatas ndo-humanos (PNHs) foram amplamente reportadas,
inclusive em areas de conservacao de espécies ameagadas de extingdo. Além da imunizagéo
de humanos, estratégias complementares foram sugeridas, como a vacinagdode PNHs,
que, além de potencialmente colaborar para a redugao da transmissédo do virus amarilico
(YFV), evitaria a extingdo de espécies ameagadas. Porém, a possibilidade do virusvacinal
atenuado ser fransmitido por mosquitos na natureza, que poderia pbr em risco as
propriedades genéticas do virus e biolégicas da vacina, precisava ser averiguada. Assim, no
presente estudo, lotes de mosquitos Aedes aegypti, Haemagogus leucocelaenus,
Haemagogus janthinomys, Sabethes albiprivus e Sabethes identicus foram alimentados
diretamente em micos-ledes vacinados e mantidos no Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro (CPRJ), em Guapimirim. Os repastos foram feitos no terceiro dia apds a vacinagéo
dos animais com o virus atenuado YFV-17DD, quando a carga viral no sangue variou de
1,05x10% a 6,61x10% PFU/mL. Apds 14 e 21 dias de incubagao a 26°C, 80%UR e fotoperiodo
de 12/12h, homogenatos do corpo (térax + abdome) de nenhum dos 620 mosquitos
examinados por RT-qgPCR se mostrou infectado. Para verificar se o titulo viral no sangue dos
PNHs foi determinante na infecgao dos vetores, outros lotes de mosquitos foram alimentados
artificialmente com repastos sanguineos contendo 1x10* e 1x10” PFU/mL do YFV-17DD e
incubados e examinados ao 14°. dia nas mesmas condigbes acima. Mosquitos s6 se
infectaram quando ingeriram o repasto artificial com titulo viral elevado (10" PFU/mL), mesmo
assim exibindo taxa de infecgédo baixa (17 % e 10 % em Hg. leucocelaenus e Ae. aegypti,
respectivamente) ou nula (Sa. albiprivus). O YFV-17DD n&o foi encontrado em nenhum
homogenato de cabega de mosquito infectado, sugere a existéncia de barreiras no intestino
meédio das espécies desafiadas, bloqueado a disseminagdo do virus vacinal para tecidos
secundarios em e, por conseguinte, a sua transmissao. Foram realizadas coletas quinzenais
de mosquitos, de dezembro de 2018 a dezembro de 2019, em 12 pontos distribuidos em
transectos cobrindo desde a area mais modificada do CPRJ até 200 e 400 mmata adentro,
através de armadilhas de oviposigéo (ovitrampas) e de adultos (BG-Sentinel com CO, como
atraente) e atragdo humana protegida e esclarecida (AHPE). Coletaram-se
9.349 mosquitos, cuja abundancia, riqueza e diversidade de espécies foram heterogéneas
entre os pontos amostrais. O método de coleta influenciou mais na composicdo da fauna
capturada que a localizagdo, havendo espécies (Anopheles cruzii, Psosrophora ferox,
Runchomyia cerqueirai, possivelmente Wyeomyia incaudata (?), Wyeomyia theobaldi,
Sabethes chloropterus e Sa. albiprivus) somente coletadas com AHPE. A fauna de mosquitos
se revelou diversa, com 21 espécies de 12 géneros, dentre as quais vetoras primarias e
secundarias da FAS, como Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys, Aedes scapularis e Sa.
chloropterus. As distribuicbes temporal e espacial da densidade destas espécies,
especialmente de Hg. leucocelaenus, sugerem que os PNHs do CPRJ estdo expostos a
picada desses vetores e a transmissao do virus selvagem, a despeito da localizagdo da gaiola
e da época do ano, embora com maior risco entre janeiro e margo. Porém, as evidéncias
obtidas indicam que a baixa viremias desenvolvida pelos micos-ledese outros PNHs
Neotropicais vacinados no CPRJ, combinada com a baixa susceptibilidade de mosquitos
silvestres ao YFV-17DD, nao sustentariam a transmissao do YFV-17DD na natureza.
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ABSTRACT

In 2017-2019, the state of Rio de Janeiro was affected by an outbreak of sylvatic yellow
fever (SYF). Epizootics of non-human primates (NHPs) were largely reported, including in
conservation areas of endangered species. In addition to the immunization of humans,
complementary strategies have been suggested, such as the vaccination of PNHs, which
besides potentially helping to reduce the transmission of the yellow fever virus (YFV), would
prevent the extinction of endangered species. However, the possibility of the attenuated
vaccine virus being transmitted by mosquitoes in the wild, which could jeopardize the genetic
and biological properties of the vaccine, needed to be investigated. Thus, in the present study,
batches of Aedes aegypti, Haemagogus leucocelaenus, Haemagogus janthinomys, Sabethes
albiprivus and Sabethes identicus mosquitoes were fed directly on vaccinated lion tamarins
maintained at the Primatology Center of Rio de Janeiro (CPRJ), in Guapimirim. Feedings were
performed on the third day after vaccination of the animals with the attenuated virus YFV-
17DD, when the viral load in the blood ranged from 1.05x10° to 6.61x10% PFU / mL. After 14
and 21 days of incubation at 26°C, 80% RH and 12/12h photoperiod, no body homogenates
(thorax + abdomen) of 620 mosquitoes examined by RT-gPCR proved to be infected. To verify
whether the viral titer in the blood of the PNHs was determinant in the infection, other batches
of mosquitoes were artificially fed with blood meals containing 1 x 10% or 1 x 10" PFU / mL of
the YFV-17DD, following incubation and virus screening on the 14° day under the same above
mentioned conditions. Only mosquitoes engorged with the artificial meal with the higher viral
titer (10" PFU / mL) got infected but displaying low (17% and 10% in Hg. leucocelaenus and
Ae. aegypti, respectively) or null (Sa. albiprivus) infection rates. YFV-17DD was not found in
head homogenates of any infected mosquito, suggesting the existence of barriers in the midgut
of the challenged mosquito species, blocking dissemination of the vaccine attenuated virus to
secondary mosquito tissues and, therefore, its transmission. Fortnightly collections of
mosquitoes were carried out, from December 2018 to December 2019, at 12 sites distributed
in transects covering from the most modified area in the CPRJ up to 200 and 400m from there
into the forest, through oviposition (ovitraps) and adults ( BG-Sentinel with CO2 as attractive)
and protected and informed human attraction (AHPE). A total of 9,349 mosquitoes were
collected, whose species abundance, richness and diversity were heterogeneous among the
sampling sites. The collection method influenced the captured fauna the more than the site
location, with seven species (Anopheles cruzii, Psosrophora ferox, Runchomyia cerqueirai,
possibly Wyeomyia incaudata (?), Wyeomyia theobaldi, Sabethes chloropterus and Sa.
albiprivus) being collected only AHPE. The CPRJ’s mosquito fauna proved to be diverse, with
21 species of 12 genera, including primary and secondary SYF vectors, such as Hg.
leucocelaenus, Hg. janthinomys, Aedes scapularis and Sa. chloropterus. The temporal and
spatial distributions of density of these species, especially Hg. leucocelaenus, suggest that
PNHs in the CPRJ are exposed to the bite of these vectors and transmission of sylvatic YFV,
regardless of the location of their cages and at any time in the year, although with greater risk
between January and March. However, the evidence obtained in this study indicates that the
low viremia developed by vaccinated lion tamarins and other NPHs in the CPRJ, combined
with the low susceptibility of wild mosquitoes to YFV-17DD, would not support the transmission
of the attenuated vaccine virus in nature.
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1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais sobre a febre amarela

A febre amarela (FA) € uma doenga infecciosa aguda, febril, de gravidade
variavel, transmissivel através de um inseto vetor, podendo durar de 2 a 4 dias nas
formas leve e moderada. E uma doenca de notificagdo compulsoéria, causada por um
arbovirus, o virus da febre amarela (YFV) (. Arbovirus s&o virus transmitidos por

artropodes, tais como mosquitos, fleb6tomos, maruins e carrapatos 2.

Uma parte dos individuos que se infecta com o virus € assintomatica e a maioria
dos que adoecem melhora apds os sintomas iniciais, que incluem: febre de inicio
subito, calafrios, dor de cabecga intensa, dores no corpo, nauseas, vémitos, fadiga e
fraqueza. No entanto, cerca de 15% evoluem para a forma mais grave da doenca,
apos apresentar um breve periodo, de algumas horas a um dia, semsintomas ©).
Aproximadamente metade dos pacientes que evoluem para a forma grave, que se
caracteriza clinicamente por manifestacdes de insuficiéncia hepatica e renal, morre
dentro de 7 a 10 dias “)

O diagndstico laboratorial do YFV, de acordo com a Organizagao Mundial da
Saude (OMS), é feito por dois modos: o diagndstico virolégico e o diagndstico
sorolégico. O virolégico se subdivide em diagnéstico molecular, isolamento viral e
post-mortem. O molecular é geralmente util nos primeiros cinco dias apés o inicio dos
sintomas (fase virémica), com a extracdo do RNA e utilizacdo nas técnicas

moleculares (RT-PCR) convencional ou em tempo real ().

O isolamento viral pode ser feito por inoculagéo intracerebral em camundongos
ou em cultura celular (célula Vero ou C6/36, de Aedes albopictus). Mas, pela sua
complexidade, é pouco utilizado como metodologia para diagnéstico, sendo mais
empregado em pesquisas, que serdao complementares a vigilancia em saude publica.
Ja no post-mortem, o exame histopatolégico com a técnica de imuno-histoquimica
realizado em cortes de amostras do figado é considerado um “método padrao ouro”

para casos humanos fatais e também em macacos ©).

O diagndstico sorolégico possibilita a detecgao de anticorpos especificos e é
util para a fase pds-viremia da febre amarela. Um resultado IgM positivo por meio da

técnica de ELISA, principalmente captura de IgM (Mac-ELISA) ou outro imunoensaio



(imunofluorescéncia indireta), de uma amostra coletada a partir do quinto dia do
inicio dos sintomas é presuntivo de infecgdo recente pelo virus ). A confirmacgdo do
caso de febre amarela mediante ELISA IgM dependera da situagao epidemiologica e
do resultado do diagndstico diferencial laboratorial. Em areas em que circulam outros
Flavivirus (principalmente DENV e ZIKV), a probabilidade de reagao cruzadaé maior.
Outra técnica sorologica, como a detecgao de IgG (ELISA) e, principalmente, de
anticorpos neutralizantes, pela técnica de neutralizacdo por reducdo de placas
(PRNT), podem confirmar o diagnostico. A deteccao dos anticorpos IgG é util com
amostras pareadas do mesmo paciente (quando coletadas com pelo menos uma
semana de diferenca). O PRNT oferece maior especificidade, apesar do fato de

reagao cruzada ja ter sido relatado nesta técnica ©).

Apesar da existéncia de uma vacina eficaz, a febre amarela continua sendo um
dos grandes problemas de saude publica mundial, tendo, atualmente, 47 paises
endémicos ou que possuem regides consideradas endémicas, sendo 34 da Africa e

13 nas Américas Central e do Sul 47,

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o mundo passaatualmente
por um periodo de maior risco de morte por FA. Em 2015-2016, Angola reportou a
ressurgéncia da FA urbana, com uma grave epidemia que logo atingiu a Republica
Democratica do Congo e provocou o aparecimento de casos importados em paises
distantes, como a China, revelando uma alarmantemente baixa cobertura vacinal em
paises endémicos @9. Quase simultaneamente, houve a reemergéncia da FA
silvestre na regido extra-Amazonica brasileira, que afetou areas sem registro de
circulacdo de virus ha mais de sete décadas, como areas metropolitanas da regido
Sudeste do Pais, o que impactou na producéao elevada de casos, ainda mais quando
confrontada com a série historica das ultimas décadas. Foram notificados cerca de 14
mil casos humanos suspeitos e, destes, foram confirmados 2.259(6,2%), registraram-

se 773 obitos, numa taxa de e letalidade de 34,2% (10,

Do ponto de vista epidemioldgico, o que se verificou na epidemia recente
brasileira € o que tradicionalmente se tem observado na histéria da doenca no pais e
na América. A analise dos casos confirmados entre 2014 e 2019 mostra que maior
parte dos casos sdo do sexo masculino, na faixa etaria entre 21 a 65 anos (70,4%),
geralmente associada a exposicdo em atividades de risco (extradomiciliar) e as

areas sem cobertura vacinal ou baixa cobertura vacinal. O mesmo perfil



epidemioldgico foi observado nos dbitos confirmados. Também se tem observado que

a letalidade maior na FA se d4 em individuos de idade elevada (19

O YFV é de origem africana e pertence ao género Flavivirus e a familia
Flaviviridae, sendo o protétipo do género que também incluem outros arbovirus
endémicos e epidémicos tais como o virus dengue (DENV) e Zika (ZIKV). Os flavivirus
sao virus esféricos de 40 a 60 nm de diametro de simetria icosaédrica, possui por
capsideo que contém uma unica molécula de RNA de cadeia positiva, com cerca de
11 kb, circundados por um envelope viral derivado da célula hospedeira ("-13). O
genoma viral codifica uma poliproteina precursora de 3.411 aminoacidos, que é
codificada por uma unica fase de leitura aberta de 10.233 nt, sendo flanqueada por
duas regides nao codificantes de tamanho variavel, sendouma grande, 3’NCR com
500 nucleotideos, e uma pequena, 5’NCR que possui 118 nucleotideos. O RNA viral
expressa sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5) (Figura 1), que sao responsaveis pelas atividades reguladoras e da expressao
do virus, incluindo replicagao, viruléncia e patogenicidade e trés proteinas estruturais
(C — capsideo, prM — pré-membrana e E
— envelope), que sédo incluidas na montagem do virion e codificam a formagao da

estrutura basica da particula viral (13-17),

O processo de replicacdo do YFV se da apds a fusao do seu envelope com a
membrana celular, mediada por uma maquinaria de fusdo mais rapida e mais eficaz
dentre todos os virus envelopados demonstrados em estudos até o presente momento
(18) A entrada do virus na célula tem inicio com a interagéo da proteina E (envelope
viral) com receptores especificos na superficie celular. Esta interagdo promove a
internalizagdo da particula viral através da endocitose, formando compartimentos
endoliticos pré-lisossomais, onde o pH acido induz a uma dissociacédo dos dimeros da
proteina E em mondmeros, os quais se reassociam em trimeros. Esta conformacéao,
permite a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma e,devido a natureza fluida do

nucleocapsideo, o genoma viral é rapidamente acessadopara tradugéo (°).



5' UTRCY Structural MNon-structursl o3 UTR
=]

Cap —I I_“\”_
A BEEEEECIC IlFD! |
C piM E MSL MS24 | N33 |NS4B NSs
M52B MN544

Vinon imaturo Vinon maduro

Intracelular s  extracelular
]
L]

(=

ProteinaE & = b = Prateina M

B FProteina Pré-M -»

Figura 1: A) Representacao esquematica da poliproteina do YFV. Trés proteinas virais estruturais, C,
capsideo; prM, precursor da proteina de membrana; E, envelope; e as sete proteinas ndo- estruturais.
Fonte: Adaptado de Beck et al. 2013. B) Particula viral esquematizada mostrando a estrutura basica
do virus. Fonte: Adaptado de Gardner & Ryman, 2010

A traducdo ocorre de maneira que o0 cap-dependente se inicia por
escaneamento do ribossomo até o primeiro AUG, gerando com isso a poliproteina. Na
regido carboxi-terminal do capsideo podemos encontrar um peptideo sinal que
direciona a translocagédo da proteina E para o lumen do Reticulo Endoplasmatico
Rugoso (RER), onde ocorre uma clivagem proteolitica para a
maturacao/formacgéao/individualizagado da proteina e a sua posterior glicosilagdo. Ao
final dessa maturacgéao, as proteinas estruturais permanecem associadas a membrana
do RER, com o capsideo no lado citoplasmatico e a prM-E no lado do lumen. As
proteinas prM-E permanecem associadas como heterodimeros e ligam-se a
membrana reticular através de ancoras trans-membranas. As demais proteinas nio-
estruturais iniciam a replicagdo do RNA viral. Através desse processo, o RNA de
polaridade positiva é transcrito em um RNA de polaridade negativa, o qual serve de
molde para a sintese de varias moléculas de polaridade positiva. As novas fitas de
RNA interagem com as proteinas do capsideo, retidas no RER, formando novos
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nucleocapsideos, que se internalizam no RER, dando origem aos virions que estao

imaturos e ndo-infecciosos (19:20),

Os virions originados da replicagao sao, entao, transportados, através de vias
secretorias, até a superficie da célula. O ultimo estagio da maturacao viral esta
associado ao processamento da prM e da proteina C, bem como a glicosilagao das
proteinas E e prM em um mecanismo semelhante ao da glicosilacdo das proteinas
celulares. Finalizando-se este processo, as particulas virais maduras serao liberadas

por exocitose (20),

Até o momento foram identificados sete gendtipos no YFV: cinco na Africa e
duas nas Américas. Entretanto, existem polimorfismos nos genomas dos gendétipos do
virus da febre amarela. (132", Na Africa ha dois genétipos no Oeste (Oeste africano |
e Il) e trés do Leste e Centro-africano, denominados Leste Africano, Centro-leste
Africano e Angola, e ha dois gendétipos nas Américas, denominados Sul Americano |
e Il 2223 Nzo se sabe se um gendtipo é mais patogénico do que ooutro (24,
Pesquisas utilizando ferramentas moleculares conseguiram indicar que os YFV das
Américas apresentam uma sequéncia repetitiva do genoma que nao ocorre nas
amostras africanas, o0 que minimizou a polémica quanto a origem, africana do virus
(13), Verificou-se também que os isolados do YFV do oeste da Africa estdo mais
proximos filogeneticamente aos das Américas, que por sua vez sdo mais distantes
daquelas do leste da Africa. Este padrao filogenético é compativel com a hipétese do
surgimento do YFV na Africa, mais provavelmente no leste do continente, que teria se
dispersado para Africa Ocidental, e dai para as Américas durante o trafego de

escravos e, em seguida, para o oeste das Américas (3.

No Brasil, o gendtipo mais frequentemente identificado do YFV é o Sul-
americano | 2526 Em analises filogenéticas de isolados de YFV dos ultimos 70 anos
no Brasil, foram identificadas distintas linhagens, denominadas 1A a 1E, que se
sucedem no tempo e espaco 9. A linhagem do virus pertencente ao gendétipo Sul-
Americano | denominada 1D foi responsavel por epizootias € casos humanos entre
1998 a 2001. Apos esse periodo, nos anos 2000, foi substituida por uma nova
linhagem viral, chamada 1E, que causou morte macica de bugios (Alouatta caraya) e
casos humano no Sul do Brasil, em areas que eram consideradas livres de febre
amarela ha décadas 7). Andlises moleculares recentes revelaram a existéncia de

polimorfismos no genoma do virus circulante no Sudeste do Brasil durante a



epidemia de 2016-2017, sugerindo a provavel existéncia de uma sub-linhagem
emergida na linhagem 1E 28)

1.2 Avacina17DD

O virus da febre amarela foi isolado pela primeira vez em 1927, a partir de uma
amostra de sangue de um jovem africano, de nome Asibi, que apresentou a forma
moderada da doencga. Apos 176 passagens alternadas do virus selvagem da cepa
Asibi em tecidos de camundongo e embrido de galinha houve a perda do
vicerotropismo e competéncia vetorial, ou seja, perda da capacidade do virus ser
transmitido pelo vetor 29, sem comprometimento da sua capacidade em induzir
resposta imune protetora em macacos e humanos, desenvolvendo a cepa atenuada
YF17D. Varias linhagens derivadas da cepa 17D foram testadas para se alcangar um

nivel de atenuagdo com manutengéo da imunogenicidade 9,

Na Francga, o virus YFV foi isolado de um homem que foi acometido pela doenga
no Senegal e atenuado apds 128 passagens em cérebros de camundongos. Essa
cepa passou a ser conhecida como a “cepa francesa” e resultou na vacina YF
neurotrépica francesa @' que foi utilizada na reducéo da prevaléncia da doenca nos
paises africanos de lingua francesa, em 1960. Devido a ocorréncia elevada de casos
de encefalite apds ser ministrada a vacinagao com a cepa francesa, o uso dessa
vacina foi abandonado em 1982. A vacina de virus atenuado 17D é a usada

atualmente no mundo ©132),

Na década de 1940, foi implementado um sistema de lotes-sementes e também
o controle das sub-cepas vacinais para evitar alteracbes indesejaveis nas

propriedades bioldgicas da vacina com o virus 17D 33),

A cepa vacinal YFV-17D e a cepa selvagem Asibi diferem entre si em 68 de
10.862 nucleotideos (nt) (aproximadamente 0,63%), que resulta em 32 aminoacidos
(aa) diferentes. O gene que codifica a proteina E € a regido na qual existe o maior
numero de mutagbes, correspondendo a 11 nt e oito aminoacidos diferentes ©4).
Baseado na associacdo da proteina E com a penetragdo do virus na célula
hospedeira, acredita-se que mutag¢des nessa proteina possam ser responsaveis pela
alteragao de tropismo viral e, consequentemente, da viruléncia. Na regido 3’-UTR, as
mutagdes podem estar envolvidas na atenuacdo ©@537). As duas sub-cepas vacinais
gue sao usadas atualmente, 17D-204 e 17DD correspondem as passagens 235-240
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e 287-289, respectivamente, do virus selvagem Asibi. Nao ha diferenga na regiao 5’-
terminal e, no gene do capsideo, no entanto, quatro substituigbes de ntestao
localizadas na extremidade 3-UTR, sendo que as outras substituicbes de
aminoacidos est&o distribuidas no restante do genoma viral 38, Embora possam
apresentar diferencas em nivel molecular, estudos envolvendo diferentes sub-cepas
vacinais do YFV-17D mostraram que n&o ha diferengas na imunogenicidade entre g|gg

(39,40)

A cepa vacinal utilizada atualmente no Brasil € a 17DD, que compartilha 99,9%
de identidade e sequéncia de acido nucleico com a 17D-204 (304243.44) A vacinacéo
contra a febre amarela gera altos niveis de protegao, com soroconversao maior que
95% em criancas e adultos e duracao da imunidade podendo superar 10 anos. Em
humanos que recebem a primeira dose da vacina, a viremia (leve) ocorre de 3 a 7 dias
apos a imunizagdo e com pico geralmente nos primeiros 3 dias “®), enquanto em
macacos rhesus, o pico de viremia ocorre 4 a 6 dias apdés a imunizagcdo com dose
humana do YFV 17DD “146)_ A vacinag&o induz uma viremia relativamente baixa que
diminui apés 4 a 7 dias. Simultaneamente, desenvolve-se uma resposta do tipo IgM
qgue nao podera ser diferenciada para a resposta de IgM induzida por uma infeccéo
natural. Aproximadamente 10 dias apds a vacinagao, a pessoa € considerada
protegida contra uma infecgdo natural. Assim, a resposta vacinal IgM pode ser
detectada a partir do quinto dia em diante, com um pico ocorrendo geralmente duas
semanas apos a vacinagao. Posteriormente, os niveis desses anticorpos tendem a

diminuir “7.

A vacina contra a febre amarela é indicada para pessoas entre nove meses e
60 anos que residem em areas de risco e para pessoas que residem em areas urbanas
e vao viajar para regides de risco. No caso de pessoas com mais de 60 anos que
nunca foram vacinadas, o médico deve levar em conta os riscos da vacinacao, que
incluem o risco de eventos adversos nessa faixa etaria ou decorrentes de

comorbidades “8),

1.3 Ciclos de transmissao da febre amarela

A febre amarela é transmitida pela picada infectante de mosquitos. Possui dois
principais padrbes epidemioldgicos distintos, porém idénticos do ponto de vista clinico,

etioldgico, imunologico e fisiologico: os ciclos urbano e silvestre. As
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diferengas entre os ciclos referem-se aos elementos que formam o cenario de
transmissdo, ou seja, a localizagdo geografica, espécies vetoras e tipos de

hospedeiros (49-51),

No ciclo urbano, o humano virémico é a fonte da infecgao dos mosquitos, nao
havendo participacdo de animais na manutengdo da circulagao viral. O virus é
transmitido através da fémea do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) infectada pelo YFV,
vetor primario implicado neste ciclo, tanto na América do Sul quanto na Africa. No
entanto, desde 1942 n&o ha relatos de FA urbana no Brasil e foram raros os eventos
de transmissdo considerada urbana, ou seja, por Ae. aegypti, nos demais paises

endémicos sul americanos nas Ultimas décadas (49.51.52),

Ja no ciclo silvestre, a transmiss&o ocorre entre primatas ndo humanos (PNHSs)
e mosquitos silvestres que voam sobretudo nas copas das arvores. Na América do
Sul, as principais espécies transmissoras no ciclo silvestre sao mosquitos dos
géneros Haemagogus e Sabethes e, na Africa, varias espécies do género Aedes,
como Ae.(Stegomyia) africanus (Theobald, 1901) Ae.(Stegomyia)simpsoni (Theobald
1905), Ae.(Diceromyia) furcifer (Edwards,1913) e Ae.(Diceromyia) taylori (Edwards
1936). Neste ciclo, 0 homem n&o vacinado pode seinfectar, acidentalmente, ao entrar
na floresta, aproximar-se da franja da mata ou residir perto dessas areas, em regides
enzodticas, sendo este o unico cenarioepidemioldgico de ocorréncia atualmente nas
Américas (324953 Tanto na Africa quanto nas Américas, os casos humanos ocorrem
geralmente em momentos de aumento da circulacdo viral na mata, ou seja, durante
epizootias em PNHs, quando aumentam as chances de mosquitos se infectarem
nesses vertebrados virémicos e, consequentemente, a taxa de mosquitos infectados

que, acidentalmente, podem picar humanos ?4),

Na Africa, ha ainda a ocorréncia de um ciclo intermediario de transmiss3o. Este
ciclo ocorre em savanas Uumidas ou semi-umidas, atingindo a populagdo humana que
reside ou trabalha em areas ao redor de florestas, envolvendo espéciesde mosquitos
que se alimentam tanto em primatas quanto em humanos, especialmente no

peridomicilio, como Aedes simpsonii (Figura 2) (50:54.55),
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Figura 2: Ciclos de transmissao da febre amarela: silvestre, urbano e intermediario. (Fonte: CDC)

1.4 Primatas nao humanos (PNHs) e febre amarela

Em todo o mundo existem mais de 370 espécies descritas de PNHs (%6), Os
PNHs sao separados em dois grandes grupos: os macacos do Velho Mundo
(Catarrhini), distribuidos nos continentes Africano e Asiatico, e os macacos do Novo
Mundo (Platyrrhini), que estao distribuidos no continente Americano, do México a
Argentina, e também s&o denominados primatas neotropicais 7). Tanto na Africa

guanto na América do Sul, os hospedeiros silvestres do YFV sao PNHs.

Diversos trabalhos tém mostrado a participagao de diferentes macacos no ciclo
natural de transmissdo da FA. Os macacos africanos diferem dos americanos, por
serem suscetiveis ao virus e produzirem viremia, mas sem apresentarem sinais
clinicos de infecgao. O género Colobus llliger 1811, é o principal género de PNH na
Africa Oriental e Central, enquanto que aqueles do género Cercopithecus Linnaeus,
1758, sd0 os principais hospedeiros vertebrados em areas de florestas e savanas (%8),
O Brasil destaca-se por possuir a maior biodiversidade de primatas do mundo, com
69 espécies endémicas, das 110 conhecidas atualmente no pais. Todos os géneros
de PNHs do Novo Mundo s&o susceptiveis ao virus da febre amarela, sendo
exclusivamente arboricolas. De acordo com o género, podem habitar estratos
arboreos distintos nos quais a atividade hematofagica dos diferentes vetores primarios

ou secundarios é também feita distintamente (59
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Os PNHs podem desenvolver doenga indistinguivel da dos humanos quanto a
sua forma clinica ©%. O espectro clinico da doenca pode variar de formas
assintomaticas e leves, até uma doenca de inicio subito, febril inespecifica, que pode
evoluir para formas severas ('3. Nos humanos a letalidade varia entre 20% e 50% dos
casos que cursam com ictericia e hemorragia. A diferenga nos primatas € que a

evolucdo é mais rapida, com a morte do animal em até uma semana ©").

Os géneros de PNHs que mais tém sido associados com a ocorréncia de
epizootias do YFV no Brasil sdo Alouatta, Cebus e Callithrix 4%62). Macacos e saguis
brasileiros geralmente produzem altas viremias nos seis primeiros dias de infecgao.
Nessa situagao, passam a funcionar como hospedeiros amplificadores e servindo de
fonte de infeccdo para mosquitos vetores. Ao se deslocarem virémicos, passam a
disseminar o virus dentro da floresta (ou de uma para outra). Apds a infecgéo, os
animais recuperados adquirem imunidade ao longo da vida (636465 Ao contrario, os
mosquitos susceptiveis mantém-se infectados por toda a vida (cerca de 30 dias) 7).
Na regido Amazobnica, a cada 8 a 10 anos, a circulagdo do virus se manifesta por
epizootias, renovando a populacdo de PNHs suscetiveis e deixando para tras alguns

sobreviventes imunes ao virus ©),

O mico-ledo-dourado é um primata que estda ameagado de extingao, e que
pertence a regidao da mata Atlantica (endémico da regidao) do Rio de Janeiro, Brasil.
Por causa da caca, a espécie teve a populagcdo bastante reduzida no passado.
Projetos de reintroducdo da espécie e de criacdo de areas de protecdo, como no Poco
das Antas, Silva Jardim, RJ, resultaram num aumento da populagdo. Mas, tem-se
observado reducdes recentes: em 2014, eram 3.700, mas em 2018, apos a realizacao
de um censo, verificou-se que eram 2.516 individuos, uma queda de 32%.
Coincidentemente, em maio de 2018, houve a primeira morte de um mico-ledo-
dourado selvagem por causa da febre amarela nas ultimas décadas. Com esse
acontecimento, foi realizada uma nova contagem na reserva de Pogo das Antas,
verificando-se uma perda significativa desses micos no interior do fragmento maior da
floresta que nas bordas da floresta, resultado, possivelmente, de diferenca na
composicao da fauna de vetores entre os ambientes. Espera-se que parte dos
sobreviventes tenha adquirido imunidade natural. Mas, estratégias de imunizagéo
foram propostas para evitar maiores perdas nas populac¢des de micos-ledes- dourados
em sua maior area de conservacdo 7). Com efeito, epizootias em PNHs foram

detectadas no municipio vizinho (Casimiro de Abreu), em 2019, mostrando
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que o YFV pode se manter na floresta Atlantica por seguidas estagdes de

transmiss&o, sem a necessidade de uma nova introdugéo (69,

1.5 Biologia dos mosquitos

Os mosquitos sao insetos dipteros, pertencentes a familia Culicidae, sendo as
espécies agrupadas em duas subfamilias: Anophelinae, com apenas trés géneros; e
Culicinae, composta por 110 géneros, segregados em 11 tribos 9. Atualmente s&o
conhecidas 3.570 espécies, pertencentes a familia Culicidae, distribuidas em todo o
globo. Destas, cerca de 500 ocorrem no Brasil, algumas consideradas antrépicas e
pouco mais de 20 tém importancia na transmissdo de patégenos causadores de
doengas em humanos e animais, que incluem virus (arbovirus), helmintos e
protozoarios (/9. Assim, os vetores dos protozoarios causadores das malarias dos
primatas humanos ou ndo humanos s&o do género Anopheles, ao passo que o vetor
primario da filariose bancroftiana é do género Culex. Géneros de grande importancia
na transmissdo de arbovirus patogénicos ao homem, inclusive o virus da febre
amarela, pertencem a subfamilia Culicinae, como os Aedes, Culex, Haemagogus e

Sabethes (63.69.70),

Os culicideos sao insetos holometabolos, ou seja, possuem metamorfose
completa, passando pelos estagios de ovo, quatro estadios larvais, pupa e adultos
alados. As fases imaturas sao aquaticas, vivendo em agua estagnada ou com baixo
fluxo. As larvas se alimentam de detritos organicos de forma ativa ©37%), Os quatro
estadios larvais ndo tém a mesma duragdo, embora seja um crescimento continuo,
considerando-se o conjunto deles. A faixa de temperatura favoravel situa-se entre 20
e 30°C, porém pode-se notar diferencas variaveis de acordo com a espécie ''). Mesmo
dentro de uma mesma espécie, a densidade larval, a quantidade de nutrientes na
agua e a temperatura influenciam a duragdo do estagio larval. Aspupas também
sao aquaticas e méveis, porém, ao contrario das larvas, nao se alimentam, pois estao
em intensa atividade de divisao celular para formar o corpo doanimal adulto que esta
preste a emergir 637172 As pupas masculinas sdo menores que as femininas e,
normalmente, os alados masculinos emergem antes (/). Emboraa alimentagdo na fase
adulta possa ser estritamente de seiva vegetal, as fémeas da grande maioria das
espeécies de mosquitos necessitam ainda da alimentagdo sanguinea para o

desenvolvimento dos ovarios e a maturagdo dos ovos, além de
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também contribuir para a longevidade das fémeas. Entretanto, em algumas espécies
hematofagas podem ocorrer individuos capazes de produzir desovas nao precedidas

por ingestdo de sangue, fendmeno este chamado de autogenia ©3).

Apds a emergéncia, os adultos procuram locais sombrios, umidos e protegidos
de vento, chamados abrigos, e logo se da a cépula. As fémeas de mosquitos possuem
espermatecas, onde os espermatozoides sdo armazenados e utilizados para a
fecundacao dos 6vulos a cada postura. Uma Unica copula pode manter uma fémea de
mosquito fértil por toda a vida. Apds a copula, geralmente aumenta a voracidade por
sangue 37 Normalmente, é necessario que a fémea esteja totalmente ingurgitada
para que ocorra a maturacdo dos ovos. O periodo que compreende a alimentacao
sanguinea completa e a postura dos ovos, denominado ciclo gonotroéfico, pode variar
entre espécies, populagdes ou individuos 173, No entanto, para algumas espécies
de mosquitos pode ser necessario mais de um repasto sanguineo, que pode ocorrer
apo6s dois ou trés dias apds a primeira alimentacao, para enfim produzir a primeira
desova. Este fendbmeno, denominado discordancia gonotrofica, bastante comum em
fémeas de Ae. aegypti, por exemplo, tem grande importancia epidemioldgica, visto
que fémeas com essa caracteristica geralmente realizam multiplas alimentagdes
sanguineas, que podem ocorrer em um mesmo hospedeiro ou ndo, aumentando as

chances da transmiss&o de patdgenos, como os arbovirus (73),

A atracdo das fémeas hematofagas faz-se através da combinagdo de varios
estimulos, que possibilitam direciona-la ao hospedeiro ao qual servira de fonte
sanguinea, como a visdo (silhueta), temperatura corporal, presenca de CO:2 e
umidade, provenientes da respiracdo e &acido latico, liberado no suor (7071.73)
Individuos febris, podendo estarem em momento de viremia, podem ser bastante
atrativos para insetos vetores hematéfagos. As fémeas pousam sobre o hospedeiro
vertebrado e selecionam o local da picada por meio de érgdos sensoriais, podendo,
neste momento, ocorrer uma possivel contaminacdo, uma vez que a saliva do

mosquito € inoculada no hospedeiro durante a picada. 63.75.76),

Além do rastreamento ativo na procura por fontes sanguineas, os mosquitos
utilizam ainda a estratégia de esperar pelo hospedeiro em locais frequentados por ele.
Embora fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus (Skuse, 1894) utilizem outros animais
como fonte de alimentagdo sanguinea, os humanos sdo os mais procurados,

principalmente pelo Ae. aegypti, espécie fortemente doméstica e
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antropofilica, que encontra no domicilio humano suas fontes preferidas de sangue e
locais para abrigo e criagao. Por este motivo, ndo se dispersam muito, deslocam-se
de um imovel ao outro para realizar a postura, espalhando seus ovos em diferentes
criadouros (71.73.76) " Ae. albopictus, no entanto, possui menor grau de sinantropia,
realizando o repasto sanguineo e criando-se preferencialmente no peridomicilio

domeéstico (71.76),

A disponibilidade de fonte alimentar, a preferéncia por certas condigdes
microclimaticas e altitudes arbéreas dos mosquitos silvestres para os exercicios de
suas atividades, influenciam a frequéncia destes nos ambientes naturais, assim como
a sua distribuicao vertical. Ha espécies, chamadas acrodendréfilas, que preferem
picar nos niveis mais elevados das florestas, embora ataquem também nosestratos
mais baixos, junto ao solo. Estas sdo de grande importancia epidemiolégica,uma vez
que essa flutuacdo entre os estratos das florestas possibilita a transmissao de
patégenos ao homem. Espécies que possuem preferéncia pelos animais como fonte

alimentar, sdo denominados zoofilicas (71.73.76),

Em relagao a preferéncia horaria para a realizagdo da hematofagia, mosquitos
sao classificados em diurnos, noturnos e crepusculares. Entretanto, ha sempre os
oportunistas, que podem picar a vitima mesmo fora do horario de sua preferéncia,
caso a mesma se aproxime de seu abrigo (®). Quanto ao comportamento das fémeas
em relagao ao hospedeiro, espécies mais “timidas” abordam os hospedeiros nas horas
em que estes se encontram em situagbes com pouca possibilidade de reagir, por
exemplo, durante o sono, exibindo atividade noturna, como espécies do género
Anopheles (Meigen 1818) e Culex (Linnaeus, 1758). Ha ainda os “timidos” que
preferem abordar durante o dia, geralmente em horario em que a temperatura
ambiente é elevada e suas vitimas encontram-se em repouso ou até dormindo, como
certos Sabethes que picam macacos nas copas das arvores ). Os mosquitos mais
agressivos, por outro lado, podem se alimentar em hospedeiros mais ativos e
adquiriram a capacidade de escapar das investidas dos mesmos, como, por exemplo,
mosquitos do género Aedes (Meigen 1818), Haemagogus e Psorophora (Robineau-
Desvoiddy, 1827) (71.76),

O Brasil € o pais com a maior diversidade de espécies do mundo, abrigando
mais de 20% do total de espécies do planeta /), Com relagdo a biodiversidade
brasileira, a Mata Atlantica, por exemplo, é classificada como um dos cinco pontos

com alta endemicidade e diversidade de fauna e flora do planeta (/®). Este bioma
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apresenta formacdes florestais, restingas, manguezais e campos de altitude que
tomam 17 estados do Brasil. Devido a sua grande extensao, a Mata Atlantica possui
climas diferentes, de acordo com cada regido, havendo, assim, no mesmo bioma,

regides umidas o ano todo e locais com estacdes secas e chuvosas mais demarcadas
(79-81)

A ocorréncia das espécies esta condicionada a fatores como a
heterogeneidade estrutural do Bioma, na qual a maior diversificagdo de recursos no
habitat permite a coexisténcia de um maior numero de espécies, além de minimizar
o efeito da competicdo e, consequentemente, aumentar a biodiversidade local. A
diversidade de espécie refere-se a variedade de espécies de organismos vivos de
uma determinada comunidade, habitat ou regido, sendo assim, n&o esta
correlacionada a densidade de individuos na populacdo, mas sim ao conjunto de
especies e 0 seu humero de representantes. A variacao de espécies existentes entre
comunidades, pode ser representada e quantificada de diversas maneiras, sendo a

mais comum delas através dos indices de diversidade (62:83),

A distribuicdo das espécies de mosquitos numa dada regido esta relacionada,
principalmente, a escolha do local de oviposi¢cao, o qual é fortemente influenciado
por fatores climaticos e ambientais, tais como umidade, temperatura, luminosidade,
tipo de vegetacéo, e disponibilidade de criadouros. Além disso, a capacidade dos ovos
de algumas espécies de culicideos de suportar um periodo fora da agua sem eclodir
(diapausa facultativa) ocorre naturalmente em espécies que depositam seus ovos fora
da 4gua. Esta condigéo, que pode ser influenciada por fatores extrinsecos,permite que
essas espécies suportem periodos de seca, viabilizando sua proxima geragao. O
contato com a agua parece ser o principal fator capaz de interromper a diapausa.
Porém, ha outros estimulos, como a variacdo de temperatura, presencade

microorganismos e agitagdo da agua 63,

1.6 Principais vetores da febre amarela no Brasil

1.6.1 Vetor Urbano

No Brasil, Aedes aegypti (Figura 3) foi o unico vetor reconhecido na
transmissao da febre amarela no ciclo urbano, tendo esta modalidade sido eliminada
em do pais 1942 3), Embora originario do Velho Mundo, provavelmente na regido
Etidpica, e descrito no Egito, hoje é considerado um mosquito cosmopolita, com
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distribuicdo em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Esta espécie foi
introduzida no Brasil durante o periodo colonial, provavelmente trazida pelos navios
negreiros que realizavam o trafego de escravos entre o continente africano e o Novo
Mundo ©3). Grandes campanhas no combate ao Ae. aegypti foram montadas desde
o inicio do século XX, mas foi em 1942 que se iniciou oficialmente a campanha visando
a erradicagdo do mosquito no pais, com éxito na erradicagio do vetor em 1955 (43:63),
A reinvasao do Ae. aegypti no Brasil em 1967, deu-se, provavelmente, pelo fato de os
paises vizinhos ndo o terem erradicado, aliado ao relaxamento no combate ao vetor
no pais ©384), O risco do ressurgimento da transmiss&o urbana da doenga deve-se a
multiplos fatores relacionados a esta espécie, que o tornam um excelente vetor no
ambiente urbano, como a sua elevada endofilia, antropofilia e susceptibilidade ao virus
da febre amarela (YFV)©37685) E extremamente abundanteem areas urbanas e
suburbanas, onde a concentragéo populacional humana é alta ea cobertura vegetal é

moderada ou rara (86),

Figura 3: Fémea de Aedes aegypti no momento da realizagdo do repasto sanguineo. Foto: Genilton
Vierira/lOC

A alimentacédo sanguinea das fémeas de Ae. aegypti ocorre essencialmente
durante o dia, intensificando-se nas primeiras horas do dia e no fim da tarde. A maior
parte dos animais vertebrados pode servir como fonte de repasto, mas os humanos
sdo a principal fonte sanguinea desta espécie. Mostra, portanto marcada antropofilia,

picando o homem preferencialmente nos pés e nas partes inferiores das
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pernas. A fémea, quando perturbada durante o repasto sanguineo, abandona o
hospedeiro, podendo voltar a atacar o mesmo ou outra pessoa até que fique
completamente ingurgitada. Assim, uma fémea infectada pode ter varias alimentagdes
sanguineas em diferentes hospedeiros, comportamento este de grande importancia
epidemioldgica na transmissdo de arbovirus (6387.88). 34) ' Ag fémeas gravidas podem
dispersar seus ovos em varios sitios de oviposicdo durante um unico ciclo
gonodotrofico. Isto ocorre devido a sua frequente discordancia gonotrofica, ou seja,
uma mesma fémea realiza mais de um repasto sanguineo antes de se completar

este ciclo, possibilitando o aumento do seu potencial na transmiss&o de arbovirus ©3).

As fémeas de Ae. aegypti depositam seus ovos preferencialmente em
recipientes artificiais a céu aberto ou dentro das casas, contendo agua limpa, de pobre
a moderada quantidade de matéria organica em decomposi¢céo, sombreadose de
fundo ou lateral escura. Em condigdes favoraveis de umidade, luminosidade e
temperatura, o desenvolvimento embrionario ocorre 48 horas apés a postura dos ovos
e, apos esse periodo inicial de maturacdo em ambiente umido, os ovos sdo capazes
de resistir em ambientes secos, podendo permanecer viaveis por varios meses de
dessecagéo %3, havendo registros de até 450 dias 9. Esta condigéo permite que os
ovos sejam transportados a grandes distancias, em recipientessecos, tornando-se
assim o principal meio de dispersdo do inseto em longas distancias @8). Os ovos
eclodem poucos minutos apos serem submersos na agua e odesenvolvimento larval
completo pode se dar em apenas uma semana caso as condi¢des de temperatura, a
quantidade de nutrientes e a densidade populacional no criadouro sejam favoraveis.
A fase pupal leva geralmente dois dias de duragdo ea mortalidade é muito baixa nesse
periodo. Apds a emergéncia da pupa, machos e fémeas procuram se abrigar dentro
das casas no peri-domicilio. As fémeas passama sugar sangue com cerca de trés

dias apos a emergéncia 6371),

A maior densidade populacional de Ae. aegypti esta relacionada ao periodo
chuvoso, devido ao aumento de recipientes com acumulo de agua no peridomicilio.
Contudo, é possivel que haja a manutengao da populagao em consideravel densidade
em periodos de estiagem, devido a oferta elevada de criadouros dentro das casas,
como depositos de agua para consumo destampados, a oviposicaodiretamente na
superficie da agua e a rapida capacidade de eclosdo destes ovos

(63,72)
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1.6.2 Vetores Silvestres

Membros dos géneros Haemagogus (Williston, 1896) e Sabethes sao os
vetores biologicos mais importantes envolvidos na transmissao da febre amarela nas

areas florestadas das Américas (63.90),

O género Haemagogus pertence a tribo Aedini, a mesma dos Aedes.
Haemagogus desempenha um papel primordial na transmissao da febre amarela
silvestre nas Américas Central e do Sul ©% devido, principalmente, ao seu habito
primatofilico, que facilita seu contato com PNHs infectados com o YFV ©7),
Haemagogus é um género restrito ao Novo Mundo e quase todas as espécies sao
neotropicais. Sdo0 mosquitos essencialmente silvestres, diurnos e acrodentrofilos.
Colocam seus ovos em criadouros naturais, contendo substratos Umidos, como
buracos ou ocos de arvores e, com menor frequéncia, em cascas de frutas einternddio
de bambu ©3. Em condigbes de laboratério, o ciclo imaturo dos Haemagogus tem

duragédo de 7 a 10 dias e o adulto em cerca de trés meses (63.85),

Os ovos das espécies de Haemagogus podem resistir a dessecacao por até um
ano. ). A diapausa dos ovos dos Aedini geralmente termina apos o primeiro contato
com a agua. Porém pode ocorrer, como € o0 caso de alguns Haemagogus spp., a
necessidade de mais de uma imersdo para a eclosdo dos ovos de uma mesma
desova, ou seja, os ovos eclodem em parcelas, a partir de multiplas imersdes na agua
(93.94) Entretanto, os efeitos dessas multiplas imersdes diferem entre Hg. janthinomys
e Hg. leucocelaenus. Este ultimo costuma ter uma maior porcentagem de eclosao de
um mesmo lote de ovos ja na primeira imerséo, e o restante eclodindo parceladamente
nas imersdes seguintes, até em torno da 13%. Enquanto que para Hg. janthinomys a
taxa de eclosdo dos ovos € mais alta entre a 112 e 262 imersao. Tal comportamento
pode ser considerado uma estratégia de sobrevivéncia a longo prazo, principalmente
de espécies que depositam seus ovos em locais sujeitos a diversas alteragbes em

seus niveis de agua (%4,

Considerado o vetor primario da febre amarela silvestre no Brasil, Hg.
Janthinomys Dyar, 1921 (Figura 4) foi varias vezes encontrado infectado naturalmente
com o YFV no pais, sendo sua distribuigdo geografica coincidente coma area de maior
endemicidade desta arbovirose (6391.95.9) Podem se deslocar por até 11 km e séo
raramente encontrados em habita¢gdes humanas ou peridomicilio, tendo assim, a sua
importancia epidemiologica na transmissdo da FA em ambientes florestais 6392, Szo

diurnos, com atividade hematofagica tendo pico entre 12h e 15h.
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Embora sejam acrodendroéfilos, podem realizar o repasto sanguineo ao nivel do solo.
Contudo, esse padrao de comportamento pode variar em diferentes regides e épocas.
Na Guiana Francesa, por exemplo, foi observado que a atividade ao niveldo solo

pode ocorrer em varios momentos ao longo do ano (©0.97.98),

Figura 4: Macho de Haemagogus janthinomys. (A) e fémea de Haemagogus leucocelaenus (B). Foto:
Josué Damacena e Genilton Vieira (Instituto Oswaldo Cruz).

Haemagogus capricornii Lutz, 1904 morfologicamente por muito tempo
confundido com Hg. janthinomys, é importante vetor da FAS no sudeste do Brasil. As
fémeas dessas espécies sao indistinguiveis morfologicamente e, por isso, € comum
que os dados de biologia e relatos de infecgao natural refiram a essa espécie como
Hg. janthinomys/Hg. capricornii. Genuinamente brasileiro, Haemagogus capricornii é
encontrado nas matas, em areas menos umidas e de clima mais ameno do Sudeste
brasileiro. Pouco se sabe sobre sua biologia. Entretanto, parece ter habitos

semelhantes as outras espécies co-genéricas 63,

Assim como Hg. janthinomys, Hg. leucocelaenus (Dyar & Shannon 1924)
(Figura 4) tem sido encontrado naturalmente infectado com o YFV (13.91.96.99,100) Como
os demais membros deste género, a espécie Hg. leucocelaenus possui atividade
diurna, habito acrodendrdfilo e cria-se em buracos de arvore, com a abundancia
relacionada a variacdo sazonal, sendo menor nas estagbes secas. As fémeas
possuem boa capacidade de voo (até quase 6 km), inclusive em areas parcialmente
desmatadas, e atacam o hospedeiro com certa agressividade, mesmo no solo 63,
Embora tenha atividade em todo o periodo diurno, em areas de ocorréncia da FA, no
noroeste do Rio Grande do Sul, apresenta o pico da atividade hematofagica em torno
do meio-dia. Apesar de ser um mosquito silvestre, ha relato de que Hg.
leucocelaenus possui capacidade de sobreviver em ambientes
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modificados nas fronteiras norte e oeste de Sao Paulo, podendo facilitar a transmissao

do virus em porgdes de areas urbanas limitrofes com a mata (63.107),

Dentre as espécies do género Sabethes (figura 5), as de maior importancia sao
Sabethes chloropterus (Humboldt, 1819) e Sabethes albiprivus (Theobald, 1903), por
serem comumente encontrado em focos enzodticos do virus da febre amarela, além
de ja ter sido encontrado naturalmente infectado com o YFV. Contudo, Sa.
chloropterus recebe maior destaque epidemioldgico neste cenario. Considerada como
uma espécie vetora potencial, foi recentemente encontrado naturalmente infectado e

sugerido como vetor secundario do YFV no bioma da Mata atjantica (63.91.99. 102)

Figura 5: Sabethes sp. Foto: UIf Drechsel

Sabethes chloropterus sdo mosquitos exclusivamente diurnos, silvestres e
acrodendrofilos, porém, em florestas mais abertas e menos uUmidas, sua
acrodendrofilia € menos acentuada. E essencialmente silvestre e eclético quanto ao
hospedeiro, e ataca o homem com certa facilidade. Diferentemente dos Aedini, como
Haemagogus e Aedes, os ovos dos Sabethes sdo sensiveis a dessecacao e sao
depositados, preferencialmente, em ocos de arvores, com pequenas aberturas para
o exterior, 0 que evita a evaporagao rapida, protegendo-os da dessecagado e
possibilitando a ocorréncia desta espécie durante todo o ano ©3). O ciclo larval é bem
mais longo em comparagao com os dos Haemagogus e Aedes, podendo durar cerca
de 20 dias, mesmo em condi¢des favoraveis, e a fase de pupa dura cerca de uma
semana ©3103)  As fémeas s&o “timidas” e atacam com pouca voracidade em

comparagao aos Haemagogus e Aedes. Sobrevoam o hospedeiro vertebrado
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diversas vezes antes de finalmente pousar e picar, preferencialmente na regido do

rosto, proximo ao nariz ©3),

1.7 Competéncia vetorial

A capacidade vetorial de uma espécie é determinada a partir de parametros
biologicos, ecoldgicos e comportamentais do inseto vetor. Destaca-se, dentre esses
fatores, a competéncia vetorial, sendo esta a probabilidade de o vetor se infectar a
partir de um repasto sanguineo em um hospedeiro infectado (/®), ser permissivo a
infeccdo, replicagdo/multiplicagdo e transmissdo de patdgenos especificos (104).
Outros fatores igualmente importantes na determinacéo da capacidade vetorial séo:
a densidade do vetor na area, a média de picadas no hospedeiro especifico para o
parasito, a média de picadas infectantes por individuo, a duracdo do periodo de
incubacao do patdgeno no inseto vetor, a duragao do ciclo gonotrdéfico e a taxa de
sobrevivéncia diaria do vetor (®), A competéncia vetorial € um fendtipo que é
governado pela frequéncia de barreiras determinadas geneticamente (105106) ¢ esta
associada diretamente com a suscetibilidade a infecgao, a duragéo do periodo de
incubagao extrinseco (PIE) e a eficiéncia na transmisséo (107:198)_ O PIE ¢ o intervalo
de tempo entre a ingestdo de sangue infectado até chegada do virus ou outro
patdégeno na saliva do mosquito. A sua duracédo depende de aspectos genéticos do
vetor e do virus envolvidos, e da temperatura ambiente, variando geralmente entre
10 a 14 dias para Flavivirus em temperaturas médias em torno de 26-28°C ou até
menos, por exemplo em condigdes de temperaturas mais elevadas (106:109.110.111) Fgte
periodo depende também do titulo viral, da cepa e da quantidade de sangue infectante

que o inseto ingere (112),

A competéncia vetorial € avaliada quantitativamente, geralmente em valores
percentuais, expressos em taxas, que dependem do momento em que se encontra a
infeccao (1'3). Apds a ingestdo do sangue infectado, o tecido primario de replicacéo
viral sdo as células epiteliais do intestino médio, ou estdmago (7®). Assim,
primeiramente, avalia-se a propor¢do de mosquitos que, tendo ingerido sangue com
virus e decorrido o PIE, apresenta infecgao no tubo digestivo, obtendo-se a taxa de
infeccdo. Por praticidade, ao invés de se dissecar o intestino médio, geralmente testa-

se o triturado do abddmen do inseto como um todo.
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Se o inseto for permissivo, depois de um periodo de replicacdo no intestino
médio, o virus pode se espalhar na hemocele e se disseminar para outros 6rgaos,
estando presente igualmente na hemolinfa. Assim, calcula-se a taxa de disseminacao
a partir da proporcao de individuos nos quais a infecgao foi disseminada para os
tecidos secundarios, a partir do exame de patas, asas e/ou cabeca. Ou seja, a taxa
de disseminacéao corresponde a propor¢ao de individuos onde o virus se disseminou
dentre aqueles em que a infecgao foi detectada. Por fim, determina-se a taxa de
transmissdo, com base na propor¢ao de mosquitos em que asaliva continha o virus
dentre aqueles em que a disseminacdo foi comprovada (3113 Pode-se calcular a
eficiéncia da transmissao, que corresponde a proporc¢ao deindividuos com a saliva

positiva dentre o niumero inicial que ingeriu o sangue infectado (106.109),

Como dito, fatores intrinsecos importantes relacionados a competéncia vetorial
sdo as vias inatas associadas a imunidade e as barreiras teciduais no mosquito, as
quais um arbovirus precisa superar, para entao ser finalmente transmitido pelo inseto.
Essas barreiras podem ser classificadas como: a barreira deinfecgado do intestino
médio, que impede a infecgdo do epitélio do estbmago; a barreira de escape do
intestino médio, que controla a disseminacdo do estbmago para os tecidos
secundarios; a barreira da glandula salivar, que governa a penetragao do virus da
hemocele para dentro das glandulas salivares, Barreira de escape das glandulas
salivares, que controla a liberacdo do virus nos dutossalivares para que ocorra a
transmissdo a um hospedeiro vertebrado durante a picada, momento em que as

fémeas de mosquitos injetam saliva (Figura 6) (106:109),

Estudos recentes sobre a competéncia vetorial de espécies urbanas e
silvestres em relagdo ao YFV, demonstrou que Ae. aegypti, Ae. albopictus, Hg.
leucocelaenus, Sa. albiprivus sdo competentes para transmitir o virus da febre
amarela ®5114), Entretanto, varios fatores podem exercer influéncia na competéncia
vetorial, entre eles a diversidade genética e a microbiota do inseto. E o caso de Ae.
aegypti, por exemplo, onde ha uma grande variedade na susceptibilidade a infec¢des
por arbovirus entre populagbes geograficas ou até mesmo dentro de uma mesma
populacdo com diferentes cepas virais. Essa variagdo entre as populagdes
geograficas dos mosquitos, da-se, provavelmente, pelo fato de a competéncia vetorial
ser um fendtipo complexo em evolucdo, o qual depende da interagcdo entre o

patdgeno, o vetor e os seus simbiontes. A microbiota do inseto influencia os
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principais processos fisiolégicos relacionados a transmissdo dos patéogenos. A
replicacao do virus DENV, por exemplo, é afetada pela microbiota intestinal de Ae.
aegypti, cuja reducao da mesma, através de antibidticos, torna os mosquitos mais
suscetiveis (1'%, Apesar do sistema imune dos artrépodes ser considerado incapaz
de adquirir memdéria imunoldgica, a imunidade inata desempenha um papel importante
para limitar a infeccéo por patégenos. Alguns estudos mostraram a diferenciagao de
hemacitos e a caracterizagao de proteinas que possuem dominios de imunoglobulinas
desempenhando papel importante no combate a infecgdes por determinados
patégenos em mosquitos. A interacdo virus-vetor €, portanto, resultado de um
processo de coevolugdo continua que envolve o sistema imune do vetor e suas
barreiras fisicas e moleculares e os mecanismos virais de escapedestas defesas.
Como consequéncia desse processo dindmico, a longo prazo, ocorre a selegédo de
espécies ou populagdes de uma mesma espécie que irdo atuar, de forma especifica

ou nao, como vetores de um arbovirus (104,

LAIE

1-Estabelecimento da infeccdo no epitélio intestinal
2-Replicagio nas células epiteliais do intestino

Divesrticubo

Esdiago
Citsiario
3-Passagem através da lamina basal
4-Replicacio em outros orgdos e lecidos
Bameiras de transmissao (TB)

5-Infecgdo nas glandulas salivares
6-Saida do lomen das glandulas salivares

Figura 6: Barreiras que um arbovirus enfrenta para eficientemente infectar um artrépode tornando-o
apto para transmiti-lo. MIB= barreira de infecgdo no intestino; MEB = Barreira de escape do intestino;
TB = barreira de transmissao. Fonte: (AMARAL et al., 2012; adaptado de Black et al., 2002).
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1.8 Uma breve historia da febre amarela no Brasil

Depois de entrar no Brasil provavelmente pela costa, no século XVII, registrou-
se a primeira epidemia no pais em Recife. A febre amarela foigradualmente se
deslocando para outras areas do noroeste e sudeste. Em meados do século XIX, uma
epidemia atingiu a cidade de Salvador e alastrou-se paradiversas outras cidades,
chegando ao Rio de Janeiro em 1850, levando a morte
4.160 pessoas. Importantes epidemias ocorreram no Sudeste e Centro-oeste do Brasil

na primeira década do século XX e nos anos 1930 e inicio dos anos 1940 ©4),

Em 1901, Walter Reed coordenou um estudo em Cuba em que comprovou,
pela primeira vez, que a febre amarela era transmitida através de um vetor, o Ae.
aegypti (na época chamada Stegomyia fasciata). Tal descoberta foi fundamental na
reducao da incidéncia da doenca, permitindo a ado¢ao de medidas de saneamento e

controle do vetor (30.84),

Durante 30 anos o unico vetor conhecido era o Ae. aegypti e a transmissao era
tida como restrita as areas urbanas. A existéncia de um ciclo silvestre da febre amarela
foi descoberta em 1932, por meio de estudos epidemioldgicos realizados noVale do
Canaa, Estado do Espirito Santo, derrubando o mito de "doenca da cidade". Nessa
epidemia capixaba, percebeu-se que os casos ocorriam nas areas rurais,sem que
houvesse a presencga do ja conhecido vetor, Ae. aegypti, levando a suspeita de que
o virus era transmitido por outras espécies. Com isso, a Fundagcao Rockefeller
financiou uma série de pesquisas entomoldgicas e soroldgicas, na buscapor possiveis
vetores e hospedeiros de um ciclo silvestre. As provas de protecido realizadas em
animais silvestres comprovaram o importante papel dos PNHs na epidemiologia da
febre amarela silvestre no Brasil. Ademais, foi possivel, atravésdos estudos
epidemioldgicos e entomoldgicos realizados nos locais de ocorréncia decasos da
doenca, a identificagcdo de varias espécies de mosquitos silvestres naturalmente

infectados, destacando-se os Haemagogus ©@0-84),

Entre os anos 1930 e 1937, estudos demonstraram que a febre amarela
silvestre seria a modalidade comum da doenca, e a urbana seria apenas uma
manifestagéo atipica e possivel de se extinguir com a erradicagao do vetor Ae. aegypti
e o esgotamento ou grande redugdo do numero de individuos n&o imunes aoyjrys

(30,43,84).
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Somente em 1938 ficou demonstrado que os mosquitos silvestres Hg.
capricornii, Hg. leucocelaenus (antes denominado Aedes leucocelaenus) € ao menos
uma espécie de Sabetineo poderiam ser os responsaveis pela transmissao da febre
amarela silvestre no Brasil. Anos mais tarde, foi comprovada a participagao do Sa.
chloropterus neste ciclo (14%). Os achados no Brasil inspiraram estudos em outros
paises americanos, como na Coldmbia, e na Africa, onde se comprovou igualmente a

existéncia de tais ciclos epidemiologicamente distintos (116.117.118).

A ameaca constante do aparecimento de epidemias de carater epidemioldgico
urbano, veiculadas do Ae. aegypti, ou de origem silvestre, cujos vetores ndo se pode
combater com os métodos empregados contra o vetor doméstico estimulou pesquisa
para o desenvolvimento de vacinas. Assim, data da mesma década da descoberta do
ciclo silvestre o primeiro uso da vacina de virus atenuado 17D, feito em 1937. Logo
inicia-se um programa continental de erradicagdo do Ae. aegypti orquestrada pela
Organizagdo Panamericana de Saude, no qual o Brasil se engajou e conseguiu
erradicar o vetor urbano de seu territdrio, sendo o ultimo foco encontrado em 1955 (84),
Mas nem todos os paises americanos tiveram o mesmo sucesso e, por conta disso,
tornaram-se perenes fontes de reinfestacao de paises vizinhos, como se deu no Brasil
no final da década de 1960.0 Brasil foi progressivamente reinfestado pelo Ae. aegypti
nas décadas seguintes, o que resultou na introducédo ou reintroducédo de arbovirus,
com subsequentes epidemias, como as provocadas pelo virus Dengue, nos anos
1980, e os virus Zika eChikungunya, na década de 2010 (63.119.120) Ainda que a febre
amarela transmitida por Ae. aegypti ndo tenha sido mais detectada no Brasil desde os
anos 1940, a preocupacao com reurbanizacdo a partir das ondas epizodticas no
ambiente silvestre, especialmente os proximos as grandes metropoles apresentando
elevados indices de infestacdo domiciliar tornou-se uma constante nas ultimas
décadas

(121,122)

Assim, em 1999, os 6rgaos de saude publica recomendaram o monitoramento
da circulagao da FA no Brasil com base na vigilancia sobre a ocorréncia de epizootias
em PNHSs, considerando estes animais como sinalizadores da circulacdo do YFV,
aliado a vigilancia entomolégica. O fato € que, a partir de 1997, estava havendo
intensa circulagédo do virus, estendendo-se da regido amazédnica a regiao central do
Brasil. Em 2008-2009, a expanséo da FA foi bem marcante, registrando- se casos,

inicialmente, no Estado do Parda, Tocantins e Goias e, posteriormente, em
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2009, uma grande onda epidémica e epizodtica atingiu a regido central (Goias e

Mato Grosso do Sul), alcangando o sul do Rio Grande do Sul. (7).

1.9 Epidemiologia e situagao atual da febre amarela no Brasil

O virus da febre amarela vem sendo identificado no Brasil, de Norte ao Sul,
com ocorréncias epizooéticas quase ciclicas. O territorio da febre amarela se expande
e retrai a partr da Amazobnia, regido reconhecida como um grande foco
enzootico/endémico, de onde se originam epizootias em macacos que se disseminam
para outras regides ao longo das matas de galeria. Durante esse espalhamento ha
morte de grande parte dos PNHSs, essenciais para a amplificagéo viral, e restando a
populacdo de animais resistentes ao virus, devido a producdo de anticorpos (122:123),
No Brasil, a febre amarela segue um padréo sazonal, com a maior transmissao
ocorrendo historicamente entre dezembro e maio, sendo menorou interrompida nos
outros meses. Entretanto, em 2018, diferente dos ultimos 20 anos, a notificacdo de
epizootias nos meses de junho a novembro indicou que a circulagdo viral continuou
ocorrendo durante o periodo de baixa transmissdo ('24). Em razdo deste aspecto
sazonal, os dados epidemioldgicos de febre amarela sao registrados e analisados
segundo estagbes ou temporadas que vao de julho de um ano a junho do ano

subsequente. (125,

A recente reemergéncia da FA no pais afetou diversas regides metropolitanas
em varios estados do Sudeste entre 2016 e 2018, dispersando-se em seguida para
o Sul, correspondendo a um marco na histdria recente da doenca. Analise de dados
epidemioldgicos, filogenéticos e filogeograficos de amostras do YFV (125:126) revelaram
que a onda epizodtica se iniciou, em 2014, na Amazonia, particularmente no Para e
Tocantins, deslocando-se em diregao ao sul através da bacia dos rios Tocantins-
Araguaia, atingindo os estados de Goias e Minas Gerais em 2015. Em 2015-2016, a
onda epizodtica seguiu duas rotas no Sudeste: uma em dire¢ao aoSul, pela bacia
do rio Parana, chegando a Sdo Paulo ainda em 2016, e umasegunda que se deslocou
para o leste mineiro, chegando aos estados litoraneos do Espirito Santo e Rio de
Janeiro, onde os primeiros casos foram detectados em 2017.No Rio de Janeiro, foram
detectadas duas rotas independentes de disseminacgio do

YFV separadas pela Serra do Mar, ou seja, uma litoranea, que chegou até Paraty e
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Angra dos Reis, e outra pelo interior, que atingiu principalmente o vale do rio Paraiba
do Sul (126.127)  gspecialmente durante a estagdo de transmissdo de 2017-2018.
Acreditava-se que, apdés a passagem de uma epidemia, a circulagdo do YFV no
Sudeste dependeria da reintroducao do virus a partir de onda epizodtica vinda da
bacia Amazbnia, onde haveria condicdo de transmissdo perene. O encontro de
macaco infectado em 2019, dois anos apds a circulagdo em uma area na Mata
Atlantica, no Estado do Rio de Janeiro, demonstrou que esse bioma pode manter a

circulacdo do virus independentemente de nova introdugéo (128),

Durante as temporadas epizodticas 2016-2017, 2017-2018 e 2018-2019 o
Brasil registrou o maior numero de casos dos ultimos anos (Figura 7) (2,1 mil casos
e mais de 700 obitos), tornando o recente surto de febre amarela silvestre no Brasil
0 mais grave das ultimas sete décadas. Foi possivel observar o avango das areas de
transmissao nos sentidos leste e sul do pais, alcangando a regiao da Mata Atlantica,
local que abriga uma ampla variedade de PNHs e onde o virus ndo circulava ha
décadas. (2, No Sudeste, o inicio do surto comegou com o registro de casos no
fim de 2016, em Minas Gerais, alcancando rapidamente o Sudeste do pais, resultando
na confirmagao total de 778 casos em humanos, incluindo 262 mortes e 1.655
epizootias por febre amarela, registrados até junho de 2017. No periodo sazonal
seguinte (2017-2018), o Sudeste vivenciou uma segunda onda de transmissao,
registrando 1.376 casos humanos, incluindo 483 mortes e 864 epizootias (Figura 8).
A maioria dos casos humanos e epizootias ocorridos eraoriginalmente de areas rurais
do interior de MG, mas, posteriormente, o virus se aproximou de grandes regides
metropolitanas, como Vitéria (Espirito Santo), Sao Paulo (Sdo Paulo) e do Rio de
Janeiro (Rio de Janeiro), cidades altamente infestadas por vetores urbanos
competentes do YFV, como Ae. aegypti e Ae. albopictus “3. Na temporada de 2018-
2019, houve uma reducdo no numero decasos confirmados, que pode ser atribuida,
em parte, ao movimento do virus em areas de menor receptividade, juntamente a

maior cobertura vacinal em areas onde antes a vacinagao n&o era recomendada (139),

Além do virus da febre amarela (YFV) representar uma séria ameacga as
populagdes rurais, a intensa movimentagcdo de humanos virémicos em areas
infestadas por Ae. aegypti € um risco permanente para a introdu¢ao do virus em area
urbana (91.123,131,132133) Uma grande campanha de vacinagédo de pessoas que viviam

nas dareas rurais e em bairros proximos de parques e areas verdes das
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cidades foi realizada. Entretanto, além de vacinar a populagdo humana, estratégias
complementares foram sugeridas durante a epidemia, dentre as quais a vacinagao
de PNHs (122.134) Entendeu-se também que, além de potencialmente colaborar para
a interrupgao da transmissao do virus em dadas areas, a imunizagédo de macacos
confinados em parques, zooldgicos, centros de pesquisa e reservas florestais
proximas a areas urbanas, evitaria também a extincdo de espécies ameacadas,

preservando a biodiversidade.

Distribuigdo dos casos humanos de febre amarela confirmados, segundo a regido do local provavel de infecgdo (LPI),
Amazdnica ou extra-Amazdnica no Brasil, entre os periodos de monitoramento 1998/1999 e 2019/2020

10000

n=2694
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W Amazbnica 11 5 1
BExtra-Amazbnica 5 767 1376 91 17

Figura 7: Distribuicdo dos casos humanos confirmados para a FA, segundo o local provavel de
infeccao (LPI), amazbnica ou extra-Amazdnica no Brasil, entre os periodos de monitoramento
1998/1999 e 2019/2020 (Fonte: Coordenagéo-Geral das Arboviroses (CGARB) /Departamento de
Imunizagéo e Doengas Transmissiveis (DEIDT)/ Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS)/ Ministério
da Saude (MS).
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Fonte COARBSDEIDT/SVS/MS. *Dedos preliminares & sujeitos a revisan.

Figura 8: Distribuicdo dos casos humanos e epizootias em PNHs confirmados para FA, por local
provavel de infecgdo, monitoramento 2019/2020 (jul/19 a jun/20), Brasil, entre as SE 01 a11 (Fonte:
Ministério da Saude, 2020).

1.10 Virus vacinal atenuado em mosquito vetor

Como explicado, para um arbovirus ser transmitido por um mosquito, as
particulas virais ingeridas pelo inseto durante um repasto de sangue em um
vertebrado devem primeiramente infectar o epitélio do intestino médio (estdmago) do
inseto, replicar neste sitio primario e, subsequentemente, disseminar do intestino
médio para outros 6rgaos, chamados de tecidos secundarios de replicagéo, dentre
0s quais as glandulas salivares. Sé entéo, o virus estara presente na saliva e podera
ser injetado juntamente com ela quando o mosquito se alimentar num hospedeiro
suscetivel. Em resumo, o ciclo de um arbovirus num mosquito passa por trés fases
sequenciais: infec¢ao (replicagao restrita ao estémago, sitio primario), disseminagéo

(replicagdo em tecidos secundarios) e transmiss&o (chegada do virus na saliva) (8%,
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Assim, dependendo de caracteristicas do virus e da combinagédo de caracteristicas
genéticas do virus e do mosquito, este ciclo pode se desenvolver com sucesso ou
ser abortado em qualquer uma das fases supracitadas. Além da infeccdo, o fenébmeno
da disseminacdo no mosquito €, portanto, uma etapa critica para a transmissao.

A cepa Asibi do virus da febre amarela (YFV), que é capaz de infectar,
disseminar e ser transmitida em uma alta proporcédo em mosquitos Ae. aegypti, foi
usada nos anos 1930 para se desenvolverem as vacinas de o virus atenuado 17D, a
partir do qual foram derivadas as subcepas vacinais, como 17D-204 e 17DD usadas
hoje. Testes laboratoriais foram feitos para verificar se o virus atenuado vacinal seria
capaz de infectar e ser transmitido pelo vetor classico, o Ae. aegypti. Verificou-se que
virus atenuado dessa vacina é capaz de infectar as células do epitélio do estbmago
dos mosquitos, ou seja, de estabelecer a infecgao no vetor. Porém,diferentemente de
cepas silvestres do YFV, como o da cepa de origem (Asibi), perdeu a capacidade de
se disseminar para tecidos secundarios dos mosquitos e, assim, seria incapaz de ser
transmitida pelo mosquito vetor Ae. aegypti, comoresultado do processo de atenuacao
conseguido através de passagens seriadas em embrido de galinha (13413%) Qu seja,
apos a ingestao pelo mosquito, a infecgéo por 17D seria limitada ao intestino médio
do vetor Ae. aegypti. Até onde sabemos, ndo houve testes sistematicos quanto a
competéncia vetorial de espécies silvestres de mosquitos Neotropicais para o virus
vacinal atenuado 17D ou 17DD.

Manipulacdo genética direcionada em regides do genoma do virus vacinal
17D mostraram que mudancas no genoma desse virus podem recuperar a sua
capacidade de se disseminar nos mosquitos. Por exemplo, uma quimera contendo
uma combinagao dos genes estruturais da 17D e genes proteicos de membrana (M)
e de envelope (E) do virus Asibi foi capaz de disseminar em Ae. aegypti desafiados
por infecgdo via oral. Isso sugere que potenciais mutagdes no genoma do virus 17D,
em especial nas proteinas M e E, podem permitir a recuperacao da capacidade do
virus vacinal de disseminar e ser transmitido ('3, Portanto, tais mutagdes podem
ocorrer juntamente com outras que podem interferir na seguranca desta vacina
composta de virus atenuado.

Em 2018, micos-ledo-dourados foram mortos durante epizootia pelo YFV
ocorrida em area de preservagéo, em Silva Jardim, do Estado do Rio de Janeiro (136),
Esse acontecimento teve grande repercussdo na area de conservagéo ©7), uma vez

gue uma epizootia poderia prejudicar profundamente um projeto de varias décadas.
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O Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) € unidade do INEA-Rio de Janeiro,
localizada na abrangéncia do Parque Estadual dos Trés Picos (PETP), Guapimirim,
cuja finalidades inclui o estudo e criagdo, em cativeiro, de PNHs ameagados de
extincdo, como os micos-ledo e muriquis. Frente a morte de micos- ledes pelo YFV,
unidades da Fiocruz (Biomanguinhos e |IOC), juntamente com o CPRJ, desenharam
um projeto para testar a eficacia e viabilidade da imunizagao de primatas ndo humanos
através da vacinagdo com a vacina de virus atenuado 17DD. Assim como passagens
seriadas do virus selvagem Asibi resultou na atenuacgao (perda de viscerotropismo e
neurotropismo), a replicagao do virus vacinal 17D ou 17DD atenuado em hospedeiros
nao habituais, como macacos do Novo Mundo, muito sensiveis ao YFV, e mosquitos
selvagens do Novo Mundo, poderia, de algumaforma, selecionar mutagbes no
genoma do virus que permitam nado sé a sua disseminagdo, mas também e
transmissao do virus vacinal por mosquitos.

Primatas nao humanos do Novo Mundo injetados com cepas selvagens do YFV
produzem viremia elevada geralmente nos primeiros 3-5 dias apos a infecgao (136). No
ambiente de cativeiro ou, principalmente, na natureza, animais recentemente
vacinados poderao ser picados por dezenas de mosquitos por dia, nosquais a infecgéao
podera se instalar. Espera-se que o virus 17DD restrinja a sua infecgéo ao intestino
desses mosquitos. Mas, caso haja muta¢gdes no genoma viral nestes ou nos PNHs
vacinados que permitam a recuperacdo da capacidade de disseminacdao nos
mosquitos, ha risco de o virus vacinal ser transmitido com composicdo génica
desfavoravel.

Os PNHs envolvidos no projeto de imunizagdo supracitado permanecem em
gaiolas, nao teladas, ao ar livre no CPRJ, o qual é cingido por matas de municipios
onde recentemente (2017-2018) foi reportada a transmissdo natural do YFV (137),
Portanto, a fauna de mosquitos no CPRJ deve, potencialmente, possuir vetores do
YFV. Assim sendo, os animais vacinados podem ser picados por mosquitos originarios
das matas proximas. Hipoteticamente, mosquitos silvestres podem picar animais
vacinados em viremia, infectando-se e, ao voltar para a mata, iniciar uma infecgao

autoctone.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade do virus vacinal 17DD de infectar, disseminar e ser
transmitido por mosquitos alimentados com sangue de primatas do novo mundo
mantidos em cativeiro durante o periodo da viremia vacinal, bem como a determinacao
da fauna de mosquitos locais a que estes animais vacinados estdo potencialmente

expostos a picada em seus recintos.

2.2 Objetivos Especificos

a. Determinar as taxas de infecgéo e investigar se ha disseminagéo e transmissao
em mosquitos dos géneros Aedes, Haemagogus e Sabethes desafiados
oralmente através da alimentagdao em PNHs do Novo Mundo vacinados com a

vacina atenuada (17DD)

b. Efetuar coletas de mosquitos no entorno dos recintos dos PNHs no CPRJ,

visando ao levantamento faunistico no local

c. ldentificar e descrever a existéncia de diferentes modelos de distribuicdo das

populacdes de mosquitos no CPRJ.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragodes éticas

O estudo foi realizado sob aprovacido do comité de ética para a realizagcdo do
experimento com os PNHs (CEUA-UNIFESO n° 467/17- Anexo 1) e para realizagao
de captura dos mosquitos no Parque estadual dos Trés Picos (PETP) e outras areas
do RJ (SISBIO 52472-2 — Anexo 2).

3.2 Delineamento e local do estudo

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental e observacional. A
porcao experimental foi feita com a utilizagcdo de mosquitos provenientes da colénia
do Laboratério de Mosquitos Transmissores de Hematozoarios, do instituto Oswaldo
Cuz, e de PNHs mantidos no Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), que
participam de um estudo de avaliagdo da imunogenicidade e seguranga da vacina com
virus atenuado 17DD, coordenada por Biomanguinhos, Fiocruz. A porgao
observacional foi feita a partir da coleta de mosquitos no CPRJ, como detalhado
adiante. O CPRJ esta situado no municipio de Guapimirim, no estado do Rio de
Janeiro, junto a antiga Estagao Ecoldgica Estadual do Paraiso (EEEP), hoje integrada
ao Parque Estadual dos Trés Picos (PETP), a cerca de 100 km do centro da Cidade

do Rio de Janeiro (Figura 9).

L2700 ¢ ntro de Primstologia
g {"d) Rio de Janeiro (CPRY)

3 PETP’ t’Pal‘rjque
#\-Estadualdos Trés Picos...
-~ 1

Figura 9: Detalhes da localizagdo do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro, no municipio de
Guapimirim, no Estado do Rio de Janeiro.
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3.3 PNHs utilizados no estudo

Em nosso estudo, utilizamos apenas micos-lebes (Familia Callitrichidae,
género Leontopthecus) adultos e de ambos os sexos. Segundo o protocolo aprovado,
animais (PNHs) injetados com a vacina de virus atenuado 17DD, produzida por
Biomanguinhos, foram anestesiados nos dias 0, 3 e 6 pds-injegaopara coleta de
sangue visando a determinacéo da viremia, a pesquisa de anticorpos e informacoes
clinicas (e.g. peso, temperatura corporal) que sao objeto de estudo independente
sobre imunizacéo e seguranca da aplicacao desta vacina para uso humano em PNHs
do Novo Mundo. No 3° dia pds-vacinagao, quando se observa o pico de viremia do
17DD na maioria dos micos (André T.S. Fernandes - LATEV- Biomanguinhos,
informagéo pessoal), aproveitamos o periodo de anestesia dosanimais para desafiar

oralmente os mosquitos.

Cabe ressaltar que os animais que participaram desses experimentos sao
mantidos em regime semiaberto do CPRJ, ou seja, em gaiolas ndo teladas contra a
entrada de insetos hematofagos, dentre os quais mosquitos. Portanto, os animais
vacinados sdo um potencial risco de serem picados por insetos hematéfagos
diuturnamente. Com efeito, CPRJ é localizado em areas proximas de mata e cursos
d’agua onde proliferam varios insetos hematéfagos borrachudos, maruins, mutucas,
flebotomineos e mosquitos. Assim, os PNHs submetidos a esses experimentos ja
estdo habituados a picadas de varios tipos de insetos hematofagos e, portanto,
acreditamos que a alimentacao de mosquitos nos mesmos nao acarretaria estresse

adicional.

3.4 Mosquitos utilizados nos desafios orais infectantes

Os vetores da febre amarela silvestres no Novo Mundo e, portanto, os que
potencialmente poderiam picar PNHs vacinados e se infectarem, sdo espécies
arboricolas dos géneros Haemagogus e Sabethes. Por essa razao, foram espécies

desses géneros as que usamos.

Foram usados mosquitos pertencentes a cinco espécies, das quais quatro
silvestres — Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys, Sabethes albiprivus e Sabethes
identicus Dyar & Knab, 1907 — e uma doméstica, o Ae. aegypti. As populacdes de
todas as espécies utilizadas foram originarias do Estado Rio de Janeiro, como

detalharemos mais a frente.
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A espécie de mosquito mais testada quanto a competéncia vetorial para o virus
amarilico e outros flavivirus epidémicos é o Ae. aegypti, tanto por ser vetor classico
da febre amarela quanto por ser de facil colonizagao em laboratério. Por conta disso,
ha bastante dados sobre a competéncia vetorial dessa espécie ao YFV na literatura
(85,113,136,138)  Além disso, como explicamos antes, Ae. aegypti foi também
tradicionalmente empregado em avaliagbes de capacidade de disseminagao de virus
atenuados (134.13%) Por esses motivos, ainda que se trate de um mosquito doméstico
e com pouca chance de picar macacos na natureza, lotesde Ae. aegypti foram
incluidos em nossos experimentos a titulo de comparacao com dados obtidos no
passado ('*3 e como controle de funcionamento dos ensaios com mosquitos silvestres

jamais testados frente a esse virus vacinal.

Exceto quanto aos Haemagogus, o Laboratério de Mosquitos Transmissores
de Hematozodarios do Instituto Oswaldo Cruz mantem coldnias limpas de mosquitos
das espécies utilizadas: Ae. aegypti, Sa. identicus e Sa. albiprivus. As colbnias dessas
trés espécies sdo mantidas em insetario com temperatura, umidade e foto- periodo
controlados (26£1°C, 70+10% UR, ciclo de 12h de luz e 12h de escuro). Detalhes da
colonizacdo dos mosquitos visando a experimentos como o que realizamos podem

ser obtidas em Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994)©3) e Fernandes et al. (2016)(139),

Resumidamente, no que concerne ao Ae. aegypti, utilizamos uma colbénia
estabelecida a partir de ovos coletados no bairro da Urca, Rio de Janeiro, RJ, mantida
no laboratério por <10 geracdes. Para se obterem as fémeas destinadasaos
experimentos de desafio oral, os ovos de Ae. aegypti ja estocados em camara Umida
foram colocados para eclodir através de uma unica imersdo em agua desclorada. As
larvas obtidas foram criadas em bacias retangulares (28,5 x 21,4 x5,7 cm) contendo
1L de agua desclorada e alimentadas a cada dois dias com levedode cerveja, numa
densidade de 100-120 larvas/bacia. As pupas foram transferidas para potes contendo
agua desclorada mantidos em gaiolas onde os adultos emergiam e acasalavam. Os
mosquitos adultos receberam alimentagédo agucarada (solugao estéril de sacarose ou

mel a 10%), diariamente, até a data da triagem das fémeas para os ensaios.

As populacbes de Sabethes albiprivus e Sabethes identicus utilizadas foram
procedentes de Tingua, municipio de Nova lguacu, como previamente descrito em

detalhes por Bersot (2014) (193, Diferentemente dos Aedini, os ovos de Sabethes ndo
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podem ser estocados, o que obriga a manutengao continuada das coldnias iniciadas
em 2013. (193 A colonizagdo das duas espécies de Sabethes foi feita de modo
semelhante ao descrito acima para Ae. aegypti, exceto, essencialmente, pela

densidade larval, que foi de 60 individuos/ bacia.

Por ndo se manterem em col6nia em condigdes de laboratério, os mosquitos
Hg. janthinomys/capricornii e Hg. leucocelaenus utilizados nos desafios orais foram
obtidos a partir da coleta de ovos dessas espécies com uso de ovitrampas suspensas
nas copas de arvores no Campus Fiocruz Mata Atlantica (CFMA), situadono bairro da
Taquara, na cidade do Rio de Janeiro, onde nao foi confirmada a transmissao do YFV
no recente surto. As ovitrampas (140 continham agua desclorada, adicionada de
pedados de folhas caidas das arvores, e trés paletas de Eucatex como suporte para
oviposicao. As paletas eram trocadas quinzenalmente, estocadas em camera umida
no insetario supracitado até a eclosao. A eclosao dos ovos foi feita da mesma maneira
descrita acima para Ae. aegypti, porém, com pelo menos trés imersdes das palhetas
por dois dias intercaladas por, pelo menos, 2 dias de secagem. A criagdo das formas
imaturas e dos adultos foi semelhante ao descritopara Ae. aegypti, exceto pela adigao

de algumas folhas caidas de arvores previamente umedecidas nas bacias.

3.5 Repasto sanguineo nos PNH vacinados

Fémeas de mosquito com 5-7 dias pds-emergéncia foram colocadas em
pequenas gaiolas de plastico, em numero entre 60 em cada para os Aedes e
Haemagogus e 30 para os Sabethes. As gaiolas de plastico utilizadas para os Aedes
e Haemagogus consistem em um recipiente cilindrico adaptado, onde a parte superior
€ coberta com um tecido (voil), por onde os mosquitos se alimentam, ao passo que a
parte inferior apresenta uma rodela de espuma sintética (espumavinilica acetinada -
EVA) que possibilita mobilidade no momento do repasto sanguineo, para diminuir o
espaco de vOo dos insetos, aproximando-os da parte superior da gaiola, que por sua
vez entra em contato com a pele do animal. Para os Sabethes, por serem maiores e
mais sensiveis a perturbacao, foram utilizadasgaiolas maiores, sem fundo movel,

como supracitado.
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Cada mico-ledo vacinado foi exposto, simultaneamente, a trés gaiolas com
mosquitos, cada qual contendo fémeas de um dos géneros de mosquitos supracitados
(Aedes, Haemagogus e Sabethes). A exposicdo a picada dos mosquitos foi feita
durante anestesia ja programada no projeto original em fungdo danecessidade de
puncao venosa para determinagcao de viremia e quantificacdo de anticorpos nos PNH
nao relacionados a essa dissertacdo. As exposi¢cdes aos mosquitos tiveram duracao
de 15 minutos e ocorreram no 3° dia pds-vacinagao, quando se observou ocorrer o
pico de viremia pelo YFV-17DD nos primeiros PNHs vacinados (André T.S.
Fernandes, LATEV-Biomanguinhos, informagdo pessoal). Para tal, as gaiolinhas
foram colocadas diretamente em contato com a epiderme dosPNHSs, na porgéao inferior
do ventre ou na face interna da coxa, areas naturalmente pouco pilosas. Logo apds o
repasto sanguineo, os mosquitos foram anestesiados e triados em banho de gelo e
somente os totalmente ingurgitados foram aproveitados. Os nao ingurgitados foram

imediatamente descartados.

Os mosquitos ingurgitados foram separados, em grupos de 20 a 40, em gaiolas
cilindricas de papelao, teladas nas duas extremidades, que foram incubadas em
estufas B.O.D com temperatura, umidade e foto-periodo controlados (26 °C; 80
% UR e com ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuro). Os mosquitos receberam,
diariamente, alimentagdo agucarada (solugao estéril de sacarose ou mel a 10 %).
Apos 14 ou 21 dias da alimentacao infectante (d.p.i.), os mosquitos sobreviventes
foram examinados para a determinagao das taxas relativas a competéncia vetorial,
conforme detalhado por Fernandes et al. (2016) (139, Resumidamente, os mosquitos
eram anestesiados em banho de gelo e manipulados individualmente e com pincas
estéreis, retirando-lhes todas as patas e asas. A saliva dos insetos é obtida por
salivacdo forgcada com o inseto recém anestesiado. Para tal, introduzia-se a
probdscide de cada mosquito em uma ponteira contendo 5uL de soro fetal bovino
(SFB) estéril para a coleta de sua saliva durante 30 min. Entédo, retirava-se a
probdscide do mosquito da ponteira e cortava-se a cabeca com |lamina de bisturi
estéril. O SFB contendo a saliva coletada do inseto era imediatamente misturado a
45uL de meio de cultura Leibovitz L15 e congelado a -80°C até o processamento para
determinacao da taxa de transmissdo. A cabecga e o restante da carcaga(abdome +
térax) eram respectivamente transferidos para tubos contendo 250 e 300uL de meio
L15 contendo 4% de SFB e conservados a -80°C até o processamento para

determinacao das taxas de disseminacéao e infecgao.
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3.6 Desafio oral experimental de mosquitos em laboratério

Experimentos completares em laboratério foram realizados de modo a se
comparar os resultados dos desafios orais dos mosquitos diretamente nos macacos,
empregando-se as mesmas espécies de mosquitos e cepa viral vacinal, porém com

titulos virais previamente conhecidos.

Para isso, fémeas de Aedes, Haemagogus e Sabethes foram tratadas da
mesma forma como citado anteriormente para os desafios orais através da
alimentagdo em macacos no CPRJ. Porém, no laboratério, as fémeas de mosquitos
foram alimentadas com uma mistura de eritrécitos de coelho e sobrenadante de
cultura do YFV 17DD em duas diluigdes. O sangue total de coelho foi previamente
centrifugado e lavado, por cinco vezes, com PBS estéril. O virus empregado
correspondeu a amplificagdo, em uma passagem em cultura de células Vero inoculada
com uma aliquota do conteudo de um frasco da vacina de febre amarela (virus
atenuado 17DD), produzida por Biomanguinhos, pertencente ao mesmo lote usado na
vacinagéo dos micos-ledes (Lote 186VFAQ057Z, produzido em junho de 2018). Foi
usado o meio 199, suplementado com 5% SFB, e incubagédo a 37°C, por trés dias,
quando sobrenadante foi recolhido e titulado a partir diluicdes inoculadas em células
Vero. O estoque viral obtido tinha originalmente o titulo de 7,91 log1o PFU/mL. O cultivo
do virus vacinal, sua amplificacao e a determinacao do titulo viral foram realizados no
Laboratério de Tecnologia Virologica (LATEV) (Marta Cristina de Oliveira Souza,

LATEV-Biomanguinhos, informacéo pessoal).

Esse estoque foi diluido em meio Leibovitz L15 suplementado com 2% de SFB
e eritrocitos lavados de coelho até se obterem os titulos virais finais de 1x10*e 1x10’
PFU/mL oferecidos oralmente aos mosquitos. O titulo viral de 1x10* foi PFU/mL foi
escolhido por ser o mais proximo da viremia mais elevada apresentada por PNHs
vacinados com a 177DD no projeto em curso, independentemente da espécie de
primata ou tempo decorrido apés a inoculagdo da vacina (André T.S. Fernandes,
LATEV-Biomanguinhos, informag&o pessoal), ao passo que 1x10” PFU/mL foi o titulo
mais elevado que se pode obter apds diluicao do estoque viralem eritrocitos lavados

de coelho.

O repasto infectante, com duracéo de 40 minutos, foi oferecido em alimentador
artificial, adaptado a um banho-maria circulante que mantinha a temperatura a 37°C.

Apos a alimentagdo, somente as fémeas ingurgitadas foram
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separadas e incubadas em BOD, com umidade, temperatura e fotoperiodo

controlados, como detalhado anteriormente.

3.7 Exame dos mosquitos

A taxa de infecgao (Tl), determinada a partir de triturado de tecidos do abdome
+ torax (doravante denominado corpo), corresponde ao percentual de individuos
infectados dentre o numero de individuos desafiados oralmente e ingurgitados. A taxa
de disseminagao (TD), determinada a partir de triturados da cabega dos insetos,
corresponde ao percentual de mosquitos positivos nestes tecidos dentre aqueles que
tinham o corpo positivo. Por ultimo, a taxa de transmissao (TT) corresponde a
proporcao de individuos com a saliva positiva dentre aqueles em que o virus foi capaz

de disseminar (141,

Para a determinacado das taxas de infeccdo e disseminacgao viral, corpo e
cabeca, foram respectivamente triturados. Cada triturado foi centrifugado a 10.000g,
durante 5 min, a 4°C. Uma amostra de 140 uL do sobrenadante foi utilizada para a
extragdo do RNA, utilizando-se o QlAamp Viral RNA Mini Kit, seguindo-se o protocolo
do fabricante. O RNA extraido foi testado por RT-gPCR capaz de detectar tanto
amostras de virus selvagens quanto do virus vacinal atenuado empregando-se os
primers e estratégia descritos por Domingo et al. (2012) ('42) e Abreu et al (2019)

o1

Resumidamente, o RNA viral foi transcrito reversamente e amplificado
utilizando-se o TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems) em um
equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems). Para cada reagao, usamos 300 nM
do primer 5-GCTAATTGAGGTGCATTGGTCTGC-3' (posigao do genoma 15-38), 600
nM do primer reverso 5-CTGCTAATCGCTCAACGAACG-3' (posigdo do genoma 83-
103) e 250 nM de sonda (5 ' FAM-ATCGAGTTGCTAGGCAATAAACAC-
3'TAMRA, posicdo do genoma 41-64). Cada amostra foi testada em duplicata,
utilizando-se agua deionizada como controle negativo tanto para as reacgdes de
extragao e quanto de PCR. A transcrigao reversa foi realizada a 50 °C por 5 min. As
condigdes de qPCR foram as seguintes: 95 °C por 20 s, seguidas de 40 ciclos de
amplificacdo a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Em cada grupo de amostras
analisadas, os numeros de cépias do RNA genémico de YFV foram calculados por

quantificacdo absoluta usando-se uma curva padrao para cada execucao. Na
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construgdo da curva padrdo, um amplicon foi clonado compreendendo a regido
gendémica de 1 a 865 de um isolado do virus selvagem obtido de um bugio encontrado
morto no Espirito Santo, em 2017 (isolado ES-504, nimero de acessodo GeneBank:
KY885000) 8, usando-se o pGEM-T Easy Vector (Promega), conforme descrito
previamente ©) e gentiimente cedida pelo Laboratério de Biologia Molecular de
Flavivirus, Instituto Oswaldo Cruz. A curva padréao foi gerada pordiluigdo em série de
dez vezes (variando de 10 a 109 copias/reacéo) do transcrito. O limite de detecgdo em

condigbes padrao de ensaio foi de aproximadamente 40coépias de RNA viral / mL.

Antes de testarmos mosquitos alimentados em macacos virémicos ou em
condicdes in vitro, realizamos reagdes de padronizagao a partir de diluicdes em série
(10" a 10-%) do homogenato de mosquito selvagem positivo da colegdo de nosso
laboratdrio. A sensibilidade do teste foi comparada em triplicata, e a RT-qPCRdetectou

0 genoma do virus até a diluigdo 107°.

3.8 Coleta de mosquitos para levantamento faunistico

As coletas foram realizadas na copa e no solo, dentro da mata no entorno do
CPRJ e junto as jaulas dos animais, com a disposi¢cao de nove pontos de coleta, sendo
cinco utilizados com a combinacado de armadilhas para coleta de adultos e imaturos e
quatro apenas para coleta de imaturos. Além destes, outros trés pontos foram
utilizados para captura ativa de adultos, através da Atragdo Humana Protegidae
Esclarecida (AHPE).

Um transecto principal foi tragado com cinco pontos de coleta (P1 a P5)
estabelecidos a cada 200 m, cujo ponto de coleta localizado no meio do seu
comprimento (P1) serviu de referéncia para o tracado de mais duas retas de 400 m,
na extremidade das quais se estabeleceram mais quatro pontos (P6 a P9) distando
cada qual 200 m do ponto central P1. O P1 esta localizado aproximadamente no centro
geografico das dependéncias do CPRJ (sede administrativa, laboratérios,
ambulatério, centro cirurgico, agrupamentos de jaula dos PNHs) ao passo que os
P2, P5 a P9 se localizaram num raio de 200 m de distancia do ponto central, no
ecotono entre 0 ambiente modificado e a mata ou mesmo dentro da mata, enquanto

os P3 e P4 se achavam totalmente dentro da mata, a 400 m do P1 (Figura 10).
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Represa
Pariaso

Centfo de Primatologia
do Rio de Janeiro (CPRJ)

200m
: 5 ) P6
Pontos com coletas apenas de imaturos (ovitrampas)

7 Pontos com coletas de adultos e imaturos (BG-
~+ Sentinel e ovitrampas)

. Pontos com coletas apenas de adultos (AHPE)

Figura 10: Disposi¢cdo dos pontos de coleta no entorno do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro,
Guapimirim, RJ. As distancias indicadas possuem como referéncia o ponto central (P1), situado proximo
a sede do CPRJ.

Para a obtengdo dos ovos foram utilizadas armadilhadas do tipo ovitrampa
(140)ja descritas no item 3.4, instaladas nas arvores a uma altura de 2 metros, fazendo-
se a troca das palhetas de Eucatex a cada 15 dias. Ao todo, foram instaladas 36
ovitrampas, distribuidas igualmente entre os pontos P1 a P9. No laboratorio, as
palhetas foram observadas individualmente ao estereomicroscopio para a procura de
ovos de mosquitos. As paletas positivas foram guardadas em cameras umidas
mantidas em insetario com temperatura, umidade e foto-periodo controlados (26 +
1°C, 70 £ 10% UR, ciclo de 12 h de luz e 12 h de escuro), por 7- 10 dias. Entao, as
paletas foram imersas varias vezes em agua desclorada para estimular a eclosao dos
ovos, com intervalos de quatro dias de secagem. No caso de nenhum ovo eclodir, a
paleta ainda sofria cinco adicionais ciclos alternados de imerséo e secagem. As larvas
eram criadas no mesmo insetario, como descritas anteriormente, e a realizacao da
identificacao das espécies foi feita apds a emergéncia dos adultos. As coletas de ovos
foram feitas de dezembro de 2018 a dezembro de 2019.
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As coletas de adultos foram realizadas através da captura por AHPE, com
auxilio de capturador de succdo manual (Castro), e com armadilha BG-Sentinel
(Figura 11). A armadilha BG-Sentinel é um cilindro de tecido, dobravel e leve,provida
de uma ventoinha que produz convecgdes de ar, que ajudam a dissipar os atraentes
escolhidos e, ao mesmo tempo, aspirar os mosquitos. Neste trabalho, utilizamos CO,
liberado por gelo seco como atraente, que aumenta o sucesso desta armadilha na
captura de uma grande variedade de mosquitos, como ja empregado em outros

estudos com transectos (91.143),

Figura 11: Armadilhas utilizadas para a coleta de mosquitos adultos e imaturos. Capturador de sucgéo
manual (Castro) (A), Ovitrampa (B) e armadilha BG-Sentinel (C). Fotos: SVS/MS 2004 (A) e (B);
Rafaella Miranda (C)

As coletas de adultos foram feitas em expedi¢gdes, com duragcado de quatro
dias por més de amostragem, sendo quatro meses no periodo chuvoso — dezembro
de 2018 a marco de 2019 - e quatro no periodo seco — junho a setembro de 2019.
Durante os quatro dias de coletas mensais, as armadilhas BG-Sentinel operavam,
ininterrupta e simultaneamente, em cinco pontos de coletas (P1 a P5) compartilhados

com os de operacao de ovitrampas (Figura 10), sendo o resultado de
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sua coleta individual e diariamente recolhido as 18:00h. No que concerne as capturas
por AHPE, duplas coletavam mosquitos durante 40 min. por ponto, fazendouma
rotacao entre os pontos entre 10:00-12:00 e 14:00-16:000h. Devido a limitagdo do
numero de individuos capturadores por expedicdo (N= 4), era possivel realizar
capturas por AHPE em somente dois pontos de coleta simultaneamente. Para se
evitar interferéncia na coleta com BG-Sentinel, as duplas trabalhavam afastadas das
armadilhas, porém respeitando as distancias de 200 m entre os pontos do transecto.
Foram estabelecidos trés pontos para coletas de adultos com AHPE (P10 a P12),
sendo o P12 localizado préximo ao P1 e os P10 e P11 a 400 m dali, ou seja, nas

imediacdes dos P3 e P4, respectivamente.

A identificacdo das espécies capturadas foi realizada a partir da observacao
direta dos caracteres morfoldgicos evidenciaveis ao microscépio estereomicroscopio
(Zeiss®) e consulta as descricbes/diagnoses respectivas das espécies, utilizando-se
chaves dicotdmicas elaboradas por Arnell (1973)©%), Consoli & Lourengo-de-Oliveira
(1994)®3), Forattini (2002)"") e Marcondes & Alencar (2010)8).

3.9 Anadlises estatisticas

3.9.1 indices de diversidade e similaridade

As diferengas na composicao da comunidade dos mosquitos, em cada ponto
de coleta, foram avaliadas e comparadas através do indice de Diversidade de
Shannon-Wiener (H’) (144), Para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre
os Indices de Diversidades, foi utilizado o teste t, com nivel de significancia de 5 %,

utilizando-se o software Past 3.16 (82),

A similaridade entre os pontos amostrais quanto ao numero de espécies foi
estimada pelo indice de similaridade qualitativa de Sgrensen (IS), baseado na
presenca e auséncia das espécies. Como regra geral para os indices de similaridade

foram considerados valores acima de 0,5 como altos, crescendo gradativamente até
1,0 (145)_
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3.9.2 Anadlises de Kruskal-Wallis, Pés teste de Dunn e Analise de Mann Withney

Para avaliar a ocorréncia de diferengas significativas entre populagbes de
mosquitos nos diferentes pontos de captura e diferentes tipos de armadilhas, foi
utilizada a analise de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5 %, com auxilio do
software IBM SPSS Statistics Version 23. O pés-teste de Dunn foi utilizado para avaliar
quais pontos e quais armadilhas se distinguiram entre si. A Analise de Mann Whitney
foi utilizada para avaliar a ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
tipos de armadilhas nos pontos de captura onde sé foram colocadas duas armadilhas,

também com auxilio do software IBM SPSS Statistics Version 23.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacao das taxas de infec¢cao e disseminagdo em mosquitos

alimentados nos PNHs vacinados

Para o desafio oral dos mosquitos, foram utilizados oito micos-lebes emviremia
pelo YFV 17DD no terceiro dia pods-vacinagcdo, resultando em um total de620
mosquitos ingurgitados e sobreviventes ao final de 14 ou 21 dpi (Tabela 1). Ao todo,
foram 270 Ae. aegypti, 127 Sa. albiprivus, 77 Sa. identicus, 141 Hg. leucocelaenus e

5 Hg. janthinomys/capricornii.

Tabela 1: Total dos mosquitos desafiados oralmente nos primatas nao-humanos (PNHs)
virémicos no 3° dia apds receberem a vacina de virus da febre amarela atenuado 17DD, do Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro, Guapimirim, Rio de Janeiro, segundo a espécie de mosquito
e periodo de incubagio apds a alimentagao nos primatas.

Espécie oSautos | 14 dpi 21 dpi Total
Ae. aegypti 296 129 141 270
Hg. leucocelaenus 166 141 - 141
Hg.janthinomys/capricornii 5 5 - 5
Sa. albiprivus 152 127 - 127
Sa. identicus 77 77 - 77
Total 696 479 141 620

dpi: dias apés o desafio oral em micos-ledes virémicos

A maioria dos insetos (N= 479, 77.3 %) foi examinada no 14° d.p.i., e apenas
exemplares de Ae. aegypti foram examinados tanto com duas quanto com trés
semanas devido a maior disponibilidade. O nimero de mosquitos que se alimentou e
sobreviveu por 14 dias apds a alimentagdo nos micos-ledes variou segundo a espécie,
sendo resultado de suas caracteristicas biolégicas e comportamentais ouda

disponibilidade de fémeas para os ensaios.
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Na Tabela 2, detalhamos o numero de mosquitos, por espécie e periodo de
incubacgéao, segundo o espécime de mico-ledo em foram alimentados e as respectivas
viremias. Os micos-ledes vacinados que serviram de fonte de infeccdo para os
mosquitos apresentaram viremia com titulo viral variando entre 1,05x102 pfu/mL
e 6,61x103 pfu/mL.

Todos os 620 mosquitos tiveram os corpos analisados para determinacao da
taxa de infecgao (T1). Todos as amostras analisadas apds 14 e 21 d.p.i apresentaram
resultado negativo, ou seja, ndo houve sustentacao da infec¢ao pelo YFV em nenhum
dos mosquitos analisados, alimentados nos PNHs vacinados coma vacina 17DD no
3° dia ap6s a vacinacao (Tabela 2). Ainda que nao se tenha detectado infecgdo em
nenhum mosquito a despeito do periodo de incubacéo e da intensidade da viremia
dos animais, analisamos as cabecgas dos mosquitos alimentados nos dois micos-ledes
(codigos 3617 e 2435) que apresentavam os mais altos titulos virais no sangue
ingerido pelos insetos para a determinagdo da taxa de disseminagao (TD). Foram
quatro grupos de mosquitos, de trés espécies diferentes, alimentados nesses dois
micos-ledes (Tabela 2). Nao foi detectado genoma viral na cabeca desses mosquitos
e, portanto, ndo houve disseminacao do virus vacinal atenuado 17DD para tecidos
secundarios dos insetos. Como os mosquitos alimentados nos primatas com as
maiores viremias foram negativos para a disseminagao, as cabegas dos mosquitos
alimentados nos animais com viremias mais baixas e ja diagnosticados negativamente
para a infeccdo ndao foram analisadas para se determinar a TD. Uma vez que a
instalacdo e manutencao da infecgcdo no intestino médio é pré-requisito para a
disseminacdo para tecidos secundarios e a disseminacdo é pré-requisito para a
infeccdo da glandula salivar e eliminagcdo do virus na saliva, ndo examinamos as

salivas dos mosquitos para a determinagcdo da taxa de transmisséao.
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Tabela 2: Espécie de mico-ledao, viremia no momento da alimentacido dos mosquitos e numero
de mosquitos, por espécie, examinados segundo o dia apdés a alimentagao nos primatas (d.p.i.)
virémicos no 3° dia ap6s receberem a vacina de virus da febre amarela atenuado 17DD no Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro

Espécie de
mico-ledo Viremia . 14 21 . .
(cédigo do (PFU/mI) Mosquitos N total dpi dpi TI TD
animal)
Leontopithecus Sa. identicus 15 - 15 0 0
rosalia 6,61x 10
(3617) Ae. aegypti 34 34 - 0 0
Leontopithecus Sa. albiprivus 21 21 0 0
rosalia 5,37 x 103
(2435) Ae. aegypti 28 28 0 0
Leontopithecus Sa. albiprivus 13 13 - 0 ND
chrysomelas 3,63 x 103
(3504) Ae. aegypti 36 36 0 ND
Sa. albiprivus 12 12 B 0 ND
Leontopithecus Sa. identicus 7 7 - | o ND
chrysomelas 3,54 x 103
(3408) Hg. leucocelaenus 46 46 - 0 ND
Ae. aegypti 17 17 - 0 ND
Sa. albiprivus 30 30 B 0 ND
Leontopithecus Sa. identicus 15 15 - 0 ND
chrysomelas 3,31 x 108
(3644) Hg. leucocelaenus 53 53 - 0 ND
Ae. aegypti 32 32 - 0 ND
Sa. albiprivus 40 40 - 0 ND
Leontopithecus Sa. identicus 29 29 - 0 ND
chrysomelas 2,75x 108 Hg. janthinomys 5 5 - 0 ND
(3595) Hg. leucocelaenus 42 42 - 0 ND
Ae. aegypti 42 42 - 0 ND
Leontopithecus Sa. albiprivus 11 11 ) 0 ND
chrysopygus 1,12 x 108
(3533) Ae. aegypti 43 - 43 0 ND
Leontopithecus Sa. identicus 11 11 - 0 ND
chrysopygus 1,05x 108
(2266) Ae. aegypti 38 38 - 0 ND

*Tl: taxa de infeccao; **TD: taxa de disseminacao.
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4.2 Determinacdao das taxas de infeccdo e disseminagdo dos mosquitos
desafiados oralmente em laboratério

Como explicamos, realizamos experimentos complementares com o objetivo
de comparar os resultados destes com os desafios orais dos mosquitos alimentados
diretamente nos micos-ledes virémicos cujos resultados acabamos de descrever.
Assim, lotes dos mosquitos Ae. aegypti, Hg. leucocelaenus e Sa. albiprivus foram
desafiados oralmente com misturas de glébulos vermelhos de coelho e sobrenadante
de cultura celular contendo o virus vacinal 17DD, oferecidas em duas diluicdes
diferentes: 1x10* e 1x10” PFU/mL. Apos 14 dias de incubagdo, os mosquitos foram
submetidos a salivagao forcada, para determinacao posterior da taxa de transmissao
(TT) e, posteriormente, foram guardados os corpos e cabegas para analise posterior
das taxas de infecgédo (Tl) e disseminagédo (TD), respectivamente, como feito nos
mosquitos alimentados diretamente nos micos-ledes.

Foram testados 59 Ae. aegypti, 48 Hg. leucocelaenus e 48 Sa. albiprivus, sendo
71 e 84 mosquitos alimentados com a mistura contendo a carga viral de 1x10%e para
1x107, respectivamente, totalizando, nesse experimento, 155 mosquitos examinados
(Tabela 3).

Nao foi detectada infecgdo ou disseminacdo em nenhum dos mosquitos
alimentados com a mistura contendo a carga viral de 1 x 10* pfu/mL. Nos mosquitos
alimentados com a diluigdo contendo a carga viral de 1 x 107 pfu/mL, a taxa de infecgéo
para Ae. aegypti de foi de 13 % e para Hg. leucocelaenus de 17 %, enquanto nao se
detectou infeccdo em nenhum Sa. albiprivus. Nao foi detectada disseminagcao em
nenhum mosquito infectado ou nao infectado. Em vista desse resultado, ndo se

examinaram as amostras de saliva dos mosquitos.

Tabela 3: Parametros determinantes da competéncia vetorial avaliados em fémeas de Aedes
aegypti, Sa. albiprivus e Hg. leucocelaenus experimentalmente desafiadas por via oral com duas
dilui¢ées diferentes do virus vacinal 17DD, ap6s 14 dias de incubacao.

Carga Viral Espécie posig\%z%fotal) TI (%) TD (%)
106 Ae. aegypti 0 (29) 0 0
Hg. leucocelaenus 0(19) 0 0
Ae. aegypti 4 (30) 13 0
107 Sa. albiprivus 0 (25) 0 0
Hg. leucocelaenus 5(29) 17 0

*TI: taxa de infecgéo; **TD: taxa de disseminagao.
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4.3 Abundancia dos mosquitos (Culicidae) capturados no CPRJ

Apos a realizacdo de um ano de coleta, foi coletado um total de 9.349
espécimes (Tabela 4), obtidos em quatro diferentes tipos de coletas, sendo as mais
proveitosas aquelas de ovos feitas com as palhetas de ovitrampas (51,1%), seguidas
das realizadas com BG-Sentinel com atrativo de CO2 (35,0%). Considerando-se
apenas as coletas dos adultos, foram obtidos 3.733 espécimes, tendo em sua maioria
capturados através da armadilha BG-Sentinel (87,7%) e o restante coletados em
capturas através da AHPE utilizando o capturador de Castro (12,3%). No que
concerne as coletas de imaturos em ovitrampas, obtivemos umtotal de 5.616
espécimes, sendo a maioria provenientes dos ovos encontrados nas palhetas (85,0%),
enquanto uma pequena porcentagem resultou das larvas e pupascoletadas nas aguas

das ovitrampas (15,0%).

Houve cinco espécies coletadas através de todos os métodos empregados
(ovitrampa, BG-Sentinel e AHPE), como os vetores primarios do virus da febre
amarela, Hg. leucocelaenus e Hg. janthinomys/capricornii, assim como Ae.albopictus,
Ae. terrens e Li. durhamii (Tabela 4). Por outro lado, algumas espécies foram
coletadas apenas com AHPE, ndo comparecendo em coletas com BG- Sentinel ou
ovitrampas, mesmo que estas ultimas tenham operado ininterruptamentedurante 13
meses. Foram elas: An. cruzii, Ps. ferox, Ru. cerqueirai, possivelmente Wy. incaudata
(?) e Wy. theobaldi, e os vetores secundarios da febre amarela Sa. chloropterus e Sa.
albiprivus. As Mansonia spp., assim como o unico Trichoprosoponsp. e Wy. confusa
s6 foram coletados com auxilio de BG-Sentinel. Em contraste, Ae. aegypti, Li.
pseudomethysticus e o predador Toxorhynquites sp. s6 foram capturadoscom o uso

de ovitrampa.
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Tabela 4: Numero absoluto dos espécimes coletados, dentre adultos e imaturos, através de
todos os métodos de captura utilizados neste trabalho, no conjunto dos pontos amostrais da
area do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ), municipio de Guapimirim, no estado

do Rio de Janeiro.

OVITRAMPA
Género/Espécie AHPE BG TOTAL
PALHETA | AGUA
Aedes aegypti (Linnaeus) 0 0 14 0 14
Aedes albopictus (Skuse) 8 2 11 2 23
Aedes scapularis (Rondani) 59 63 0 0 122
Aedes terrens (Walker) 4 8 788 0 800
Anopheles cruzii Dyar & Knab 1 0 0 0 1
Culex urichii (Coquillett) 0 1 0 444 445
Culex (Mcx.) sp. 0 0 0 7 7
Culex spp. 41 3030 0 0 3071
Haemagogct;sp /rtjl:;:)’xﬁ/:t);s Dyar/Hg. 54 3 509 0 566
Haemagogus leucocelaenus (Dyar & Shannon) 99 17 3452 13 3581
Limatus durhamii Theobald 11 2 0 60 73
Limatus pseudomgfgs::g)s (Bonne-Wepster 0 0 0 311 311
Mansonia titillans (Walker) 0 6 0 0 6
Mansonia sp. 0 1 0 0 1
Psorophora ferox (von Hulboldt) 1 0 0 0 1
Runchomyia cerqueirai (Stone) 2 0 0 0 2
Runchomyia frontosa (Theobald) 24 27 0 0 51
Runchomyia humboldti (Lane & Cerqueira) 17 18 0 0 35
Runchomyia reversa (Lane & Cerqueira) 17 15 0 0 32
Runchomyia sp. 20 19 0 0 39
Sabethes albiprivus Theobald 3 0 0 0 3
Sabethes chloropterus (von Hulboldt) 21 0 0 0 21
Toxorhynchites sp. 0 0 0 5
Tricoprosopon sp. 0 1 0 0
Wyeomyia incaudata (?) (Root) 2 0 0 0
Wyeomyia theobaldi (?)(Lane & Cerqueira) 26 0 0 0 26
Wyeomyia confusa (Lutz) 0 1 0 0 1
Wyeomyia spp. 48 61 0 0 109
Total 458 3275 4774 842 9349

Considerando-se o total de mosquitos coletados através do conjunto de

metodologias aplicadas, foram identificados 12 géneros de mosquitos no CPRJ

apresentando diferentes frequéncias sendo: Haemagogus (44,4 %), Culex (37,7 %),
Aedes (10,3 %), Limatus (4,1 %), Runchomyia (1,7 %), Wyeomyia (1,5 %), Sabethes
(0,3 %), Mansonia (0,1 %), Toxorhynchites (0,1 %), Anopheles (0,01 %), Psorophora
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(0,01 %) e Tricoprosopon (0,01 %) (Figura 12). Foi detectada a ocorréncia de 21
espécies (Tabela 4), sem se considerar os individuos cuja identificagao especifica nao

foi possivel, em especial aqueles dos géneros Culex e Wyeomyia.

- - M Aedes
0,0%

0,1% Anopheles

- M Culex

W Haemagogus
Limatus
Mansonia
Psorophora

M Runchomyia

M Sabethes

M Toxorhynchites

M Tricoprosopon

B Wyeomyia

Figura 12: Percentual por género dos espécimes coletados, através da captura de imaturos (ovos,
larvas e pupas) e adultos, coletados por todas as metodologias empregadas neste estudo, no Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro, no periodo de um ano (dez/2018 a dez/2019).

Aedes aegypti | 0,2%
Aedes albopictus | 0,2%
Aedesterrens [ 140%
Culex (Carrolia) urichi - 7.9%
Culex (Mex.) sp. | 0,1%
Hg. janthinomys/capricornii [l 9.1%
Hg. leucocelaenus [N 51,7%
Limatus durhamii | 1,1%
Limatus pseudomethysticus [l 5,5%

Toxorhynchites sp. | 0,1%

Figura 13: Abundancia dos imaturos (ovos, larva e pulas), coletados através de ovitrampas (agua e
palhetas), coletados no entorno do Centro de Primatologia do Rio de Janeiro, no periodo de um ano,
no conjunto dos pontos amostrais.
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4.3.1 Abundancia dos imaturos

As coletas dos imaturos (ovos, larvas e pupas) foram realizadas
quinzenalmente, durante um periodo de 13 meses, perfazendo 26 amostragens.
Foram um total de 2.808 palhetas coletadas, que resultaram em 4.774 mosquitos
eclodidos a partir dos ovos nelas obtidos. Somando-se a esses os adultos emergidos
de 842 de larvas e pupas achados na agua das ovitrampas. As espécies mais
abundantes dentre todos os imaturos coletados com ovitrampas foram Hg.
leucocelaenus (61,7 %), Aedes terrens (14 %) e Hg. janthinomys/capricornii (9,1 %)
(Figura 13), sendo estas também as mais abundantes entre os adultos emergidos a
partir dos ovos coletados, com 72,3 %, 16,5 % e 10,7%, respectivamente (figura 14).
Em contrapartida, considerando-se apenas os imaturos obtidos na agua das
ovitrampas, as espécies com maior abundancia foram Culex (Carrolia) urichi (52,7
%) e Limatus pseudomethysticus (36,9%) (Figura 15).

0,3%

= Aedes aegypfi

» Aedes albopictus

= Aedes terrens

® Hg. janthinomys/

capricornii

= Hg. leucocelaenus

Figura 14: Abundancia dos mosquitos obtidos através dos ovos coletados em palhetas de ovitrampas
no CPRJ, no periodo de um ano, em todos os pontos amostrais.
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Aedes albopictus

0,59% - | 0,83%

Toxorhynchites sp.

= Culex (Mcx.) sp.

m Hg. leucocelaenus

= [ imatus durhamii

= [imatus pseudomethysticus

= Culex urichi

Figura 15: Abundéancia dos mosquitos obtidos através de imaturos (larvas e pupas), em ovitrampas
no CPRJ, no periodo de um ano, em todos os pontos amostrais.

4.3.2 Abundancia dos adultos

Ao analisarmos apenas a coleta dos adultos com a armadilha BG-Sentinel e
captura através da AHPE, observamos que Culex sp. (82,2 %) apresentou maior
abundéancia (Figura 16) quando reunimos os resultados das coletas. Entretanto,
espécies como Ae. scapularis (3,27 %) e Hg. leucocelaenus (3,11 %), apesar do
percentual baixo em relagcdo ao Culex sp., apresentaram, no geral, uma abundancia
destacavel em relagao as demais taxas. Porém, a composigao da fauna e abundancia
modificam-se ao analisarmos os resultados das coletas dos adultos separadamente
segundo o tipo de captura. Desta forma, foi possivel observar que Hg. leucocelaenus
(21,7 %) demonstra ter maior abundancia, seguido de Ae. scapularis (12,9 %) na
captura através da AHPE, onde Culex sp. representou menosde 9 % (Figura 17). Em
contraste, Culex sp. correspondeu a 92,5 % do coletado coma armadilha BG-Sentinel
contendo CO2 como atrativo (Figura 18).
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Aedes albopictus 1 0,27%
Aedes scapularis =31 3,27%
Aedes terrens 1 0,32%
Anopheles (Ker.) cruzii | 0,03%
Culex (Carrolia) urichi 1 0,03%
Culexsp. |
Hg. janthinomys/capricornii 0 1,53%
Hg. leucocefaenus 1 3,11%
Limatus durhamii 1 0,35%

1 82,27%

Mansonia amazonensis | 0,16%

Mansonia sp. | 0,03%
Psorophaora (lan.) ferox 0,03%
Runchomyia cerqueirai 1 0,05%

|
|
|
|
Runchomyia frontosa 0 1,37%
Runchomyia humboldti 1 0,94%
Runchomyia reversa 1 0,86%
Runchomyia sp. 10 1,04%
Sabethes albiprivus | 0,08%
Sabethes chloropterus 1 0,56%
Tricoprosopon sp. | 0,03%
Whyeomyia (Pho.) incaudata (?) | 0,05%
Wyeomyia (Pho.)sp. M 2,33%
Wyeomyia (Pho.) teoboldti (?) 1 0,70%
Wyeomyia confusa 1 0,03%
Wyeomyia negrensis | 0,05%
Wyeomyia sp. " 0,54%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% B80% 90%

Figura 16: Abundancia geral entre os adultos coletados por BG e AHPE no CPRJ em oito meses
de coleta (dez/2018 a mar/2019 e jun/2019 a set/2019).

Aedes albopictus == 1,75%

Aedes scapularis 12,88%
Aedes terrens = 0,87%
0,22%

Anopheles cruzii
Culex spp.
Hg. janthinomys/capricornii
Hg. leucocelaenus
Limatus durhamii
Psorophora ferox 1 0,22%
Runchomyia cerqueirai = 0,44%
Runchomyia frontosa === 524%
Runchomyia humboldti === 3,71%
Runchomyia reversa 3,71%
Runchomyia sp. 4,37%
Sabethes albiprivus 0,66%
Sabethes chioropterus =======1459%
Wyeomyia (Pho.) incaudata (?) % 0,44%
Wyeomyia (FPho.) teobaldi (?)
Wyeomyia spp.

11,79%
21,62%

5,68%

10,48%

0% 5% 10% 15% 20% 25%

Figura 17: Abundancia dos adultos coletados através da AHPE no CPRJ, em oito meses de coleta
(dez/2018 a mar/2019 e jun/2019 a set/2019)

53



Aedes albopictus 1 0,06%
Aedes scapularis 1,92%
Aedesterrens 1 0,24%

Culex (Carrolia) urichi 1 0,03%

Culex sp. 92,52%

Hg. janthinomys/capricomii 1 0,09%
Hg. leucocelaenus 1 0,52%
Limatus durhamii 1 0,06%
Mansonia sp. 1 0,21%
Runchomyia frontosa 1 0,82%
Runchomyia humboldti | 0,55%
Runchomyia reversa 1 0,46%
Runchomyia sp. 1 0,58%
Tricoprosopon sp. | 0,03%
Wyeomyia confusa 1 0,03%
Wyeomyia spp. W 1,86%
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Figura 18: Abundancia dos adultos coletados através da armadilha BG-Sentinel no CPRJ em oito
meses de coleta (dez/2018 a mar/2019 e jun/2019 a set/2019)

4.4 Abundancia segundo o ponto de coleta

Considerando que as coleta dos adultos e imaturos ndo foram realizadas
igualmente em todos os pontos, ou seja, ndo houve combinagdo de todos os tipos
de coleta em todos os pontos. As anadlises de abundancia, riqueza e frequéncia
somente foi possivel de ser realizada para os imaturos coletados (Pontos 1 a 9). As
analises em questao, para os adultos, foram realizadas separadamente entre os tipos
de coleta (BG-Sentinel e AHPE), uma vez que foram realizadas em pontos em numero
e locais diferentes ainda que préximos e com numero distinto de horas gastas em

coleta (Tabela 5).

Em relacdo a abundancia dos espécimes coletados na forma imatura por ponto
amostral, observamos que houve significante heterogeneidade na quantidade de
imaturos obtidas nos nove pontos de coleta (P1-P9; Kruskal-Wallis p = 0,01) e que, no
geral, o ponto P3 (28,1 %) apresentou maior abundancia de espécimes dentre todos

0s pontos amostrados com ovitrampas (imaturos), seguido do P8 (17,2 %)
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(Figura 19). Quando consideramos separadamente o coletado como ovo (paletas) e
na agua das ovitrampas (larvas e pupas) verificamos que em todos os pontos a
abundancia de ovos presentes nas palhetas era maior que de larvas e pupas, exceto

no ponto P6 (Figura 20).

Tabela 5: Namero absoluto de espécimes coletados no CPRJ por ponto amostral e por tipo de
coleta, no periodo de um ano (dez/2018 a dez/2019).

ADULTOS E IMATUROS APENAS IMATUROS APENAS ADULTOS
P1 | P2 P3 P4 P5 | P6| P7 P8 P9 | P10 | P11 | P12
AGUA DE
OVITRAMPA 75 | 20 | 109 |160| 35 (94| 63 | 113 | 173 - - -
IMATUROS
PALHETAS | 534 | 573 | 1468 | 223 | 326 | 73 | 515 | 853 | 209 - - -
BG 432 | 441 | 298 | 418 | 1686 | - - - - - - -
ADULTOS
AHPE - - - - - - - - - 103 | 221 | 134
30% 28,1%
25%
£ 20%
< 17,2%
Q
§ 15%
Z
@ 10,8%  10,6% 10,3%
10%
6,8% 6,4% 6,8%
) I I 3’0% I
]
P1 P2 P3 P4 P5 P& P7 P8 P9
PONTOS AMOSTRAIS

Figura 19: Abundancia dos imaturos (ovos, larva e pupas) por ponto de coleta, obtidos a partir de
palhetas e agua de ovitrampas no CPRJ
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O pos-teste de Dunn foi utilizado para observamos quais pontos de coletas de
imaturos (P1-P9) apresentavam diferengas significativas na abundéancia (p<0,05). O
ponto que mais se diferencia é o P6, com o menor numero de espécimes coletadas
dentre todos (167), apresentando diferengas significativas em relacao aos pontos
P1, P2, P3, P4 e P5 (0,012; 0,019; 0,013; 0,002 e 0,005), com 609, 593, 1577, 383 e
361 espécimes coletados, respectivamente. Apds o P6, os pontos P4 e P5 sao os que
mais apresentam diferengas significativas entre os outros pontos, assim comoas
menores abundancias. O ponto P4 se distingue dos pontos P6 a P9 (0,002; 0,027;
0,013 e 0,024), com 167, 578, 966 e 382 espécimes respectivamente, enquanto que
o P5 se diferencia dos pontos P6, P8 e P9 (0,005; 0,027 e 0,047).

Analisando-se separadamente cada um dos pontos (P1-P5), a analise de
Kruskal-Wallis indicou diferencgas significativas entre os diferentes tipos de armadilhas
(BG-Sentinel, 4gua de ovitrampas e palhetas) para os pontos P2, P4 eP5 (P2: p =
0.037; P4: p = 0.000; e P5: p = 0,017). O pos-teste de Dunn indicou que nesses trés
pontos, a abundancia na BG-Sentinel se distingue tanto da observada nas coletas com
palhetas quanto na agua das ovitrampas.

A analise de Mann-Whitney foi utilizada para os P6 a 9, onde foram colocadas
apenas ovitrampas, nao havendo diferenca significativa entre o coletado nas palhetas

€ na agua da ovitrampas operadas em cada ponto.
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Figura 20: Distribuicao dos imaturos coletados no CPRJ por ponto amostral e tipo de coleta.
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Os adultos coletados através da BG-Sentinel foram mais abundantes no P5
(51,5 %) (Figura 21; Tabela 5), tendo os outros pontos (P2 a P5) uma distribuicdo
praticamente uniforme, ficando entre 9,1% (P3) e 13,5% (P2). Porém, as coletas
através da AHPE foram proporcionalmente mais abundantes no ponto P11 (48,3 %)
(Figura 21), embora ndo tenha havido diferenca significativa (Kruskal-Wallis, p =
0,50) entre o rendimento das capturas feitas nos pontos designados para este tipo
de método (P10 a P12).

60%
51,5%

50% 48,3%

40%

29,3%
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22,5%
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Figura 21: Abundéncia de Culicideos coletados na forma adulta, através da BG-Sentinel e AHPE no
CPRJ, segundo o ponto de coleta

4.5 Distribuicao espacial: riqueza e diversidade de espécies

Ao analisarmos as espécies encontradas por ponto amostral (tabelas 6 e 7),
independentemente do tipo de coleta e a fase de vida do inseto capturado, podermos
observar que, ainda que o P5 tenha sido onde se coletaram mais espécimes (N=
2.047), os pontos P4 (a 400m mata dentro) e P11 foram os que apresentaram maior
riqueza de espécies, ou seja, maior numero de espécies. Os pontos com as maiores
diversidades, cujo célculo baseia-se na abundancia relativa de cada espécie, foram

os P11 e P12, coincidentemente correspondentes a locais
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de coletas com AHPE, respectivamente localizados dentro da mata e no ecétono
préximo ao centro geografico das instalagbes do CPRJ. Foi tambémcoincidentemente
nos trés pontos de coletas com AHPE (P10 a P12) onde seobservaram os maiores
valores de equitabilidade, ou seja, onde houve melhor distribuicdo dos espécimes de

cada espécie, sem ocorréncia de espéciesclaramente dominantes (tabela 6).

Tabela 6: Riqueza, diversidade e equitabilidade dos espécimes de Culicideos obtidos nas formas
imatura e adulta no periodo de um ano, no entrono do CPRJ, por ponto de coleta. Os valores

mais elevados estdo destacados em negrito.

P1 P2 P3 P4 P5 | P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

Riqueza (S) 13 14 | 13| 16 | 15 | 4 7 6 7 14 16 15

Espécimes 1041 | 1034 | 1875 | 801 |2047| 167 | 578 | 966 | 382 103 221 134

Diversidade de

' 1.475 | 1.206 | 1.333 | 1.687 | 0,87 | 0,97 | 1.223 | 0,77 | 1.304 | 2.159 | 2.425 | 2.402
Shannon (H')

Equitabilidade

0,57 | 0,46 (0,520 0,6 |0,32| 0,7 | 0,63 | 0,43 | 0,670 | 0,797 | 0,856 | 0,866
de Shannon (J)

Quando comparamos a riqueza de espécies entre os pontos onde houve coleta
combinada de imaturos e adultos (P1 a P5), o ponto P4 apresentou maior riqueza,
apesar de ter o menor numero de espécimes coletados dentre estes pontos.Nos
pontos onde houve somente coleta de imaturos (P6 a P9), notamos que os pontos P7
e P9 apresentaram maior rigueza de espécies. Ja os pontos nos quais foram
realizadas apenas a captura de adultos, através da AHPE (P10 a P12),observamos

que a maior riqueza de espécies ocorreu no ponto P11 (tabela 6).

Quando comparamos a diversidade (H’) entre os pontos (Teste t, 95%
probabilidade) observamos que houve diferenga significativa entre eles, exceto entre
os P1 e P4, o P2 em comparagao tanto com o P7 quanto o P9, entre P3e P9, 0 P4 e
P10, P5 e P6, P7 e P9, e P11 e P12. Assim, embora localizado em ambiente
modificado, no centro geografico do CPRJ, teve diversidade significativamente maior
(p < 0,05) que todos os demais pontos onde foram feitas coletas também com BG-
sentinela, exceto quando comparado ao P4, localizado a 400 m dali, dentro da mata.

Nao houve diferenga na diversidade entre os dois pontos de ambiente selvagem
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mais preservado (P3 e P4). Mas, quando considerados os pontos a 200m (P2, P5 a

P9) do centro geografico do CPRJ (P1), verificou-se que a diversidade foi

heterogénea, com desvantagem para os P5, P6 e P8 em relagdo aos demais.

Tabela 7: Distribuicdo das espécies coletadas através de quatro diferentes tipos de coletas, no entorno
do CPRJ, por ponto amostral. As linhas sombreadas correspondem as espécies vetoras primarias e
secundarias do YFV.

ESPECIES/PONTO

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

P12

Aedes aegypti

12

2

Aedes albopictus

5

1

4

2

6

Aedes scapularis

10

19

6

4

24

15

19

25

Aedes terrens

361

6

301

26

14

84

Anopheles cruzii

Culex urichi

41

15

61

81

12

39

Culex (Mcx.) sp.

Culex sp.

403

397

263

373

1594

23

13

Haemagogus
janthinomys/
capricornii

29

74

78

50

82

83

95

21

13

22

19

Haemagogus
leucocelaenus

147

498

1096

154

233

73

344

756

181

35

44

20

Limatus durhamii

19

17

15

10

Limatus
pseudomethysticus

15

18

66

21

80

23

37

47

Mansonia titillans

Mansonia sp.

Psorophora ferox

Runchomyia
cerqueirai

Runchomyia
frontosa

11

Runchomyia
humboldti

11

Runchomyia
reversa

10

Runchomyia sp.

Sabethes
albiprivus

Sabethes
chloropterus

Toxorhynchites sp.

Tricoprosopon sp.

Wyeomyia (Pho.)
incaudata (?)

Wyeomyia (Pho.)
teoboldti (?)

26

Wyeomyia confusa

Wyeomyia sp.

7

8

1

17

28

35

Total

1041

1034

1875

801

2047

167

578

966

382

103

221

134
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Foi notavel a distribuicdo das espécies vetoras primarias do YFV nos locais
de coleta (Tabela 7). A espécie Hg. leucocelaenus foi encontrada em todos os pontos
e Hg. janthinomys s6 nao foi coletada no P6. A biologia e habitos das espécies
influenciaram a sua distribuicdo. As espécies que nao desovam em recipientes
abertos, como ovitrampas, nao foram coletadas nos pontos onde s6 este método de
coleta foi usado, ou seja, P6 a P9. A distribuigdo de Ae. scapularis € um exemplo claro,
uma vez que essa espécie foi encontrada apenas nos locais de coletas de adultos
(com BG-Sentinels e AHPE). Esse comportamento também compartilhado pelas
espécies de Runchomyia e Wyeomyia. Algumas espécies parecem ter tido a
distribuicao espacial ainda mais influenciada pelo método de coleta que pelo ponto de
captura, como foi o caso das duas espécies de Sabethes, coletadas apenas nos

pontos onde se realizaram capturas com AHPE (P10-P12).

Quando analisamos a similaridade entre os pontos de coleta [Similaridade de
Sarensen (IS)], verificamos que a mais alta similaridade (IS > 0,81, ) foi encontrada
entre os pontos onde se realizaram capturas apenas com AHPE, resultado que,
novamente, possa indicar que o método de coleta influenciou mais na composicao
da fauna capturada que a localizagao. Ao compararmos os pontos onde houve coletas
de adultos com BG e imaturos com ovitrampas (P1 a P5), observamos similaridade
consideravelmente alta para todas as comparagdes por pares entre elas(lS variando
de 0,59 a 0,83). Dentre essas comparacdes € interessante ressaltar aquela entre o
ponto de ambiente mais modificado (P1) com os localizados mais dentro da mata (400
m), ou seja, P3 e P4, onde altos valores de similaridade foram igualmente detectados
(1IS=0,69) (P1 x P3) e 0.80 (P1 xP4). A menor similaridade (IS= 0,18) foi detectada
nas comparagdes do capturado em dois dos pontos localizados onde sé operaram
ovitrampas, localizados a 200 m do P1, ou seja, P6 e P8, com os demais pontos da

mesma distancia ou nao.
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Tabela 8: Valores de similaridade de Sgrensen (IS) entre o resultado da captura
de mosquitos nos pontos (P1 a P12) no CPRJ. Os valores em negrito
representam os pontos com as mais altas similaridades entre eles.

Is | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12
PL | * 074 069 08 079 033 040 032 040 057 067 0,69
P2 * 059 071 08 033 048 050 048 048 058 0,60
P3 * 067 064 047 060 053 060 057 053 0,62
P4 * 08 038 050 035 050 063 065 0,73
P5 * 042 045 048 045 060 0,69 0,71
P6 * 055 060 055 021 0,19 0,20
P7 * 062 08 036 025 0,35
P8 * 062 019 017 0,18
P9 * 027 025 0,35

P10 * 081 0,84

P11 * 0,85

P12 *

Valores acima de 0,5 indicam alta similaridade.

4.6 Abundancia e distribuicao das espécies por periodo de coleta.

4.6.1 Imaturos

Como explicado, as coletadas dos imaturos foram realizadas quinzenalmente,
de dezembro de 2018 a dezembro de 2019, sem interrup¢ao, ou seja, foram realizadas
duas coletas por més durante um ano. Quanto a coleta dos adultos, foramrealizadas
quatro coletas no periodo seco e quatro no periodo chuvoso, ou seja,uma coleta
por més durante quatro meses seguidos no inverno e quatro meses seguidos no
verao. As analises por més de coleta nos permitiram notar que a maior abundéancia de
espéecimes imaturos ocorreu no periodo chuvoso. No entanto, em relagcédo aos adultos,
a maior densidade ocorreu no periodo seco (Tabela 8). Somando-se os resultados de
coletas de imaturos e adultos, o més com a maior abundancia foi junho/2019, com
2.483 espécimes, resultado fortemente influenciado pela maior densidade nas coletas

de adultos, perfazendo 2.447 exemplares. Entre
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os imaturos, o més com maior abundéancia de espécimes coletados foi janeiro/2019,

com 1.812 exemplares, entre larvas, pupas e ovos em palhetas (figura 22).

Tabela 9: Numero absoluto de espécimes capturados por més de coleta.

dez/ | jan/ fev/ mar/ abr/ mai/ jun/ jul/ ago/ set/ out/ nov/ dez/
18 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19 19
Imaturos | 477 | 1812 | 283 1025 215 433 36 18 0 41 269 287 720

Adultos | 206 | 279 80 347 NR NR 2447 | 182 81 111 NR NR NR

Total 683 | 2091 363 1372 215 433 2483 | 200 81 152 269 287 720

NR: coletas nao realizadas para esta fase”.

3000
2500 )
]
= 2000
o
L
E 1500
[su)
2 1000
=
500
® ) ) ) ) o ) 9 &) o o) S G
A LA SO L O, P LS (R SO L R, L L
T A N AT P
MES DE COLETA
—— Imaturos - Adultos Total

Figura 22: Numero absoluto de espécimes capturados por més de coleta, entre adultos e imaturos

A densidade populacional dos imaturos por periodo de coleta, foi calculada com
base nas espécies que apresentaram maior abundancia. Como mostrado na figura 13,
Ae. terrens, Hg. janthinomys/capricornii e Hg. leucocelaenus foram as espécies mais
capturadas através das ovitrampas, ao longo dos meses utilizados nas coletas. Com
base nisso, ao analisarmos de forma geral a densidade populacional destas espécies

por més de coleta, observamos que os picos
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populacionais ocorreram nos meses de janeiro e marco (figura 23). Hg. leucocelaenus
foi a espécie mais capturada dentre as trés durante o ano de coleta, apresentando
pico populacional no més de janeiro e sendo encontrada em todos os meses. Ae.
terrens, com a segunda maior densidade dentre as trés, foi mais encontrada em
dezembro/2019, ultimo més de coleta, e nao foi encontrado nos meses de junho,
agosto e setembro. Hg. janthinomys/capricornii foi a espécie menoscapturada dentre
estas, apresentando maior pico populacional no més de janeiro, ndo sendo encontrado

nas ovitrampas nos meses de junho, julho e setembro.
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Figura 23: Flutuagdo mensal dos mosquitos imaturos coletados no periodo de um ano, no CPRJ.

4.6.2 Adultos capturados por AHPE

Da mesma forma, analisamos a flutuagcdo mensal dos mosquitos coletados
através da AHPE, com base naqueles que apresentaram as maiores abundancias.
Para esta analise, consideramos aqueles que apresentaram abundancia a partir de
5%, com excecgao de Sa. chloropterus, que devido a sua importancia médica, alémda
importancia na transmissao da febre amarela silvestre, foi incluido, apesar da

abundancia apresentada ser menor que 5% (4,59%) (figura 17).
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Dentre as espécies utilizadas nesta analise, nenhuma foi coletada nos meses de
abril e maio e outubro a dezembro. A espécie mais capturada, Hg. leucocelaenus,
apresentou pico populacional no més de marco e nao foi capturada através da AHPE
nos meses citados com coleta negativa. Aedes scapularis, Culex spp., Sabethes
chloropterus e Wyeomyia teobaldi (?) foram mais capturadas no més de janeiro.

Wyeomyia spp. foram mais encontradas no més de setembro.
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Figura 24: Flutuagdo mensal dos mosquitos capturados através da AHPE no CPRJ.
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5 DISCUSSAO

5.1 Competéncia vetorial

O recente surto de febre amarela no Brasil atingiu areas proximas a grandes
cidades no Sudeste, ndo se restringindo a areas rurais remotas. A presenca de vetores
silvestres competentes em grande parte das florestas urbanas ou ndo, a baixa
cobertura vacinal nos humanos e a elevada frequéncia de vertebrados suscetiveis em
areas peri-urbanas, como os PNHSs, gerou grande preocupagdo. A vacinagado dos
macacos contra o YFV surgiu como uma estratégia de saude publica, pois colaboraria
para a interrupcao da transmissao do virus, além da preservacao de espécies
ameacgadas de extingao (146.147) A principal vacina empregada contra do YFV em
humanos é a de virus atenuado (17-D ou 17-DD) e, por conseguinte, foi escolhida
para a vacinacao de PNHs em vista de sua eficacia e seguranca. Porém, restava a
preocupagdo de que o virus vacinal circulante no sangue periférico de PNHs
Neotropicais sabidamente muito sensiveis ao YFV pudessem exibir um fendtipo de
alta infectividade para mosquito, disseminar até as suas glandulas salivares e ser
transmitido. Se isso ocorresse, poderia se estabelecer um processo ciclico e
descontrolado de transmissdo no ambiente silvestre, entre PNHs e mosquitos
silvestres, cuja interacdo YFV-hospedeiro € pouco conhecida, colocando em risco as
caracteristicas de seguranca e estabilidade genética da vacina. Este cenario de
transmissao silvestre do virus vacinal aumentaria os riscos a estabilidade da vacina
representados pela possibilidade de recombinagao entre virus selvagem evacinal
durante epizootias, sobretudo em co-infec¢cdes (YFV selvagem + YFV-17DD) nos
mosquitos, onde a infeccdo, quando instalada, persiste durante toda a vida do inseto.
Com efeito, sabe-se que os Flavivirus podem recombinar, 0 que aumenta a
possibilidade de recombinagédo entre uma cepa vacinal e um virus selvagem, o que
pode potencialmente resultar em um virus com propriedades potencialmente
indesejaveis como, por exemplo, reversao ao fenotipo virulento (48). Assim, o presente
estudo combinou investigacdes de carater experimental acerca da possibilidade do
virus vacinal ser transmitido na natureza a partir de PNHs vacinados no CPRJ
associadas a observagdes de campo sobre os mosquitos que potencialmente picam

0s animais deste centro.
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No que concerne o segmento experimental, primeiramente realizamos desafios
orais através da alimentagdo de mosquitos em micos-ledes vacinados e emviremia
pelo YFV-17DD. Na sequéncia desafiamos oralmente grupos das mesmas espécies
de mosquitos com o mesmo virus através de alimentagao artificial empregando dois
titulos virais no repasto infectante: um que representasse a viremiamais elevada
observada no conjunto de PNHs vacinados no CPRJ (1 x 10* PFU/mL) e outro elevado
e que se aproximasse daqueles usados em experimentos semelhantes com o YFV
selvagem (1 x 107 PFU/mL).

Nossos resultados mostraram que virus vacinal YFV-17DD nao foi capaz de
infectar e, consequentemente, de se disseminar para tecidos secundarios e ser
transmitido por mosquitos dos géneros Aedes, Haemagogus e Sabethes alimentados
diretamente em micos-lebes vacinados, cujas viremias variavam entre 1,05x10% e
6,61x103 pfu/mL. As espécies de mosquito empregadas nos desafios orais através de
alimentacgao diretamente nos micos-ledes sao reconhecidas vetores da febre amarela
urbana e silvestre e tém demonstrado elevada competéncia vetorial para diferentes
linhagens e cepas do YFV selvagem®®. Portanto, as taxasde infecgdo nulas
observada em todos os mosquitos alimentados nos macacos vacinados com YFV-
17DD néo seria resultado da falta de susceptibilidade dosmosquitos desafiados ao
virus amarilico selvagem, havendo duas principais hipéteses para explicar tal
resultado: baixa viremia dos animais e incompatibilidade ao virus atenuado. E sabido
que o titulo viral no repasto infectante influencia tanto a taxa de infecgdo quanto o
periodo de incubagdo extrinseco do virus no vetor, ou seja, no tempo entre a

alimentagéo infectante e a liberagéo de virus na saliva de \gtgreg (135.149).

Resultados semelhantes aos nossos foram observados em uma pesquisa feita
por Whitman (1939)('34), porém com a utilizagdo do virus vacinal YFV-17D e o vetor
urbano Ae. aegypti. Esse estudo mostrou que fémeas de Ae. aegypti alimentadas em
voluntarios e macacos rhesus vacinados néo se infectaram com o virus vacinal. O
autor verificou que os humanos voluntarios e parte dos macacos rhesus vacinados e
que serviram de fonte de infecgdo para os mosquitos apresentaram baixa viremia e
nenhum inseto se infectou. Mesmo Ae. aegypti alimentados nos macacos que
apresentaram viremias mais elevadas do que as observadas nos 29 humanos nio se
infectaram. Frentea esse resultado, Whitman (1939)('34) sugeriu que a quantidade

de virus circulante
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em um ser humano vacinado € muito pequena para permitir a infecgéo por Ae. aegypti.

A escolha do terceiro dia para o desafio oral dos mosquitos foi baseada em
achados de inoculagao de virus selvagem (Asibi) ou vacinais atenuados em macacos
usualmente empregados em estudos sobre vacinas de febre amarela (especialmente
rhesus e macaco-verde), onde o pico de viremia se posicionougeralmente de 2 a 4
dpi, dependendo da dose injetada e da via de inoculagdo®®1%0.151)  Ag viremias
apresentadas pelos micos-ledes no dia da alimentacdo dos mosquitos em nosso
estudo (3 dias apos a vacinagao) chegaram a 6,61x10% PFU/mL no maximo, sendo
semelhantes as descritas para o YFV-17D em rhesus. Com efeito, a cepa selvagem
Asibi do virus da FA é altamente virulenta aos macacos rhesus, levando a elevada
viremia e @ morte de 95% dos animais dentro de4 a 7 dias ("2, Em contrapartida, a
atenuacao da cepa Asibi, através de passagens em série do virus, resultou na reducéo
da capacidade de produzir alta viremia, ficando os titulos virais no sangue dos rhesus
em torno de 3,0 log1o PFU mL ' (equivale a 1x103 PFU/mL)(153),

De fato, a viremia nos micos-ledes vacinados teria sido o fator decisivo na
infeccdo dos mosquitos, quando verificamos que o0s mosquitos desafiados
artificialmente com o YFV-17DD proveniente do mesmo lote usado na vacinagéao dos
micos num repasto contendo a carga viral de 1 x 10* PFU/mL n&o foram capazes de
se infectar, enquanto a alimentagdo com uma carga viral maior, ou seja, de 1 x 107
PFU/mL, resultou na infeccdo de uma parcela dos Ae. aegypti e Hg. leucocelaenus.
Porém a taxa de infeccdo dos mosquitos foi baixa: de 13 % e 17 % em Ae. aegypti e
Hg. leucocelaenus, respectivamente. Populagdes brasileiras destas mesmas espécies
de mosquitos que utilizamos, quando desafiadas oralmente com o YFV de varias
linhagens de origem americana e africana (como é caso do 17-DD) e utilizando-se
titulos virais semelhantes (1 x 108%e 1 x 107 PFU/mL), exibiram taxas de infecgdo
geralmente bem acima de 40% ®%). Danet et al (2019)('54) desafiaram, oralmente e
simultaneamente, lotes de Ae. aegypti com uma cepa selvagem do YFV do gendtipo
do Oeste Africano (YFV-DAK) e com o YFV-17D usando o mesmo titulo viral 4 x 107
PFU/mL. Os autores verificaram que, ao 14° dpi, as taxas de infec¢cao para a cepa
selvagem foram >90% ao passo que foram < 50% no conjunto de ensaios com o virus
vacinal YFV-17D. Além disso, observaram que a carga viral alcangada no sitio

primario de replicagdo no mosquito, o intestino médio, era 1 a 2
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log de particulas infecciosas a menos nos mosquitos desafiados com o YF-17D que
com o YFV-DAK. McElroy et al (2006) ('5%) compararam a cinética da infecgéo de Ae.
aegypti desafiados oralmente com a cepa Asibi e o YFV-17D em que o repasto
sanguineo foram essencialmente o mesmo (7 e 7.3 logio TCIDso mI™" ¢ 17D
respectivamente). Os autores examinaram triturado do corpo inteiro dos mosquitos e
notaram que ambos o0s virus apresentaram produgao caracteristica apds infec¢ao oral
de mosquitos, ou seja, uma fase inicial (1° a 3° dpi), na qual o titulo de virus infeccioso
diminuiu, seguida de aumento no titulo que permaneceu constante ou aumentou até
o 14°dpi. E, igualmente, observaram titulos virais mais altos nos mosquitos infectados
por Asibi em comparagao com aqueles infectados com 17D, com uma diferenga em

média de 2 logs, mas essa diferenga nao foi significativa.

Ainda que a infecgéo pelo YFV-17DD tenha sido diagnosticada em alguns Ae.
aegypti e Hg. leucocelaenus alimentados artificialmente com titulo de 1 x 107 PFU/mL,
a disseminacgao nao foi detectada em nenhum deles, sugerindo que a infec¢ao pelo
virus ficou limitada ao intestino médio. Outros autores também obtiveram resultados
similares ao desafiarem fémeas de Ae. aegypti com virusvacinal YFV-17D (135.154)
Tem-se verificado que a carga viral no intestino do inseto infectado esta diretamente
relacionada a chance de haver disseminacao e transmissao de flavivirus. Vazeille et
al (2019)("%) verificaram que uma carga viral no corpo = 4800 cdpias virais
desencadeou a disseminacéo e = 12.000 cépias virais desencadeou a transmissio de
ZIKV em Ae. albopictus. Assim, a baixa carga viral exibida pelo virus vacinal (17DD
ou 17D) relatada nos trabalhos descritos acima (155154 pode ajudar a explicar o
fracasso na disseminacao deste virus comparada ao virus selvagem. Porém, nossos
resultados e os estudos comentados acima sugeremque, além do titulo viral no
sangue ingerido, as caracteristicas do YFV tém importante papel na instalacdo da

infecgdo dos mosquitos.

Embora o ciclo do YFV no mosquito seja bem conhecido, o papel da genética
viral nesses processos nao foi ainda totalmente elucidado. Mas, sabe-se que a
capacidade vetorial depende sobretudo de interagbes governadas por fatores
genéticos do vetor e do virus envolvidos (138.141.157.158) - A" cepa vacinal YFV-17D difere
em 68 dos 10.862 nucleotideos (nt) (aproximadamente 0,63%) da cepa selvagem
Asibi de que se originou, o que resulta em 32 aminoécidos (aa) diferentes. E no gene
que codifica a proteina E onde existe o maior nimero de mutagdes ©®* e acredita-se

que mutacdes nessa proteina possam ser responsaveis pela alteracao
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de tropismo viral. Os genomas das duas sub-cepas vacinais (17D-204 e 17DD)
nao diferem do virus selvagem Asibi na regido 5’-terminal nem no capsideo, mas sim
na 3-UTR®®),

Varios estudos focaram nos genes das proteinas estruturais virais de Flavivirus
como sendo os que conteriam os principais determinantes da infeccdo, mas
principalmente a disseminagao viral em mosquitos (19%159-162) Estando o maior nimero
diferengas entre os genomas do YFV da cepa Asibi e o virus vacinalatenuado (17D
ou 17DD) na proteina estrutural do envelope (E), varios destes estudos tanto com o
YFV quanto outros arbovirus focaram neste alvo de investigagéo (16%-163), No caso do
YFV, um estudo relatou que o gene da proteina E, especificamente o dominio de
ligacao putativa ao receptor celular lll da E, continha determinantes importantes da
disseminagéo viral em Ae. aegypti (155, A utilizagdo datécnica de clones infecciosos
permitiu avango nas investigagdes. A observagao de que um virus quimérico contendo
genes de proteinas M e E do virus 17D (replicagaorestrita ao intestino médio) no virus
Asibi foi capaz de se disseminar, mesmo com taxa de disseminagao baixa (31%),
sugeriu que alguns determinantes genéticos da disseminagdo viral no mosquito
também podem estar localizados fora da regido do gene da proteina estrutural. Ou
seja, indicou que alguns determinantes genéticos sobretudo da disseminag¢ao do YFV
em Ae. aegypti devem estar em genes proteicosndo estruturais ou na regido néo
codificante 3 '(NCR). McElroy et al('®) investigaram os papéis da NS2A, NS4B e 3'NCR
na disseminacao do YFV utilizando quimeras e verificaram que a substituicdo do 17D
NS2A ou NS4B pelo Asibi atenuou significativamente a disseminac&o do YFV, mas
nao houve diferenga na disseminacao apds a substituicdo do 17D 3'NCR. Em
conjunto, esses resultados demonstram que a capacidade de disseminagéo é

propriedade multigénica.

Na verdade, varios mecanismos e fatores, ndo mutuamente exclusivos,
poderiam explicar a limitagao da infeccdo e a restricao da disseminacao do virus
atenuado vacinal (17D ou 17DD). Danet et al ('3 verificaram que o YFV-17D néo é
apenas sensivel a barreira de escape do intestino médio em Ae. aegypti, mastambém
a barreira de infecgao do intestino médio do vetor que ingeriu o virus, pois quando
injetado via intra-toraxica (burlando a barreira de escape), o YFV-17D se replica nos
tecidos do intestino tao eficientemente quanto o YFV selvagem. Os autores sugerem
que a restricdo da replicagdo do YFV-17D no intestino médio de Ae. aegypti ocorre

no nivel das células epiteliais e que a principal restricdo ocorreria
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em um estagio anterior a produgao de RNA viral. Finalmente, sugerem que a baixa
diversidade genética do virus vacinal atenuado YFV-17D (16%) comparada ao YFV
selvagem seria um fator que poderia contribuir para sua baixa capacidade de infectar
e inabilidade em se disseminar em Ae. aegypti, citando o fato de que cepas do virus
da encefalite equina venezuelana (Alphavirus) capazes de se disseminarnos

mosquitos tém uma diversidade maior do que os que no se disseminaram (166),

Independentemente da espécie, os PNHs vacinados recentemente no CPRJ
tiveram viremia que ndo ultrapassou 10* PFU/mL. O conjunto de informagdes
disponiveis na literatura que comentamos acima, obtidas com o modelo experimental
Ae. aegypti — YFV-17D, podem indiretamente sugerir que, ainda que algum primata
Neotropical vacinado com o YFV-17DD eventualmente apresente viremia tdo elevada
quanto 10°a 10" PFU/mL a infecgdo nos mosquitos silvestres devera ser abortada ou
ficar restrita ao intestino médio, ndo havendo transmissdo, como visto no caso dos Sa.

albiprivus e Hg. leucocelaenus aqui desafiados artificialmente, respectivamente.

De fato, nossos dados sugerem que as barreiras do intestino médio ao virus
vacinal atenuado 17-DD, especialmente a barreira de infecgdo, sejam mais
importantes em Sa. albiprivus comparado ao Ae. aegypti e Hg. leucocelaenus, uma
vez que nenhuma fémea daquela espécie se infectou mesmo quando ingeriram alta
dose viral no repasto (1 x 107 PFU/mL). Ae. aegypti e Hg. leucocelaenus s&o
filogeneticamente mais préoximos e pertencem a mesma tribo (Aedini), ao passo que
Sa. albiprivus é um Sabethini. Talvez os Sabethini sejam menos permissivos ao YFV-
17DD. Mas, vale ressaltar que os resultados aqui apresentados sao limitados a uma
populacdo para cada espécie testada. Sabe-se, porém, que a competéncia vetorial
pode variar em diferentes espécies de um mesmo género e entre populagdes de

mosquitos de uma mesma espécie para um mesmo virus (167),

Até onde sabemos, diferentemente do nosso estudo, os trabalhos de
competéncia vetorial para o virus vacinal da febre amarela disponiveis na literatura
foram realizados com a cepa YFV-17D e com apenas uma espécie de mosquito, o Ae.
aegypti. Nosso estudo, devido a sua conceitualizagcdo e objetivos, € o primeiro a
avaliar a competéncia vetorial ao virus vacinal YFV-17DD em mosquitos silvestres,
como Sa. albiprivus, Sa. identicus, Hg. janthinomys/capricornii e Hg. leucocelaenus,
além de testar comparativamente o vetor urbano Ae. aegypti. Nosso estudo, portanto,

€ pioneiro nesse sentido.
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Finalmente, no que diz respeito a competéncia vetorial, o conjunto dos
resultados e analise da literatura disponivel indicam que as baixa viremia apresentada
pelos micos-lebes vacinados combinada com a menor capacidade de infeccao de
mosquitos silvestres ou mesmo domeésticos pelo YFV-17DD ndo sustentariam a

transmissao do virus vacinal atenuado na natureza.

5.2 Levantamento faunistico e modelos de distribuicao dos espécimes

coletados

O conhecimento da diversidade das espécies de mosquitos em areas de
ambiente natural é de fundamental importdncia para a avaliagcdo das possiveis
mudancas em seus comportamentos e adaptacdes de acordo com as diversas
condicdes ambientais dessa regiao ou em areas onde o ambiente foi submetido e/ou
esta passando por alteragéo antropica (168 169),

Aos achados experimentais acerca da possibilidade do virus vacinal ser
transmitido na natureza a partir de PNHs vacinados no CPRJ associamos
observacgdes de campo sobre os mosquitos que potencialmente picam os animais ali

mantidos.

A abordagem incluiu estratégias que empregassem métodos de coleta de
imaturos e adultos que permitissem conhecer a diversidade da fauna e avaliar a
abundancia no tempo e espaco no CPRJ. Com base nas analises dos resultados do
conjunto de coletas feitas no CPRJ, observamos que o local apresenta consideravel
riqueza de espécies de mosquitos, incluindo vetores reconhecidos na transmissao
do YFV.

Com efeito, foram identificados 12 géneros de mosquitos pertencentes a 21
espécies, sem se levar em conta a grande maioria dos individuos dos géneros Culex
e Wyeomyia, cuja identificagdo especifica, reconhecidamente complexa ©3), n&o foi
possivel durante a realizagdo do estudo. A diversidade de mosquitos ja descrita em
sitios localizados no mesmo flanco da Serra do Mar foi mais elevada. O numero de
espécies encontradas no CPRJ foi essencialmente a metade (44 espécies) do
reportado por Guimaraes e Arlé (1984)('70 ao capturarem mosquitos, semanalmente,
durante 24 meses consecutivos, no Parque Nacional da Serra dos Orgéos, onde os
sitios de coleta se localizavam a cerca de 9 km em linha reta do CPRJ, porém, na
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porcdo mais montanhosa do mesmo municipio, Guapimirim. A cerca de 20 km em
linha reta do CPRJ, na Reserva do Guapiacu, localizada no municipio de Cachoeira
de Macacu, Silva et al. (2014)(""") detectou a ocorréncia de 59 espécies empregando

apenas armadilhas luminosas de diferentes cores.

Como era de se esperar, os métodos usados para a captura selecionariam as
espécies e influenciariam no resultado obtido. O uso de ovitrampas selecionou
essencialmente a coleta de Aedini - Hg. leucocelaenus, Aedes terrens e Hg.
Janthinomys/capricornii (9,1%) nas paletas e, com menor expressividade, Culex urichii
e Limatus pseudomethysticus na agua. Interessante notar que somada a frequéncia
das duas espécies de Haemagogus, obtém-se 70,8 % do total de imaturos coletados
em armadilha de ovitrampa [Hg. leucocelaenus (61,7%), Hg. janthinomys/capricornii
(9,1%)]. Portanto, se considerarmos apenas a coleta de imaturos, a maior frequéncia
e abundancia estdo entre as principais espécies envolvidas na transmissao do virus
da febre amarela silvestre no estado do Rio de Janeiro e em outras partes do Sudeste
na recente epidemia @1 99, 100, 172-177) A composicdo da riqueza de espécies de
mosquitos encontrados em armadilhas de ovitrampas do presente estudo nao diferiu
com os resultados faunistico encontrado por Alencar et al. (2016) ('7® em um
fragmento de floresta Atlantica do Municipio de Cachoeiras de Macacu.
Provavelmente o grau de preservagcdo e outras caracteristicas locais, como a
disponibilidade de habitat larval em ambos fragmentosflorestais n&o influenciaram a

distribuicao das espécies.

Apesar dos pontos de amostragem do CPRJ pertencerem ao mesmo tipo de
paisagem, apresentaram diferengcas quanto a distribuicido das espécies. Cabe
ressaltar, que o ponto amostral 3, localizado totalmente dentro da mata do CPRJ,
apresentou a maior abundancia populacional. Essa diferenga observada na
distribuicdo populacional na area do CPRJ pode indicar que o local apresenta uma
consideravel disponibilidade de hospedeiros. Assim sendo, configura que as espécies
de mosquitos nao necessitem dispersar para exercer a atividade hematoéfagica.

Considerando a combinagao de armadilhas para coleta de adultos e imaturos,
0s espécimes de Haemagogus leucocelaenus distribuiram-se com maior incidéncia
no sitio amostral 3, diferentemente observado para Hg. capricornii/janthinomys que foi
encontrado de forma regular em praticamente em todos pontos amostrais. Dajoz

(1983) (179 referiu que o regime alimentar de uma espécie raramente é constante
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durante o ano inteiro em todos lugares e esta variagdo pode ser influenciada em
funcao das caracteristicas do meio.

As analises realizadas sobre distribuicdo biogeografica das espécies
Haemagogus revelaram que algumas populacdes estdo bem caracterizadas a
determinado tipo de biota. Segundo Forattini (1996) ('8) s30 mudltiplos fatores que
determinam a feicao geografica revelada pela espécie ou comunidade.

Kumm & Cerqueira (1951) (") relataram que no Brasil, Haemagogus capricornii
e Hg. janthinomys nao se encontram restritos somente a regido de planicie, ocorrendo
também em zonas de altitudes superiores a 800 m a. n. m.

Haemagogus janthinomys é a espécie de maior distribuicdo geografica no
Brasil, que parece estar altamente adaptada aos diferentes biomas. Entretanto, Hg.
capricornii ao que tudo indica, pode ser definida como a espécie “caracteristica” da
regiao de Mata Atlantica, enquanto Hg. janthinomys, que coabita varias biocenoses
poderia ser definida como a espécie “preferente”. A relacido real entre as espécies
para o espago geografico ndo é significativa, reforgando a ideia de que as duas
espécies ocupam habitats diferentes.

Forattini (2002)"") relatou que a sobrevivéncia das populagdes depende da
habilidade que elas possam apresentar, expressas de multiplas formas, em conviver
com as condicdes e as caracteristicas do ambiente, o que recebe 0 nome genérico de
adaptacdo, e que decorre do equilibrio atingido entre os mecanismos enddgenos,
proprios dos organismos que compdem essas populacdes, e os estimulos exdégenos
que procedem do meio onde vivem.

Guimaraes & Arlé (1984)('70) relataram a ocorréncia de Hg. leucocelaenus em
todos meses do ano, exceto junho e novembro, diferindo de Hg.
capricomii/janthinomys que concentrou 90% dos seus espécimes em dezembro.
Essas observacbes corroboram com o presente estudo, o més de margo foi 0 mais
favoravel para Hg. leucocelaenus, enquanto que os meses de maio, novembro e
dezembro foram os de menores incidéncia. Haemagogus capricomii/janthinomys
apresentou maiores incidéncias nos meses de dezembro e margo.

As coletas de adultos foram feitas com armadilhas e diretamente com AHPE,
métodos que também podem selecionar as espécies atraidas. Culex spp., sem

importancia epidemioldgica no contexto da febre amarela, foram muito frequentes.
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Contudo, merece destaque a frequéncia de Ae. scapularis, Hg. janthinomys/capricornii
e Hg. leucocelaenus em comparagao com as demais encontradas na area,
excetuando-se Culex. Por exemplo, Hg. leucocelaenus representou 21,7% do
capturado diretamente em AHPE, seguida de Ae. scapularis (12,9%). A ultima espécie
foi considerada vetora secundaria da febre amarela durante a recente epidemia no
RJ®" e ja havia sido encontrada infectada com o YFVem outras partes do Brasil ¢4.173)

e demonstrado experimentalmente ser capaz de transmitir o virus entre macacos
(182,183)

Os citados vetores primarios e secundarios apresentaram maior abundancia na
estacado das chuvas que coincide com o verdo. Trata-se de uma tendénciapreviamente
observada especialmente quando se trata de espécies cujos ovos, resistentes a
dessecacdo, acumulados nos criadouros, eclodem em massa com as maiores
precipitacdes (©371.116)  Assim, considerando-se o conjunto as coletas de ovos e
adultos, Hg. leucocelaenus apresentou pico populacionais nos meses de janeiro e
margo, embora tenha sido capturado durante todos o ano. Esse comportamento foi
semelhante ao encontrado em outras localidades do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil
e em Trinidad ('8+-1%0), Coincidentemente, o vetor primario Hg.janthinomys/capricornii,
assim como os vetores secundarios Ae. scapularis e Sabethes chloropterus também
apresentaram pico populacional em janeiro. Assim, ainda que os vetores da febre
amarela possam picar os PNHs durante todo o ano, nossos dados indicam maior risco
de transmissao no més de janeiro, o que esta de acordo com registros de epizootias
no Sudeste (10.124),

As jaulas onde os PNHs sdo mantidos no CPRJ s&o distribuidas numa area
onde a floresta Atlantica pode estar mais préoxima ou nao. Os mosquitos vetores do
YFV detectados no CPRJ se criam dentro da floresta, essencialmente em ocos de
arvore, no caso de Haemagogus e Sabethes, ou solo alagado em area sombreada
pela mata, no caso de Ae. scapularis ©3). Para conhecer a distribuigdo dos mosquitos
no espaco do CPRJ, fizemos coletas em transectos, com pontos de atividade desde
o ambiente modificado dentre da mata, a 400 m do primeiro. Verificamos grande
heterogeneidade no que diz respeito a abundancia e diversidadede espécies entre os
pontos de coleta e diferencas significantes foram detectadas entre os resultados das
coletas feitas em alguns pontos. Por exemplo, verificamos que o Ponto 3, um dos
localizados mais para dentro da mata (400 m do PO) foi onde houve maior abundancia
de ovos de Hg. leucocelaenus e onde Hg. janthinomys/capricornii também realizou
postura com frequéncia. Apesar destas
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diferencas espaciais, ha risco dos PNHs serem picados por vetores do YF em
qualquer das gaiolas, considerando-se que Hg. leucocelaenus foi encontrado em
todos os pontos amostrais e que Hg. janthinomys s6 nao foi detectada em um dos
pontos. Com efeito, estes dois vetores sdo capazes de se deslocar por varios
quildmetros, cobrindo ambientes de mata e modificados, comportamento que facilita
a disseminacao espacial do YFV (19"), Suas capacidades de se deslocar para fora da
floresta onde nasceram ou onde foram desovar e picar PNHs ou humanos noecétono
ou mesmo no ambiente aberto modificado tem sido indicada como importante fator de
risco na transmissdo do YFV (122),

Em conjunto, esses resultados indicam que os PNHs do CPRJ estao altamente
expostos ao risco de infecgao pelo YFV selvagem e, caso esses animais vacinados
desenvolvessem elevada viremia pelo YFV-17DD, poderiam ser fonte de infeccéo
para os vetores distribuidos de forma ubiqua e com elevada frequéncia especialmente
no verao. Nesse contexto, a proposta de imunizacdo dos animais através da
vacinacado com o YFV-17DD foi uma estratégia oportuna de profilaxia contra as
infecgbes naturais pelo YFV, especialmente levando-se em conta que a vacina se
mostrou segura tanto para os micos-ledes quanto para as demais espécies (André
T.S. Fernandes - LATEV-Biomanguinhos, informagéo pessoal) e produziu viremias

aparentemente insuficientes para resultar na transmissao vetorial.
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6 CONCLUSOES

- Os mosquitos Ae. aegypti, Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys, Sa.
albiprivus e Sa. identicus nao se infectaram ao se alimentarem diretamente em micos-
ledes no terceiro dia apés a vacinagao com o virus atenuado YFV-17DD, em torno do

qual se situa o pico da viremia.

- Aedes aegypti e Hg. leucocelaenus também n&o foram capazes de se
infectar quando alimentados artificialmente em um repasto contendo titulo viral de
YFV-17DD (1 x 10* PFU/mL) igual a mais elevada viremia desenvolvida em primatas
nao-humanos vacinados, independentemente da espécie de animal ou tempo pés-

vacinal.

- Porém, Ae. aegypti e Hg. leucocelaenus, mas nao Sa. albiprivus, infectaram-
se ao ingerirem um repasto artificial contendo titulo viral elevado do YFV-17DD (1 x
107 PFU/mL), mas, ainda assim, o virus ndo se disseminou para tecidos

secundarios.

- Barreiras no intestino médio dos mosquitos desafiados oralmente devem ter
bloqueado a disseminagéao e, por conseguinte, a transmissao vetorial do YFV-17DD
nas espécies testadas, mesmo quando ingeriram um repasto contendo elevadacarga

viral.

- A fauna de mosquitos existente no CPRJ, onde os animais vacinados eram
mantidos, € diversa e abundante, incluindo espécies vetoras primarias e secundarias
da febre amarela silvestres - Hg. leucocelaenus, Hg. janthinomys, Ae. scapularis e Sa.

chloropterus -, e mesmo o vetor urbano Ae. aegypti.

- Existe uma heterogeneidade na abundéncia, riqueza, diversidade de

espécies de mosquitos dos doze pontos amostrais.
- Verificou-se similaridade consideravelmente alta para todas as comparagdes

por pares entre os pontos onde houve combinagdo de amostragens de adultos com

armadilha BG-Sentinel e de imaturos com ovitrampas (P1 a P5).
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- Constatou-se que, nas coletas combinada de imaturos e adultos, o ponto de
coleta P4, um dos localizados dentro da mata (400 m), apresentou maior riqueza.
Acrescente-se que os pontos de coletas na mata (200 m) onde houve somente

amostragem de imaturos (P6 e P9) apresentaram maiores abundancia.

- O método de coleta influenciou mais na composicao da fauna capturada que
a localizacado. Baseado no indice de similaridade, foi observada maior similaridade
na composicao de espécies nos pontos onde se realizaram capturas apenas com
AHPE.

- As espécies An. cruzii, Ps. ferox, Ru. cerqueirai, Wy. incaudata (?), Wy.
theobaldi, e os vetores secundarios da febre amarela Sa. chloropterus e Sa. albiprivus

foram coletadas apenas com AHPE.

- As distribuicbes temporal e espacial da densidade das espécies vetoras da
febre amarela silvestre no CPRJ, especialmente de Hg. leucocelaenus, sugerem que
os primatas ndo-humanos ali mantidos estdo expostos a picada desses insetos e a
transmissao do virus selvagem, independentemente da localizagéo de sua gaiola e ao

logo de todo o0 ano, embora com maior risco entre janeiro e margo.

- Animais vacinados com o virus atenuado YFV-17DD foram potencialmente
picados por esses vetores no CPRJ. Porém, o conjunto de evidéncias obtido neste
estudo indicam que as baixas viremias apresentada pelos micos-ledes e outros simios
vacinados no CPRJ, combinada com a baixa susceptibilidade de mosquitos silvestres

ao YFV-17DD, nao sustentariam a transmissao do virus vacinal atenuado na natureza.
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ANEXO 1
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ANEXO 2
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' Sistema de Autorizagao e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
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* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

Nome: Filipe Vieira Santos de Abreu CPF: 080.429.536-07

Titulo do Projeto: Qual o risco de reemergéncia de febre amarela silvestre no Rio de Janeiro?

Nome da Instituigio : FUNDAGAO OSWALDO CRUZ CNPJ: 33.781.055/0001-35

Cronograma de atividades

# Descricac da afividade Inicio (mé&s/ano) [Fim (més/ano)
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2 | Coleta na regido serrana do Rio de janeiro 02/2016 02/2018
3 [ Concomitar a analise de vetores, serdo analisados os primatas ndo humanos (sisbio n® 41837-3) 02/2016 06/2019
4 | Criagdo dos imaturos em laboratério 03/2016 06/2019
5 [ Isolamento viral das amostras 06/2016 01/2019
6 | Testes de comp ia vetorial 08/2016 12/2018
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